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RESUMO
EFEITOS COMPORTAMENTAIS E NEUROQUIMICOS DE INIBIDORES DA ENZIMA
DIPEPTIDILPETIDASE 4 EM MODELO DE DEPRESSAO INDUZIDA POR RESERPINA
EM CAMUNDONGOS

Depressdo é um transtorno do humor de alta prevaléncia na populacdo geral que se
caracteriza por hipotimia, anedonia e anergia. Os inibidores da dipeptidilpeptidase 4 (DPP4)
sdo farmacos utilizados para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) que possuem acao
no sistema nervoso central (SNC). Realizamos este estudo com o objetivo de avaliar os efeitos
comportamentais, antioxidante e anti-inflamatério da administracéo de sitagliptina, um inibidor
da DPP4, em modelo de depressao induzida por reserpina em camundongos. Foram utilizados
camundongos Swiss fémeas pesando 25 a 30g que receberam injecdo diaria de reserpina
(Img/kg, via subcuténea) sozinha ou associada a sitagliptina (3 e 6 mg/kg, via subcuténea)
durante trés dias. No terceiro dia, uma hora ap6s a Ultima administracdo dos farmacos, os
animais foram submetidos aos testes comportamentais campo aberto, suspenséao de cauda, nado
forcado, cruz elevada e placa perfurada. Apds os testes, os animais foram sacrificados e
realizou-se a dissecacdo de hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado. As areas cerebrais
foram utilizadas para a execu¢do dos seguintes estudos neuroguimicos: niveis de peroxidagédo
lipidica, glutationa reduzida (GSH), atividade da super6xido dismutase (SOD), atividade da
mieloperoxidase, (MPQO) concentracdo de interleucina-6 (IL-6) e interleucina-4 (IL-4). Os
resultados demonstraram que a administracdo de reserpina induziu um quadro comportamental
de depressdo-like, pelo aumento do tempo de imobilidade dos animais tanto no teste de
suspensdo de cauda quanto no nado forcado, sem alterar a atividade locomotora dos animais,
essa acdo foi revertida pela associacdo com sitagliptina, principalmente na maior dose (6
mg/kg). Reserpina apresentou efeitos oxidantes demonstrados pelo aumento de malondialdeido,
SOD e MPO e reducdo de GSH nas areas cerebrais estudadas. Em nosso estudo a adminstracao
de sitagliptina, principalmente na maior dose, foi capaz de reverter as alterages na peroxidacgao
lipidica, da atividade da MPO e nos niveis de GSH induzidas por reserpina. A associa¢do da
sitagliptina com reserpina aumentou os niveis de IL-6 e diminuiu os de IL-4 quando comprados
ao grupo reserpina. A partir dos resultados do nosso estudo, conclui-se que, em modelo animal
de depresséo induzida por reserpina, a sitagliptina, especialmente na dose de 6mg/kg, apresenta
acao antidepressiva, antioxidante e anti-inflamatoria. Palavras-chave: sitagliptina; depresséo;

diabetes mellitus; reserpina; antidepressivos.



ABSTRACT
BEHAVIORAL AND NEUROCHEMICAL EFFECTS OF DIPEPTIDYL
PEPTIDASE-IV INHIBITORS IN AN ANIMAL MODEL OF DEPRESSION INDUCED
BY RESERPINE

Depression is a mood disorder of high prevalence in the general population which is
characterized by hypothymia, anhedonia and low energy. Inhibitors of the enzyme
dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) are drugs used to treat type 2 diabetes mellitus (DM2) which also
have effects on the central nervous system (CNS). Therefore, we carried out this study with the
objective of evaluating the behavioral, antioxidant and anti-inflammatory effects of the
administration of sitagliptin, a DPP4 inhibitor, in a model of depression induced by reserpine
in mice. Female Swiss mice weighing 25 to 30g were given a daily injection of reserpine (1mg
/ kg, subcutaneously) alone or in combination with sitagliptin (3 and 6 mg / kg, subcutaneously)
for three days. On the third day of treatment, one hour after the last administration of the drugs,
the animals were submitted to the following behavioral tests: open field, tail suspension, forced
swimming, raised cross and perforated plate. After the behavioral tests, the animals were
sacrificed by decapitation and the hippocampus, the prefrontal cortex and the striatum were
dissected. The brain areas were used to perform the following neurochemical studies: levels of
lipid peroxidation, reduced glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD) activity,
myeloperoxidase activity, (MPQO) concentration of interleukin-6 (IL-6) and interleukin-4 (IL-
4). The results demonstrated that repeated administration of reserpine induced a depressed-like
behavioral pattern by increasing the immobility time of the animals in both the tail suspension
test and forced swimming without altering the locomotor activity of the animals. This action
was reversed by the association with sitagliptin, mainly in the highest dose (6 mg / kg).
Reserpine presented oxidative effects demonstrated by the increase of MDA, SOD and MPO
and reduction of GSH in the cerebral areas studied. In our study, the administration of
sitagliptin, mainly at the highest dose, was able to reverse reserpine-induced changes in lipid
peroxidation, MPO activity and GSH levels. The association of sitagliptin with reserpine
increased IL-6 levels and decreased IL-4 levels when compared to the reserpine group. From
the results of our study, we conclude that, in an animal model of depression induced by
reserpine, sitagliptin, especially at the dose of 6mg / kg, presents antidepressive, antioxidant
and anti-inflammatory effects. Keywords: sitagliptin; depression; diabetes mellitus; reserpine;

antidepressants.
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1. INTRODUCAO

1.1 Depressdo: conceito e aspectos epidemioldgicos

A depressdo é um transtorno do humor caracterizado por tristeza, apatia e anergia.
Segundo o Manual de Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais 5 Edicdo (DSM-5),
deve-se diagnosticar depressdo quando estdo presentes por no minimo duas semanas cinco ou
mais dos seguintes sintomas: humor deprimido, anedonia, mudangas no apetite ou peso, insonia
ou hipersonia, agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga ou perda de energia, sentimento de
menos-valia ou culpa inapropriada, diminui¢do da concentragdo, pensamentos recorrentes de
morte ou ideacdo suicida. Além disso, 0s sintomas devem representar uma mudanca em relacao
a um estado anterior, causar sofrimento significativo ou perda funcional e ndo estarem
associados a uso de substancia ou outra condigdo médica (American Psychiatric Association,
2013). Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), a depressdo atingiu 350 milhGes de
pessoas no mundo em 2014, sendo ligeiramente mais prevalente em mulheres que em homens.
No Brasil, cerca de uma em cada dez pessoas sofre com o transtorno. O impacto funcional da
depressdo € significativamente importante e ela representa a quarta principal causa de
incapacitacdo em todo o mundo.

Os pacientes que sofrem de depressdo e apresentam uma doenca clinica em
comorbidade apresentam pior prognéstico. Em pacientes com DM2, por exemplo, a depressao
pode levar a alteracbes neuroquimicas e hormonais que podem produzir efeitos
hiperglicemiantes e ocasionar distdrbios no metabolismo glicémico (Hameed et al., 2015). A
depressdo também esta associada a existéncia de doencas cronicas, como deméncias. Pessoas
com depressdo podem apresentar alteracfes bioldgicas com potencial de aumentar os riscos de
desenvolvé-las. Além disso, pacientes portadores de doencas crénicas podem apresentar
limitacdes em sua vida diaria que aumentem as chances de ter depressdo (Byers e Yaffe, 2011).

1.2 Depresséo: fisiopatologia e tratamento

Devido a heterogeneidade clinica e etiologica dos transtornos depressivos, tem sido
dificil elucidar por completo a fisiopatologia da depressdo. As teorias disponiveis sdo baseadas
em estudos que investigam o0 estresse psicossocial (hormdnios do estresse), 0s
neurotransmissores (serotonina, noradrenalina, dopamina, glutamato e 4&cido gama-
aminobutirico), os neurocircuitos, os fatores neurotréficos e o ritmo circadiano (Hasler, 2010).

As teorias etioldgicas da depressao se aplicam aparentemente a apenas alguns tipos

de pacientes deprimidos, mas ndo a outros, e, além disso, a fisiopatologia pode variar
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consideravelmente ao longo do curso da doencga. Diante dessas evidéncias, defende-se que ndo
h& uma hipdtese bioldgica Unica que explique todos os casos de depressdo. Consequentemente,
os tratamentos antidepressivos, incluindo abordagens psicologicas e biologicas, devem ser
adaptados de acordo com o individuo e o estagio da doenca.

Dentre as teorias sobre a etiologia biologica da depressdo, a hipotese classica
propde que a doenga se deve a deficiéncia de neurotransmissores monoaminérgicos, como
noradrenalina (NA), dopamina (DA) e serotonina (5-HT). Conforme essa teoria, 0 sistema
neurotransmissor trimonoamineérgico pode estar disfuncional em diversos circuitos cerebrais,
com diferentes neurotransmissores envolvidos, dependendo do perfil de sintomas de cada
paciente (Hasler, 2010; Stahl, 2010).

As evidéncias diretas da hipotese monoaminérgica ainda sdo escassas. No entanto,
alguns estudos apresentam como resultado de investigacdo baixos niveis de metabdlitos
monoaminérgicos no liquor cefalorraquidiano de pacientes deprimidos. Estes achados estdo em
conformidade com a observacdo da efetividade clinica dos antidepressivos, que agem
aumentando a sinalizacdo monoaminérgica (Naughton et al., 2000; Nutt, 2000).

A teoria classica progrediu com a formulacdo da hipGtese dos receptores
monoaminérgicos. Esta hipotese sugere que a deplecdo dos neurotransmissores verificada nos
pacientes deprimidos seria responsavel por uma supra-regulacdo compensatéria dos receptores
pos-sinaticos. As evidéncias diretas dessa proposicdo também sdo insuficientes, mas estudos
post mortem mostraram consistentemente 0 aumento no numero de receptores de serotonina no
cortex pré-frontal de pacientes que cometeram suicidio e, além disso, estudos de neuroimagem
identificaram anormalidades nos receptores de serotonina em pacientes deprimidos (Stahl,
2010).

Todos os antidepressivos eficazes atualmente disponiveis reforcam a acdo sinaptica
de uma ou mais monoaminas e, dessa forma, revertem, teoricamente, a supra-regulacédo
compensatdria dos receptores monoaminérgicos ao longo do tempo. Esse fendmeno é mediado
provavelmente pelo processo de ativagdo de genes relacionados com a sintese desses receptores.
Vale destacar ainda que as alteragdes na expressao génica também podem incluir o aumento de
fatores neurotroficos, como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (Stahl, 2010).

Ao longo das ultimas décadas, estudos clinicos e pré-clinicos tém demonstrado uma
forte correlacéo entre inflamac&o e distdrbios neuropsiquiatricos (Miller et al., 2009). Pacientes
deprimidos, por exemplo, apresentam aumentos em biomarcadores sanguineos periféricos,
incluindo citocinas inflamatérias. Alem disso, a producdo excessiva de especies reativas de

oxigénio (EROS), gera estresse oxidativo e estimula a producao de citocinas inflamatorias com
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ativacdo de neutrofilos, macréfagos e outras células do sistema imunoldgico. A ativacdo de
macrofagos leva a secrecdo de glutamato, o0 que promove um aumento no metabolismo do &cido
araquidénico com consequente producéo de mais radicais livres que causam dano neural. Esses
radicais podem comprometer areas cerebrais, como hipocampo, levando a perda neuronal nessa
regido e reducdo do volume hipocampal (Maes et al., 2011).

Pesquisas tém sugerido a possivel implicacdo do Oxido nitrico (NO) na
fisiopatologia de transtornos mentais, como esquizofrenia, transtorno bipolar e depresséo
(Andreazza et al., 2008). O NO tem sido relacionado a funcéo de diversos neurotransmissores,
bem como a aprendizado, memoria e neurodesenvolvimento. A deteccdo de NO é feita pela
quantificacdo no plasma em nitrito (NO2) e nitrato (NO3). A mensura¢do dos niveis de NO2 e
NO3 tem sido correlacionada com o nivel de NO.

A depressao é um dos transtornos psiquiatricos mais frequentes em pacientes com
DMZ2, sobretudo em individuos idosos (Blay et al., 2011). Depressao nesses pacientes esta
associada a falta de controle glicémico, complicagdes cronicas, aumento da mortalidade,
reducdo de funcdes fisica e mental, custos de satde mais elevados e diminuicdo da adesdo a
dieta e hipoglicemiantes (De Groot et al., 2001; Bruce et al., 2005; Gonzalez et al., 2008;
Markowitz et al., 2011). Um estudo epidemioldgico demonstrou ainda que os individuos com
diabetes e depressao tém pior qualidade de vida e uma maior utilizacdo de servigos de salde
(Atlantis et al., 2012).

A depressdo pode ser subdiagnosticada no DM2. As limita¢fes no diagnostico de
depressdo em pacientes com diabetes incluem a falta de critérios diagndsticos especificos e a
sobreposicao de sintomas. O controle dificil da glicemia é uma barreira para a identificacao
precoce de sintomas depressivos, tais como fadiga, alteragdes no peso e apetite, distdrbios do
sono e retardo motor. Além disso, a depressdo em pacientes diabéticos pode ser
qualitativamente diferente da depressdo observada entre os individuos sem DM2 (Campayo et
al., 2011). Um diagnoéstico valido e oportuno de depressdo nos diabéticos é de extrema
relevancia clinica, especialmente levando-se em conta que a deteccdo e tratamento da depresséo

melhora o controle glicémico (Campayo et al., 2011).
1.3 Incretinomimeéticos

A maioria dos pacientes com DM2 faz uso de antidiabéticos orais. Esses farmacos
podem ter diferentes mecanismos. Biguanidas e tiazolidinedionas melhoram a ac&o periférica

dainsulina. Sulfonilureias, metiglinidas e incretinomiméticos estimulam a secrecédo de insulina.
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Inibidores da o glicosidase reduzem a demanda de insulina pds prandial por dificultar a
absorcéo de carboidratos (Qaseem et al., 2012).

As incretinas s@o hormonios produzidos pelo trato gastrointestinal apds a chegada
do bolo alimentar no intestino. Uma vez liberadas, agem no pancreas estimulando a secrecéo
de insulina. O peptideo semelhante ao glucagon tipo 1 (GLP-1) é uma incretina endégena
secretada pelas células L, encontradas no ileo e no colon. Esse peptideo é metabolizado pela
enzima DPP4 (Amori et al., 2007; Koliaki e Doupis, 2011).

Incretinomiméticos sdo farmacos utilizados no tratamento do DM2. Eles
mimetizam os efeitos das incretinas e sdo divididos em duas classes: agonistas dos receptores
GLP-1, como a liraglutida, e inibidores da enzima DPP4, como a sitagliptina (Amori et al.,
2007).

1.4 Inibidores da DPP4

A DPP4 ¢é uma enzima expressa na superficie da maioria dos tipos de células que
desativa uma variedade de peptideos, incluindo duas incretinas: polipeptideo inibitdrio gastrico
(GIP) e peptidio semelhante ao glucagon tipo 1 (GLP-1). Os farmacos inibidores da DPP4, ao
contrario dos agonistas do GLP-1, podem ser administrados por via oral.

Sitagliptina é um inibidor da DPP4 aprovado para tratamento do DM2 e largamente
comercializado no Brasil. A eficacia da sitagliptina como antidiabético oral em monoterapia foi
demonstrada em pelo menos dois ensaios clinicos randomizados e controlados (Aschner et al.,
2006; Raz et al., 2006).

Estudos recentes tém documentado varios efeitos de incretinas sobre a estrutura e a
funcdo cerebral. Receptores de GLP-1 tém sido encontrados em éareas cerebrais, como
hipocampo, e estdo envolvidos na modulacdo hipocampal (Trapp e Hisadome, 2011).

Os estudos sobre os efeitos neuroldgicos de incretinas tém focado em modelos
animais de doencas neurodegenerativas e transtornos de humor, condi¢fes que também sao
encontrados em popula¢des com doengas metabolicas, como DM2. As altera¢fes metabdlicas
e neuropsicologicas comuns representam uma via possivel para tratamento de distarbios
neuropsiquiatricos, como a depressédo, com incretinomimeéticos (Mcintyre et al., 2013).

Em recente estudo, andlogos de GLP-1 foram propostos como possivel terapéutica
para o tratamento da Doencga de Alzheimer, doenca na qual a neuroinflamacao tem papel critico.
Os resultados sugeriram que uma fracao ativa do peptideo melhorou as deficiéncias sinapticas
induzidas por agentes nocivos relacionados com a inflamacdo na regido 1 do Corno de Amon

(CA1) do hipocampo em modelo animal (lwai et al., 2014).
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Além disso, acredita-se que o GLP-1 participa da atividade neuronal como fator de
crescimento e protege os neurdnios de efeitos toxicos. Em estudos pré-clinicos sobre Doenca
de Alzheimer, andlogos de GLP-1 levaram a reducdo da apoptose, protecdo dos neurdnios
contra o estresse oxidativo, protecdo da plasticidade sinaptica e formacdo de memoria
(Holscher, 2010).

1.5 Modelo animal de depresséo induzida por reserpina

Na década de 1960, um modelo neuroquimico de depressdo foi proposto com base em
relatos clinicos de que a deple¢do de monoaminas induzida pela reserpina, farmaco utilizado
para o tratamento da hipertensdo arterial, causava efeitos adversos similares a depressdo
(Schildkraut, 1995). Esse efeito seria uma consequéncia da reducdo das concentracdes de
noradrenalina e serotonina no SNC. O modelo ficou conhecido posteriormente como “teoria

monoaminérgica” para explicar a etiologia da depressiva (Schildkraut, 1995; Gao et al., 2013).

A reserpina apresenta alta afinidade para o transportador de monoamina vesicular tipo
2 (VMAT-2) e consequentemente bloqueia a ligagdo de monoamina ao seu local, inibindo seu
armazenamento vesicular e impedindo a liberacdo de monoamina na fenda sinaptica(Colpaert,
1987; Burger et al., 2005; Fuentes et al., 2007).

Dentre varios modelos animais utilizados para estudar a depressdo, o modelo de
depressao induzida por reserpina € amplamente difundido na literatura e bastante utilizado em
laborat6rios de estudo neurocomportamental. Nos modelos animais de camundongos, a inje¢do
de reserpina causa alteracbes em testes comportamentais sugestivas de comportamento
depressivo, como aumento no tempo de imobilidade nos testes de nado for¢ado e suspenséo de
cauda (O'neil e Moore, 2003; Ikram e Haleem, 2017).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Evidéncias sugerem uma relagéo bidirecional entre DM2 e depresséo. Acredita-se
que a depressao pode ser tanto consequéncia como fator de risco para o aparecimento de DM2
e existe uma comorbidade frequente entre as duas condi¢des. Uma meta-analise de 24 estudos
mostrou que a depressao foi significativamente associada com o descontrole glicémico em
individuos com diabetes (Lustman et al., 2000).

Novos farmacos, como os inibidores da DPP4, direcionados para o tratamento do
DM2, tém demonstrado uma ac¢ao importante no SNC. Receptores para GLP-1 s&o encontrados
em varias areas cerebrais e parecem desempenhar importantes acdes neuroprotetoras (Mcclean
etal., 2011).

Os incretinomiméticos, especialmente a sitagliptina, devido aos seus efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes e neuroprotetores, sdo hipoteticamente capazes de contribuir no
tratamento de doencas neurodegenerativas e transtornos mentais. Estes efeitos, portanto,
justificariam o uso destes farmacos na depressao que, por sua vez, esta associada a inflamacao
e processos oxidativos do SNC.

Desse modo, a pesquisa da possivel acdo antidepressiva dos inibidores da DPP4 nos
modelos de depressao induzida por reserpina traz uma perspectiva de redirecionamento do uso
clinico desses farmacos. Vale salientar que o0 modelo de depressdo induzida por reserpina é
considerado um modelo de depressédo resistente ao tratamento, pois alguns antidepressivos
tradicionais ndo revertem o efeito depressogénico da reserpina. O estudo de novos farmacos
para depressao resistente ao tratamento é fortemente encorajado, considerando-se a escassez

atual de opcdes terapéuticas disponiveis.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

- Estudar os efeitos antidepressivos da sitagliptina em modelo de depresséo induzida por

reserpina em camundongos.
3.2 Especificos

- Estudar os efeitos em testes comportamentais de camundongos submetidos ao modelo
de depressao induzida por reserpina e tratados posteriormente com sitagliptina nas doses de

3mg/kg e 6mg/kg.

- Determinar os niveis de peroxidacdo lipidica, glutationa reduzida, dosagem de
proteinas totais, atividade da enzima superdxido dismutase, atividade da enzima
mieloperoxidase, concentragdo de IL-6 e concentracdo de IL-4 em hipocampo, cortex pré
frontal, e corpo estriado de camundongos submetidos ao modelo de depressdo induzida por

reserpina e tratados posteriormente com sitagliptina nas doses de 3mg/kg e 6mg/kg.
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4. METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas com peso entre 25 e 30 gramas
provenientes do Biotério do Centro Universitario Unichristus. Os animais foram mantidos em
ambiente padrdo com temperatura controlada a 22+1°C, ciclo claro/escuro de 12 horas e agua
e comida ad libitum. Foram necessarios 60 animais divididos em 6 grupos de 10. O projeto de
pesquisa foi devidamente enviado ao Comité de Etica no Uso de Animais do Centro
Universitario Unichristus e aprovado sob nimero de protocolo CEUA 013/17, tendo sido
respeitadas as normas e o padrao ético estabelecidos dentro dos procedimentos permitidos para

estudos com animais.
4.2. Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas: (a) reserpina (Sigma-Aldrich©, EUA)
suspensa em solucdo salina contendo 0,1% dimetil sulféxido e 0,3% tween 80, administrada
uma vez ao dia na dose de 1 mg/kg por via subcutanea (SC); e (b) sitagliptina (Merck Sharp &

Dohme®©, ITA), administrada uma vez ao dia nas doses de 3 ou 6mg/kg por via SC.
4.3 Protocolo de tratamento

Os camundongos foram aleatoriamente divididos em seis grupos distintos com dez
animais cada e receberam o seguinte protocolo de administracéo por trés dias seguidos:
a) Grupo controle + controle (CTL-CTL): animais receberam injecdo por via SC de solucéo
salina (0,9%) e, ap6s 30 minutos, nova injecao por via SC de solucéo salina (0,9%);
b) Grupo controle + sitagliptina 3 (CTL-SGT3): animais receberam injecdo por via SC de
solucdo salina (0,9%) e, apds 30 minutos, injecdo por via SC de sitagliptina (3mg/kg);
c) Grupo controle + sitagliptina 6 (CTL-SGT6): animais receberam injecdo por via SC de
solucdo salina (0,9%) e, ap6s 30 minutos, injecdo por via SC de sitagliptina (6mg/kg);
d) Grupo reserpina + controle (RES-CTL): animais receberam injecéo por via SC de reserpina
(Img/kg) e, apos 30 minutos, injecdo por via SC de solugéo salina (0,9%);
e) Grupo reserpina + sitagliptina 3 (RES-SGT3): animais receberam inje¢éo por via SC de
reserpina (1mg/kg) e, apos 30 minutos, injecédo por via SC de sitagliptina (3mg/kg);
f) Grupo reserpina + sitagliptina 6 (RES-SGT6): animais receberam injecdo por via SC de
reserpina (1mg/kg) e, apos 30 minutos, injecédo por via SC de sitagliptina (6mg/kg).
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No terceiro dia de tratamento, uma hora ap6s a Ultima administracdo dos farmacos,
0s animais foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: campo aberto, placa
perfurada, cruz elevada, suspensdo de cauda e nado forgado.

Apds os testes comportamentais, os animais foram sacrificados por decapitacao.
Em seguida, o hipocampo, o cortex pre-frontal e o corpo estriado foram dissecados e isolados

para a realizacdo dos testes neuroquimicos.
4.4 Testes de comportamento

4.4.1 Teste do campo aberto — Avaliacdo da atividade exploratéria do animal

No teste do campo aberto, utiliza-se uma estrutura de acrilico com paredes transparentes e um
piso preto de tamanho 30x30x15cm dividido em nove quadrantes iguais. Os pardmetros
observados sdo: (a) numero de cruzamentos completos, isto €, com as quatro patas, entre 0s
quadrantes (atividade locomotora espontanea), (b) nimero de comportamentos de autolimpeza
(“grooming”) e (c¢) namero de levantamentos (“rearing”). Os registros sdo realizados durante

um tempo de cinco minutos, contados ap6s um minuto de habitua¢do do animal.

4.4.2 Teste de suspensdo da cauda — Avaliacdo da atividade antidepressiva do farmaco

No teste de suspensdo da cauda, suspende-se os camundongos a 50cm do chéo por
uma fita fixada a 1cm a partir da ponta da cauda. Registra-se o tempo de imobilizagdo do animal
durante um periodo de cinco minutos. Considera-se imével o camundongo que permanecer
passivamente suspenso. Cada animal é testado individualmente (Steru et al., 1985).

4.4.3 Teste do nado forcado — Avaliacdo da atividade antidepressiva do farmaco

No teste do nado forcado, o procedimento consiste em colocar 0s animais
individualmente em cilindros plasticos (altura de 35cm e didametro de 24cm), contendo 13,5cm
de altura de &gua. Registra-se, por um periodo de cinco minutos, o tempo total de imobilizagéo
do animal. Considera-se imdvel o animal que faz apenas 0s movimentos minimos necessarios
para manter a cabeca fora da agua. Além disso, também podem ser eventualmente observados:
(@) o tempo de laténcia até o inicio do comportamento de imobilidade, contado a partir do
segundo minuto, ¢ (b) o comportamento de “climbing”, definido como a tentativa de escalada
do animal com suas patas dianteiras contra as paredes do cilindro (Porsolt et al., 1977; Borsini
e Meli, 1988).

4.4.4 Teste de cruz elevada — Avaliacdo da atividade ansiolitica do farmaco
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No teste de cruz elevada, utiliza-se uma estrutura elevada a 70cm do chdo com dois
bracos cruzados em que um dos bragos é fechado e outro aberto (tamanho 50x10x30cm). Os
parametros registrados sdo o ndmero de entradas no braco aberto (NEBA), tempo de
permanéncia no braco aberto (TPBA), nimero de entradas no braco fechado (NEBF) e o tempo
de permanéncia no braco fechado (TPBF) (Lister, 1987; Teixeira et al., 2000).

4.4.5 Teste da placa perfurada — Avaliagdo da atividade ansiolitica do farmaco

O teste da placa perfurada consiste em colocar o camundongo sobre uma placa
perfurada (tamanho 50x50cm) com 16 furos de 2cm de didmetro equidistantes uns dos outros
e das bordas da placa. Registram-se, durante cinco minutos, o numero de vezes em que o animal

introduz o focinho nos orificios e o tempo de permanéncia em cada orificio (Clark et al., 1971).
4.5 Testes neuroquimicos

Uma hora ap6s o ultimo dia de tratamento, os animais foram sacrificados por rapida
decapitacdo e seus cérebros foram removidos e lavados em salina gelada. As regifes cerebrais
do hipocampo (HP), cortex pré-frontal (PF) e corpo estriado (CE) foram dissecadas, congeladas
e armazenadas a -70°C até serem utilizadas para os ensaios. Os tecidos foram homogeneizados
em 20 volumes do tampao de estudo, e entdo centrifugados a 14000 vezes por 10 minutos. O
pellet resultante foi lavado, recentrifugado e ressuspendido em tampéo para adi¢cdo ao ensaio.

4.5.1 Determinacdo dos niveis de peroxidacao lipidica

Os niveis de peroxidacdo lipidica foram estimados pelas concentracdes de
malondialdeido (MDA) por meio do ensaio de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico -
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). (Huong et al., 1998)

Brevemente, as areas cerebrais foram homogeneizadas em 10% titulo massa/volume
com tampdo fosfato de sédio 50mM, pH 7.4. Depois, 63 pl do homogenato foi adicionado a
100 pl de &cido perclérico 35%. As amostras foram entdo centrifugadas a 5.000 rpm por 10
minutos. Em seguida, 150ul de sobrenadante foi coletado e misturado com 50 pl de &cido
tiobarbitlrico 1,2%, sendo entdo aquecidos em banho quente por 30 minutos. As amostras
foram resfriadas e, apos isso, a absorbancia foi lida em microplacas 96 pocos em leitor de
espectrofotometria (Asys® UVM 340) a 535nm. Os resultados foram expressos em pmol
MDA/mg de tecido.

4.5.2 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)
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O método foi baseado na reacdo do 2-acido nitro benzoico (DTNB) com 0s grupos tidis
livres.(Sedlak e Lindsay, 1968) Brevemente, as areas cerebrais foram homogeneizadas em 10%
titulo massa/volume com tampéo fosfato de sodio 50mM pH 7,4. Depois, 0s sobrenadantes
foram coletados e misturados com tampao Tris HCI 0,4M pH 8,9 com 0,01M de DTNB. A
absorbancia das amostras foi imediatamente lida em microplacas 96 pogos em leitor de
espectrofotometria (Asys® UVM 340) a 412nm. Os resultados foram expressos em ng
GSH/mg de tecido.

4.5.3 Dosagem de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais nas amostras foi determinada pelo emprego do
reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate - BioRad
Laboratories®, Hercules, CA, USA). Nessa reacdo, na presenca de proteinas, ocorre mudanca
de coloracdo da solucdo &cida de Coomassie Brilliant Blue G-250 detectada para leituras
proximas do comprimento de onda de 595nm. Com isso, foram pipetados 160uL de amostra e
40uL de solugdo de Bradford nas placas e a leitura foi feita por espectrofotometro (Asys®
UVM 34) a 595nm, utilizando-se uma curva de calibracdo de alboumina bovina sérica (BSA) de
0,2 a 1,0 mg/ml.

4.5.3 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superédxido dismutase (SOD) foi realizada de acordo com método
simples.(Sun et al., 1988) Nesse ensaio, 0s homogenatos de cérebros foram centrifugados por
20 minutos a 12000 rpm, 4°C, e o sobrenadante foi coletado. Em cdmara escura, 1 ml do tampao
de reacdo (tampéo fosfato de s6dio 50mM, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 100nM
e L-metionina 13mM, pH 7,8) foi misturado a 30 pl do sobrenadante, com 50ul de azul de
nitrotetrazolio (NBT) 75uM e 300ul de riboflavina 2pM. Os tubos contendo a solugdo foram
expostos a uma lampada fluorescente de 15 W durante 15 minutos. A absorbancia foi entdo
determinada utilizando um leitor de microplacas (Asys® UVM 34) a 560nm. Os resultados
foram expressos como unidades de SOD necessarias para inibir a taxa de reducdo de NBT em
50 por cento, isto €, unidades de enzima por pg de proteina (U/pg de proteina).

4.5.4 Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) fornece um pardmetro oxidativo em
condicBes inflamatorias. A MPO é uma enzima presente nos granulos de neutrofilos, sendo
comumente utilizada como marcador de migragéo e ativacdo de neutréfilos nos tecidos.(Gray
et al., 2008) Neste ensaio, 0 perdxido de hidrogénio é clivado por meio da MPO presente nas

amostras teciduais. O radical oxigénio resultante combina-se com diidrocloreto de 6-dianisidina
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que é convertido a um composto colorido acastanhado. O aparecimento deste composto, ao
longo do tempo, é medido por espectrofotdmetro para determinar o conteddo de MPO das
amostras.(Pulli et al., 2013) As areas cerebrais foram homogeneizadas em tampédo fosfato
50mM com brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) 0,5%, ph 6,0. Em seguida, o0s
homogenatos foram centrifugados (14000 rpm, 4°C) por 2 minutos. Foram retirados 30pL do
sobrenadante e adicionados a placa de 96 pocos com 200pL do tampéo de reacdo, contendo
0,167 mg/ml de hidrocloreto de 6-dianisidina e 0,0005% de peroxido de hidrogénio. A
absorbancia foi medida nos tempos 0 e 3 minutos com comprimento de onda de 450mn. O
resultado foi expresso em U/min/ug de proteina.

4.5.4 Determinacéo das concentracgdes de interleucina-6 (IL-6) e interleucina-4 (IL-4)

As areas cerebrais foram homogeneizadas em dez volumes de tampéo PBS, pH 7,4 e
centrifugadas a 10000rpm durante 30 minutos a 4°C. Foi coletado o sobrenadante e a
concentracdo das citocinas foi determinada em amostras de 50uL por reagdo imunoenzimatica
(ELISA) (BioLegends®, San Diego, CA, EUA), seguindo as instrucGes do fabricante. Os
resultados foram expressos em pg/mg de tecido.

As concentracgdes de interleucina-6 e interleucina-4 foram realizadas apenas na regido
cerebral do hipocampo dos animais pertencentes aos grupos CTL-CTL, CTL-SGT6, RES-CTL
e RES-SGT®.

4.6 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o software GraphPad
Prism® versao 7.04 para o Sistema Operacional Windows. Na analise de dados paramétricos,
aplicaram-se os testes Analise de Variancia (one-way ANOVA) e, como post hoc, teste de
Tukey para comparacg6es maltiplas. Os resultados foram expressos como média + erro padrao

da média. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Resultados dos testes de comportamento

5.1.1 Resultados do teste de campo aberto

Na atividade locomotora espontanea (Figura 1A) nenhuma alteracdo foi observada
em relacdo ao grupo controle e reserpina. Contudo, os animais que receberam somente SGT 6
mg/kg (CTL-SGT6) demonstraram um aumento no nimero de travessias dos quadrantes
quando comparados aos grupos controle (CTL-CTL) e reserpina (RES-CTL) [F (5, 55) = 4,025;
P=0,0035].

Nenhum efeito foi observado nos testes de rearing [F (5, 55) = 1,057; P = 0,3941]
ou grooming [F (5, 55) = 1,057; P = 0,3941] nos grupos estudados quando comparados ao

controle (Figura 1B e 1C, respectivamente).
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Figura 1. Numero de cruzamentos (1A), rearing (1B) e grooming (1C) dos animais submetidos
ao modelo de depresséo induzida pela administracdo de reserpina e posteriormente tratados com
sitagliptina (SGT 3 ou SGT 6 mg/Kg). Cada barra representa a média + erro padrdo da média-
EPM (n = 6-20 animais por grupo). Os dados foram analisados por one-way ANOVA seguido

pelo teste post hoc Tukey. Dois asteriscos (**) indicam p <0,01.

24



5.1.2 Resultados dos testes de suspenséo da cauda e nado forcado

Foi observado um aumento no tempo de imobilizagdo dos animais, apos a
administracdo da reserpina, em relacdo ao grupo controle (CTL-CTL) tanto no teste de
suspensdo de cauda [F (5, 55) = 17,15; P < 0,0001] quanto no teste do nado forcado [F (5, 55)
=14,78; P < 0,0001].

Esse efeito da reserpina foi revertido pela administragdo associada com sitagliptina,
na maior dose, no teste de suspensédo de cauda (Figura 2A) e, em ambas as doses, no teste de

nado forcado (Figura 2B).
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Figura 2. Tempo de imobilizacdo no teste suspensdo de cauda (2A) e nado forgado (2B) dos
animais submetidos ao modelo de depressdo induzida pela administracdo de reserpina e
posteriormente tratados com sitagliptina (SGT 3 ou SGT 6 mg/Kg). Cada barra representa a
média + erro padrdo da média (n = 5-20 animais por grupo). Os dados foram analisados por
one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc Tukey. Dois asteriscos (**) indicam p < 0,01 e

trés asteriscos (***) indicam p < 0,001 e quatro asteriscos (****) indicam p < 0,0001.
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5.1.3 Resultados dos testes de cruz elevada e placa perfurada

Nenhum efeito foi observado no teste de cruz elevada em relagcdo ao grupo controle
(Figura 3), exceto nos animais tratados com reserpina e sitagliptina 6mg/kg (RES-SGT6) que
apresentaram um aumento no TPBA [F (5, 55) = 4,197; P=0,0027] quando comparados ao
grupo tratado apenas com reserpina (Figura 3B).

Em relacdo ao teste da placa perfurada, nenhum efeito foi observado no nimero de
mergulhos (Figura 4A) em relagcdo ao grupo controle [F(5,55); P= 0,7257]. Contudo, um
aumento no tempo de permanéncia no orificio (Figura 4B) foi observado no grupo RES-STG6
guando comparados aos animais do grupo RES-CTL [F (5, 55) = 5,193; P = 0,0006].
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Figura 3. NEBA (A), TPBA (B), NEBF (C) e TPBF (D) no teste de cruz elevada dos animais
submetidos ao modelo de depresséo induzida pela administracdo de reserpina e posteriormente
tratados com sitagliptina (3 ou 6 mg/Kg). Cada barra representa a média + erro padrdo da média
(n = 6-20 animais por grupo). Os dados foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo

teste post hoc Tukey. Dois asteriscos (**) indicam p < 0,01.
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Figura 4. Namero de mergulhos (A) e tempo de permanéncia nos orificios (B) no teste de placa
perfurada dos animais submetidos a0 modelo de depressédo induzida pela administracdo de
reserpina e posteriormente tratados com sitagliptina (3 ou 6 mg/Kg). Cada barra representa a
média + erro padrdo da média (n = 6-20 animais por grupo). Os dados foram analisados por

one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc Tukey. Trés asteriscos (***) indica p < 0,001.
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5.2 Resultados dos testes neuroquimicos

5.2.1 Resultados dos niveis de peroxidacao lipidica

Reserpina aumentou as concentracdes de MDA no hipocampo [F (5, 40) = 11;
P<0,0001], cortex pré-frontal [F (5, 43) = 4,916; P=0,0012] e corpo estriado [F (5, 43) = 22,54;
P<0,0001] quando comparado ao grupo controle. O tratamento com sitagliptina, especialmente
na dose 6mg/kg, reverteu esse efeito nas trés areas cerebrais. Os resultados estdo expostos na

Figura 5.

5.2.2 Resultados dos niveis de glutationa reduzida

Uma diminuicdo significativa foi observada das concentragdes de GSH no grupo tratado
com reserpina em relacdo ao controle no hipocampo [F (5, 42) = 8,395; P<0,0001] e no cortex
pré-frontal [F (5, 43) = 6,033; P=0,0003]. O tratamento com sitagliptina, somente na dose
6mg/kg, foi capaz de reverter esse efeito nas trés areas cerebrais. Os resultados estdo expostos
na Figura 6.

5.2.3 Resultados da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD)

Reserpina sé aumentou a atividade da SOD no hipocampo [F (5, 39) = 5,424; P=0,0007]
quando comparado ao grupo controle. Contudo um aumento dessa enzima também foi
observado no cortex pré-frontal [F (5, 38) = 4,682; P=0,0020] ap0ds associacdo de RES-SGT3

em relacdo ao grupo controle (Figura 7).

5.2.4 Resultados da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

Foi observado um aumento da atividade enzimatica da MPO nos animais tratados com
reserpina, em relacdo ao grupo controle [F (5, 37) = 8,585; P<0,0001], somente no hipocampo.
Esse efeito foi revertido apds a administracdo de sitagliptina, tanto na dose de 3mg/kg
(p=0,0140) quanto na dose de 6mg/kg (p= 0,0053). N&o houve diferenca entre 0s grupos em
relacdo as regides cerebrais do cortex pré-frontal [F (5, 41) = 1,585; P=0,1857] e do corpo
estriado [F (5, 40) = 5,24; P=0,0009]. Os resultados estdo expostos na Figura 8.
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Figura 5. Concentracdo de malondialdeido (MDA) no hipocampo-HP (5A), cortex pré frontal-
PF (5B) e corpo estriado-CE (5C) dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzida
pela administracdo de reserpina e posteriormente tratados com sitagliptina (3 ou 6 mg/Kg).
Cada barra representa a média * erro padrdo da média (n = 7-10 animais por grupo). Realizou-
se one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc Tukey. Um asterisco (*) indica p < 0.05, dois

asteriscos (**) indicam p < 0.01 e trés asteriscos (***) indicam p < 0.001.
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Figura 6. Concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo-HP (6A), cortex pré-
frontal-PF (6B) e corpo estriado-CE (6C) dos animais submetidos ao modelo de depressao
induzida pela administracdo de reserpina e posteriormente tratados com sitagliptina (3 ou 6
mg/Kg). Cada barra representa a média + erro padrdo da média (n = 8-10 animais por grupo).
Realizou-se one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc Tukey. Um asterisco (*) indica p <

0.05, dois asteriscos (**) indicam p < 0.01 e trés asteriscos (***) indicam p < 0.001.
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Figura 7. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) no hipocampo (7A), cOrtex pré-
frontal (7B) e corpo estriado (7C) dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzida
pela reserpina e posteriormente tratados com sitagliptina (3 ou 6 mg/Kg). Cada barra representa
a média  erro padrdo da média (n = 7-8 animais por grupo). Realizou-se one-way ANOVA
seguido pelo teste post hoc Tukey. Um asterisco (*) indica p < 0.05 e trés asteriscos (***)
indicam p < 0.001.
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Figura 8. Atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) no hipocampo-HP (8A), cortex pré-
frontal-PF (8B) e corpo estriado-CE (8C) dos animais submetidos ao modelo de depressao
induzida pela administracdo de reserpina e posteriormente tratados com sitagliptina (3 ou 6
mg/Kg). Cada barra representa a média + erro padrdo da média (n = 6-11 animais por grupo).
Realizou-se one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc Tukey. Um asterisco (*) indica p <

0.05, dois asteriscos (**) indicam p < 0.01 e trés asteriscos (***) indicam p < 0.001.

34



5.2.5 Resultados das concentracdes de interleucina-6 (I1L-6) e interleucina-4 (I1L-4)

Houve diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao efeito dos tratamentos
tanto nas concentragdes de IL-6 [F (3, 22) = 7,722; P=0,0011] quanto de IL-4 [F (3, 30) = 5,366;
P=0,0044] no hipocampo. As concentracdes de IL-6 apresentaram tendéncia a aumentar no
grupo tratado com reserpina em rela¢do ao controle, sem significancia estatistica (p=0,1017).
Esse efeito foi revertido ap6s administracdo de sitagliptina 6mg/kg [F (3, 22) = 7,722;
P=0,0011]. As concentracdes de IL-4 aumentaram no grupo RES-STG6 [F (3, 30) = 5,366;
P=0,0044] em relacdo aos grupos CTL-CTL e RES-CTL. Os resultados estdo expostos na
Figura 9.
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Figura 9. Concentracdes de IL-6 (9A) e IL-4 (9B) no hipocampo dos animais submetidos ao
modelo de depressao induzida pela administracdo de reserpina e posteriormente tratados com
sitagliptina (3 ou 6 mg/Kg). Cada barra representa a media + erro padrdo da média (n = 7-10

animais por grupo). Realizou-se one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc Tukey. Um
asterisco (*) indica p <0.05.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos antidepressivos, antioxidante e anti-
inflamatorio da sitagliptina em modelo animal de depressdo induzida pela administracdo
repetida de reserpina. Sitagliptina é um farmaco ja utilizado na clinica da diabetes e tem como
mecanismo de acdo a inibicdo da enzima dipeptidilpeptidase 4, que € responsavel pela
degradacéo do GLP1 enddgeno.

Evidéncias tém mostrado que o GLP-1 também é produzido no cérebro (Alvarez et
al., 1996) particularmente a partir do nucleo do trato solitario (Larsen et al., 1997), area
postrema e tronco cerebral caudal (Hamilton e Holscher, 2009). Além disso, o0 GLP-1 aumenta
0 crescimento de neuritos e protege contra a lesdo oxidativa em células neuronais cultivadas
(Perry et al., 2007). O receptor GLP-1R é amplamente expresso em muitas regides do SNC e
desempenha um papel importante na regulacdo da plasticidade neuronal e da sobrevivéncia
celular. Camundongos superexpressando o0 GLP-1R no hipocampo desenvolveram aumento no
crescimento de neuritos e mostraram melhora nos testes de aprendizado (During et al., 2003).
Esses estudos sugerem que 0s incretinominéticos possuem importantes agdes no SNC, ainda
ndo bem estabelecidas, e que o estudo desse sistema de incretinas pode ajudar no
desenvolvimento, ou redirecionamento, de farmacos para condi¢Ges neuropsiquiatricas, como
a depresséao.

O tratamento farmacol6gico atual da depressdo é focado predominantemente no
aumento da transmissdo monoaminérgica. Sabe-se que, além da deficiéncia de
neurotransmissores, muitos outros mecanismos neurobiologicos estdo subjacentes a
fisiopatologia depressiva, incluindo alterac@es inflamatdrias, oxidativas e diminuicao de fatores
neurotréficos. Desse modo, farmacos com mecanismos de acdo diversos sdo necessarios para
melhorar as taxas de resposta e remissdo dos pacientes deprimidos. Nesse contexto, ha
necessidade pela pesquisa de novos farmacos com acgédo antidepressiva.

Os resultados da presente pesquisa demonstraram que a administracdo repetida de
reserpina induziu um quadro comportamental de depressao-like, demonstrado pelo aumento do
tempo de imobilidade dos animais tanto no teste de suspenséo de cauda quanto no nado forcado,
sem alterar a atividade locomotora dos animais. Essa agéo foi revertida pela associagdo com a
sitagliptina, principalmente na maior dose (6 mg/kg).

Vaérios estudos tém demonstrado que a administracdo de reserpina causa aumento
no tempo de imobilizacdo do teste de nado forgado e suspenséo de cauda (Antkiewicz-Michaluk

et al., 2014; lkram e Haleem, 2017; Bakhtiarpoor et al., 2018). Esses testes sdo conhecidos
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como screening farmacoldgico para o estudo de farmacos com acdo antidepressiva. Como
comentado anteriormente, a reserpina € um bloqueador irreversivel do transportador de
monoamina vesicular 2 (VMAT-2). Essa acdo leva a uma inibicéo do transporte de monoaminas
para as vesiculas de armazenamento (Guillot e Miller, 2009; Wimalasena, 2011). Como
resultado, as terminagOes nervosas perdem a capacidade de concentrar e armazenar as
monoaminas, que sdo posteriormente metabolizadas no citoplasma (Metzger et al., 2002).
Consequentemente ocorre uma reducdo da quantidade de monoaminas disponiveis na fenda
sinaptica para o impulso ser transmitido(Metzger et al., 2002; Ji et al., 2007). A reversdo do
efeito depressor da reserpina pela sitagliptina sugere que as catecolaminas estdo envolvidas na
acdo antidepressiva desse farmaco.

Um estudo utilizando modelo de depressdo em ratos pela administracdo de
lipopolissacarideo (LPS) demonstrou que a exendina-4, agonista do receptor de GLP-1,
também apresentou efeito antidepressivo no teste de nado forgado. Segundo os autores, a agdo
antidepressiva desse incretinomimetico estaria relacionada ao turnover da dopamina no corpo
estriado (Ventorp et al., 2017).

Nos nossos resultados a reserpina ndo funcionou como modelo para indugdo de
ansiedade. Contudo, a sitaglipina na maior dose e somente quando associada a reserpina,
aumentou o TPBA (plus maze) e o tempo de permanéncia no orificio (role bord) quando
comparado a reserpina. Entretanto, esses resultados ndo foram diferentes do grupo controle.
Assim, podemos afirmar que a sitagliptina ndo apresentou efeito nos testes de ansiedade

estudados nessa pesquisa.

De forma semelhante aos nossos resultados, Kamble et al (2016) verificaram que a
sitagliptina (6 mg/kg) teve um efeito antidepressivo nos modelos de suspenséo de cauda e nado
forcado, sem alterar os testes comportamentais para ansiedade. Segundo esses autores, o efeito
antidepressivo da sitagliptina pode ser consequéncia direta do aumento da concentracdo de
GLP-1. Além disso, € importante notar que outros peptideos e substratos da DPP-4 com ac¢Ges
neuroprotetoras e neurogénicas, tais como polipeptideo ativador da adenilato ciclase da
pituitaria, peptideo insulinotropico dependente da glucose e factor-1 derivado de células
estromais, também podem estar envolvidos na agdo antidepressiva mediada pelo farmaco
(Kamble et al., 2016).

Como alteragOes oxidativas estdo relacionadas a fisiopatologia da depresséo (Ng et al.,
2008), decidimos pesquisar os efeitos da sitagliptina no estresse oxidativo através do estudo da
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peroxidacgdo lipidica, GSH, SOD e MPO no CPF, HC e CE de camundongos utilizando o
modelo de depresséo induzido por reserpina.

O resultado desse estudo encontrou que a reserpina apresentou efeitos oxidantes
demonstrado pelo aumento de MDA, SOD e MPO e reducdo de GSH em todas as &reas
estudadas. Esses resultados estdo de acordo com a literatura (Bilska et al., 2007; Teixeira et al.,
2008; Xu et al., 2013), pois verificou-se que a administracdo de reserpina causa estresse
oxidativo no CPF, HC ou CE. Nossos resultados fortalecem o modelo de depressdo pela
administracao de reserpina como significativo para estudar diferentes mecanismos relacionados
a depressao, tal como o estresse oxidativo.

Estudos preé-clinicos e clinicos mostram que na depressao existe uma diminuicéo
nas defesas antioxidantes e aumento de especies reativas de oxigenio em varias regides
cerebrais (Khanzode et al., 2003; Silva et al., 2016). Vale salientar que a falha das defesas
antioxidantes leva a peroxidacdo lipidica. Por isso, alguns estudos mostraram aumento da
lipoperoxidacéo e reducdo de GSH em modelos animais de depressdo induzidos por reserpina
(Bakhtiarpoor et al., 2018), corticosterona (Silva et al., 2016) e LPS (Mello et al., 2013), bem
como em pacientes deprimidos comparados a controles saudaveis (Khanzode et al., 2003;
Galecki et al., 2009). Assim, nossos resultados no aumento da peroxidacdo lipidica e
diminuicdo dos niveis de GSH, no modelo de depressdo por reserpina, estdo de acordo com
evidencias clinicas e pré-clinicas de alteracdes nos lipidios das membranas cerebrais e na
concentracdo de GSH observados na depresséo.

Em nosso estudo, a adminstragéo de sitagliptina, principalmente na maior dose, foi
capaz de reverter as alteracdes na peroxidacdo lipidica e nos niveis de GSH induzidas por
reserpina em todas as areas cerebrais estudadas. Um estudo recente também demonstrou que a
sitagliptina apresentou uma reducdo na peroxidacao lipidica e um aumento de GSH hipocampal
em um modelo animal de convulséo induzido por pentilenotetrazol (Nader et al., 2018). Esses
resultados sugerem uma a¢do antixodante e neuroprotetora do farmaco.

Reserpina somente aumentou a atividade da SOD no hipocampo dos animais. De
forma similar, Silva et al (2016), utilizando um modelo de depressé@o por administracao cronica
de corticosterna, observaram um aumento na atividade da SOD no HC e cortex pré-frontal, sem
nenhuma alteracdo no corpo estriado. Segundo os autores, alta atividade da SOD em animais
tratados com corticosterona pode refletir um mecanismo compensatorio a produgdo excessiva
de especies reativas de oxigénio-ROS (Kolla et al., 2005; Liu e Zhou, 2012). Esse mecanismo
também é observado em pacientes deprimidos (Bilici et al., 2001). Estudos prévios que
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avaliaram a atividade sérica da SOD em pacientes com depressao maior também revelaram
aumento da atividade dessa enzima(Khanzode et al., 2003; Sarandol et al., 2007).

Um resultado nédo esperado foi verificado com animais no grupo da associacao
(RES+SGT3). Esses animais apresentaram um aumento na atividade desta enzina no HC e
cortex pré-frontal em relacdo ao grupo controle. Contudo uma reducdo foi observada na
associacdo da sitagliptina na maior dose (RES+SGT6). Esse resultado sugere que a acdo da
sitagliptina pode esta relacionada com sua dose. Assim, os resultados tem demonstrado que a
acao antioxidante tem uma resposta melhor na dose de sitagliptina de 6 mg/kg.

Atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) somente foi aumentada no
hipocampo ap6s administracdo da reserpina. Sitagliptina reduziu esse efeito nas duas doses
estudadas, sugerindo assim um efeito anti-inflamatorio desse farmaco. A MPO é uma enzima
expressa em células cerebrais (Jolivalt et al., 1996; Nauseef, 2001) e imunes que desempenha
um papel importante na regulacdo de processos inflamatorios e causa dano oxidativo (Hansson
etal., 2006; Yap et al., 2007). MPO é observada nas células periféricas de pacientes depressivos
(Vaccarino et al., 2008; Galecki et al., 2012) e 0 aumento da sua expressdo em regido cerebrais
esta relacionado a doencas neurodegeneracao (Green et al., 2004).

Para confirmar os efeitos anti-inflamatérios da sitagliptina resolvemos medir no HC
os niveis interleucina IL-6 (pré-inflamatéria) e IL-4 (anti-inflamatdria). Esses testes foram
realizados somente com a melhor dose da sitagliptina (6 mg/kg) verificada nos experimentos
anteriores. Os resultados ndo mostraram nenhum aumento significativo nas concentracdes
dessas interleucinas em relacdo ao grupo reserpina. Contudo a associacao da sitagliptina com
reserpina aumentou os niveis de IL-6 e diminuiu os de IlI-4 quando comparados ao grupo
reserpina. Desde que a sitagliptina sozinha ndo apresentou nenhum efeito nessas interleucinas.
Sugerimos que essa droga somente interfere no processo inflamatério na presenca de um evento
estressor, como, por exemplo, a reserpina.

Os resultados antidepressivos, antioxidantes e anti-inflamatério da sitagliptina
apresentados na presente pesquisa sdo animadores, porém estudos adicionais em humanos
precisardo ser realizados para verificar a translacdo para a préatica clinica dos achados desse
estudo, bem como a aplicabilidade terapéutica da sitagliptina no tratamento da depressao

isolada e/ou associada a antidepressivos classicos ja utilizados na clinica.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados do nosso estudo, conclui-se que, em modelo animal de
depressdo induzida por reserpina, a sitagliptina, especialmente na dose de 6mg/kg, apresenta
acdo antidepressiva, conforme os efeitos do tratamento em testes comportamentais e

neurogquimicos.
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