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Resumo

A ansiedade impacta negativamente na saude
biopsicossocial do individuo. Seu tratamento
consiste em benzodiazepinicos, de elevado
potencial de adiccdo e tolerancia, e
antidepressivos. O presente estudo avaliou a
eficacia do triazol-galactosil arilsulfadimetoxina em
camundongos submetidos a testes
comportamentais de ansiedade. Nas condi¢des
experimentais adotadas, 0 composto nao
apresentou efeitos ansioliticos.

Introducéo

De acordo com a American Psychiatric Association
(2014), define-se ansiedade patoldgica como um
sentimento de angustia e medo intenso que a
pessoa sente perante diversas situagbes no
presente ou futuro, com duracdo maior de 6
meses, sem estar sob efeitos de drogas ou
medicamentos, levando a prejuizo funcional na
qualidade de vida e bem-estar emocional do
individuo. Esta se diferencia da ansiedade natural
do ser humano por ser desproporcional e néo
necessariamente ter um estimulo de perigo
iminente  que explicaria essa sensagdo
(CASTILLO, et al. 2000). A etiologia da ansiedade
na populagdo brasileira € variada, podendo ser
desencadeada pelo excessivo estresse do
cotidiano, cobranga, traumas, abusos fisicos e
psicoldgicos, desemprego e até violéncia, o que
acarreta posteriormente um aumento consideravel
do risco de doencas neurologicas e
cardiovasculares como acidente vascular cerebral
e infarto nesses individuos (LOPES; SANTOS,
2018).

Sob essa 6tica, ao se elucidar a fisiopatologia da
ansiedade, percebe-se que esta ocorre como
resultado de atividades nos circuitos neurais que
envolvem as amigdalas, os hipocampos e o cortex
pré-frontal somadas a liberagdo do horménio
adrenocorticotropico. Este hormdnio hipofisario
induz a secrecdo do cortisol que, por sua vez,
interfere diretamente na codificacdo e na
percepcdo do medo. Além disso, a ativacdo desse
circuito promove a libera¢édo da adrenalina e da

noradrenalina, sinalizadores que também irdo
estimular a liberacdo do horménio cortisol. Faz-se
importante destacar que, reconhecidamente, a
exposi¢do crbnica a niveis elevados de cortisol
promove disfuncdo neural, inclusive com
indicadores de morte neuronal (LIRA et al., 2021).
Ademais, acrescenta-se que a analise do Sistema
Nervoso Central (SNC) de mamiferos adultos
aponta o acido gama-aminobutirico (GABA) como
principal neurotransmissor inibitorio através de
suas acbes sobre sistemas de receptores
ionotropicos e metabotropicos (GOLAN et al.,
2009). Nesse contexto, os receptores para GABA
demonstram, em diversos estudos, envolvimento
com mecanismos patolégicos tais quais
ansiedade, depressdo, epilepsia e outros
(KALUEFF; NUTT, 2007).

O tratamento base para ansiedade é representado
atualmente pelos farmacos psicotropicos da classe
dos benzodiazepinicos, os quais apresentam
efeito ansiolitico notavel ja nas primeiras semanas
de uso, sendo resolutivos para, em média, 55%
dos pacientes (LOPES; SANTOS, 2018). Tais
medicamentos atuam modulando a agéo
GABAérgica de modo a potencializar os efeitos
inibitérios em SNC. Porém, é sabido que ha um
significativo potencial de tolerancia mediada pela
diminuicdo de receptores GABAAa nas sinapses e,
dessa forma, apés o uso estendido, o individuo
pode desenvolver dependéncia e adiccdo
somadas a reducdo na eficdcia do medicamento.
Além disso, é necessario ressaltar que, ap0s uso
cronico, a subita cessacdo do wuso de
benzodiazepinicos pode desenvolver sindrome de
abstinéncia, que se caracteriza por confuséo,
agitacao e insénia (GOLAN et al., 2009).
Outrossim, a fluoxetina, um farmaco
antidepressivo pertencente a classe dos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), é
uma outra opc¢do amplamente aplicada para o
tratamento de ansiedade. Segundo a meta-andlise
conduzida por SLEE e colaboradores (2019),
estudos demonstraram eficacia e boa tolerancia ao
tratamento com fluoxetina, porém, os resultados
sdo limitados por pequenos tamanhos da amostra.
GOLAN et al. (2009) elucida que o mecanismo de



acdo da fluoxetina se da pela inibicdo da
recaptacéo de serotonina na fenda sinaptica, o que
provoca o aumento da ativagdo de receptores 5-
HT e, consequentemente, maior resposta
serotoninérgica. Todavia, € comum durante o
tratamento de ansiedade com farmacos ISRS, o
relato de disfuncdo sexual, alteracbes do peso
corporal e queixas relacionadas ao sono
(BALDWIN, et al., 2011). Uma pesquisa clinica
britdnica corroborou que 46% da amostra
interrompeu 0 uso de ISRS em média apds 3,7
meses do inicio do tratamento em virtude de
gueixas de tais naturezas (CHOLLET; et al., 2013).

As galectinas s8o proteinas carboidrato-
especificas (lectinas) que se ligam a moléculas de
B-galactose de glicoconjugados por meio de seus
dominios de reconhecimento de carboidratos
(CRD). Existem cerca de 15 tipos de galectinas em
mamiferos, dentre as quais a galectina-3,
classificada como quimérica, € uma das mais
estudadas em decorréncia do seu envolvimento
em diversos eventos bioldgicos no organismo, tais
como mediacdo das respostas inflamatéria e
imunomodulatéria, e desenvolvimento/progresséo
tumoral (YANG et al., 2008; CAMPO et al., 2016).

No gque concerne a participacdo da galectina-3 em
processos  neuroldgicos, estudos recentes
apontam o envolvimento desta em desordens
neurodegenerativas como Doenga de Alzheimer e
Esclerose Lateral Amiotrofica, nas quais niveis
elevados de galectina-3 no soro e liquor de
pacientes com estas patologias estdo
possivelmente correlacionados a um aumento de
inflamagcédo, apoptose e neurodegeneracdo
(ASHRAF et al, 2018). Além do mais, foi
observado que pacientes com esquizofrenia
apresentam niveis séricos elevados de galectina-
3, 0 que pode explicitar uma associacdo entre
progresséo de inflamacao induzida por galectina-3
e esta importante doenca psiquiatrica. Desta
forma, a galectina-3 pode atuar como um
biomarcador em desordens neurologicas e
psiquiétricas tais como as supracitadas, sendo que
sua inibicdo representa um potencial alvo para o
desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas frente a graves distlrbios
neurocomportamentais (DONG et al., 2018;
SREJOVIC et al., 2020; SOARES et al., 2021).

No &ambito da depressdo e da ansiedade,
diferentes trabalhos tém apontado para o
envolvimento da galectina-3 em tais condicfes
tanto avaliando-se pacientes quanto modelos
experimentais (STAJIC et al., 2019; SARTIM et al.,
2020; KING et al., 2021).

Marchiori et al. (2017), descreveu a sintese das
triazol galactosil arilsulfonamidas, potenciais
inibidoras de galectina-3 e sua aplicacdo para a
inibicdo da infeccdo parasitaria de Trypanosoma
cruzi. Contudo, a analise dos potenciais
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terapéuticos de inibidores da galectina-3 nestas
condigbes psiquiatricas ainda carece de
investigagfes. Assim sendo, tais compostos
poderdo representar importantes ferramentas para
a investigagéo de novas terapias frente a graves
patologias psiquiatricas, as quais figuram entre
atuais acdes prioritarias em salde dados seus
impactos negativos sobre a sociedade.

Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo geral
avaliar o potencial efeito ansiolitico do composto
triazol-galactosil arilsulfadimetoxina administrado
por gavagem (via oral) em camundongos
submetidos a testes de ansiedade.

Materiais e Métodos

Tipo de estudo

O presente trabalho caracteriza-se como estudo
experimental.

Composto
arilsulfadimetoxina

Triazol-galactosil

A sintese do composto Triazol galactosil
arilsulfadimetoxina (Figura 1) seguiu protocolo
publicado por Marchiori e colaboradores (2017).
Todas as etapas analiticas foram conduzidas pela
Profa Dra Vanessa Leiria Campo e equipe, numa
pareceria entre o Centro Universitario Bardo de
Maué e a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo.

Figura 1 - Estrutura quimica do Triazol galactosil
arilsulfadimetoxina
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Fonte: préprio autor

Para administracdo aos animais, 0 triazol
galactosil arilsulfadimetoxina foi diluido em
solucdo 0,05% dimetilsulféxido (DMSO) em agua
destilada resultando na obtencdo das trés doses
de teste 1mM, 0,1 mM e 0,01mM.

Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram
utilizados 43 camundongos machos, adultos
jovens (peso aproximado de 30 gramas), todos
pertencentes a linhagem Swiss. Os animais foram
criados e mantidos pelo biotério do Centro



Universitario Bardo de Maua em caixas de
polipropileno, agrupados em 5 animais por caixa,
sob condi¢des padronizadas de temperatura entre
24°C e 25°C, ciclo de luz claro-escuro com
intervalos de 12h, agua e ragdo sem restrices até
alcancarem peso desejado.

Aspectos éticos

Os experimentos foram conduzidos em
conformidade com a aprovacgéo sob o processo de
nimero 460/22 do Comité de Etica em Pesquisa e
Experimentagdo Animal (CEPAN) do Centro
Universitario Bardo de Maua.

Testes comportamentais

O teste do labirinto em cruz elevado pauta-se na
esquiva natural do roedor de lugares altos,
iluminados e desprotegidos, sendo um teste
amplamente empregado para avaliacdo de
ansiedade (LISTER, 1987). Utilizou-se um aparato
elevado acima do nivel do chdo composto por dois
bragcos fechados opostos perpendicularmente a
dois bracos abertos. O animal foi colocado no
centro do aparelho com a cabeca voltada para um
dos bracos fechados e o seu comportamento foi
observado por 5 min (PELLOW et al., 1985). A
medida comportamental classica registrada neste
teste foi a exploracédo dos bragos abertos (niimero
de entradas e o tempo gasto). A entrada foi
considerada quando o animal estava com as
guatro patas em um dos bragos abertos. Também
foram registrados parametros etolégicos para fins
de maior sensibilidade do teste, tais como o
namero de estiramentos corporais protegidos e o
namero de imersdes de cabega no braco aberto,
bem como o ndmero de comportamentos de
levantar (comportamento exploratério vertical) e de
auto-limpeza (RODGERS et al, 1995). Um
aumento seletivo nos pardmetros correspondentes
aos bracos abertos revela um efeito tipo ansiolitico
(PELLOW et al., 1985).

O paradigma claro-escuro é baseado em uma
situacdo de conflito, sem que haja a presenca de
um estimulo punitivo. O conflito se da entre a
tendéncia natural dos animais a explorar e a
tendéncia inicial de se esquivar do que nao é
familiar. O comportamento aversivo dos animais
foi produzido neste modelo pela novidade do
ambiente e a iluminagdo. O aparato do teste da
transicdo claro-escuro constituiu-se de uma caixa
contendo dois compartimentos, um escuro e um
iluminado (claro), com dimens@es aproximadas de
220 x 223 x 220 (mm), interligados por uma
abertura divisoria, tendo sido inicialmente
desenvolvido para avaliar os efeitos ansioliticos de
drogas benzodiazepinicas (TAKAO; MIYAKAWA,
2006).
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O teste de campo aberto apresenta validade para
mensuracdes de ansiedade e mobilidade em
modelos de roedores. Foi utilizada uma arena
circular com marcac¢des de quadrantes em seu
fundo, e para a realizacdo do teste o animal foi
posicionado no centro da arena. Tempo maior de
permanéncia na periferia do campo aberto e
aumento na atividade de defecacdo indicam
ansiedade (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). O
tempo de observacdo foi de 5 minutos, sendo o
namero de crossing (cruzamentos das linhas
marcadas), 0 nimero de vezes em que o animal
fica apoiado nas patas traseiras (rearing), a
defecagcdo do animal e o tempo despendido no
centro e na periferia da arena, anotados. Este teste
também fornece valiosas informacdes sobre
tempo de mobilidade, distancia percorrida e
velocidade.

Delineamento experimental

Primeiramente os camundongos, provenientes do
biotério do Centro Universitario Bardo de Maua,
passavam por um processo de aclimatacéo na sala
de experimentacdo. Para tanto, os animais eram
colocados no referido ambiente 30 minutos antes
do inicio dos protocolos, onde havia reducédo da
intensidade da iluminacdo e atenuac¢édo de ruidos,
além da temperatura mantida entre 24°C e 25°C.
Os animais eram separados, um em cada caixa,
para que fossem distinguidos por suas respectivas
numeracgdes. Apds esse periodo de habituagéo, os
animais recebiam 0s compostos previamente
designados por meio da técnica de gavagem (via
oral) conforme organizagdo abaixo:

GRUPO VEICULO (n=8);

GRUPO DIAZEPAM (n=7);

GRUPO FLUOXETINA (n=7);

GRUPO TRIAZOL 1mM (n=7) - triazol galactosil
arilsulfadimetoxina 1mM,;

GRUPO TRIAZOL 0,1mM (n=7) - triazol galactosil
arilsulfadimetoxina 0,1mM;

GRUPO TRIAZOL 0,01mM (n=7) - triazol galactosil
arilsulfadimetoxina 0,01mM,;

Os animais retornavam as suas caixas, onde
ficavam por mais 30 minutos até serem colocados
no primeiro aparato de teste comportamental.
Sendo assim, eles passavam por todas as etapas
do experimento sob supervisdo e filmagem para
maior fidedignidade das analises. Entre um animal
e outro, cada aparato era devidamente higienizado
com alcool etilico 10% e secos em ar corrente.
Além disso, os aparatos obedeceram a ordem:
labirinto em cruz elevado, caixa claro-escuro e
arena, e o tempo em cada um deles compreendeu
um intervalo de 5 minutos. Ao final dessa
sequéncia, os animais eram devolvidos as suas
respectivas caixas, ainda na sala de experimentos,
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para que entdo fossem levados a outra sala onde
foi feita a inducdo de morte ap6s 30 minutos de
finalizacdo dos experimentos.

Por fim, os animais eram anestesiados com
xilazina (20 mg/kg) e ketamina (270 mg/kg)
administrados por via intraperitoneal e, assim que
perscrutado o efeito anestésico letal, eram
coletadas as amostras de sangue atraves do plexo
orbital, em seguida centrifugadas e o soro (cerca
de 300 pL) posteriormente congelado.

Andlises de dados

Todos o0s experimentos foram integralmente
gravados e esse material foi editado para ser
analisado pelo software AnyMaze®. Desse modo,
0s dados coletados foram submetidos a uma
andlise estatistica pela ANOVA de uma via pelo
software GraphPad Prism 8°.

Resultado e Discussao

Os experimentos se iniciaram com o teste do
labirinto em cruz elevado (Figura 2), o qual visa
avaliar principalmente a porcentagem de tempo
em que o animal permanece no brago aberto e o
ndmero de entradas nele. Dessa forma, interpreta-
se que gquanto maior o tempo no braco aberto,
menor é a ansiedade do animal, enquanto a
guantidade de entradas no braco aberto avalia a
atividade motora do camundongo, a fim de
distinguir se o efeito observado néo é devido a uma
eventual sedacdo do animal.

Figura 2 — Teste do labirinto em cruz elevado
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Fonte: acervo do autor

Em concordancia com os resultados obtidos,
analisados por ANOVA de uma via com teste de
comparacoes multiplas de Tukey, ao que se refere
ao tempo em que o animal permaneceu no brago
aberto e a quantidade de entradas nele (Figura 3),
€ possivel inferir que nado houve diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos
analisados. ANOVA de uma via: [% de tempo no
braco aberto: F(5, 43)= 1,611 ; p= 0,17]; [nUmero
de entradas no braco aberto: F(5, 43)= 1,611 ; p=

8,
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0,17]. A partir da conducéo do teste de Grubbs os
animais considerados outliers dentro do préprio
grupo foram excluidos das andlises.

Figura 3 — Resultados do teste do labirinto em cruz
elevado

% de Tempo no Brago Aberto

Numero de entradas no brago aberto

Fonte: o proprio autor

Em seguida, os animais foram submetidos ao teste
da caixa claro-escuro (Figura 4), que por sua vez,
avalia a porcentagem de tempo no compartimento
claro, a qual corresponde & menor ansiedade do
animal, bem como o nimero de transi¢cdes entre
claro e escuro, que avalia a atividade motora dele.

Figura 4 — Teste da caixa claro-escuro

Fonte: acervo do autor
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Conforme os resultados obtidos, analisados por
ANOVA de uma via com teste de comparacgfes
mdltiplas de Tukey, ao que se refere a
porcentagem de tempo no compartimento claro e
ao numero de transi¢des entre os compartimentos
(Figura 5), é possivel inferir que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos analisados. ANOVA de uma via: [% de
tempo no claro: F(5,47)= 2,020 ; p= 0,09; nUmero
de transi¢do: F(5,47)= 1,058 ; p= 0,39]. Nenhum
animal foi considerado outlier dentro do préprio
grupo (Teste de Grubbs).

Figura 5 — Resultados do teste da caixa claro-
escuro
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Por fim, os animais foram colocados no teste de
campo aberto (Figura 6), no qual avalia-se a
ansiedade pela porcentagem de tempo no centro
do campo e exclui-se a sedacgdo pela atividade
locomotora, que corresponde a distancia
percorrida pelo animal ao longo do teste.

Figura 6 — Teste do campo aberto
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Fonte: acervo do autor

De acordo com os resultados obtidos, analisados
por uma ANOVA de uma via com teste de
comparacdes multiplas de Tukey, ao que se refere
a porcentagem de tempo no centro do campo e a
disténcia percorrida pelo animal (Figura 7), é
possivel inferir que n&do houve diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos
analisados. ANOVA de uma via: [% de tempo no
centro: F(5, 44)= 1,436; p= 0,23; distancia
percorrida: F(5, 44)= 0,5611 ; p= 0,73]. A partir da
conducdo do teste de Grubbs os animais
considerados outliers dentro do préprio grupo
foram excluidos das analises.

Figura 7 — Resultados do teste do campo aberto
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De acordo com os dados analisados é possivel
concluir que o inibidor de galectina-3 triazol
galactosil arilsulfadimetoxina ndo apresentou
efeitos ansioliticos estatisticamente significativos
em camundongos sob uso agudo por via oral.
Contudo, compostos sintéticos inovadores podem
ser opc¢bes promissoras para 0 uso adjuvante ou
alternativo no tratamento da ansiedade, uma vez
gue suas equivaléncias nos efeitos ansioliticos
comparativamente a controles robustos (como o
diazepam) podem representar uma opc¢ado a
individuos que sofrem com a arresponsividade,
toxicidade ou tolerancia a benzodiazepinicos.
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