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RESUMO

A sepse é uma das principais causas de morte do mundo em unidades de terapia
intensiva. Modelos experimentais de sepse em animais tem sido Uteis para entender
sua patogénese, em especial no que se refere a deterioracdo do estado mental.
Dessa forma, é possivel gerar dados pré-clinicos para o tratamento de algumas das
consequéncias dessa infeccao sistémica Com base nessas informacdes, 0 objetivo
desta pesquisa foi investigar duas alternativas de tratamento para as respostas
comportamentais decorrentes da sepse experimental: ativacdo colinérgica (nicotina)
e medicina natural (Melissa officinalis). Para tal, foram usados ratos Wistar, divididos
em dois grupos: Sepse experimental e Operacao ficticia, que receberam dose diarias
de nicotina (0,1 mg/kg, s.c.) ou extrato etandlico de Melissa officinalis (100 mg/kg,
v.0.), uma semana antes e/ou uma semana pos-procedimentos cirdrgicos.
Observou-se que a nicotina foi capaz de afetar a locomocdo dos animais que
sobreviveram a sepse no teste do campo aberto somente quando administrada pos-
procedimentos cirdrgicos. Independente do tempo de tratamento, a nicotina
aumentou a porcentagem de entradas e o tempo de permanéncia dos animais nos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado (LCE), comportamento sugestivo de
atividade ansiolitica. Quando a nicotina foi administrada durante duas semanas
aumentou o tempo de laténcia dos animais no teste da esquiva inibitoria, sugestivo
de melhora de memdéria. Em contrapartida, esses resultados nédo foram observados
nos animais sobreviventes a sepse quando a nicotina foi administrada somente p6s-
procedimentos cirdrgicos. Na segunda etapa dos experimentos o extrato de Melissa
officinalis, da mesma forma que a nicotina, aumentou a porcentagem de entradas e
o tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos do LCE, resposta similar
ao diazepam, sem afetar a locomocdo. No teste da esquiva inibitéria, o extrato
melhorou a memoéria de curta e longa duracdo, fazendo com o0s animais
permanecessem na plataforma por muito mais tempo quando comparados aos
controles. De uma forma geral, a ativacao colinérgica ou o uso de extrato de Melissa
officinalis podem interferir de forma positiva na reducao ou bloqueio das alteracdes
comportamentais e cognitivas decorrentes da sepse experimental, ficando uma
lacuna para a investigagdo dos mecanismos reguladores dessas respostas
farmacoldgicas.

Palavras-chave : Ansiedade, Locomocdo, Memodria, Melissa officinalis, Nicotina,
Sepse.



ABSTRACT

Sepsis is a major cause of death in the world in intensive care units. Experimental
models of sepsis in animals have been useful in understanding its pathogenesis,
particularly with regard to the deteriorating mental state. Thus, it is possible to
generate preclinical data for the treatment of some of the consequences of systemic
infection. Based on this information, the purpose of this study was to investigate two
alternative treatments for the behavioral responses resulting from experimental
sepsis: cholinergic activation (nicotine) and natural medicine (Melissa officinalis). To
achieve this goal, Wistar rats were used divided into two groups: sham operation and
experimental sepsis, who received daily doses of nicotine (0.1 mg / kg) or ethanolic
extract of Melissa officinalis (100 mg/kg), one week before and/or one week post-
surgical procedures. It was observed that nicotine was able to affect the locomotion
of sepsis-surviving rats in the open field test only when administered post-surgical
procedures. Regardless of treatment time, nicotine increased the percentage of
entries and the time spent in the open arms of the EPM test, suggestive of anxiolytic
activity. When nicotine was administered during two weeks increased the latency
time of animals at the inhibitory avoidance test, suggestive of improvement of
memory. However, these results were not observed in sepsis-surviving rats when
nicotine was administered only post-surgical procedures. In the second step of the
experiments the extract of Melissa officinalis, likewise the nicotine, increased the
percentage of entries and time spent in the open arms of the EPM test, a response
similar to diazepam without affecting locomotion. In the inhibitory avoidance test, the
extract improved short and long-term memories, leading to the animals to remain on
the platform much longer when compared to control groups. In general, the
cholinergic activation or Melissa officinalis extract dministration may interfere
positively in reducing or blocking of behavioral and cognitive disorders resulting from
experimental sepsis, leaving a gap for the investigation of regulatory mechanisms of
these pharmacological responses.

Keywords : Anxiety, Locomotion, Memory, Melissa officinalis, Nicotine, Sepsis.
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APRESENTACAO

Na minha area de atuacdo como Farmacéutico-Bioquimico, atuando em
laboratorios de andlises clinicas pertencentes aos hospitais publicos e privados,
sempre me deparei com solicitacdes de exames laboratoriais cuja indicacao clinica
primordial era a “Sepse”, principalmente nos pedidos provenientes dos pacientes de
Unidades Terapia Intensiva (UTIs) e UTIs neonatal. Observei que muitos destes
pacientes tinham seus estados clinicos agravados com o passar do tempo e muitos
eram levados ao obito.

Verifiquei, através de leituras de artigos e publicacées em jornais e revistas,
que as estatisticas de mortalidade provocada pela sepse grave no Brasil apresentam
nameros um tanto quanto alarmantes, situacdo que € derivada de diversos fatores
destacando-se, entre eles, a atual situacdo da saude publica e privada em nosso
Pais, a falta de uma estrutura adequada e de UTIs para o atendimento ideal
requerido para este tipo de doenca. Outro fator que corroborou para o que foi
descrito acima é o fato de o complexo mecanismo da sepse ainda ndo estar
totalmente elucidado, necessitando de mais pesquisas que busquem maiores
esclarecimentos para desvendar a sua fisiopatologia e o desenvolvimento de novos

tipos de tratamento.

Este fato despertou em mim o interesse em saber mais sobre esse quadro
clinico que tanto acomete pacientes internados nos hospitais, saber sobre suas
complicagbes e as principais sequelas que podem apresentar 0s pacientes
sobreviventes a esta doenca. Durante esta busca me deparei com o grupo de
pesquisa da professora Vania Ferreira, da Faculdade Ciéncias de Saude, da

Universidade de Brasilia (UnB), que vinha trabalhando nesta area, nos ultimos anos.

Surgiu, entdo, a oportunidade de participar deste grupo e desenvolver esta
dissertacdo de mestrado que buscou verificar 0os possiveis danos cognitivos de
memoria e 0S prejuizos causados no quadro de ansiedade pela sepse e também
verificar o efeito da ativacdo colinérgica (nicotina) e do uso de Melissa officinalis na

melhora destes quadros, por meio de modelos experimentais com ratos Wistar.
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Nesse sentido, a dissertagéo foi organizada em nove partes que se inicia
por esta Apresentacédo, na qual se destaca a motivagao para o estudo, a justificativa
e a relevancia da pesquisa. Na Introducdo ocorre o nucleamento da tematica com
uma revisdo da literatura simplificada dos assuntos, que sao mais bem explorados

nos capitulos especificos. A seguir, sdo pontuados os Objetivos .

Na sequéncia, os Materiais e Meétodos utilizados na investigagédo
experimental, pontuando 0s sujeitos experimentais, tipos de drogas e solucdes
usados, as etapas para a realizacéo das cirurgias de inducédo de sepse, os modelos
experimentais escolhidos com os fundamentos e procedimentos experimentais dos
testes utilizados com os ratos: Campo aberto (locomoc¢éao), Labirinto em cruz elevado

(ansiedade) , Esquiva inibitéria (memoaria) e, por fim, as analises estatisticas.

Para melhor compreensdo dos estudos realizados, esta dissertacdo esta
dividida em dois capitulos : 1) Influéncia da ativacdo colinérgica (nicotina) nas
alteragcbes comportamentais e cognitivas decorrentes da sepse experimental e 2)
Efeitos neuroprotetores do extrato de Melissa officinalis na sepse experimental.
Ambos estdo constituidos por uma Introducédo, Metodologia, Resultados, Discussao

e Conclusdes - topicos especificos para cada abordagem.

Finaliza-se a dissertacdo com as Consideracdes finais , onde se discorre
sobre o0s principais achados, seguidas das Referéncias Bibliograficas. @]

comprovante do Comité de Etica autorizando a pesquisa encontra-se como Anexo .
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1 INTRODUCAO

1.1 Sepse x Choque séptico

A sepse esta entre as principais causas de morte de pacientes em Unidades
de Terapia Intensiva - UTI (Angus et al., 2001). O assunto merece reflexdo em
virtude de sua gravidade e do impacto econdémico e social que € gerado no mundo.
O Brasil se destaca no contexto mundial com uma das mais elevadas taxas de
mortalidade por choque séptico, com pacientes mais graves e com maior tempo de

internacao (Sales Junior et al., 2006).

Geralmente, cerca de 2% a 11% das internacbes hospitalares sdo em
decorréncia desse quadro, onde a mortalidade varia entre 20% a 80% (Angus et al.,
2001; Friedman et al., 1998). Angus et al. (2001) analisaram mais de 6 milhdes de
registros de alta hospitalar de sete estados nos Estados Unidos e estimaram que
751.000 casos severos de sepse ocorrem anualmente naquele pais, com uma taxa

de mortalidade de 28,6%, levando a um custo médio de $22.100 por caso.

A sepse € atualmente definida como a combinacdo de infeccao patoldgica e
mudancas fisioldgicas, conhecida coletivamente como uma sindrome de resposta
inflamatoria sistémica. Esse quadro, por sua vez, caracteriza-se por febre ou
hipotermia, leucocitose ou leucopenia e taquicardia ou taquipnéia. Os mediadores
inflamatorios liberados durante a sepse favorecem o comprometimento endotelial,
provocam vasodilatacdo periférica, hipovolemia, danos teciduais, ativacdo do
sistema complemento e a evolugdo do quadro séptico como hipotenséo e disfuncéo
aguda de orgaos, que podem culminar com a morte dos pacientes (Hanna, 2003;
Kimura et al., 2010).

As interacdes complexas dos mediadores inflamatérios podem ser sinérgicas
ou antagbnicas, aumentando a resposta do hospedeiro a infecgdo por estimular a
producdo de muitos mediadores quimicos periféricos ou no Sistema Nervoso Central
(SNC) levando a varias consequéncias, sejam fisioldégicas ou comportamentais (Cai
et al., 2010; Ivady et al., 2011; Kimura et al., 2010; Russell et al., 2011).

Uma das complicacbes mais comuns que pode ser observada € a disfuncdo
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multipla de érgdos que se caracteriza pela deterioracdo aguda da funcdo de dois ou
mais orgdos (Figura 1), sendo os mais comumente afetados os pulmdes, rins,
coracao, figado e o SNC — que neste caso pode levar a uma encefalopatia séptica
(Karima et al.,1999; Szatméri et al., 2010).

A encefalopatia séptica € definida por uma disfuncéo cerebral relacionada a
presenca de microorganismos ou suas toxinas na circulagdo sanguinea. Esse
quadro tem ocorrido em muitos pacientes sépticos em graus variados. Ela se
caracteriza pela deterioragdo do estado mental ou do nivel de consciéncia devido a
infeccdo sistémica (Wilson e Roos, 2011). Os sinais clinicos das anormalidades
neuroldgicas incluem alto grau de estresse, agitacdo, confusdo, desorientacao,

letargia e coma (Cai et al., 2010; Kimura et al., 2010; Szatmari et al., 2010).
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1.2 Sepse x Sistema de resposta ao estresse

A sepse resulta em distirbios na regulagdo normal dos sistemas
neuroendocrino, metabdlico e imunoldgico, podendo refletir em varios aspectos
comportamentais. O sistema cerebral de resposta ao estresse nessa condicdo €
ativado em situacdes de perigo ou trauma. O sistema imunolégico responde
automaticamente aos patdogenos e moléculas desconhecidas. Os dois sistemas séo
0S principais recursos do corpo para manter o equilibrio dindmico do meio interno,
denominado homeostase. Quando esta € perturbada ou ameacgada, um repertoério de
respostas celulares, moleculares e comportamentais € acionado para neutralizar as
forcas perturbadoras e estabelecer o equilibrio dindmico (Russell et al., 2011; Van
der Poll et al., 2011).

No que se refere a alteracdo neuroenddcrina do estresse provocada pela
sepse chama-se atencgéo para a insuficiéncia adrenal, condicdo em que a liberacéo
de citocinas por macrofagos, induzida por agentes invasores (bactérias), atua na
ativacdo do eixo hipotalamo hipdfise-adrenal, aumentando a liberacdo de ACTH e
estimulando a producgéo de cortisol. Esse evento ocasiona, na maioria das vezes,

uma imunossupressao (Figura 2) (Bauer, 2002; Michelson et al., 1994).

ProE o " " %& (

/00/1
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A migracao, a distribuicdo e a localiza¢do dos leucocitos no organismo séao de
extrema importancia para o desenvolvimento das respostas imunoldgicas (Michelson
et al., 1994). Estudos demonstraram que durante a presenca de certa concentracao
de glicocorticéides no sangue (ou no estresse cronico), os linfécitos migram para a
medula Ossea, talvez como uma protecdo contra os efeitos nocivos dos niveis
elevados de glicocorticéides circulantes (Bauer, 2002). A supressdo dos efeitos
antiinflamatorios do cortisol, como resultado de estresse excessivo, leva ao

hipercatabolismo que € visto na sepse como choque séptico (Das, 2011).

Apbs a sepse pode ocorrer, em primeira instancia, um aumento expressivo do
namero sanguineo de neutrofilos (leucocitos envolvidos na resposta inflamatéria) e,
em um segundo momento, uma reducdo consideravel na contagem de linfocitos
(leucécitos envolvidos na fase reguladora e disparadora da resposta imune). E
importante salientar que as mudancas no numero dessas células na circulacdo
promovem uma migracado temporaria de leucocitos do sangue para os tecidos ou
vice-versa. Essa migracdo é coordenada através da ligacdo dessas substancias as
moléculas de adeséao celular, presentes na superficie dos leucécitos e dos vasos

sanguineos (Michelson et al., 1994; Russell et al., 2011).

Levam-se também em consideracdo o controle metabdlico, a utilizagdo da
ventilagdo mecéanica e a terapia nutricional que devem ser igualmente bem
administrados e controlados em pacientes criticos. As cascatas inflamatoérias e de
coagulacéo, por sua vez, ndo tem resposta fechada de todas as vias. A proteina C
ativada recombinante humana mostrou reducdo na mortalidade e seus resultados
foram bastante relevantes e confirmaram a importancia da interferéncia nos

mecanismos inflamatoérios e da coagulacdo (Sales Junior et al., 2006).

Estudos sobre a sepse em humanos, portanto, sdo de grande relevancia para
a comunidade cientifica, contudo, sdo de dificil acesso devido a gravidade da
doenca que requer intervencdo meédica imediata e devido a heterogeneidade dos
pacientes, que limitam o estudo clinico. Atualmente, as terapias experimentais
usadas para combater a sepse tem sido alvos de pesquisas a fim de entender a sua
fisiopatologia, bem como melhorar a sobrevida dos pacientes. Elas tem representado
um avanco na terapia de suporte do paciente e no desenvolvimento de novas drogas
(Wiersinga, 2011).
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1.3 Alternativas terapéuticas para tratamento da se  pse

A antibioticoterappia € indispensavel para o tratamento do paciente séptico
(Kumar et al., 2006). Muitos antibioticos de amplo espectro sdo utilizados com o
proposito de evitar consequéncias tardias da sepse. Para se obter efetividade é
necessario se ter niveis séricos adequados da droga, evitando concentracfes
toxicas do medicamento. Para a escolha da dose do antimicrobiano deve-se levar
em conta as diferentes classes e caracteristicas farmacocinéticas dos antibioticos
(McKenzie, 2011; Scaglione et al., 2010; Textoris et al., 2011).

A natureza também auxilia oferecendo antimicrobianos eficazes para tratar
uma grande variedade de infec¢cbes causadas por bactérias, virus e fungos, ao
mesmo tempo que essas substancias oferecem suporte terapéutico para multiplos
orgaos e sistemas do corpo (McKenzie, 2011; Scaglione et al., 2010; Textoris et al.,
2011). Embora exista uma grande variedade de medicamentos para tratar a maioria
das formas de infeccbes microbianas, € importante ter em mente a frequéncia e
gravidade dos efeitos adversos que, muitas vezes, acompanham estes tipos de
tratamentos. No entanto, como o arsenal de antibiéticos disponiveis no mercado vem
sendo progressivamente esgotado devido a resisténcia microbiana, ha cada vez
mais necessidade de tratamentos alternativos (Schmieder e Edwards, 2012).

Uma escolha errada dos antibiéticos a serem administrados pode aumentar a
taxa de mortalidade dos pacientes sépticos. Por isso, as terapias de largo espectro
estdo sendo utilizadas por muitos especialistas com o objetivo de evitar tratamentos
tardios e uso inadequado de antibidticos. Portanto, a abordagem precoce do agente
infeccioso, seja pelo controle do foco infeccioso ou pela antibioticoterapia adequada,
é fundamental para a boa evolucdo do paciente (McKenzie, 2011; Schmieder e
Edwards, 2012).

As infeccdes intra-abdominais resultantes da sepse sdo frequentemente
polimicrobianas causadas, na maioria das vezes, por bacilos gram-negativos e
anaerobios, sendo uma das excecbes as infeccbes por enterococos que surgem
apos antibioticoterapia prévia. Na peritonite bacteriana espontanea, os agentes mais

comuns sao Escherichia coli e Streptococcus pneumoniae. As peritonites
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secundéarias sdo causadas, geralmente, por perfuracdo de visceras ocas e tem
etiologia polimicrobiana. Infec¢bes das vias biliares também sdo polimicrobianas e
incluem bacilos gram-negativos, anaerébios e enterococos (Camargo e Rigato,
2004).

As terapéuticas propostas baseiam-se em fatores de risco, resultados de
estudos e sugestdes de sociedades de especialistas (Nivel de evidéncia V - Grau de
recomendacao E) (Bohnen et al., 1992; Mazuski, 2002):

Terapia Presuntiva para Peritonite Bacteriana Espon  tanea

Primeira opc¢ao : Ceftriaxona 2 g/dia ou Cefotaxima 3 g/dia

Segunda opcéo Ampicilina-sulbactam 3 g cada 6 h OU
Ticarcilina-clavulanato 3,1 g cada 4-6 h OU
Piperacilina-tazobactam 4,5 g cada 6 h OU

Imipenem 500 mg cada 6 h OU

Clindamicina 600 mg cada 6 h + Ciprofloxacina 400 mg, por
via venosa cada 12 h (indicado para alérgicos a penicilina)

Terapia Presuntiva para Peritonite Bacteriana Secun  daria

Primeira escolha Piperacilina-tazobactam 4,5 g cada 6 h + metronidazol 500
mg, por via venosa cada 8 h ou

Imipenem 500 mg cada 6 h ou

Meropenem 1 g cada 6 h ou

Ciprofloxacina 400 mg, por via venosa cada 12 horas +
metronidazol 500 mg, por via venosa cada 8 horas ou
Cefalosporina de 32 ou 42 geracdo + metronidazol 500 mg,
por via venosa cada 8 horas.

Segunda escolha Uso da clindamicina como anaerobicida;

Uso de aminoglicosideos, devido a toxicidade e a ma
distribuicdo em cavidades

- 2 /003

O tempo ideal de administracdo dos antibioticos é estabelecido pela
necessidade de adequar o tempo para se obter efetividade e evitar 0 uso excessivo
e seus efeitos adversos (Salomdo et al., 2011). Ao identificar o patdgeno a escolha
da antibioticoterapia se torna mais efetiva. Entretanto, as opc¢cbes combinadas e
isoladas sao frequentemente questionadas em pacientes sépticos. Antimicrobianos
associados aumentam a probabilidade de o microrganismo ser suscetivel apos

resultado de culturas, quando comparado a monoterapia (Camargo e Rigato, 2004).
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Com isso, alguns critérios devem ser utilizados, tais como: doenga de base,
susceptibilidade dos patégenos (ex: hospital ou comunidade), histéria clinica
incluindo intolerancia aos medicamentos e infec¢des prévias (Apisarnthanarak et al.,
2008; Eachempati et al., 2009). Desta forma, encontrar estudos que assegurem
essas intervencdes nesses aspectos torna-se essencial para eleger a melhor

estratégia (Saloméo et al., 2011).

O Ilimite de seguranca minimo que se deve ter para investigar 0s
mecanismos de a¢ao in vivo de compostos novos ou pouco conhecidos em humanos
restringe-se ao numero e tipos de estudos que podem ser realizados. Embora alguns
distarbios sejam exclusivos de humanos, muitos modelos animais tem sido
desenvolvidos com o objetivo de elucidar os substratos neurais que subsidiam
diferentes respostas comportamentais, incluindo as de natureza emotiva (Fisch,
2007; Van der Staay et al., 2009).

Neste contexto, o uso de modelos animais torna-se fundamental, visto que
varios deles podem mimetizar diversas psicopatologias e estdo disponiveis para
estudar as funcbes normais e patolégicas do SNC, sendo Uteis para entender a
patogénese da sepse e gerar dados pré-clinicos para o seu tratamento (Bauzo e
Bruijnzeel, 2012; Cassol-Jr et al., 2010; Comim et al., 2011).

O uso desses modelos também permite abrir um leque de alternativas para a
realizacdo de pesquisas celulares e moleculares, envolvendo neurotransmissores e
receptores que se constituem em ferramentas fundamentais para um melhor
esclarecimento de mecanismos fisiolégicos, farmacolégicos, bioquimicos,
comportamentais e neurobioldgicos envolvidos na sepse. Diante disso, cabe explorar
alguns desses modelos experimentais animais para se estudar principalmente a
ansiedade e alteragcdes de memoria, que sdo dois quadros clinicos normalmente

observados em sobreviventes a sepse.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar possiveis alternativas de tratamento para as alteragbes

comportamentais e cognitivas decorrentes da sepse, em ratos.

2.2 Especificos

Observar as possiveis alteragbes comportamentais e cognitivas decorrentes

da sepse experimental em ratos.

Verificar o efeito da estimulacdo da ativacdo colinérgica, por meio da
administracdo da nicotina pré e/ou pos-sepse experimental, na atividade

locomotora, ansiedade e memaria de ratos.

Analisar os efeitos do extrato de Melissa officinalis na locomocéao, ansiedade

e memoria de ratos sobreviventes a sepse experimental.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para a realizacdo dos testes experimentais foram utilizados ratos Wistar
machos (n=116), com 2,5 meses, com uma meédia de 300 gr, provenientes do
Biotério do Centro Universitario UniCEUB e mantidos durante o periodo de uma
semana para habituacdo no Laboratério de Patologia, da Faculdade de Medicina, da
Universidade de Brasilia (UnB). Os animais foram alojados em grupos de cinco por
caixa, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente, com agua
e racado ad libitum. As cirurgias e os testes foram realizados no mesmo Laboratorio,

no periodo de janeiro a dezembro de 2011.

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 Comité de Etica no Uso Animal (CEUA), do Instituto de Biologia, da

Universidade de Brasilia, conforme comprovantes anexados na pagina 77.

3.2 Drogas e solucdes

As substancias utilizadas na pesquisa e seus regimes de tratamento serao
descritos detalhadamente no capitulo 1 (nicotina) e capitulo 2 (extrato etandlico de
Melissa officinalis). As vias de administracdo e doses consideradas nos estudos
estdo de acordo com pesquisas prévias realizadas por nosso grupo de trabalho ou
informacbes literarias  provenientes de artigos cientificos indexados

internacionalmente.

3.3 Cirurgia de Ligadura e Perfuracédo (CLP) Cecal

Apbs serem anestesiados com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
intraperitoneal (i.p.), os animais passaram pelos procedimentos demonstrados na

Figura 3. Foi feita uma inciséo central no ventre do animal de aproximadamente 2
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cm, seguida da exposicéo do ceco e obstrucao (ligadura parcial) no segmento distal
préximo da valvula ileo-cecal. O ceco foi perfurado com agulha 14G na borda
antimesentérica. Apos a verificacdo da saida de fezes do ceco, 0 mesmo foi
retornado a cavidade abdominal. A incisdo cirdrgica foi fechada em 2 planos de
sutura facia e masculos abdominais com poliéster 4 (0) em pontos continuos. Por
altimo foi administrada 50 ml/Kg de solugdo salina, via subcutdnea (s.c.), como

liquido de reanimacao.

Os animais controles (Operacgéao Ficticia - OF) passaram por todas as etapas
cirurgicas, porém sem perfuracdo do ceco e ligadura. Finalizados os procedimentos,
todos os animais receberam por via intraperitoneal (i.p.) doses dos antibibticos
ceftriaxona (30 mg/kg) e clindamicina (25 mg/kg) durante trés dias consecutivos,
conforme descritas na literatura e padronizadas por outros grupos de pesquisadores
que trabalham com a mesma técnica experimental (Comim et al., 2011; Barichello et
al., 2011).

Os testes ocorreram uma semana pos-cirurgias, 1h apdés a administracao do
extrato de Melissa (via oral — v.0.) ou 30 min apos a administracdo da nicotina (s.c.).
As solucdes controles foram administradas pelas mesmas vias obedecendo ao
tempo de tratamento das substancias em estudo, que serdo descritas com detalhes
nos capitulos especificos.

+ 451 %6 7 ! .6 %

9,69
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3.4 Modelos experimentais

3.4.1 Teste do Campo Aberto

Aparato: Arena em madeira (60x60x35 cm), com o chéo dividido em nove
quadrantes de 20x20 cm (Figura 4).

Fundamento: A avaliacdo de roedores em uma arena ou campo aberto € um
procedimento muito utilizado por varios 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,
caracteristica de congelamento (do inglés freezing), que é um comportamento tipico
gue, muitas vezes, 0s animais usam como forma de diminuir as detecc¢des auditivas
por parte dos predadores. No entanto, em um segundo momento, ele tende a

explorar o ambiente onde se encontra.

Procedimento experimental:  Antes do inicio dos experimentos, os animais foram
levados ao laboratorio por um periodo de, no minimo, uma hora, para aclimatacéo e
habituacdo ao ambiente do teste. A atividade locomotora foi considerada quando o
animal atravessava um dos quadrantes do campo aberto com as quatro patas. Cada
animal foi testado por um periodo de 5 min. Todos o0s experimentos foram
conduzidos entre 8:00 e 12:00 h, com o objetivo de evitar a influéncia de variacoes

circadianas, que poderiam interferir com os resultados experimentais.
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3.4.2 Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE)

Aparato: Equipamento em madeira, na forma de cruz, elevado 50 cm do chéao, com
dois bracos fechados (50x10x40 cm) e dois abertos (50x10 cm), opostos entre si
(Handley e Mithani, 1984). Uma protecao de acrilico transparente de 1 cm de altura
circundava os bracos abertos com o objetivo de impedir a queda dos animais do
LCE (Figura 5).

Fundamento: O LCE é baseado, entre outros fatores, na aversdo natural que
roedores apresentam pelos bracos abertos do labirinto (Cruz et al.,, 1994;
Montgomery, 1955), pois quando s&o forcados a permanecerem nos bracgos abertos
desse aparato mostram manifestagdes fisiolégicas e comportamentais de medo, tais
como congelamento, defecacdo, e aumento nos niveis de corticosterdides
plasmaticos (Pellow et al., 1985). Como consequéncia, eles permanecem um tempo
maior nos bracos fechados.

Estudos de Treit et al. (1993) indicaram que o fator de maior contribuicéo para
esta “reacdo de medo” era a falta das paredes altas nos bracos abertos, que impedia
a tigmotaxia. A proporcao da exploracdo total nos bracos abertos determinava uma
medida de ansiedade, de tal modo que o aumento nas porcentagens de tempo e de
entradas nos bragos abertos era considerado como indicativo de agéo ansiolitica de
drogas (Handley e Mithani, 1984; Pellow et al., 1985).
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Procedimento experimental: Cada rato foi posicionado no centro do LCE, com a
face voltada para um dos bracos fechados e colocado para explorar o equipamento
por 5 min. O pesquisador fez as anotacdes do numero de entradas e do tempo de
permanéncia dos animais nos bracos abertos (EBA e TBA, respectivamente) e o
namero de entradas e o tempo de permanéncia dos animais nos bragos fechados
(EBF e TBF, respectivamente).

As porcentagens de EBA (%EBA) foram calculadas em relagcdo ao namero
total de entradas nos dois bracos e ao tempo de exploracdo nesses bragos em
relacdo ao tempo total do experimento. O efeito ansiolitico ou ansiogénico foi
definido pelo aumento ou diminui¢cdo, respectivamente, na propor¢cdo das EBA,
relativo ao numero total de entradas em ambos os bracos, e no tempo de exploracao
naqueles bracos, relativo ao tempo total experimental. As porcentagens (%) da EBA
e TBA foram calculadas de acordo com as formulas: (EBA/EBA+EBF)x100 e
(TBA/TBA+TBF)x100, respectivamente (Pellow et al., 1985).

3.4.3 Esquiva inibitéria 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 seérie de barras de
aluminio, distribuidas com uma distancia de 9 cm entre si, que constitui o assoalho

da caixa, conectadas a um estimulador elétrico (Figura 6).

) +1
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Fundamento: A medida da laténcia avaliada no teste da esquiva inibitoria do tipo
step-down tem sido um dos modelos experimentais usado por muitos laboratérios na
avaliacdo dos estudos envolvendo aprendizagem e memdria (Maia et al., 2009;
Castro et al., 2012). Para tal, os parametros de avaliagcdo envolvem uma fase de
treino e pos-treino e um choque de baixa intensidade, que servira de estimulo
aversivo para que o animal deixe de executar uma determinada tarefa que foi a ele
apresentada. Esse procedimento devera ser lembrado quando da realizacdo de um

teste proposto, como mecanismo de retencdo da memoaria.

Procedimento experimental: As etapas apresentadas a seguir sdo padronizadas
na area de investigacdo de memdria para este teste especifico.

No primeiro dia da analise, 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. Assim que o animal desceu da plataforma 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 memoria de curta duracdo (MCD) foi
investigada no modelo de esquiva inibitoria do tipo step-down 1,5 h apds o treino.
No teste, o tempo (laténcia) maximo de 180 seg em que 0s animais levaram para
descer com as quatro patas da plataforma foi utilizado como indicativo de

retencdo de memoria.

No terceiro dia, os animais foram novamente colocados cuidadosamente na
plataforma em frente ao canto esquerdo da caixa de treino. A memaria de longa
duracdo (MLD) foi avaliada no mesmo aparato 24h apos o treino. Da mesma
forma que na MCD, o tempo (laténcia) maximo de 180 seg em que 0s animais
levaram para descer com as quatro patas da plataforma foi utilizado como

indicativo de retencdo de memoria.

ApOs observar cada animal nos testes, os aparatos sempre eram limpos com alcool
10% (v/v) para evitar que o odor do animal recém-testado interferisse no

comportamento do animal seguinte a ser testado.
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3.5 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como a média * erro padrdo da média (e.p.m.) de
8-10 animais por grupo. As comparacdes estatisticas dos resultados foram
realizadas pela Analise de Variancia (ANOVA) de uma via e 0s grupos foram
comparados entre si pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. A probabilidade
indicativa da existéncia de diferenca estatisticamente significante foi de p 0,05. Os
dados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism, versdo 5.01®,
2010 (San Diego, CA).

Para a avaliacdo dos dados do tempo de laténcia no teste de esquiva
inibitéria do tipo step-down foi realizada uma analise ndo-paramétrica onde foram
utilizadas as medianas (com seus intervalos interquartis) e analisadas através do

Kruskal-Walis seguido do teste post hoc de Dunn.
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--- 4. CAPITULO [ ---

Influéncia da ativacéo colinérgica (nicotina) nas a  lteracfes

comportamentais e cognitivas decorrentes da sepse e xperimental
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4.1 INTRODUCAO

4.1.1 Nicotina: aspectos gerais

A nicotina é uma droga psicoativa estimulante do SNC podendo levar a
dependéncia fisica e psicologica (Goodwin et al., 2012). O seu uso pode ser
dependente do ambiente ou predisposicdo genética, interferindo em Vvarias
alteracbes emocionais, aprendizagem e memdéria (Mehta et al., 2012). Entretanto,
uma realidade negativa pode se fazer presente, observada com o tempo de uso
prolongado ou em decorréncia de altas doses ou concentragbes da mesma (Ebbert
e Fagerstrom, 2012; Hays et al., 2012; Hurley et al., 2012).

A American Psychiatry Association reconhece que os transtornos de humor,
de ansiedade e outros relacionados a nicotina podem ser mais comuns em
individuos que fumam do que nos ex-fumantes ou naqueles que jamais fumaram
(APA, 2002). Dentre tantas complicagbes, observa-se que esta droga pode afetar
gravemente a funcéo de varios 6rgaos, levando inclusive a fatalidade (Hurley et al.,
2012). A Organizacdao Mundial da Saude (OMS) estima que mais de um bilhdo de
pessoas sejam fumantes e hd uma estimativa de que até 2030 o total de
mortalidade, decorrente do consumo de tabaco, vai chegar a dez milhdes por ano
(OMS, 2001).

As particulas presentes no fumo carreiam a nicotina para os pulmdes, onde
elas sédo rapidamente absorvidas na circulagcdo pulmonar e movem-se rapidamente
para o cérebro, onde elas se ligam aos receptores colinérgicos nicotinicos — que sao
canais ibnicos que, normalmente, se ligam a acetilcolina, permitindo a entrada de
sbédio e calcio. A estimulacdo dos referidos receptores libera uma variedade de

neurotransmissores no cerebro (Benowitz, 2010).

A dopamina € um dos neurotransmissores que merece atengdo, visto que
sinaliza a experiéncia prazerosa e € critica para os efeitos reforcadores da nicotina e
outras drogas de abuso (De Biasi e Dani, 2011). Tal afirmacdo deve-se ao fato de
que lesbes induzidas experimentalmente em neurbnios que liberam dopamina

evitaram que ratos se auto-administrassem nicotina. Os neurdnios dopaminérgicos
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na area tegmental ventral e ndcleo accumbens séo criticos para a recompensa
induzida por drogas, visto que ambas as &reas tem um papel nas percepcoes de

prazer e recompensa (Dani e De Biasi, 2001; Nestler, 2005).

Além da dopamina, a nicotina aumenta também a liberacdo de glutamato (a
qual facilita a liberacdo de dopamina) e acido gama-aminobutirico — GABA (a qual
inibe a liberacdo de dopamina). Com a exposi¢cdo de longa duragdo a nicotina,
alguns receptores colinérgicos nicotinicos tornam-se dessensibilizados, enquanto
outros ndo se alteram. Como resultado, a resposta inibitéria mediada pelo GABA é
diminuida, enquanto a excitagdo mediada pelo glutamato é persistida, aumentando a
excitabilidade dos neur6nios dopaminérgicos e melhorando a responsividade a

nicotina (Benowitz, 2010).

A base farmacoldgica da dependéncia a nicotina, portanto, envolve uma
combinacgao de reforcamentos negativos e positivos. Diante disso, os fumantes usam
essa substancia com o propdésito de induzir prazer, além de reduzir o estresse e
ansiedade, melhorar a concentracdo e o desempenho nas tarefas realizadas. No
entanto, quando o uso da nicotina € suspenso, 0s sintomas da abstinéncia se fazem
presentes, como por exemplo, irritabilidade, humor deprimido, inquietacdo e
ansiedade (Bauzo e Bruijnzeel, 2012; De Biasi e Dani, 2011). A intensidade e a
variabilidade dessas alteracbes sdo similares aquelas encontradas em pacientes
psiquiatricos. A anedonia, que € o0 sentimento de pouco prazer pela vida, pode

também ocorrer diante da abstinéncia a nicotina (Benowitz, 2010).

Além do lado comportamental e cognitivo, o fumo também esta positivamente
correlacionado com a inflamacdo. Os metais e os componentes glicoproteicos do
tabaco que fazem parte do cigarro sédo proé-inflamatérios. Com isso, individuos que
fumam tem uma resposta imunologica humoral diminuida. Em contrapartida, eles
apresentam uma resposta aumentada das células imunoldgicas inatas (Taylor et al.,
2011). Embora existam muitos estudos controversos relacionados aos efeitos da
ativacao colinérgica nicotinica, estudos recentes tem mostrado como as mudancas e
funcbes desses receptores podem ser significantes para as alteracbes
neuroquimicas, patolégicas e clinicas podem estar envolvidas com 0s processos
cognitivos e as alteragbes emocionais citadas anteriormente (Ebbert e Fagerstrom,
2012; Hays et al., 2012; Mehta et al., 2012).
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4.1.2 Sepse x consumo de nicotina

Conforme comentado previamente, entre os sinais clinicos de anormalidades
neuroldgicas apds a sepse observa-se o alto grau de mudancas comportamentais
tais como estresse, agitacdo, confusdo e desorientacdo, o qual pode levar a letargia
e coma (Cai et al., 2010; Szatmari et al., 2010). Além disso, os sobreviventes de
sepse das UTIs apresentaram prejuizos cognitivos de longa duracéo, incluindo
alteracbes na memoria e ansiedade, os quais foram associados a diminuicdo na
qualidade de vida (Hopkins e Brett, 2005; Rothenhausler et al., 2001).

Sabendo-se de muitas limitacdes das pesquisas envolvendo seres humanos,
muitos modelos experimentais de CLP em ratos foram padronizados e, hoje, sdo
clinicamente relevantes visto que eles induzem uma sepse polimicrobiana que
mimetiza a sepse humana (Barichello et al., 2007, Silva et al., 2011). Estudos
prévios tem demonstrado que ratos submetidos ao modelo de CLP exibiram
prejuizos de memoria e aprendizagem, bem como as mudancas emocionais que
persistiram por, pelo menos, 30 dias apos a inducdo da sepse (Barichello et al.,
2005, 2007; Comim et al., 2011). Portanto, a CLP parece representar um bom
modelo para a investigacdo das alteracGes cognitivas e emocionais de longa

duracéo induzidas pela sepse.

Associado ao problema da sepse chama-se a atencédo para o fato de que
muitas variaveis podem se fazer presente e que, na maioria das vezes, foge ao
conhecimento da classe médica — que é o fato do paciente ser usuario de drogas. As
infecgbes sdo reconhecidas mundialmente como uma das mais sérias complicacdes

decorrentes do consumo de drogas (Bhatty et al., 2011; Rahmanian et al., 2011).

No caso da nicotina, pelo fato de ser uma droga licita, muitas vezes esse
consumo é de conhecimento da classe médica, mas ndo € dado o devido valor da
sua interferéncia no quadro apresentado por um paciente com sepse. A literatura
cientifica reforca a necessidade de explorar essa problematica, em especial porque
a administracdo de nicotina e as suas respostas decorrentes da sindrome de
abstinéncia afetam os sobreviventes decorrentes de um quadro séptico (Steiner et

al., 2008), o que deveria modificar o direcionamento de um tratamento mais eficaz.
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Pesquisando a ativacdo dos receptores nicotinicos da acetilcolina, observou-
se gue possivelmente os macréfagos, seja pela estimulagdo elétrica dos nervos
eferentes do vago (o qual libera acetilcolina) ou pela administracdo da nicotina, tem
mostrado suprimir a producdo de varias citocinas proinflamatérias e atenuar varios
sintomas (i.e., letargia, diarréia, piloerecdo, febre e mal-estar) em roedores
submetidos a sepse experimental (Matsunaga et al., 2001; Wang et al., 2004). Por
outro lado, o nervo vago tem mostrado promover respostas exageradas as doses de
lipopolissacarideos (LPS, um constituinte da parede celular das bactérias gram-

negativas) que induz choque (Borovikova et al., 2000; Ivanov et al., 2000).

Estudos prévios também demonstraram que a administracdo da nicotina ou
agonistas dos receptores a-7 nicotinicos da acetilcolina diminuiu a mortalidade em
camundongos com sepse causada pela CLP (Pavlov et al., 2007; Tsoyi et al., 2011;
Wang et al.,, 2004). Ao contrério, outros estudos mostraram que a administracdo
aguda de nicotina aumentou a mortalidade em camundongos submetidos ao CLP
(Steiner et al., 2008) bem como em modelo de sepse induzido por Escherichia coli

em camundongos (van Westerloo et al., 2005).

Chama-se a atencao para o fato de que humanos e animais laboratoriais que
receberam nicotina cronicamente tornaram-se tolerantes, fendémeno resultado
provavelmente da dessensibilizacdo dos receptores nicotinicos da acetilcolina
(Marks et al., 1985; Robinson et al., 2007). Esses achados parecem ser importantes
para delinear possiveis explicagcdes moleculares relacionadas a sepse e suas

mudanc¢as comportamentais associadas a administracdo crénica desta substancia.

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar se a ativacdo colinérgica, por
meio da administracdo repetida de nicotina (antes e/ou apés CLP), pode melhorar os

déficits comportamentais e de memaoria em ratos sobreviventes a sepse.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

Animais, Cirurgias e Modelos experimentais - conforme descrito anteriormente nas

paginas 23-29.

4.2.1 Regime de tratamento da nicotina

A nicotina (0,1 mg/kg) foi administrada diariamente por via s.c., durante uma
ou duas semanas. No regime de duas semanas, a CLP foi realizada uma semana
posterior o inicio da administracdo da droga, sendo que a nicotina continuou por
mais uma semana, totalizando 14 dias de tratamento (Figura 7A). No regime de
uma semana de administragéo da droga, a CLP foi realizada uma semana antes do
inicio da administracdo da droga (Figura 7B). Os volumes administrados foram
proporcionais aos pesos dos animais. Os testes experimentais foram realizados no
final dos tratamentos de forma sequenciada, visando observar possiveis alteracdes
relacionadas a locomocédo (teste do campo aberto), ansiedade (teste do LCE) e

memoria (teste da esquiva inibitoria) (Figura 7C).
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Os animais (n=48) foram divididos em 6 grupos de 8 animais, sendo que as
avaliacbes comportamentais ocorreram 30 min apds a Ultima administracdo da

nicotina.
GRUPO 1: Animais submetidos a OF e tratados com solucéo salina.

GRUPO 2: Animais submetidos a OF e tratados com 0,1 mg/Kg/dia de nicotina (uma

semana antes e uma semana pGOs-cirurgias)

GRUPO 3: Animais submetidos a OF e tratados com 0,1 mg/Kg/dia de nicotina (uma

semana pos-cirurgias)
GRUPO 4: Animais submetidos a CLP e tratados com solu¢éo salina.

GRUPO 5: Animais submetidos a CLP e tratados com 0,1 mg/Kg/dia de nicotina

(uma semana antes e uma semana pos-cirurgias).

GRUPO 6: Animais submetidos a CLP e tratados com 0,1 mg/Kg/dia de nicotina

(uma semana pos-cirurgias).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Teste do Campo Aberto

A sepse induzida experimentalmente n&o influenciou a locomocdo dos
animais quando comparados aos controles OF. Da mesma forma, ndo se observou
nenhuma alteracdo quando a nicotina foi administrada uma semana antes da
indugéo de sepse [F31= 1,871; p=0,1574]. No entanto, a locomocéao foi influenciada
guando os animais do grupo sepse receberam nicotina somente pelo periodo de
uma semana pos-procedimentos cirirgicos de indugéo de sepse [Fian= 11,55;

p=0.0001], conforme demonstrados nas Figuras 8A e 8B, respectivamente.
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4.3.2 Teste do LCE

A sepse experimental induziu uma diminuicdo dos parametros indicativos de
ansiedade quando os animais foram avaliados no teste do LCE: porcentagem de
entradas (%EBA) e do tempo de permanéncia (%TBA) dos animais nos bracos
abertos do LCE. A frequéncia de EBF serviu para avaliar a locomoc¢éo dos animais
(Figura 9). Esses parametros foram alterados pela administracdo s.c. de 0,1
mg/kg/dia de nicotina. A ANOVA de uma via detectou diferenca estatistica para a
%EBA [Fi31= 12,78; p=0,001] e %TBA [Fisy= 10,67; p=0,0001]. O post hoc de
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Newman Keuls mostrou que o grupo sepse que recebeu somente salina reduziu os
referidos parametros quando comparados aos controles OF que receberam salina.
Na segunda etapa dos experimentos, em que o0 objetivo foi investigar a ativacao
colinérgica pos-CLP, a ANOVA de uma via também detectou diferenca estatistica
para o grupo de sepse na %EBA [F3 31)= 8,088; p=0,0005] e na %TBA [F331= 11,39;
p=0,0001]. A nicotina administrada durante duas ou uma semana melhorou esses

parametros indicativos de ansiedade, sem interferir na EBF.
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4.3.3 Teste da esquiva inibitéria

Os efeitos da administracdo de nicotina (0,1 mg/kg/dia, s.c.) durante 14 dias
consecutivos (uma semana antes e uma semana apo0s as cirurgias de inducao de
sepse) na MCD e MLD em ratos sobreviventes a CLP e os OF (controles) estédo
apresentados na Figura 10. O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis revelou que
0S ratos sobreviventes a sepse que foram tratados com salina exibiram um
desempenho baixo nesta tarefa, como indicado pela laténcia de permanéncia dos

animais na plataforma nas sessofes de treinos e testes [H(2, N=24) = 4,50; p=0,10].

Por outro lado, a avaliagao feita por meio do Kruskal-Wallis revelou um efeito
significativo no tratamento da nicotina nas laténcias de permanéncia dos animais na
plataforma tanto no grupo OF [H(2, N=24) = 16,01; p<0,001] quanto no grupo de
sepse [H(2, N=24) = 16,30; p<0,001]. O teste de comparacdo multipla de Dunn
indicou que a administragc&o repetida de nicotina por 14 dias aumentou a laténcia de
permanéncia dos animais sobreviventes a sepse e OF na plataforma quando
avaliados 1,5 h e 24 h apOs os treinos. Esses resultados sugerem que a
administracdo repetida de nicotina (0,1 mg/kg, s.c.) antes e ap06s a indugéo de sepse
melhorou os prejuizos de MCD e MLD provocados pela CLP em ratos.
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O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis revelou que os ratos sobreviventes
a sepse tratados com salina durante 7 dias pdés-cirurgias também exibiram um
desempenho baixo na tarefa de esquiva inibitéria, como indicado pela laténcia de
permanéncia dos animais na plataforma, similar ao que se observou nas sessdes de
treino e testes [H(2, N=24) = 1,33; p=0,51]. No entanto, a avaliacdo realizada pelo
Kruskal-Wallis revelou um efeito significativo da nicotina na laténcia dos animais na
plataforma somente nos controles [H(2, N=24) = 15,86; p<0,001], mas ndo no grupo
de sepse [H(2, N=24) = 0,10; p=0,95]. O teste de comparagdo multipla de Dunn
indicou que o tratamento pds-cirargicos com nicotina (0,1 mg/kg, s.c.), durante 7 dias
consecutivos, nao melhorou os prejuizos de MCD e MLD induzidos pela CLP em
ratos (Figura 11).
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4.4 DISCUSSAO

No presente estudo observou-se que 0s ratos exibiram prejuizos de memoria,
bem como a ansiedade apds a inducédo da sepse. Assim, a CLP parece representar
um bom modelo para a investigacao de alteragcbes cognitivas e emocionais de longo
prazo induzidas pela sepse. Mais importante, os resultados atuais fornecem novas
evidéncias de que a administracéo repetida de nicotina pode melhorar os prejuizos

de MCD e MLD e resposta ansiogénicas dos animais sobreviventes a sepse.

Nas Uultimas duas décadas, um progresso consideravel ocorreu na
compreensao da patogénese molecular e celular da sepse (lvady et al.,, 2011;
Russell et al., 2011). Neste contexto, Wang et al. (2004) publicaram um estudo
demonstrando uma estratégia anti-inflamatoria nicotinica para o tratamento da
sepse, onde a nicotina, atuando nos receptores nicotinicos de acetilcolina-alpha?,
atenuou a alta mobilidade da proteina HMGB1 na circulacdo e reduziu a producdo

de citocinas inflamatorias.

Consequentemente, a nicotina promoveu a estabilidade de uma peritonite
letal (84-51%) em camundongos, mesmo quando o tratamento foi iniciado em 24 h
apos a inducao da CLP (Wang et al., 2004). Mais recente, outros estudos reforcaram
o potencial de receptores nicotinicos da acetilcolina como um alvo para tratamento
da sepse, demonstrando que a ativacdo dos receptores alpha7-nicotinicos da
acetilcolina pela nicotina ou pelos agonistas seletivos levaram a um aumento na taxa
de sobrevivéncia dos animais em modelo experimental de sepse (Pavlov et al .,
2007; Tsoyi et al, 2011). Em contraste, van Westerloo et al. (2005) mostraram que a
nicotina aumentou a mortalidade de camundongos em modelo experimental de

sepse induzida por Escherichia coli.

Paralelamente a isso, Steiner et al. (2008) investigaram os efeitos da
administracdo aguda e cronica de nicotina na inflamacédo sistémica asséptica
induzida por LPS e sepse induzida por CLP em camundongos C57BL/6.
Curiosamente, a administracdo aguda de nicotina aumentou a taxa de sobrevivéncia
na inflamacdo asséptica de 11 para 33% (possivelmente pela supressdo da
inflamac&o), mas piorou o resultado da sepse (possivelmente porque a supressao da
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inflamac&o promoveu a proliferacdo microbiana). Cabe ressaltar que neste mesmo
estudo os autores demonstraram que a administragéo cronica de nicotina (28 mg/kg,
s.c), durante duas semanas, ndo afetou a sobrevivéncia em qualquer modelo de
inflamacédo utilizado, possivelmente devido ao desenvolvimento de tolerancia a
nicotina (Steiner et al., 2008). Corroborando com esses achados descritos por
Steiner et al. (2008), no presente estudo nenhum dos esquemas de nicotina (0,1
mg/kg, s.c.) utizados no tratamento (antes e/ou apos CLP) afetaram a taxa de

sobrevivéncia no grupo sepse (50%).

Além disso, no presente estudo os animais sobreviventes a sepse nédo
apresentaram prejuizos em suas atividades locomotoras como avaliadas pelo
namero de cruzamentos no campo aberto e o numero de EBF no LCE. Esta
observacédo é consistente com dados descritos anteriormente por outros grupos que
utilizaram o mesmo modelo CLP em ratos (Barichello et al., 2005;. Comim et al.,
2011; Tuon et al., 2008a). Observou-se também uma diminuicdo acentuada da
atividade locomotora no campo aberto (e uma clara tendéncia no LCE) quando a
nicotina (0,1 mg/kg, s.c.) foi administrada durante 7 dias consecutivos pos-operatorio

em ratos sépticos .

Estudos anteriores investigando os efeitos da administracdo repetida de
nicotina sobre a atividade locomotora de ratos tem fornecido resultados conflitantes.
Por exemplo, ha ampla evidéncia de que os efeitos da nicotina variam em funcéo do
sexo, da linhagem e do nivel basal individual da excitacdo fisiolégica (Rosecrans,
1995; Pehrson et al, 2008; Prus et al., 2008). No estudo de Prus et al. (2008), a
administracao repetida de nicotina (0,4 mg/kg, s.c.) inicialmente suprimiu a atividade
espontanea no primeiro dia de tratamento e, entdo, aumentou a atividade apos a
primeira e segunda semanas de tratamento em ratos Lewis. O aumento da resposta
para a nicotina, ap0s a administracéo repetida, tem sido associado a um aumento da
regulacdo dos receptores nicotinicos de acetilcolina (Marks et al., 1985; Wonnacott,
1990).

No presente estudo, a administracdo repetida de nicotina durante 7 dias
consecutivos apds a cirurgia induziu o efeito oposto (ou seja, diminuiu a atividade
locomotora) nos ratos sobreviventes a sepse. Estes resultados podem ser dificeis de

interpretar neste momento. Possiveis alteracdes nos niveis e/ou sensibilidade dos
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receptores nicotinicos de acetilcolina no cérebro dos animais sobreviventes a sepse
podem ser, pelo menos em parte, responsavel pelos efeitos inesperados da referida
droga na atividade locomotora e isso constitui um campo muito interessante que

requer pesquisas adicionais.

No LCE, um teste amplamente utilizado para avaliar ansiedade em roedores
(Carobrez e Bertoglio, 2005; Pellow et al., 1985), ratos sobreviventes a sepse
exibiram uma marcante reducdo na exploracdo dos bracos abertos, indicando um
efeito ansiogénico induzido por CLP. Nosso estudo contrasta com dados prévios
descritos por Barichello et al. (2007), onde os ratos que sobreviveram a CLP
aumentaram o tempo de imobilidade no teste de nado forgado, comportamento
sugestivos de depressdo, mas ndo comportamento de ansiedade. Uma possivel
explicacdo para essas discrepancias € o tempo diferente utilizado nesses estudos

para a avaliagdo das respostas de ansiedade ap0ds a inducdo da CLP.

No presente estudo, foram testados no LCE os animais OF e animais
sobreviventes & CLP em 7 dias ap6s a inducdo da sepse, enquanto Barichello et al.
(2007) realizaram essa avaliacdo em um periodo maior (10 dias apds a cirurgia).
Portanto, uma recuperacdo do comportamento de ansiedade dependente de um
tempo mais curto apos a inducao da sepse quando comparada com aquela descrita
para prejuizos de memoaria e comportamento de depresséo (que persistem por, pelo
menos, 30 dias apds CLP) (Barichello et al, 2007;. Tuon et al., 2008a) pode explicar,

pelo menos em parte, essas discrepancias.

Cabe enfatizar que ambos os esquemas de tratamento repetido com nicotina
(antes e/ou apdés CLP) melhorou a resposta ansiogénica induzida pela sepse em
ratos. Os efeitos da nicotina na ansiedade em animais laboratoriais sdo complexos,
uma vez que pode induzir efeitos ansioliticos ou ansiogénicos em diferentes testes
comportamentais. Estas diferencas dependem da dose, tempo entre as injecbes e
testes, via de administracdo e teste comportamental utilizados (File et al., 2000;
Irvine et al., 2001;. Salas et al, 2003 ).

Irvine et al. (2001) examinaram os efeitos da nicotina (0,1 mg/kg, s.c.), a
mesma dose utilizada no presente estudo, 5 e 30 min apds a injecdo de uma dose

Unica e ap6s um periodo de tratamento crénico no comportamento de ansiedade em
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ratos no LCE. A nicotina (30 min ap0s a injecdo) teve um efeito ansiogénico
significativo, mas desenvolveu tolerancia para este efeito ansiogénico apds 7 dias
de tratamento com nicotina (0,1 mg/kg/dia). Por outro lado, 5 min apds a injecéo
aguda, a nicotina (0,1 mg/kg) foi ineficaz, mas apos 7 dias de tratamento foi
observado um significativo efeito ansiolitico. Mais uma vez, a tolerancia foi
densenvolvida para este efeito ansiolitico apds 14 dias de tratamento repetido (Irvine
et al., 2001).

Cabe destacar que as alteracbes de comportamento referentes a ansiedade
sugeriram que o efeito ansiolitico foi especifico e ndo sedativo - o que foi
comprovado pela auséncia de efeito na atividade locomotora e também pela néo
interferéncia na frequéncia de EBF do labirinto. A auséncia de tigmotaxia nos bragos
abertos impede um comportamento defensivo dos ratos contra os seus predadores.
Com isso, a literatura nos mostra que os ratos tem preferéncia pelos bracos

fechados devido a presenca de paredes verticais altas (Treit et al.,1993).

Portanto, os resultados do presente estudo corroboram com esses achados
anteriores, uma vez que a administracdo repetida de nicotina (0,1 mg/kg/dia, s.c.)
nao afetou o comportamento de ansiedade dos ratos controles, indicando o
desenvolvimento de tolerancia aos efeitos da nicotina na ansiedade mediante a
administracdo repetida da substancia. Para conhecimento, este é o primeiro relato
em que ratos sobreviventes a sepse nao desenvolveram tolerancia a acéo
ansiolitica induzida pela nicotina sobre a administracdo repetida de drogas. Visto
gue as estruturas neuroanatdmicas e as vias subjacentes ao desenvolvimento de
tolerancia ao efeito ansiolitico de nicotina permanecem incertas, nao é
surpreendente que o mecanismo exato deste fendbmeno afetado pela sepse ainda

seja desconhecido.

Estudos anteriores demonstraram que ratos sobreviventes a sepse
mostraram déficits de aprendizagem e de memoéria observados em diferentes
paradigmas comportamentais que persistem por, pelo menos, 30 dias apés a
inducédo CLP (Barichello et al, 2005, 2007; Comim et al., 2011; Tuon et al, 2008a).
De acordo com esses achados anteriores, no presente estudo o0s ratos
sobreviventes a sepse tratados com veiculo exibiram um desempenho baixo na

tarefa de esquiva inibitoria, como indicado pela laténcia similar no treinamento e
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sessoes de testes.

Uma vez que a sepse pode afetar processamento sensorial durante o
treinamento, tais como reatividade dos ratos ao choque nas patas, ao invés de
memoria foi avaliado os efeitos da sepse na sensibilidade ao choque nas patas em
todos os grupos e ndo houve diferencas significativas entre 0os grupos no que se
refere aos limiares nociceptivos observados pela esquiva ou salto (dados néao
apresentados), mostrando que a sepse nao afetou a reatividade do animal ao

choque na pata, de acordo com a literatura anterior (Tuon et al., 2008a).

Os mecanismos envolvidos nos déficits cognitivos induzidos pela sepse
permanecem obscuros. Tuon et al. (2008b) avaliaram os efeitos de diferentes
estimuladores de memodria em ratos sobreviventes a sepse no teste de esquiva
inibitdria e demonstraram que a epinefrina, naloxona, dexametasona e glicose
reverteram os déficits de MLD no grupo sepse 10 e 30 dias ap0s a cirurgia. Aqui,
complementa-se a literatura anterior demonstrando que a nicotina (0,1 mg/kg/dia,
s.c.) foi capaz de melhorar os déficits da MCD e MLD observados em sobreviventes
de sepse somente quando administrada durante duas semanas consecutivas (antes
e apls CLP).

Nossos achados estdo de acordo com resultados prévios obtidos em animais
experimentais e em humanos que demonstram que a nicotina aumenta a
aprendizagem e desempenho da memoria em diferentes tarefas (Levin e Rezvani,
2000). Notavelmente, a infusdo crbnica de nicotina tem se mostrado eficaz para
melhorar o desempenho de ratos em paradigmas de aprendizagem e memodria
(Levin, 1993). Portanto, nossas descobertas, juntamente com essas literaturas
anteriores, sugerem que a ativacado de receptores nicotinicos da acetilcolina pelos
agonistas seletivos ou pela nicotina pode ser uma abordagem viavel para combater

déficits cognitivos em sobreviventes de sepse.
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4.5 CONCLUSOES

Nossos resultados reforcam pesquisas prévias demonstrando que o modelo
CLP representa uma boa ferramenta de pesquisa para o estudo das alteracdes
comportamentais secundarias a sepse. Mais importante, os dados atuais indicam
que a administracdo repetida de nicotina ndo altera a taxa de sobrevida em ratos
submetidos a CLP, mas pode melhorar déficits de MLD e as respostas ansiogénicas

nos animais sobreviventes a sepse.

Portanto, os resultados atuais trazem a perspectiva de que a ativagao
colinérgica e o0s agonistas seletivos para o0s receptores nicotinicos da acetilcolina
podem representar potenciais alternativas para melhorar o0s prejuizos
comportamentais e cognitivos de longa duracdo nos sobreviventes a sepse.
Pesquisas adicionais sd0 necessarias para esclarecer os provaveis mecanismos
pelos quais a administracéo repetida de nicotina melhora os prejuizos cognitivos e
emocionais nos animais sobreviventes a sepse. E também necessario descobrir se
existe alguma interacdo entre os sistema colinérgicos e outros neurotransmissores,

tais como a dopamina e a noradrenalina, neste efeito da nicotina.
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5.1 INTRODUCAO

5.1.1 Plantas medicinais: aspectos gerais

As plantas foram extensivamente utilizadas pelas antigas civilizagbes da
Mesopotamia, Egito, Grécia, india e China para a manutencédo da satde (Lorenzi e
Matos, 2002; Newman et al., 2000; Berlin, 2001). Tornaram-se populares por meio
das geracdes e continuaram a ser usadas nas mais variadas indicacfes. O uso de
medicamentos derivados de plantas auxilia no tratamento e prevencao de doencgas,
o que vem sendo documentado ao longo de cinco milénios (Musthaba et al., 2010;
Perry e Howes, 2011; Rehman et al.,1999).

No Brasil, por exemplo, a inexisténcia de literatura tradicional alicercou a
medicina popular em informacdes verbais transmitidas pelos indios, europeus e
negros, e na influéncia de outras populacfes imigrantes (Borras, 2003). Seus
consumos foram intensificados por estarem disponiveis em qualquer centro
comercial popular e farmécias, ou seja, de facil acesso e custo acessivel. Esse uso,
entretanto, foi cada vez mais sendo reduzido devido ao aperfeicoamento da sintese
quimica (Berg, 1993). Com o passar dos anos e o aparecimento de sérias reacoes
adversas devido ao uso dos produtos sintéticos, a popula¢cdo novamente comecou a
redescobrir as plantas medicinais e procurar nelas a solucdo para seus males
(Demain, 2009; Pinn, 2001).

Nosso pais ganha destaque mundial do consumo dessas terapias naturais
pela riqueza da flora diversificada com o territério que inclui cinco principais biomas:
a Floresta Amazoénica, o Cerrado, a Mata Atlantica, o Pantanal e a Caatinga. Nestes
biomas também é observada uma diversidade de comunidades com culturas
diferentes, onde algumas delas ainda se fazem valer o uso de medicina tradicional,
que também é passado entre as geragdes para agora encontrar-se amplamente
difundida entre as popula¢cdes de todos os biomas citados anteriormente, apesar de

poucas comprovacgoes cientificas (Giorgetti et al., 2007).

A raridade de fitoterapicos derivados de nossa flora brasileira é atribuida a
varias razdes que vao desde a auséncia de incentivos financeiros do governo para a

pesquisa de produtos naturais até a dificuldade nas legislacdes brasileiras no que
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concerne ao estudo de plantas medicinais (Giorgetti et al., 2007). Este panorama
vem mudando ao longo dos ultimos anos gracas as interacdes das industrias
farmacéuticas com as universidades financiando projetos de grande escala e maior
conscientizacdo quanto a importancia da pesquisa clinica para maior seguranca e
efetividade do produto (Rodrigues, 2006 ; Giorgetti et al., 2007)

Cabe ressaltar que as plantas medicinais s6 podem ser consideradas
medicamentos apos sua inclusdo na farmacopéia. Para isso, sdo necessarios
diversos estudos, desde os farmacoldgicos, pré-clinicos e toxicolégicos até os
quimicos, visando o isolamento e a caracterizacdo dos principios ativos (Lorenzi e
Matos, 2002; Lucena et al., 2010). Neste sentido, medicamentos como a morfina, 0s
digitalicos, a quinina e as estatinas foram desenvolvidos direta e indiretamente de

fontes naturais (Yunes e Calixto, 2001).

A partir do ponto de vista fitoquimico, os mais importantes constituintes
guimicos das plantas e que exercem atividades no SNC sdo os flavondides,
alcaldides, &cidos fendlicos, taninos e Oleos essenciais. Alguns flavondides
apresentam efeitos neuroprotetores do SNC (Spencer et al., 2012). Os alcalbides
sdo relevantes no tratamento de desordens cognitivas, pelo aumento da funcéo
colinérgica no SNC (Howes e Perry, 2011). Os componentes fendlicos protegem os
neurénios do estresse oxidativo (Kelsey et al., 2010). Muitos taninos mostraram
efeitos anticonvulsivantes (Dos Santos et al.,, 2005). Por fim, algumas plantas
aromaticas com alta concentracdo de 6leos essenciais sao utilizadas no tratamento
de doencas do SNC comuns em regides tropicais (Freire et al, 2006; Ozturk et al.,
2002).

A utilizacdo de plantas nativas das Ameéricas difundiu-se devido a grande
importancia terapéutica a elas atribuida pela populacdo, como é o caso do boldo
(Peumus boldus Mol.), a macela (Acchyroclines satureioides D.C.), o quebra-pedra
(Phyllanthus nirurii L. e Phyllanthus urinaria L). As plantas de origem européia,
trazidas pelos colonizadores, também tiveram rapida difusdo entre o povo brasileiro,
como foi o caso da camomila (Matricaria chamomilla L.), da malva (Malva sylvestris
L.) e da melissa (Melissa officinalis L.) (Borras, 2003; Revilla, 2001).
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5.1.2 Melissa officinalis

A Melissa officinalis, popularmente conhecida como erva-cidreira, devido ao
seu aroma de limao ainda tem muito a ser explorada em disturbios relacionados ao
SNC. Esta erva da familia Labiatae é cultivada em inUmeros paises, inclusive no
Brasil, sendo comercializada principalmente na forma de cha, em conjunto com
outras espécies de ervas. As folhas dessa espécie sao ricas em taninos, flavonodides
e Oleos essenciais e tem sido usadas na medicina popular na forma de infusédo
(Teske e Trentini, 1994) por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes
(Mimica-Dukic et al., 2004).

Foram observados efeitos dos extratos de Melissa officinalis na reducao dos
niveis de peroxidacéo lipidica e na reducdo nos niveis das transaminases hepaticas,
tanto de aspartato aminotransferase (TGO), quanto da alanina aminotransferase
(TGP) em estudo com ratos hiperlipidémicos (Bolkent et al., 2005). Outros estudos
mostraram efeito do seu 6leo essencial como antitumoral (Sousa et al., 2004), e
também acdo na resposta imune do tipo humoral e celular em ratos (Drozd e
Anuszewska, 2003).

Em termo dos seus efeitos no SNC, essa planta ja foi implicada na modulacéo
dos processos cognitivos e do humor (Akhondzadeh et al., 2003; Kennedy et al.,
2002), podendo ter um efeito positivo sobre os déficits cognitivos observados na
doenca de Alzheimer. Esta observacgao foi reforcada pelo fato da Melissa officinalis
poder se ligar aos receptores nicotinicos e muscarinicos no SNC (Wake et al., 2000),
além de também poder inibir a GABA transaminase, uma enzima alvo no tratamento
da epilepsia e outros disturbios neuroldgicos relacionados em cérebros de ratos,

gracgas principalmente a presenca do &cido rosmarinico (Awad et al., 2009).

O é&cido rosmarinico é encontrado em uma variedade de familias e espécies
de plantas, sendo bem conhecido pela sua propriedade antioxidante e
antimicrobiana. Ele € eliminado da circulacdo sanguinea de forma rapida e sua
toxicidade €é muito baixa em camundongos, apresentando tanto acoes

antibacteriana, antiviral e antimutagénica, quanto a¢gdes adstringente, antioxidante e
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antiinflamatadria, por inibir as lipooxigenases e ciclooxigenases (Pereira et al., 2005;

Petersen e Simmonds, 2003).

Além disso, também ja foi detectada em roedores e humanos uma diminuigao
de niveis elevados de ansiedade, estresse e disturbios do sono, ndo acarretando
efeitos adversos significativos ou sintomas de toxicidade através de um largo
espectro de doses (Coleta et al., 2001; Kennedy et al., 2004). Apesar de muitas
pesquisas estarem sendo realizadas diretamente em humanos, muitas lacunas ainda
se encontram em aberto para o entendimento dos mecanismos de acdo que

justificam as respostas comportamentais decorrentes do uso da Melissa officinalis.

Atualmente, as terapias experimentais na sepse tem sido alvo de pesquisas a
fim de entender a fisiopatologia da mesma, bem como melhorar a sobrevida dos
pacientes. Elas tem representado um avanco na terapia de suporte do paciente
séptico e no desenvolvimento de novas drogas. Apesar disso, os indices de
mortalidade por sepse grave ainda sao altos (Antanopoulou e Giamarellos-
Bourboulis, 2011). Estimativas sugerem que cerca de 40% dos pacientes com sepse
desenvolvem choque séptico, cuja mortalidade é maior, ficando entre 70 e 90%
(Karima et al., 1999; Hanna, 2003).

Na tentativa de diminuir a mortalidade provocada por esta doenca
frequentemente fatal, pesquisadores tem estudado varios tratamentos como
anticorpos contra endotoxinas, anticorpos contra o TNF- , anticorpos contra a IL-1b,
antioxidantes, uso da proteina C ativada, inibidores de O6xido nitrico sintase,
corticosterdides, antibioticos de dltima geracdo e outros (Antanopoulou e
Giamarellos-Bourboulis, 2011). No entanto, nenhuma das referidas terapias pode ser
considerada 100% eficaz para interferir no quadro geral garantindo uma total

seguranca e evitando as consequéncias das sequelas.

Portanto, diante desse cenario, esta pesquisa respaldada por achados da
literatura e dados observados em nosso grupo de pesquisa visou explorar as
propriedades terapéuticas do extrato de Melissa officinalis nas alteracbes
comportamentais reacionadas a ansiedade e alteracdes cognitivas decorrentes da

sepse experimental induzida em ratos.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Preparo e regime de tratamento do extrato de  Melissa oficinalis

ApoOs a identificacdo da espécie de Melissa officinalis (Figura 12), as folhas
foram retiradas para a secagem pela Centroflora (Botucatu, Brasil). As folhas secas
foram separadas de seus caules e secas sob a luz solar. Apés toda a agua ter sido
evaporada, elas foram moidas. Cerca de 300 mg de folhas secas moidas foram
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 material foi
vedado para evitar a evaporacéo do alcool. Apés uma semana, o material foi filtrado
e transferido para um rota-vapor, sendo, em seguida, colocado para evaporar. Apos
todo o solvente ter sido evaporado, as solugdes estoques foram armazenadas em

um refrigerador (4°C).

+, -LLL NL 1

A concentracdo de 100 mg/mL do extratos alcodlico de Melissa officinalis foi
preparada com o auxilio das seguintes substancias: 150 ni. de Tween 80, 150 niL de
alcool e 150 nL. de DMSO, totalizando 450 ni de solucdo. O extrato foi misturado
com a solucdo de solventes na proporcado de 1:1. A segquir, foi adicionada salina
(0,9% NaCl) lentamente até completar o volume de 4 mL, sendo que a mistura foi
realizada de forma vigorosa para conseguir a maior homogeneizacao possivel da

preparacao e evitar precipitacoes.
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A solugéo foi administrada na dose de 100 mg/kg/dia, durante uma semana
pos-cirurgias (Figura 13A). Os testes experimentais foram realizados ao final do
tratamento (Figura 13B). A correlacdo de preparacdo do extrato foi baseada no
principio de que 1 mL do extrato foi dado para cada 1 kg do animal. Todos os
tratamentos foram feitos por via oral (v.0.), através do procedimento de gavagem,
para garantir que o animal receberia a dose total administrada sem que houvesse
perda. Essa seria também uma forma de reproduzir, a0 maximo, a forma de
administracdo oral usada por humanos nas pesquisas clinicas. A dose selecionada

foi baseada em estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa.
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Para esses experimentos os animais (n=60) foram divididos em 6 grupos de 10

animais cada.

GRUPO 1: Animais submetidos a OF e tratados com solucéo salina.

GRUPO 2: Animais submetidos a OF e tratados com diazepam (DZP).

GRUPO 3: Animais submetidos a OF e tratados com Melissa officinalis (100 mg/kg).
GRUPO 4: Animais submetidos a CLP e tratados com solucao salina.

GRUPO 5: Animais submetidos a CLP e tratados com diazepam (DZP).

GRUPO 6: Animais submetidos a CLP e tratados com Melissa officinalis (100

mg/kg).
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Teste do Campo Aberto

Os resultados mostram que ndo houve diferenca significativa entre o0s
resultados do grupo controle em relacdo ao grupo que teve sepse induzida. Os
animais administrados com a Melissa officinalis (100mg/kg) ndo apresentaram
modificacdo no nimero de ambulacdo quando comparados aos animais controles,
da mesma forma que o grupo administrado com o benzodiazepinico DZP também
nao apresentou alteracdo quando comparado ao controle que teve administracéo de

salina (Figura 14).
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5.3.2 Teste do Labirinto em cruz elevado

Neste teste usado para avaliar o comportamento de ansiedade, o DZP foi
usado como controle positivo. O extrato de Melissa offinalis administrado na dose de
100mg/kg apresentou atividade ansiolitica similar a apresentada pelo
benzodiazepinico, o que foi demonstrado pelo aumento da % EBA e % TBA, quando
comparado ao grupo controle. As EBF ndo apresentaram alteracdes significativas
(Figura 15).
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5.3.3 Esquiva inibitéria do tipo  step-down

Os efeitos da administracdo do extrato de Melissa officinalis (100 mg/kg/dia,
v.0.) durante 7 dias consecutivos na MCD e MLD em ratos sobreviventes a CLP e os
OF estdo demonstrados no Figura 16. O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
revelou que os ratos sobreviventes a sepse que foram tratados com salina nao
exibiram uma bom desempenho na esquiva inibitéria, como indicada pela laténcia
dos animais na plataforma nas sessdes de treinos e testes [H(2, N = 24) = 4,50; p =
0,10].

Por outro lado, o teste de Kruskal-Wallis revelou um efeito significativo com o
tratamento do extrato nas laténcia dos animais na plataforma tanto no grupo OF
guanto no grupo de sepse. Subsequentemente, o teste de comparacdo multipla de
Dunn indicou que o extrato aumentou a laténcia dos animais sobreviventes a sepse

e OF na plataforma quando avaliados 1,5 h e 24 h apds os treinos.
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5.4 DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que ratos sobreviventes a sepse experimental
podem apresentar comportamentos sugestivos de ansiedade e prejuizos de
memdaria compativeis com os dados encontrados na literatura para seres humanos.
O extrato de Melissa officinalis administrado apés a inducdo de sepse pode interferir
de forma positiva nos parametros indicativos de ansiedade, uma vez que a sua
administracdo subcronica, na dose 100 mg/kg, apresentou atividade ansiolitica e
melhora cognitiva nos animais sobreviventes a sepse induzida, demonstradas pelo
aumento da %EBA e %TBF no teste de LCE e aumento do tempo de laténcia dos

animais na plataforma do teste da esquiva inibitéria, respectivamente.

Pesquisadores tem observado que por conta da auséncia de uma
homeostasia adequada, 0s sobreviventes a sepse apresentam déficits cognitivos de
longo-prazo incluindo altera¢cdes de memoria, atencdo, concentracdo e perda global
de funcdo cognitiva, além de varias alteracdes comportamentais que podem ser
secundarias ao quadro geral da infeccdo, que sdo sequelas que restringem a
qualidade de vida dos sobreviventes (Granja et al., 2004). A presente pesquisa,
portanto, chamou a atencdo para a importancia de estudos dos mecanismos pelos

quais ocorrem essas alteracdes e novas alternativas de tratamento.

Nossos estudos mostraram que ratos que sobreviveram a sepse ap0s um
periodo de 7 dias da CLP, apresentaram uma reducdo na %EBA e % TBA do LCE,
mostrando que esta resposta foi sugestiva de ansiedade (ansiogénica). Tal resultado
pode ser comprovado pelo fato de ndo se ter observada a interferéncia na
locomocéo tanto na EBF do LCE quanto pelos nimeros de ambulacdo dos animais

avaliados no teste do campo aberto.

Conforme ja comentando anteriormente, o teste do LCE encontra-se bem
validado na literatura, sendo um dos mais utilizado modelos de ansiedade
experimental (Carobrez e Bertoglio, 2005; Treit et al., 1993). Ele é util para investigar
propriedades ansioliticas e/ou ansiogénicas de substancias em fase de

experimentacdo. No que diz respeito aos resultados obtidos, a literatura mostra que
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ratos tem preferéncia natural pelos bracos fechados, devido a presenca de paredes
verticais altas. Uma esquiva dos bragos abertos do LCE € em decorréncia da
auséncia dessas paredes, que impede o seu comportamento de tigmotaxia, 0 que
acaba favorecendo um comportamento defensivo contra seus predadores (Treit et
al., 1993).

Com o objetivo de tratar a ansiedade patoldgica, por meio do uso de
alternativas farmacoldgicas que vao agir nas diversas estruturas do sistema limbico
e neurotransmissores, 0s benzodiazepinicos destacam-se pela sua ampla margem
de seguranca, ainda que ndo sejam destituidos de efeitos adversos ou de potencial
de abuso. Sua atividade ansiolitica € alcancada com doses que nao induzem
depressao respiratoria clinicamente significativa. O DZP € o principal representante
dessa classe (Lader, 2011; Mohler, 2011).

O DZP, portanto, se constitui em boa alternativa terapéutica para o tratamento
da ansiedade e um excelente controle positivo na pesquisa basica para avaliar
substancias com provaveis propriedades ansioliticas. Neste estudo fizemos uso do
benzodiazepinico mencionado, que demonstrou alteracéo significativa na %EBA e %
TBA. Além disso, a dose utilizada mostrou nao interferir na locomoc¢ao dos animais,
um fator importante para garantir a auséncia de efeito sedativo que poderia estar
influenciando na resposta ansiolitica avaliada no LCE.

A resposta dos animais frente as sequelas provocadas pela sepse
experimental sofreu interferéncia do extrato de Melissa administrado durante uma
semana poés-sepse, quando aumentou a %EBA e %TBA dos animais avaliados no
teste do LCE, juntamente com a auséncia de efeito na atividade locomotora e

auséncia de interferéncia na EBF.

Os efeitos ansioliticos e de alteragdo de humor provocada pela Melissa
officinalis tem sido bem documentados, apesar dos mecanismos de acdo nao
estarem claros. Até agora apenas alguns estudos tem investigado os efeitos centrais
da Melissa officinalis. Trabalho anteriormente desenvolvido pelo Soulimani et al.
(1991) demonstrou as acdes sedativas da erva-cidreira em camundongos e sua
atividade foi atribuida a solucéo hidroalcodlica ao invés da extracdo dos Oleos

essenciais. Efeitos colinérgicos foram observados em extratos alcoodlicos que tinham
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afinidades pelos receptores nicotinicos e muscarinicos do cérebro humano (Wake et
al., 2000; Kennedy et al., 2003).

Uma vez que alguns desses efeitos parecem nao ser especificos dos
receptores colinérgicos, mais tarde foi sugerido outro mecanismo importante que
poderia estar envolvido com os efeitos da Melissa. Salah e Jager (2005) e Jager et
al. (2006) mostraram afinidade moderada do extrato etandlico de Melissa officinalis
para o sitio benzodiazepinico do receptor GABAA, € nenhuma atividade foi vista no
transmissor de serotonina (5-HT). Estudo relata que a referida espécie também inibe
a GABA-T e o principal componente para essa atividade € o 4cido rosmarinico uma
vez que estd presente em quantidades muito elevadas no extrato da espécie
avaliada (Awad et al., 2009).

A Melissa officinalis, até entdo, tem se mostrado ser segura com nenhum
efeito adverso associado ao seu uso (Wong et al., 1998), o que explica as razfes do
seu consumo direto em humanos. Como nenhum efeito téxico foi observado durante
o tratamento com a dose utilizada do extrato, pode-se sugerir que sua administracéo
subcronica pode ser considerada relativamente segura. Esses dados eram de se
esperar visto que em humanos o consumo do extrato durante 4 meses também néo

apresentou niveis de toxicidade consideraveis (Akhondzadeh et al., 2003).

No que diz respeito aos processos cognitivos, uma alternativa muito utilizada
para investigar MCD e MLD é o teste da esquiva inibitéria do tipo step-down
(Azizbeigi et al., 2011; Castro et al., 2012; Piri e Zarrindast., 2011). Neste teste ha a
observacéo de dois tipos de memoaria, a MCD (1,5 h apds a sessao treino) e a MLD
(24 h apds a sessdo treino). Na presente pesquisa observou-se gque 0S animais
submetidos a sepse experimental tiveram um comprometimento tanto da MCD
quanto da MLD, indicados pela reducéo do tempo de laténcia na plataforma mesmo

apos o estimulo aversivo proporcionado pelo choque de 1 mA.

Estudo realizado com humanos jovens demonstrou que os efeitos cognitivos
da Melissa officinalis séo dependentes da dose e do tempo de tratamento, bem
como preparacdes derivadas da mesma espécie podem apresentar propriedades
diferentes dependendo do processo utilizado na preparagao das amostras (Kennedy

et al., 2003). A referida espécie quanto utilizada em conjunto com Valeriana
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officinalis apresentou melhora na qualidade dos sonos em individuos normais e nos

que apresentaram algum tipo de disturbio do sono (Dressing et al., 1992).

Pesquisadores tem observado que sobreviventes a sepse, provavelmente por
conta da auséncia de uma homeostasia adequada, apresentam deficiéncia cognitiva
a longo-prazo incluindo alteragbes de memodria, atencdo, concentracdo e perda
global de fung&@o cognitiva além de vérias alteragbes comportamentais que podem
ser secundarias as altera¢des durante o desenvolvimento da sepse (Cassol-Jr et al.,
2010; Granja et al., 2004). Estas alteracbes sdo sequelas da sepse que restringem
a qualidade de vida dos sobreviventes. Isso leva a importancia de estudos dos

mecanismos pelos quais ocorrem essas alteragdes e alternativas de tratamento.

Estes resultados associados aos observados no LCE nos levam a supor uma
possivel interacdo de diferentes comportamentos relacionados a ansiedade,
depressdo e memoria que, provavelmente, encontram-se associados. Ainda que
nesta pesquisa a depressdo nao tenha sido investigada, sugere-se que ela esteja
entre um dos principais quadros manifestados pelos pacientes sobreviventes a
sepse. Portanto, a interacdo sugerida deve-se ao fato de que a ansiedade e os
prejuizos cognitivos podem ser frequentemente observados na depressdo e outros
distarbios do humor (Roiser et al., 2012) — comportamentos esses implicados com a

sepse.

5.5 CONCLUSOES

O extrato alcodlico de Melissa officinalis na dose administrada ndo afetou o
comportamento dos animais no campo aberto e nem nos bragos fechados do LCE
indicando atividade ansiolitica encontrada pelo numero de entradas e tempo de
permanéncia nos bracos abertos do LCE. Os resultados encontrados no teste de
esquiva inibitéria demonstraram um aumento do tempo de laténcia dos animais na

plataforma indicando agéo da Melissa tanto na MCD quanto na MLD.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas na area molecular tem levado a sugerir varias hipoteses para
justificar todos esses eventos relacionados as alteracbes comportamentais e
cognitivas, em especial no que diz respeito a desregulacédo dos niveis de diferentes
neurotransmissores complementando o que ja € descrito na literatura. A ansiedade
associada a depressédo pode estar atribuida principalmente a funcéo serotoninérgica,
enquanto que a perda de prazer e motivacdo € provavel que estejam
correlacionadas as funcdes dopaminérgicas e noradrenérgicas (Nutt et al., 2007). Os
sintomas cognitivos associados a depressao, por sua vez, parecem ter influéncia de

uma desregulacao colinérgica (Dagyteé et al., 2011).

Muitas dessas observagbes comportamentais e cognitivas também foram
relatadas em pacientes que sobreviveram a sepse, cujas manifestacdes ndo se
faziam presentes antes do referido quadro ter sido instalado. Os achados neste
trabalho, entretanto, ndo nos permitem chegar a uma conclusdo sobre os
mecanismos moleculares pelos quais o extrato de Melissa officinalis interfere com as
respostas comportamentais ligadas a ansiedade e as cognitivas, mas eles apontam
para a necessidade de pesquisas futuras para investigar novos fitoterapicos que
auxiliem na farmacoterapia de muitas patologias relacionadas ao SNC e incentivar,

quem sabe, suas patentes.

Com o avango da ciéncia que vem sendo observado nos ultimos anos,
espera-se gue esses mistérios relacionados a fisiopatologia da sepse acompanhada
de suas varias interferéncias sejam mais bem compreendidos. No caso da
interferéncia da ativacdo colinérgica como uma possivel alternativa para estudar
mecanismos de acdo de novas terapéuticas, essa descoberta, ora apresentada,
pode abrir um leque de possibilidades para explorar novos avangos nesta area. Isto
pode focar no fato de que a ativacéo colinérgica central pode afetar a neurogénese e
funcdo hipocampal, favorecendo os déficits cognitivos, que poderdo estar

associados as varias alteragcdes comportamentais.

Para que isso ocorra, ha necessidade de que a genética, patologia, biologia

molecular, entre outras ciéncias, possam se integrar de uma forma a chegar a um
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alvo que entenda como ocorre essa correlacdo entre os efeitos da nicotina ou do
extrato de Melissa officinalis, por exemplo, com os mediadores da inflamacéo e o
comprometimento na proliferacdo microbiana. Essas descobertas poderdo favorecer
um diagnostico mais precoce, rastreamento microbiano mais eficaz que otimize as

variaveis hemodinamicas e as técnicas de suporte organico.
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