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RESUMO 
 
 
 
A Melissa officinalis, popularmente conhecida como erva-cidreira, tem sido usada 
predominantemente em desordens relacionadas ao cérebro. Está bem 
documentado que os diferentes componentes dessa erva podem interferir no 
humor e na cognição de humanos e animais experimentais. Considerando esses 
aspectos, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos comportamentais e 
cognitivos do extrato de Melissa officinalis em dois modelos experimentais com 
possibilidade de traumas neurológicos: sepse experimental e administração de 
metilmercúrio (MeHg). Para tal, foram usados ratos machos Wistar (n= 150), 
conforme as recomendações do Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA). Para a 
indução de sepse, os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina 
(80mg/kg) e xilazina (10mg/kg), seguida das cirurgias e exposição do ceco, com 
ou sem perfuração para o extravasamento das fezes. Ao final dos procedimentos 
cirúrgicos, todos os animais receberam ceftriaxona (30 mg/kg) e clindamicina (25 
mg/kg). No segundo modelo experimental, os animais foram administrados com 
salina ou MeHg (100 mg/kg). O extrato de M. officinalis (100 mg/kg) foi 
administrado por via oral, durante uma semana após os procedimentos 
mencionados, quando os animais foram avaliados nos  seguintes testes 
experimentais: campo aberto (locomoção), Labirinto em cruz elevado (LCE, 
ansiedade), nado forçado (depressão) e esquiva inibitória (memória). 
Considerando os resultados com sepse, observou-se que os animais que 
sobreviveram à perfuração cecal apresentaram uma redução no percentual de 
entradas nos braços abertos do LCE, enquanto aqueles administrados com MeHg 
reduziram o percentual de tempo nos braços abertos do LCE. Ambos 
procedimentos, não alteraram as locomoções dos animais no teste do campo 
aberto e na frequência nos braços fechados do LCE. Além disso, esses mesmos 
animais apresentaram um aumento no tempo de imobilidade no teste do nado 
forçado, enquanto que no teste de esquiva inibitória eles reduziram o tempo de 
permanência na plataforma do equipamento. O extrato de M. officinalis interferiu, 
de forma positiva, no bloqueio dessas respostas, aumentando os parâmetros das 
entradas e/ou tempo de permanência dos animais nos braços abertos do LCE e 
reduzindo o tempo de imobilidade no nado forçado. No teste da esquiva inibitória, 
os melhores resultados com M. officinalis foram observados com o grupo de 
animais que sobreviveram à sepse, visto que o extrato melhorou a memória de 
curta e longa duração dos referidos animais. Nos ratos que foram expostos ao 
MeHg somente a memória de longa duração melhorou com a administração do 
extrato. Considerando esses resultados conclui-se que a M. officinalis parece ter 
propriedades ansiolíticas, antidepressivas e mnemônicas relacionadas a possíveis 
traumas neurológicos decorrentes de processos infecciosos e também devido à 
exposição de contaminante ambiental.   
 
 
Palavras-chave: Comportamento, Memória, Melissa officinalis, Metilmercúrio, 
Sepse 



 

ABSTRACT 

 
 
Melissa officinalis, commonly known as lemon balm has been used predominantly 
in the brain related disorders. It is well documented that different components of 
this herb may interfere with mood and cognition in humans and experimental 
animals. Considering these aspects, the aim of this study was to analyze the 
behavioral and cognitive effects of this ethanolic extract of M. officinalis in two 
experimental models with possibility of neurological trauma: experimental sepsis 
and administration of methylmercury (MeHg). For this purpose, male Wistar rats 
(n= 150) were used, as recommended by the Ethics Committee on Animal Use. To 
induce experimental sepsis, the animals were anesthetized with a mixture of 
ketamine (80mg/kg) and xylazine (10mg/kg), followed by surgery and exposure of 
the cecum, with or without perforation area for overflow of feces. At the end of the 
surgery, all animals received ceftriaxone (30 mg/kg) and clindamycin (25 mg/kg). 
In second experimental model, the animals were administered with saline or MeHg 
(100 mg/kg). M. officinalis ethanolic extract (100 mg/kg) was administered by oral 
route for one week after those mentioned procedures, when the animals were 
evaluated in the following experimental tests: open field (locomotion), elevated 
plus maze – EPM (anxiety), forced swimming (depression) or inhibitory avoidance 
(memory) tests. Considering the results with sepsis, we observed that sepsis 
survivor animals showed a decrease in the percentage of open arms entries of the 
EPM, while those administered with MeHg showed decrease in the percentage of 
open arms time of the EPM. Both procedures did not change the locomotion of the 
animals in the open field test and frequency in the enclosed arms of the EPM. 
Furthermore, the same animals belonging to these two experimental protocols 
also showed an increase in immobility time in the forced swimming test, whereas 
in the inhibitory avoidance test they reduced the latency in the platform of the 
equipment. M. officinalis interfered positively in blocking almost all these 
responses, increasing the parameters of entries and/or time spent in the open 
arms of the EPM and reduced the immobility time in the forced swimming. At the 
inhibitory avoidance test, the best result with M. officinalis was observed in sepsis 
procedures, since the extract improved short- and long-term memories of those 
animals. In rats that were exposed to MeHg only long-term memory was improved 
with the extract administration. Considering these results it is concluded that M. 
officinalis appears to have anxiolytic, antidepressant and mnemonic properties 
related to possible neurological traumas resulting from infectious processes and 
also due to exposure to environmental contaminants. 

 

Keywords: Behavior, Memory, Melissa officinalis, Methylmercury, Sepsis 
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As plantas medicinais têm desempenhado um papel importante no 

tratamento de muitas doenças, favorecendo principalmente a população de baixa 

renda que, com frequência, busca na medicina natural a solução de seus 

problemas de saúde (ALNAMER et al., 2012; CHOI et al., 2013). Nas últimas 

décadas, as publicações voltadas para as propriedades terapêuticas de muitas 

espécies de plantas advindas da natureza aumentaram consideravelmente. Dessa 

forma, foi aumentando o interesse dos pesquisadores na busca de novos 

princípios biológicos capazes de interferir na demanda diversificada de doenças 

que acometem a saúde pública mundial. 

Dentre algumas das alternativas consideradas pela população, a Ginkgo 

biloba tem se mostrado efetiva em triagens clínicas para o tratamento da Doença 

de Alzheimer e demências vasculares (GERTZ e KIEFER, 2004). A galantamina, 

um alcalóide obtido de bulbos e flores da Galantus woronowii (Amaryllidaceae), 

também é um composto muito utilizado contra os sintomas da Doença de 

Alzheimer (HEINRICH e TEOH, 2004). A atropina,  a pilocarpina, os glicosídeos 

cardíacos, o curare e a reserpina recebem destaque por sua aplicabilidade 

medicinal ou por ter contribuído para a formulação de novos fármacos (ADAMS et 

al., 2007). A valeriana, passiflora e melissa foram desenvolvidos comercialmente 

por suas eficácias e reduzidos efeitos adversos (BOURIN et al., 1997).  

Desses fitoterápicos, chama-se atenção à aplicabilidade terapêutica da 

Melissa officinalis L. (M. officinalis) é preparada à base de plantas nativas da 

região do Mediterrâneo Oriental e Ásia Ocidental, muito comum também no Brasil. 

Ela tem sido tradicionalmente usada como tônica, antiespasmódica, carminativa, 

diurética, sedativa/hipnótica, para melhorar o humor, a memória e alívio da dor de 

cabeça (KENNEDY et al., 2002, 2004, 2006; VANE e BOTTING., 1995). Dentre as 

propriedades terapêuticas mais reladas na literatura científica, os efeitos 

produzidos no Sistema Nervoso Central (SNC) merecem destaques, isto porque 

ela pode reduzir os níveis elevados de estresse, ansiedade, tensão e insônia em 

humanos (CASES et al., 2011; KENNEDY et al., 2004; 2006) e animais 

experimentais (TAIWO et al., 2012). 

A saúde mental vem sendo pauta de muitas discussões no cenário 
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científico, isto porque as doenças oriundas do SNC podem resultar em 

significantes mudanças comportamentais e emocionais, como a depressão, 

impulsividade, ansiedade, agressividade e desordens decorrentes de estresse 

pós-traumático (STARKSTEIN e PAHISSA, 2014). As causas geradoras dessa 

interferência central, entretanto, podem ser muito diversificadas, chamando a 

atenção para aquelas decorrentes de processos inflamatórios e/ou infecciosos 

(LEITE et al., 2013), e as que são provenientes de contaminação ambiental 

(LUCENA et al., 2010, 2013; MAIA et al., 2010). 

Considerando a susceptibilidade do SNC a muitos fatores, não surpreende 

que respostas inflamatórias como as decorrentes da sepse, por exemplo, afetem 

as funções cerebrais, principalmente por conta de um quadro de encefalopatia 

séptica (NAMAS et al., 2012). Esta infecção continua sendo um desafio para a 

saúde pública mundial, mesmo após anos de estudos e progressos na 

compreensão da doença (DELLINGER et al., 2013; SILVA et al, 2004). A 

incidência de sepse tem aumentado ao longo dos anos, e as taxas de mortalidade 

permanecem altas, que varia entre países e continentes (DELLINGER et al., 

2013; TELES et al., 2008).  

A encefalopatia pode ser explicada como um rompimento das funções 

normais do SNC pelas mudanças no metabolismo, alterações na sinalização 

celular decorrentes de mediadores inflamatórios, que refletem no funcionamento 

regular do cérebro e do organismo como um todo (GARDNER et al., 2014). Como 

consequência, pode desencadear anormalidades motoras, depressão, ansiedade 

traumática e prejuízos de memória (MCKEE et al., 2009; OMALU et al., 2005; 

STERN et al., 2011). Relatos científicos mostram que essa condição clínica pode 

também ser afetada por compostos químicos como, por exemplo, o mercúrio e 

suas formas químicas (BENSEFA-COLAS et al., 2011) 

O metilmercúrio (MeHg) é um dos contaminantes ambientais mais 

conhecidos por seus efeitos tóxicos em seres humanos e animais experimentais 

(CARVALHO et al., 2011; CLARKSON e MAGOS., 2003). Ele é, em grande parte, 

derivado do mercúrio inorgânico metilado transformado, principalmente, por 

microorganismos aquáticos, com subsequente acumulação na cadeia alimentar 
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aquática sendo, posteriormente, sendo consumido por humanos (DÓREA, 2008). 

Além disso, provoca danos agudos e crônicos em múltiplos órgãos, 

principalmente quando as exposições ocorrem durante o período de 

desenvolvimento neural (CARVALHO et al., 2011; DALLA CORTE et al., 2013; 

GRANDJEAN e HERZ., 2011). 

Muitos estudos têm avaliado os aspectos aqui abordados em vários 

modelos experimentais, com o objetivo de melhor caracterizar os aspectos 

patológicos frente aos processos inflamatórios/ infecciosos e de neurotoxicidade 

(LEITE et al., 2013; LUCENA et al., 2010, 2013; MAIA et al., 2009, 2010). Os 

modelos experimentais in vivo e in vitro certamente facilitam um melhor 

entendimento de muitas lacunas que ainda se fazem presentes no conhecimento 

científico. Os métodos in vitro são úteis para a investigação preliminar do possível 

potencial de um produto, principalmente porque se eles produzirem resultados 

positivos, novas investigações normalmente são necessárias para fornecer dados 

com relevância clínica que poderão ser complementados por ensaios in vivo 

(HEINRICH et al., 2008). 

Tendo com base esta premissa, e considerando que para as pesquisas 

envolvendo produtos naturais os estudos in vivo são essenciais para uma melhor 

consolidação dos dados obtidos do seu uso popular, coube aqui nosso interesse 

nas investigações das alterações comportamentais e cognitivas decorrentes de 

prováveis alterações neurológicas geradas pelos processos infecciosos e de 

contaminantes ambientais como, por exemplo, a exposição ao MeHg em  animais 

experimentais tratados com o extrato de M. officinalis. 
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1.1 Potencial terapêutico dos produtos naturais 

 A Amazônia e o Cerrado brasileiro dispõem de uma riqueza exuberante de 

espécies com potenciais terapêuticos, fazendo com que o Brasil seja um dos 

países mais ricos do mundo no fornecimento de matéria-prima que poderiam ser 

amplamente exploradas pelas indústrias farmacêuticas (FONTES JR et al., 2009). 

Dados estatísticos sobre a taxa de consumo de produtos naturais para as 

doenças provenientes de diferentes causas são praticamente nulos em nosso 

país. No entanto, nos Estados Unidos da América (EUA) há registro de que cerca 

de 20% de sua população usam esses produtos, ainda que não tenha qualquer 

evidência científica boa de sua efetividade, com seis de seus dez produtos mais 

populares sendo consumidos com a crença de que eles podem beneficiar muitos 

males, principalmente aos relacionados com as funções do cérebro (BENT, 2008) 

Embora em um arsenal farmacoterapêutico contemporâneo estejam 

incluídas várias alternativas sintéticas formuladas para modificar os danos 

fisiológicos e funções cerebrais, a medicina natural nunca deixou de ser 

desconsiderada no contexto da saúde da população mundial. Há cerca de 7 anos, 

aproximadamente metade das drogas licenciadas registradas mundialmente eram 

provenientes de produtos naturais ou de seus derivados sintéticos. Entretanto, 

somente três de um total de 84 psicotrópicos registrados nesse período ficaram 

nesta classe (KENNEDY e WIGHTMAN, 2011; NEWMAN e CRAGG, 2007)   

A M. Officinalis (Fig. 1), conhecida como “erva cidreira” devido ao seu 

aroma de limão, pertence à família Labiateae, e tem seu arsenal terapêutico 

atribuído a muitos componentes químicos ativos. De suas folhas é possível extrair 

taninos, flavonóides e óleos essenciais, que são os principais responsáveis por 

várias de suas propriedades terapêuticas. Trabalho recente mostrou que o ácido 

rosmarínico é um dos principais compoenentes implicados com suas respostas 

farmacológicas (DORING et al., 2014). Normalmente ela é comercializada na 

forma de chá (BOUNIHI et al., 2013; DORING et al., 2014). 

Esta espécie também chama atenção pelas suas propriedades analgésicas 

antibacterianas, antivirais e antifúgicas (MIMICA-DUKIC et al., 2004; SUMALAN et 
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al., 2013). Recentemente, esse fitoterápico mostrou ser eficaz como neuroprotetor 

após a hipóxia-isquêmica cerebral (BAYAT et al., 2012) e com propriedade 

antioxidante após a indução de estresse oxidativo induzido pelo manganês 

(MARTINS et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Melissa officinalis de suas formas de apresentação: Folhas da planta e forma como é consumida 
(Fontes:Doring et al., 2014 e www.patriciadavidson.com.br) 

Os mecanismos de ação responsáveis pelas propriedades farmacológicas 

apresentadas por esse fitoterápico ainda não estão totalmente esclarecidos. No 

entanto, tem crescido o interesse de pesquisadores na investigação de seus alvos 

de ação. Perry et al. (1996) e  Wake et al. (2000), observaram que o sistema 

colinérgico, por meio dos seus receptores nicotínicos e muscarínicos, poderia ser 

um dos principais responsáveis por suas ações farmacológicas, isto porque 

diversos componentes da folha desse espécie de planta apresentaram ligações 

nos dois subtipos de receptores, sendo que a proporção maior foi nos nicotínicos.   

A M. officinalis , pode ser apresentada como uma dessas riquezas usadas 

para o tratamento das desordens do SNC e, ainda, constituir um grande 

investimento para a medicina moderna no que concerne as consequências 

comportamentais e cognitivas de prováveis déficits neurológicos decorrentes de 

processos inflamatórios/infecciosos e/ou provenientes de danos causados por 

contaminantes ambientais. 
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1.2 Sepse: aspectos gerais 

A sepse é uma resposta imune frente a uma agressão por microorganismos 

decorrente de uma infecção levando a um quadro conhecido como Síndrome da 

Resposta Inflamatória Sistêmica – SRIS (BONE et al., 1992). Este conceito foi 

considerado em 1992, após um consenso liberado em uma conferência norte 

americana, no entanto foi revisto em 2001, quando ela foi considerada uma 

infecção com diagnóstico confirmado ou com suspeita, onde o paciente pode 

apresentar sinais e sintomas de uma resposta inflamatória (LEVY et al., 2003; 

VINCENT et al., 2013). 

Pelo fato da sepse poder ser causada por bactérias, vírus e fungos, ela 

pode ser caracterizada por dois estágios distintos: pró-inflamatório e anti-

inflamatório. O primeiro, que inicialmente predomina, normalmente está 

relacionado à grande demanda de citocinas, onde o sistema imunológico inato as 

libera sistemicamente na tentativa de combater a infecção. Esse sistema também 

recruta outros mediadores para auxiliarem na resposta imune na defesa do 

organismo. O estágio anti-inflamatório, por sua vez, considerada uma resposta 

inflamatória compensatória, segue a etapa iniciada pela SRIS (NAMAS et al., 

2012; WARD et al., 2008), sendo que esta última condição é definida como a 

incapacidade do organismo para responder a uma mudança antigênica e/ou 

infecciosa definida (HUTCHINS et al., 2014). 

A encefalopatia é uma das consequências relacionadas a esta situação, 

podendo ser causada por desordens metabólicas, exposição à toxina, 

microrganismos, metais pesados, radiação e danos neurológicos. Esta síndrome é 

considerada uma das mais frequentes e é estimado que 9 a 71% dos pacientes 

com sepse apresentam sintomas nesse quadro (ZIAJA, 2013). Apesar de ser 

descrita como uma síndrome reversível, estudos indicam que os pacientes podem 

apresentar prejuízos cognitivos de longa duração e distúrbios depressivos após 

uma recuperação de um quadro séptico. Sendo que a recuperação destes danos 

geralmente é demorada (PAPADOULOS et al., 2000; PYTEL e ALEXANDER, 

2009; ZIAJA, 2013). 



 21 

Considerando esses aspectos, não se torna surpreendente que esta 

doença acaba se constituindo a décima causa de morte nos EUA entre os 

pacientes críticos internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI). São 

notificados aproximadamente 250.000 casos anualmente naquele país e que 

representa um custo econômico elevado para a saúde pública (ANGUS et al., 

2001; GAIESKI et al., 2013). Mais de 70% de suas mortes ocorrem após os três 

primeiros dias da infecção e aumenta o índice nas semanas seguintes depois dela 

instalada (OTTO et al., 2011). Alguns pesquisadores descrevem que a taxa 

mundial de mortalidade por sepse poderia ser até maior, mas existem falhas nos 

dados tendo em vista a sua falta de notificação, dados hospitalares 

administrativos incompletos, e algumas peculiaridades próprias dos serviços de 

saúde pública (WANG et al., 2014).  

No Brasil, ela é responsável por 25% da ocupação de leitos em UTI, sendo 

uma das principais causas de mortalidade hospitalar nessas unidades, superando 

o infarto do miocárdio e o câncer. Na sua forma mais grave (choque séptico) tem 

alta mortalidade, ultrapassando 60% dos casos, enquanto a média mundial está 

em torno de 37%. Segundo um levantamento feito pelo estudo mundial conhecido 

como Progress, a mortalidade por essa tipo de inflamação no Brasil é maior que a 

de países como a Índia e a Argentina (WHO, 2010).  

Frente a este panorama apresentado, e apesar da resposta imune 

desregulada conduzir à falha múltipla dos órgãos, as descobertas relacionadas 

com a resposta do hospedeiro à infecção ainda são escassas e apresenta muitas 

lacunas no conhecimento científico, isto porque pacientes que sobrevivem a 

sepse grave ou choque séptico decorrentes de infecções variadas, têm um índice 

de mortalidade ainda elevado (KING et al., 2014). Os resultados obtidos das 

diversas pesquisas, ainda com descobertas relativamente limitadas, auxiliam no 

tratamento das consequências em longo prazo. Esta lacuna no conhecimento é 

importante, pois o impacto econômico na saúde pública de uma doença engloba, 

principalmente, os cuidados hospitalares agudos (WANG et al., 2014). 

 Dentre a diversidade de pesquisas nesta área, os neuropeptídeos chamam 

a atenção por possuírem diversas funções a partir de seus neurohormônios e 
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neurotransmissores. As ações de muitos peptídeos são mediadas por vários 

subtipos de receptores acoplados pela proteína G, localizados em diferentes 

regiões cerebrais. Essas substâncias são distribuídas de forma heterogênea por 

todo o cérebro e podem ser expressas nos corpos celulares, dendritos e terminais 

axônicos, interferindo na cascata de sinalização que interfere na homeostasia 

celular que pode ser afetada pela sepse (Figura 2). Dessa maneira, essas 

substâncias podem estar relacionadas a uma variedade de respostas como, por 

exemplo, locomoção, aprendizagem, memória, estresse e dor, sugerindo seus 

envolvimentos nas doenças neuropsiquiátricas, incluindo a encefalopatia séptica 

(PINHEIRO DA SILVA et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Principais mediadores inflamatórios relacionados com a sepse mostrando a cascata da ação das 
substâncias envolvidas no seu processo de instalação (modificado de PINHEIRO DA SILVA et al., 2013). 
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1.3 Metilmercúrio: aspectos gerais 

O mercúrio é um metal pesado que, nas últimas décadas, tem sido alvo de 

muitas pesquisas no mundo, devido às consequências decorrentes da intoxicação 

em humanos e contaminação ambiental (ROONEY et al., 2014). Na Amazônia, as 

possibilidades de extração de minérios naturais têm aumentado a contaminação 

do meio ambiente pelo mercúrio (GOCHFELD, 2003). Naturalmente, esse metal 

sofre uma série de reações e é convertido na forma inorgânica e orgânica 

conforme demonstrado na ilustração a seguir (Figura 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Etapas do processo do ciclo do mercúrio por meios naturais. O mercúrio presente no ar 
atmosférico sofre processos de oxidação para a transformação do mercúrio inorgânico (Hg2+), presentes no 
solo, rios e lagos. O metilmercúrio (MeHg) será gerado a partir da metilação do Hg2+ (Fontes: Google, acesso 
em 06 de fevereiro de 2014). 

 

O MeHg é um dos produtos decorrentes dessa série de reações, sendo um 

agente altamente tóxico que pode causar efeitos irreversíveis ao SNC. A sua 

exposição durante o desenvolvimento precoce pode estar associada com danos 
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cerebrais (GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2006). Evidência de neurotoxicidade de 

origem ambiental foi observada em um estudo em Minamata, no Japão. Os altos 

consumos de frutos do mar contaminados levaram a alguns sintomas em 

mulheres grávidas que, mais tarde, tiveram comprometimento no crescimento de 

recém-nascidos mostrando um difuso e severo dano cortical, onde as crianças 

apresentaram sérias dificuldades neurológicas incluindo a visão, fala, audição, 

motricidade, parestesia e retardo mental (HARADA, 1995). 

A contaminação ambiental tem sido proposta como possível causa de 

doenças neurodegenerativas (LANDRIGAN et al., 2005). O MeHg é conhecido ser 

um potente neurotóxico ambiental causando desordens neuropsicológicas em 

humanos (BISEN-HERSH et al., 2013). Estudos experimentais e epidemiológicos 

têm mostrado que o desenvolvimento do SNC é particularmente vulnerável a sua 

toxicidade. Essas observações devem-se, principalmente, ao fato deste metal 

atravessar a barreira-placentária, afetando especialmente o cérebro em 

desenvolvimento de fetos e neonatos causando efeitos tóxicos, haja vista que ele 

pode ser transportado pela via placentária e amamentação (LUCENA et al., 2010, 

2013). 

Populações que fazem uso de alto consumo de peixes têm sido 

submetidas a estudos epidemiológicos (JULVEZ et al., 2012). Isso se deveu 

principalmente a necessidade de padronizar as doses máxima aceitáveis na 

exposição do ser humano ao MeHg em qualquer situação. Esta padronização 

ocorreu graças a pesquisas com animais laboratoriais que, até certo ponto, 

reproduziram a situação que ocorreu no Japão e no Iraque (AMIN-ZAKI et al., 

1979;  BURBACHER et al., 1990). A exposição a baixas doses de  MeHg contido 

na alimentação  com frutos do mar na população é considerada um fator de risco 

para o desenvolvimento de desordens cognitivas (memória, atenção e linguagem) 

em crianças e adolescentes consumidoras de peixes nas ilhas Faroé 

(GRANDJEAN et al., 1997). 

A toxicidade do MeHg nos vários aspectos fisiológicos, bioquímicos e 

comportamentais, portanto, pode ser explicada por muitos mecanismos celulares, 

sendo  o estresse oxidativo, um dos principais processos responsáveis por 
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caminhos alvos da excitoxicidade, que leva a peroxidação da membrana e 

geração de várias espécies reativas de oxigênio. O comprometimento no 

funcionamento neuronal, portanto, pode ser devido a essa toxicidade intracelular 

(ROONEY, 2014). 

Esta exposição ao MeHg e suas consequências em humanos pode ser 

reproduzida por diferentes modelos animais que mostraram o seu efeito 

neurotóxico nas populações consumidoras de peixes. Devido às diferentes 

espécies de modelos experimentais que foram usados para investigar a 

toxicocinética do MeHg, torna-se difícil correlacionar as doses usadas em estudos 

animais em comparação com a exposição em humano. Portanto, os únicos 

parâmetros que puderam ser levados em consideração foram as desordens 

comportamentais decorrentes da contaminação por MeHg. Um exemplo claro 

dessa situação foi as suas concentrações no encéfalo de crianças em Seychelles, 

que variaram de 0,026 a 0,295 micrograma/g, porém as disfunções cognitivas não 

foram encontradas na mesma população (DAVIDSON et al., 2004; LAPHAM et al., 

1995).  

Assim, focando na base neuroquímica desse metal na indução das 

alterações comportamentais, é possível notar que ela pode ser devida não 

somente a aquelas substâncias previamente mencionadas, mas também aos 

distúrbios em vários sistemas de neurotransmissores, inicialmente ocorrendo 

durante a exposição seguida de prejuízos de longa duração no funcionamento 

cerebral. Dentre esses efeitos incluem déficits sensoriais (CARTA et al., 2003; 

HERCULANO et al., 2006), disfunção motora (ASCHNER e SYVERSEN, 2005), 

genotoxidade (CRESPO-LÒPEZ et al., 2007), e outros efeitos na linguagem, 

atenção e cognição (CLARKSON e MAGOS, 2006; GRANDJEAN e LANDRIGAN, 

2006). 

Diante do exposto, nos últimos anos foi dada uma grande importância para 

as pesquisas laboratoriais envolvendo diferentes modelos animais para novas 

descobertas científicas, principalmente na descoberta de novos fármacos ou 

fitofármacos com menor ou nenhum efeito tóxico ao organismo. 
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1.4 Uso de modelos animais como perspectiva de novas descobertas para 

os déficits neurológicos 

Os danos do cérebro com seus diversificados problemas neuronais 

representam um dos mais sérios problemas de saúde que acometem cerca de 1,5 

milhões de pessoas nos EUA (LUO et al., 2014). Apesar de muitos pacientes não 

apresentarem consequências de longa duração, cerca de 7-30% sofre de vários 

comprometimentos nos aspectos físicos, cognitivos e emocionais (SILVER et al., 

2009; WILLIAMS et al., 2010).  Dentre os sintomas de longa duração incluem 

ansiedade, apatia, depressão e prejuízos de memória com dificuldade nas 

concentrações (SILVER et al., 2009; WILLIAMS et al., 2010).   

A ansiedade e depressão são comuns na população mundial e 

representam as duas categorias de doenças mais frequentemente diagnosticadas 

(MATCHAM et al., 2014). Apesar de a ansiedade ser considerada como a mais 

comum de todos os transtornos mentais, as suas taxas de prevalência pode variar 

de 15 a 25%, enquanto que as de depressão ficam entre 10 a 18% (WITTCHEN 

et al., 2003). Além disso, elas podem estar associadas aos fatores de risco como, 

por exemplo, baixa qualidade de vida, sedentarismo, pouca aceitação a 

medicamentos e idade. Portanto, as suas reduções podem melhorar o estado 

físico e psíquico dos pacientes (MATCHAM et al., 2014). 

Estudos têm demonstrado uma frequência aumentada da ansiedade e 

depressão entre os pacientes com elevados níveis de prejuízos cognitivos (KING 

et al., 2014; STARKSTEIN e PAHISSA, 2014). A melhor forma de se avaliar essa 

correlação é por meio de modelos animais que têm sido muito úteis na 

investigação dos efeitos deletérios decorrentes das sequelas do SNC (LEITE et 

al., 2013; LUCENA et al., 2010, 2013; MAIA et al., 2009).  

Estudos toxicológicos parecem ser mais relevantes em camundongos que 

em ratos, visto que a toxicocinética dos primeiros parece ser mais similar aos de 

humanos (YOUNG et al., 2001), entretanto apenas alguns estudos de efeitos de 

exposição  crônica do MeHg em camundongos tem sido publicados (GOULET et 

al., 2003; MARKOWSKI et al.,1998; WEISS et al., 2005). Em contrapartida, outros 
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resultados obtidos com MeHg pareceram não ser dependentes do modelo 

experimental, mas sim do gênero, dose e tempo de administração (CAGIANO et 

al., 1990; ECCLES e ANNAU, 1982; GOULET et al., 2003). Essas observações 

farmacocinéticas foram obtidas de vários estudos reproduzindo o consumo desse 

metal em humanos por meio de comidas e bebidas. A exposição de MeHg na 

água de beber administradas a ratas grávidas, por exemplo, fizeram com que as 

suas proles apresentassem incoordenação motora (FUJIMURA et al., 2012; 

WEISS et al., 2005) e comprometimento de atividade locomotora (CHENG, 2013; 

GOULET et al., 2003; ONISHCHENKO et al., 2007). 

Síndromes depressivas também foram relatadas em humanos adultos após 

a exposição de MeHg inorgânico (GRUM et al., 2006). Esse tipo de 

comportamento, quando avaliado em camundongos no teste do nado forçado, 

mostrou perfil sugestivo de depressão (ONISHCHENKO et al., 2007). A exposição 

crônica de baixos níveis de MeHg também foram avaliados em vários outros 

modelos experimentais, como a atividade no campo aberto, coordenação motora 

e labirinto em cruz elevado (CAGIANO, 1990; NEWLAND., 2008; ONISHCHENKO 

et al., 2007).  

Déficits de aprendizado e de memória são preocupações no 

desenvolvimento de pesquisas acerca da exposição do MeHg como os estudos 

prospectivos de populações clínicas que têm sido relatados com escores 

prejudicados nos testes de memória, atenção e linguagem (GRANDJEAN et al., 

1997). Fazendo-se uma analogia dessas observações em humanos com os 

animais experimentais foram observados prejuízos significantes dessas respostas 

em ratos e camundongos, quando avaliados no labirinto aquático de Morris e 

labirinto em Y (CHENG et al., 2013; FUJIMURA et al., 2012).  

Considerando os dados aqui apresentados, complementados por 

conhecimentos obtidos de pesquisas envolvendo seres humanos, a nossa 

proposta foi avaliar as propriedades neuroprotetoras do extrato de M. officinalis 

nas alterações comportamentais e cognitivas decorrentes de possíveis danos 

neurológicos induzidos em modelos experimentais de inflamação sistêmica e 

neurotoxicidade. 
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2.1 Geral:  

Avaliar as propriedades neuroprotetoras do extrato da Melissa officinalis nas 

alterações comportamentais e cognitivas decorrentes de sepse induzida 

experimental e intoxicação por MeHg. 

 

2.2 Específicos: 

- Observar os parâmetros comportamentais relacionados à locomoção, 

ansiedade e depressão de ratos que passaram por procedimentos cirúrgicos 

com e sem indução de sepse experimental e mediante a intoxicação por 

MeHg, quando avaliados no teste do campo aberto, labirinto em cruz elevado 

e teste do nado forçado, respectivamente; 

- Avaliar as alterações cognitivas no teste da esquiva inibitória dos mesmos 

ratos que passaram por procedimentos cirúrgicos com e sem indução de 

sepse experimental e mediante a intoxicação por MeHg;  

- Investigar as propriedades terapêuticas do extrato etanólico da M. officinalis 

nas alterações de comportamentos e déficits cognitivos nas mesmas 

condições experimentais apresentadas previamente. 
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3. METODOLOGIA 
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3.1 Animais 

Para a realização dos testes experimentais foram utilizados ratos Wistar 

machos (n=150), com 2,5 meses, com uma média de 300 g, provenientes do 

Biotério da Faculdade Sena Aires (Valparaíso de Goiás-GO) e mantidos durante o 

período de uma semana para habituação no Laboratório de Patologia, da 

Faculdade de Medicina/UnB. Os animais foram alojados em grupos de cinco por 

caixa, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente, com 

água e ração ad libitum. Todos os critérios da pesquisa estiveram de acordo com 

as normas estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais. O 

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA), do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade de Brasília (protocolo 33880/2009), conforme 

comprovante anexado na página 72.  

3.2 Drogas e soluções 

O MeHg (100 mg/kg); diazepam (DZP - 1 mg/kg), controle positivo para 

ansiedade; fluoxetina (FXT - 10 mg/kg), controle positivo para depressão, e 

cafeína (CAF - 10 mg/kg), controle positivo para memória, foram obtidos da Sigma 

Chemical Co., USA, sendo todas administradas por via oral (v.o.). Para os 

procedimentos cirúrgicos, a ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) foram 

obtidas da Syntec, e os antibióticos clindamicina (25 mg/kg) e gentamicina (3 

mg/Kg) foram obtidos do Laboratório EMS, sendo administrados por via 

intraperitoneal (i.p.). Com exceção da associação anestésica, todas as demais 

substâncias foram dissolvidas em solução salina (NaCl 0,9%). As doses 

escolhidas foram baseadas em pesquisas prévias (LEITE et al., 2013; LUCENA et 

al., 2007, 2010, 2013). 

3.3 Preparação do extrato de Melissa officinalis 

Folhas secas de M. officinalis, obtidas pela Centroflora (Botucatu, Brasil), 

foram separadas de seus caules e secas sob a luz solar. Após a evaporação da 
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água, cerca de 300 mg de folhas secas foram moídas e colocadas em um frasco 

com etiletanol a 95%, em quantidade suficiente para cobri-las e mantidas nesse 

procedimento durante sete dias. O frasco com o extrato etanólico foi vedado para 

evitar a evaporação do álcool. Após uma semana, o extrato de M. officinalis foi 

filtrado e transferido para um rota-vapor sendo, em seguida, colocado para 

evaporar. Após todo o solvente ter sido evaporado, as soluções estoques foram 

armazenadas em um refrigerador (4°C).  

3.4 Diluição do extrato 

A concentração de 100 mg/mL do extrato alcoólico de M. officinalis foi 

preparada, considerando a seguinte mistura de solventes: 150 µL de tween 80, 

150 µL de álcool e 150 µL de DMSO, totalizando 450 µL de solução. O extrato foi 

misturado com a solução de solventes na proporção de 1:1. Em seguida, foi 

adicionada salina (0,9% NaCl) lentamente até completar o volume de 4 mL, sendo 

que a mistura foi preparada de forma vigorosa para conseguir a maior 

homogeneização possível da preparação e evitar os precipitados. A solução foi 

administrada na dose de 100 mg/kg, baseada em estudos prévios realizados por 

nosso grupo de estudo (TAIWO et al., 2012). Esta correlação de preparação do 

extrato foi baseada no princípio de que 1 mL do extrato foi dado para cada 1 kg do 

animal. O tratamento agudo foi feito por via oral, segundo a técnica de gavagem, 

para garantir que o animal recebesse a dose total administrada sem perdas. Além 

disso, essa via de escolha foi visando reproduzir a forma de administração usada 

em humanos. 

3.5 Cirurgia de Ligadura e Perfuração Cecal (CLPC) 

Após serem anestesiados com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) 

via i.p., os animais passaram pelos procedimentos demonstrados na Figura 4. Foi 

feita a tricotomia na parte ventral dos animais, seguida da incisão central de 

aproximadamente 2 cm, para favorecer a exposição do ceco e obstrução (ligadura 

parcial) no segmento distal próximo da válvula ileocecal. O ceco foi perfurado com 

agulha 14G na borda antimesentérica. Após a verificação da saída de fezes do 
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ceco, essa estrutura foi retornada à cavidade abdominal. A incisão cirúrgica foi 

fechada em 2 planos de sutura fáscia e músculos abdominais com poliéster 4 (0) 

em pontos contínuos. No final dos procedimentos, foi administrado um volume de 

3 mL de solução salina, via subcutânea (s.c.), como líquido de reanimação. Os 

animais controles (Operação Fictícia - OF) passaram por todas as etapas 

cirúrgicas, porém sem perfuração do ceco e ligadura (LEITE et al., 2013). Todos 

os animais OF e de sepse receberam as doses dos antibióticos clindamicina (25 

mg/kg) e gentamicina (3 mg/Kg), por via i.p. A M officinalis (100mg/kg, v.o.) foi 

administrada com 24h após os procedimentos cirúrgicos e os testes 

experimentais ocorreram 60 min após a última administração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Cirurgia de ligadura e perfuração cecal (CLPC). A= Incisão central no ventre do rato e exposição 
do ceco, B= A seta representa o local de ligadura com posterior perfuração do ceco e liberação das fezes. C= 
Inserção do órgão perfurado na cavidade abdominal, seguida de sutura interna e externa, D= Incisão 
cirúrgica suturada, E= animais em recuperação cirúrgica. OF= Operação fictícia. 
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3.6 Procedimentos experimentais 

3.6.1 Teste do Campo Aberto 

Aparato: Arena em madeira (60x60x35 cm), com o chão dividido em nove 

quadrantes de 20x20 cm (Figura 5). 

 

Figura 5 – Teste do Campo aberto dividido em 9 quadrantes para avaliar a atividade locomotora dos ratos. 
Inicialmente, o animal é posicionado no centro da arena para, posteriormente explorar o equipamento 
durante 5 min. 

 

Fundamento: A avaliação de roedores em uma arena ou campo aberto é um 

procedimento muito utilizado por vários pesquisadores, com a finalidade de se 

observar a atividade locomotora de animais de pequeno porte (LUCENA et  al., 

2010). Em um primeiro momento, sabe-se que ratos, assim como os seres 

humanos, podem reagir ao ambiente considerado “novo” e apresentar uma 

resposta aversiva, característica de congelamento (do inglês freezing), que é um 

comportamento típico que, muitas vezes, os animais usam como forma de 

diminuir as detecções auditivas por parte dos predadores. No entanto, em um 

segundo momento, ele tende a explorar o ambiente onde se encontra. 

Procedimento experimental: Antes do início dos experimentos, os animais foram 

levados ao laboratório por um período de, no mínimo, uma hora, para aclimatação 

e habituação ao ambiente do teste. A atividade locomotora foi considerada 
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quando o animal atravessava um dos quadrantes do campo aberto com as quatro 

patas. Cada animal foi testado por um período de 5 min. Todos os experimentos 

foram conduzidos entre 08:00 e 12:00 h, com o objetivo de evitar a influência de 

variações circadianas, que poderiam interferir com os resultados experimentais. 

 

3.6.2 Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE) 

Aparato: Equipamento em madeira, na forma de cruz, elevado 50 cm do chão, 

com dois braços fechados (50x10x40 cm) e dois abertos (50x10 cm), opostos 

entre si (HANDLEY e MITHANI, 1984). Uma proteção de acrílico transparente de 

1 cm de altura circundava os braços abertos com o objetivo de impedir a queda 

dos animais do LCE (Figura 6). 

 
Figura 6 – Teste do Labirinto em cruz elevado utilizado para se avaliar a resposta ansiolítica ou ansiogênica 
das substâncias administradas nos ratos. O animal é sempre colocado no centro do labirinto para ter a 
escolha de explorar os braços abertos ou fechados durante um período de 5 min. 

Fundamento: O LCE é baseado na aversão natural que roedores apresentam 

pelos braços abertos do labirinto. Quando são forçados a permanecerem nesses 

braços mostram manifestações fisiológicas e comportamentais de medo, tais 

como congelamento, defecação e aumento nos níveis de corticosteroides 
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plasmáticos (PELLOW et  al., 1985). Como consequência, eles permanecem um 

tempo maior nos braços fechados. Treit et  al. (1993) indicaram que o fator de 

maior contribuição para esta “reação de medo” era a falta das paredes altas nos 

braços abertos, que impedia a tigmotaxia. A proporção da exploração total nos 

braços abertos determinava uma medida de ansiedade, de tal modo que o 

aumento nas porcentagens de tempo de permanência e de entradas nos braços 

abertos era considerado como indicativo de ação ansiolítica de drogas (HANDLEY 

e MITHANI, 1984; PELLOW et  al., 1985). 

Procedimento experimental: Cada rato foi posicionado no centro do LCE, com a 

face voltada para um dos braços fechados e colocado para explorar o 

equipamento por 5 min. O pesquisador fez as anotações do número de entradas e 

do tempo de permanência dos animais nos braços abertos (EBA e TBA, 

respectivamente) e o número de entradas e o tempo de permanência dos animais 

nos braços fechados (EBF e TBF, respectivamente). As porcentagens de EBA 

(%EBA) foram calculadas em relação ao número total de entradas nos dois 

braços e ao tempo de exploração nesses braços em relação ao tempo total do 

experimento. Essas porcentagens (%) da EBA e TBA foram calculadas de acordo 

com as fórmulas: (EBA/EBA+EBF)x100 e (TBA/TBA+TBF)x100, respectivamente 

(PELLOW et  al., 1985). O efeito ansiolítico ou ansiogênico foi definido pelo 

aumento ou diminuição, respectivamente, na proporção das EBA, relativo ao 

número total de entradas em ambos os braços, e no tempo de exploração 

naqueles braços, relativo ao tempo total experimental. 

3.6.3. Teste do Nado forçado 

Aparato: Os animais avaliados neste teste foram colocados em um cilindro 

Plexiglass (30 cm de diâmetro e 50 cm de altura), contendo 40 cm de volume de 

água a uma temperatura de 23 ± 1°C por 5 min (Figura 7). 

Fundamento: Um perfeito modelo experimental para uso com animais deve ser 

isomórfico às condições humanas e torna-se útil quando pode ser mostrado que 

tem uma analogia relevante, ou seja, quando ele revela alguns aspectos de um 

processo complexo, por meio de hipóteses testadas em humanos (MCBRIDE et 



 37 

al., 1998).  Existem duas teorias que envolvem o uso desse teste: uma voltada 

para avaliação de estresse e outra envolvendo o estado de imobilidade dos 

animais, que podem representar apatia, caracterizando o estado de depressão. As 

duas podem ser avaliadas por meio desse modelo, tendo em vista que as reações 

de fuga e luta são bem caracterizadas (KIRBY e LUCKI, 1998; REDROBE et al., 

1998). Este modelo é o mais amplamente utilizado para avaliação farmacológica 

de atividade antidepressiva (PORSOLT et al., 1977). 

 
Figura 7: Aparato utilizado para o Teste do Nado forçado, realizado em um tempo total de 5 min, onde os 2 
primeiros minutos são considerados para habituação. 

 

Procedimentos experimentais: Os ratos exibiram dois tipos de comportamentos 

em um tempo de 5 min: fuga, que foi observada nos primeiros dois minutos; e 

imobilidade contínua nos três últimos minutos (permanecer flutuando, mantendo 

somente os movimentos mínimos necessários para manter a cabeça fora da 

água). Os dois minutos iniciais (fuga) foram considerados para habituação ao 

teste. O tempo da imobilidade foi definido como indicativo de comportamento 

relacionado à depressão (LUCENA et al., 2010)  

3.6.4 Esquiva inibitória do tipo step-down 

Aparato: O aparelho de esquiva (EP-104 INSIGHT) consiste em uma caixa de 

vidro e metal medindo 50 x 25 x 25 cm com uma plataforma de 5 cm de altura, 8 

cm de largura e 25 cm comprimento. No canto esquerdo apresenta uma série de 

barras de alumínio, distribuídas com uma distância de 1 cm entre si, que constitui 
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o assoalho da caixa, conectadas a um estimulador elétrico (Figura 8). 

 
Figura 8 – Esquiva inibitória do tipo step-down usada para avaliar a memória de curta e longa duração em 
rato durante um período de 3 min. 

Fundamento: A medida da latência avaliada no teste da esquiva inibitória do tipo 

step-down tem sido um dos modelos experimentais usado por muitos laboratórios 

na avaliação dos estudos envolvendo aprendizagem e memória (LUCENA et al., 

2013). Para tal, os parâmetros de avaliação envolvem uma fase de treino e pós-

treino e um choque de baixa intensidade, que serve de estímulo aversivo para 

que o animal deixe de executar uma determinada tarefa que foi a ele apresentada. 

Esse procedimento deve ser lembrado quando da realização de um teste 

proposto, como mecanismo de retenção da memória. 

Procedimento experimental: As etapas apresentadas a seguir são padronizadas 

na área de investigação de memória para este teste específico. 
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- No primeiro dia da análise, os animais foram habituados ao aparato, 

permanecendo no interior do mesmo por 3 min. 

- No segundo dia, os animais foram cuidadosamente colocados na plataforma 

em frente ao canto esquerdo da caixa de treino, com a face virada para o lado 

oposto ao do observador, podendo mudar de posições após ser solto da 

contenção (Fig 8A). Assim que o animal desceu da plataforma (Fig. 8B) e 

colocou as quatro patas na grade recebeu um choque de 0,4 mA por 1 seg, 

sendo retirado imediatamente da caixa de treino. A memória de curta duração 

(MCD) foi investigada 1 h após o treino. No teste, o tempo (latência) máximo 

de 3 min (180 seg) em que os animais levaram para descer com as quatro 

patas da plataforma foi utilizado como indicativo de retenção de memória. 

- No terceiro dia, os animais foram novamente colocados cuidadosamente na 

plataforma em frente ao canto esquerdo da caixa de treino. A memória de 

longa duração (MLD) foi avaliada 24h após o treino. Da mesma forma que na 

MCD, o tempo (latência) máximo de 3 min (180 seg.) em que os animais 

levaram para descer com as quatro patas da plataforma foi utilizado como 

indicativo de retenção de memória. 

Após observar cada animal nos testes, os aparatos eram limpos com álcool 10% 

(v/v) para evitar que o odor do rato recém-testado interferisse no comportamento 

dos demais a serem testados. 
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3.6.5. Resumo do Desenho Experimental 

 

 

 

 

 

 
Figura 9: Delineamento dos procedimentos experimentais. A) Administração da M.officinalis (100 mg/kg, v.o.) 
durante uma semana após os procedimentos cirúrgicos; e B) durante uma semana após a administração do 
metilmercúrio (100 mg/kg, v.o.); seguida da C) avaliação nos testes experimentais, locomoção (Teste do 
campo aberto), ansiedade (Teste do labirinto em cruz elevado), depressão (Teste do nado forçado) e 
memória (Teste da esquiva inibitória step-down), após 1 h da última administração. 

3.7 Análises estatísticas 

Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média (e.p.m.) 

de 10 animais por grupo. As comparações estatísticas foram realizadas pela 

Análise de Variância (ANOVA) de uma via e os grupos comparados entre si pelo 

teste post-hoc de Newman-Keuls. A probabilidade indicativa de diferença 

estatisticamente significante foi de p≤0,05. Para tal, foi utilizado o software 

GraphPad Prism, v. 5.01®, 2010 (San Diego, CA). 
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4.1 SEPSE INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE 

 

4.1.1 Teste do campo Aberto 

 

Considerando o número de quadrantes percorridos no campo aberto 

durante o período de 5 minutos não se observou qualquer alteração entre os 

grupos (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Efeitos da administração oral subcrônica de salina (SAL), diazepam (DZP – 1 mg/kg) e extrato 
etanólico de Melissa officinalis (100 mg/kg) em animais que passaram por procedimentos cirúrgicos, com ou 
sem indução de sepse. A avaliação foi realizada no teste do campo aberto por um período de 5 minutos. 
Cada barra representa a média ± e.p.m de 10 animais por grupo.  

 

4.1.2 Teste do labirinto em Cruz Elevado 

. No LCE, os animais do grupo OF que foram administrados com M. 

officinalis aumentaram a % entradas nos braços abertos – fig. 11A: [F(5,59) =5,00; 

p<0,05] e a % tempo nos braços abertos – fig. 11B: [F(5,59) = 4,20; p<0,05], similar 

aos animais tratados com DZP: % entradas nos braços abertos – fig. 11A: [F(5,59) 

=5,06; p<0,05] e % tempo nos braços abertos – fig. 11B: [F(5,59) = 4,91; p<0,05]. 

Nos animais que sobreviveram à sepse e receberam o extrato de M. officinalis, 

observou-se um aumento na % entradas nos braços abertos – fig. 11A: [F(5,59) 

=5,91; p<0,05] e na % tempo nos braços abertos – fig. 11B: [F(5,59) = 5,07; p<0,05], 
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similar aos animais tratados com DZP: % entrada nos braços abertos – fig. 11A: 

[F(5,59) =5,96; p<0,05] e % tempo nos braços abertos – fig. 11B: [F(5,59) = 5,00; 

p<0,05]. A frequência nos braços fechados não foi afetada pelos tratamentos 

permanecendo constate entre os grupos (fig. 11C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Efeitos da administração oral subcrônica de salina (SAL), diazepam (DZP – 1 mg/kg) e extrato 
etanólico de Melissa officinalis (100 mg/kg) em animais que passaram por procedimentos cirúrgicos, com ou 
sem indução de sepse.  A) Representa % entradas nos braços abertos, B) Representa % tempo nos braços 
abertos, e C) Representa a frequência nos braços fechados. *p<0.05 significa diferença estatística em 
relação ao controle OF tratado com SAL; #p<0.05 significa diferença estatística em relação aos animais que 
sobreviveram a sepse. A avaliação foi realizada no teste do LCE por um período de 5 minutos. Cada barra 
representa a média ± e.p.m de 10 animais por grupo (ANOVA, Teste de Newman Keuls). 
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4.1.3 Teste do Nado Forçado 

 

Conforme demonstrado na Fig. 12, o tratamento com FXT foi capaz de 

reduzir o tempo de imobilidade nos animais do grupo OF ([F(5,59) = 3,96; p<0,05]) e 

dos ratos que sobreviveram a sepse ([F(5,59) = 3,21; p<0,05]) comparado ao grupo 

controle OF tratado com SAL. A M. officinalis, por sua vez, reduziu o tempo de 

imobilidade nos ratos que sobreviveram a sepse ([F(5,59) = 5,37; p<0,05]).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Efeitos da administração oral subcrônica de salina (SAL), fluoxetina (FXT) e extrato 
etanólico de Melissa officinalis (100 mg/kg) em animais que passaram por procedimentos cirúrgicos, 
com ou sem indução de sepse.  *p<0.05 significa diferença estatística em relação ao controle OF 
tratado com SAL; #p<0.05 significa diferença estatística em relação aos animais que sobreviveram à 
sepse. A avaliação foi realizada no teste do Nado Forçado por um período de 3 minutos. Cada barra 
representa a média ± e.p.m de 10 animais por grupo (ANOVA, Teste de Newman Keuls). 
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4.1.4 Teste da Esquiva Inibitória   

 

 

Conforme visualizado na fig. 13, a M. officinalis interferiu, de forma positiva, 

nos efeitos facilitatórios da memória em animais que sobreviveram a sepse, 

quando avaliados após 1 hora (MCD) e 24 horas (MLD) da última administração 

do extrato (100 mg/kg).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Efeitos da administração oral subcrônica de salina (SAL), cafeína (CAF - 10 mg/kg) e 
extrato etanólico de Melissa officinalis (100 mg/kg) em animais que passaram por procedimentos 
cirúrgicos, com ou sem indução de sepse.  *p<0.05 significa diferença estatística em relação às 
etapas de Treino dos animais conforme cada grupo experimental (OF ou sepse). #p<0.05 significa 
diferença estatística em relação aos respectivos animais controles MCD e MLD no grupo OF que 
receberam salina. A avaliação foi realizada no teste da Esquiva Inibitória por um período de 3 
minutos. Cada barra representa a média ± e.p.m de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de 
Newman Keuls). MCD = memória de curta duração, MLD= memória de longa duração. 
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4.2 INTOXICAÇÃO POR MeHg 

 

4.2.1 Teste do Campo aberto 

 

Considerando o número de quadrantes percorridos no campo aberto 

durante o período de 5 minutos não se observou qualquer alteração entre os 

grupos quando avaliados em comparação ao controle tratado com salina (Fig. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Efeitos da administração oral subcrônica de salina (SAL), diazepam (DZP 1 mg/kg) e extrato 
etanólico de Melissa officinalis (100 mg/kg = M100) em animais que receberam SAL ou metilmercúrio (MeHg 
- 100 mg/kg). O DZP foi usado como controle positivo. A avaliação foi realizada no teste do campo aberto por 
um período de 5 minutos. Cada barra representa a média ± e.p.m de 10 animais por grupo. 
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4.2.2 Teste do labirinto em Cruz Elevado 

No LCE, os animais administrados com MeHg reduziram o %TBA em 

comparação com os controles tratados com salina. O extrato de M. officinalis 

impediu essa resposta, com um efeito similar aos animais tratados com DZP (Fig. 

15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Efeitos da administração oral subcrônica de salina (SAL), diazepam (DZP 1 mg/kg) e extrato 
etanólico de Melissa officinalis (100 mg/kg = M100) em animais que receberam SAL ou metilmercúrio (MeHg 
- 100 mg/kg). A) Representa % entradas nos braços abertos, B) % tempo nos braços abertos, e C) frequência 
nos braços fechados. *p<0.05 significa diferença estatística em relação aos controles tratados com SAL; 
#p<0.05 significa diferença estatística em relação aos animais expostos ao MeHg A avaliação foi realizada no 
teste do LCE por um período de 5 minutos. Cada barra representa a média ± e.p.m de 10 animais por grupo 
(ANOVA, Teste de Newman Keuls). 



 48 

0

50

100

150

*

#

Tratamentos (g/kg)

SAL
MeHg

M100
MeHg+M100

FXT

#

* *

Im
o

b
ili

d
ad

e 
(s

eg
)

 4.2.3 Teste do Nado Forçado 

A ANOVA de uma via mostrou diferença estatística entre os grupos [F(4,49)= 

24,61; p=0,0001], de tal forma que a diferença estatística apontou significância do 

grupo de MeHg em relação ao controle tratado com SAL, demonstrado pelo 

aumento do tempo de imobilidade no teste do nado forçado. A FXT e o extrato de 

Melissa foram capazes de reduzir o tempo de imobilidade per se, mas não foi 

eficaz diante a associação (Fig. 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Efeitos da administração oral subcrônica de salina (SAL), fluoxetina (FXT = 10 mg/kg)  e extrato 
etanólico de Melissa officinalis (100 mg/kg = M100) em animais que receberam SAL ou metilmercúrio (MeHg 
- 100 mg/kg). *p<0.05 significa diferença estatística em relação aos controles tratados com SAL; #p<0.05 
significa diferença estatística em relação aos animais expostos ao MeHg. A avaliação foi realizada no teste 
do Nado Forçado por um período de 3 minutos. Cada barra representa a média ± e.p.m de 10 animais por 
grupo. (ANOVA, Teste de Newman Keuls). 
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4.2.4 Teste da Esquiva Inibitória   

 

 Na avaliação da MCD e MLD (Fig. 17), a CAF mostrou um nítido efeito 

mnemônico quando comparado aos controles intragrupos e intergrupos (p<0,05). 

O extrato de Melissa officinalis per se também melhorou a MLD (p<0,05), mas não 

interferiu na MCD. Nenhuma alteração foi observada quando esse extrato foi 

administrado nos animais expostos ao MeHg (p>0,05) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Efeitos da administração oral subcrônica de salina (SAL), cafeína (CAF = 10 mg/kg)  e extrato 
etanólico de Melissa officinalis (100 mg/kg = M100) em animais que receberam SAL ou metilmercúrio (MeHg 
- 100 mg/kg).. *p<0.05 significa diferença estatística em relação aos controles intragrupos tratados com salina 
na MCD ou MLD; #p<0.05 significa diferença estatística em relação aos respectivos animais controles na 
etapa de treino. A avaliação foi realizada no teste da Esquiva Inibitória por um período de 3 minutos. Cada 
barra representa a média ± e.p.m de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de Newman Keuls). 
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5. DISCUSSÃO 
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O extrato etanólico de M. officinalis foi eficaz em reduzir os níveis de 

ansiedade, depressão e déficits cognitivos produzidos pela sepse induzida 

experimentalmente em ratos e diante da neurotoxicidade induzida pelo MeHg. 

Esses resultados parecem ser independentes de efeito sedativo, tendo em vista 

que não houve qualquer interferência na locomoção dos animais quando 

avaliados no teste do campo aberto e também na frequência nos braços fechados 

do LCE. Na maioria das vezes, o extrato mostrou efeito similar aos controles 

positivos DZP (para ansiedade), FXT (para depressão) e CAF (para memória). 

Fazendo uma analogia com o quadro de sepse que ocorre em humanos, 

nossos resultados mostraram que os ratos que sobreviveram à sepse 

manifestaram um comportamento sugestivo de ansiedade que foi observado pela 

redução no %EBA e no %TBA do LCE, caracterizando uma resposta ansiogênica. 

Quanto aos aspectos relacionados à depressão, os mesmos animais aumentaram 

o tempo de imobilidade no teste do nado forçado, o qual foi reduzido pela FXT. 

Resultados similares foram observados no grupo de animais tratados com MeHg. 

O extrato de M. officinalis manteve uma resposta similar aos animais controles.  

A M. officinalis é conhecida por suas leves propriedades sedativas, ainda 

que administrada em uma única dose (SOULIMANI et al., 1991; WAKE et al., 

2000). Entretanto, esses efeitos não foram observados em nossos animais, visto 

que não houve alteração locomotora na avaliação do teste do campo aberto e 

LCE. Cabe enfatizar que a dose usada na presente pesquisa é fruto de uma 

análise onde foi avaliada uma dose resposta do mesmo extrato de Melissa. Nesta 

dose, portanto, os animais não ficavam sedados (TAIWO et al., 2012). 

Dessa forma, nossos achados corroboram com aqueles observados por 

outros pesquisadores (KENNEDY et al., 2006; TAIWO et al., 2012). Além disso, 

observa-se que os dados apresentados reforçam o fato de que roedores 

normalmente exibem preferência pelos braços fechados e evitam os braços 

abertos do LCE (TREIT et al., 1993; TREIT e FUNDYTUS,1998). Drogas 

ansiolíticas, como o DZP, modulam comportamentos de roedores no LCE, 

causando um aumento no %EBA e %TBA. Em decorrência disso, essas medidas 
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podem servir como indicador de atividade ansiolítica (ANSELONI e BRANDÃO, 

1997).  

Além disso, os nossos resultados também reforçam os dados prévios 

obtidos por nosso grupo de pesquisa mostrando resposta ansiogênica e 

depressiva em ratos sobreviventes à sepse tratado com antibiótico. Leite et al. 

(2013) observaram que a administração subcrônica de nicotina não alterou a taxa 

de sobrevivência de ratos submetidos aos procedimentos cirúrgicos de CLPC, 

além de sugerir novas evidências científicas da propriedade da nicotina na 

melhora dos prejuízos cognitivos de longa duração e resposta sugestiva de 

ansiedade. Tuon et al. (2007), por sua vez, demonstraram nos mesmos protocolos 

um aumento significativo no tempo comparado aos ratos controles OF. A 

imipramina, um dos fármacos antidepressivos mais consumidos pela população 

humana, foi capaz de reduzir os parâmetros avaliados sem qualquer alteração na 

locomoção. Em nossos experimentos a FXT, um inibidor seletivo de recaptação 

de serotonina, mostrou efeito similar aos observados com a imipramina. 

A gravidade dessas doenças comportamentais parece se agravar na 

presença de comorbidade, que podem levar a necessidade de intervenções na 

saúde mental, isto porque a ansiedade pode representar um fator de risco causal 

para desenvolver a depressão (FLANNERY-SCHROEDER, 2006). O 

aparecimento de transtornos de ansiedade geralmente ocorre na infância ou 

adolescência, enquanto os depressivos tendem a ter seu início na adolescência, 

se agravando na fase adulta (ROZA et al., 2003; SCHATZBERG  et al., 1998). 

Acerca dos aspectos cognitivos, os animais que sobreviveram à sepse 

apresentaram um prejuízo na memória, que foi caracterizado pela diminuição no 

tempo de permanência na plataforma da esquiva inibitória. A administração do 

extrato de M. officinalis aumentou o tempo de permanência na plataforma, 

comportamento característico de retenção de memória.  

Atualmente, vários estudos tem mostrado a importância de fitoterapia no 

tratamento de disfunções comportamentais e cognitivas em humanos (ADAMS et 

al., 2007; AKHONDZADEH et al., 2003; GIORGETTI et al., 2007; KENNEDY et al., 

2002), ainda que haja restrição de informações sobre as possíveis propriedades 
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farmacodinâmicas envolvidas com os seus efeitos farmacológicos. No caso da M. 

officinalis há fortes evidências de que suas propriedades terapêuticas devem-se 

aos seus componentes ativos que têm sido identificados como os aldeídos 

monoterpenóides, glicosídeos monoterpenos, flavonóides e constituintes 

polifenólicos (CARNAT et al., 1998; GUGINSKI et al., 2009). 

Na sepse induzida experimentalmente, é importante se avaliar mediadores 

inflamatórios para que, dessa forma, uma melhor caracterização dos resultados 

comportamentais possa ser considerada. No que se refere ao MeHg, um 

paradigma importante é dosar os seus níveis no sangue e no cérebro durante o 

acompanhamento do protocolo da exposição, bem como na medida em que 

esses níveis são fisiologicamente relevantes na exposição humana descritas na 

literatura. A concentração de mercúrio no sangue e cérebro pode ser usada como 

biomarcador de sua exposição e permite uma comparação dos efeitos adversos 

em espécies diferentes (ROONEY, 2014). Em nossos experimentos não foram 

realizadas essas observações. 

Há uma diversidade de fatores que pode vincular a ação dos 

neuropeptídeos na fisiopatologia do choque séptico, incluindo a geração local de 

mediadores pró-inflamatórios, microcirculação prejudicada, desequilíbrio de 

neurotransmissores e impacto sobre a falha no órgão periférico. Alterações no 

fluxo sanguíneo cerebral, liberação de moléculas inflamatórias e alterações 

metabólicas contribuem para a disfunção neuronal e morte celular (PINHEIRO et 

al., 2013; SEMMLER et al., 2008).  Esses neuropeptídeos, entretanto, também 

não foram pautas de nossos estudos. 

Diante do exposto, observa-se um progresso considerável nas descobertas 

científicas envolvendo alguns fitoterápicos que podem auxiliar no melhoramento 

dos processos cognitivos e comportamentais em paciente com diferentes 

prejuízos neurológicos. A natureza dispõe de fontes naturais para vários tipos de 

tratamento, oferecendo produtos com efeitos antimicrobianos para tratar infecções 

causadas por bactérias, vírus e fungos, enquanto que oferece suporte terapêutico 

para múltiplos órgãos e sistemas fisiológicos, assim como biofármacos com ação 

ansiolítica, antidepressiva e na melhora mnemônica.  Embora haja uma variedade 
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de drogas para tratar as infecções microbianas é importante considerar a 

frequência e gravidade dos efeitos adversos.  

Entretanto, mesmo diante de opções diversificadas de antimicrobianos, 

considerando suas toxicidades e grande incidência de resistência bacteriana, se 

faz necessária a descoberta de novas alternativas em busca de novos fármacos 

com menos toxicidade, com baixos custos e acessíveis a toda população. Os 

componentes ativos de extrato de M. officinalis, por exemplo, podem constituir 

possíveis investimentos feitos pelas companhias farmacêuticas para tratar as 

complicações clínicas decorrentes de disfunções neurológicas, ficando aqui o 

nosso interesse nessas investigações de uma forma mais aprofundada. 
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Nos animais que sobreviveram à sepse induzida experimentalmente ou 

administrados com MeHg, o extrato de M. officinalis foi eficaz na redução dos 

níveis de ansiedade, depressão e déficits cognitivos, sem qualquer interferência 

nas atividades locomotoras dos animais. Tais observações foram consideradas, 

baseando-se nas seguintes observações: 

Sepse induzida experimentalmente ou administração com MeHg: 

1. Os animais que sobreviveram à sepse tratados com antibióticos ou quando 

administrados com MeHg apresentaram diminuição nas %EBA e/ou %TBA do 

LCE. Essa resposta ansiogênica ocorreu sem afetar a locomoção, visto que a 

EBF no LCE não foram afetadas.  

2. Os mesmos animais apresentaram comportamento sugestivo de depressão, 

quando avaliados no teste do Nado forçado, que foi caracterizado por um 

aumento no tempo de imobilidade. 

3. A sepse induzida experimentalmente nos animais tratados com antibióticos 

apresentou déficits cognitivos no teste da Esquiva inibitória do tipo step down, 

o que pode ser observados pela redução no tempo de latência na plataforma 

do aparato. Respostas similares foram observadas mediante a administração 

com MeHg. 

 

Aplicabilidade do extrato de M. officinalis 

1. O extrato de M. officinalis impediu a resposta ansiogênica decorrente da sepse 

induzida experimentalmente e da administração com MeHg, quando elevou os 

%EBA e %TBA do LCE, mantendo uma resposta similar aos animais 

controles, sem alterar a locomoção e as EBF do LCE 

2. O efeito sugestivo de depressão em ratos sobreviventes à sepse e tratados 

com antibióticos ou naqueles administrados com o MeHg, caracterizado pelo 

aumento no tempo de imobilidade, foi bloqueado pelo extrato de M. officinalis, 

mantendo uma resposta similar aos animais controles. 
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3. O extrato de M. officinalis favoreceu um aumento no tempo de permanência 

dos animais na plataforma da esquiva inibitória, principalmente no grupo da 

sepse induzida experimentalmente. 

 

Em um contexto geral, os achados deste estudo demonstraram que o 

extrato de M. officinallis pode prevenir as alterações comportamentais e cognitivas 

resultantes da sepse experimental e a exposição ao MeHg, cabendo investigar os 

possíveis mecanismos celulares e moleculares envolvidos com as respostas 

dessa terapia natural. 
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