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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) €& considerada a segunda doenca
neurodegenerativa mais prevalente no mundo que afeta cerca de 1% da
populacdo mundial acima de 65 anos de idade. Cerca de 30-40% dos pacientes
com DP tem depressao contribuindo para o agravamen- to da perda da qualidade
de vida desses pacientes. Dentre 0os pacientes parkinsonianos que tra- tam a
depressdo, cerca de 50% ndo apresentam melhora significativa, devido a
eficacia limi- tada do tratamento. O presente estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos da metformina, associada ou ndo, a fluoxetina, sobre alteracbes
moleculares hipocampais em modelo da do- enca de Parkinson. 50
camundongos C57BL6 machos (8-12 semanas) foram previamente di- vididos
em 5 grupos (n = 10); (1) CONTROLE, (2) DP, (3) DP + MET, (4) DP + FLU,
(5) DP + MET + FLU. Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica
em Uso Ani- mal do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CEUA 140/2019).
Os animais foram induzi- dos a DP com dose de 2,5 mg/Kg/dia durante 20 dias,
e tratados com metformina na dose de 200mg/Kg/dia e fluoxetina na dose de 10
mg/Kg/dia a partir do 5° dia de inducdo em diante. Ao fim do experimento, os
animais foram submetidos a teste do Rotarod, Teste de Preferéncia a
sacarose(TPS) e Teste de Suspensao da Cauda (TSC). O cérebro foi retirado e
o hipocampo foi dissecado para andalises moleculares. Através de
Imunohistoquimica e Imunofluorescéncia, demonstramos que metformina e
fluoxetina melhoraram o déficit motor causado pela roteno- na no teste do
rotarod, como também preveniram comportamento tipo- depressivo induzido
pela rotenona avaliados nos testes TPS e TSC. Além disso, o tratamento com
metformina e fluoxetina reduziram ativagéo de micrdglia e astrocitos pela menor
reacdoa IBA1 e GFAP que foram aumentados pela rotenona. Analise de
autofagia mostrou que a rotenona induziu aumento de mTOR, prejudicando a
autofagia, enquanto a metformina e fluoxetina inibiram os niveis de mTOR,
induzindo autofagia que foi comprovada peloaumento de ATG5. Os farma- cos
também aumentaram neurogénese e a sobrevivéncia neuronal evidenciado
através do au- mento de KI67 e Neu N, respectivamente, e reduziram a morte
celular pela diminuicao de caspase 3 e PARP1. Metformina potencializou o efeito

da fluoxetina sobre a neuroplastici- dadeatravés do aumento de CREB-p e



BDNF. O presente estudo concluiu que a metformina e a fluoxetina apresentam
efeitos antiparkinsonianos e anti-depressivos através de altera¢des hipocampais

em modelo experimental de doenca de Parkinson.

Palavras-chave: depressdo; doenga de Parkinson; fluoxetina. hipocampo.

metformina.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is considered the second most prevalent
neurodegenerative disease in the world, affecting about 1% of the world
population over 65 years of age. About 30-40% of PD patients have depression,
contributing to the worse quality of life. Among par- kinsonian patients who treat
depression, about 50% show no improvement, due to the limited effectiveness of
the treatment. The present study aimed to evaluate the effects of metformin,
associated or not, with fluoxetine, over hippocampal molecular changes in the
Parkinson's disease model. 50 male C57BL6 mice (8-12 weeks)were
previously divided into 5 groups (n = 10); (1) CONTROLE, (2) DP, (3) DP + MET,
(4) DP + FLU, (5) DP + MET + FLU. All the protocols were approved by the
Animal Use Ethics Committee of the Aggeu Magalhdes Research Institute (CEUA
140/2019). The animals were induced to PD with a dose of 2.5 mg/kg/day for 20
days, and treated with metformin at a dose of 200mg / kg / day and fluoxetine at
a dose of 10 mg / kg / day from the 5th induction day onwards. At the end of the
experi- ment, the animals were submmited to Rotarod test, Sucrose Preference
Test (SPT) and Tail Suspension Test (TST). The brain was removed and the
hippocampus was dissected for mo- lecular analysis. Through
immunohistochemistry and immunofluorescence, we demonstrate that metformin
andfluoxetine improved the motor deficit induced by rotenone in the rotarod test,
as well as preventing type-depressive behavior induced by rotenone in the SPT
and TST. In addition, treatment with metformin and fluoxetine reduced the
activation of microglia and astrocytes evidenced by IBA1 and GFAP decrease,
which were increased by rotenone. Au- tophagy analysis showed that rotenone
induced increase in mMTOR levels, impairing autopha- gy, while metformin and
fluoxetine reduced mTOR levels, inducing autophagy, besides to in- crease
ATG5. Metformin and fluoxetin also increased neurogenesis andneuronal
survival evi- denced by increasing KI67 and Neu N, respectively, and reduced
cell death evidenced by de- creasing caspase 3 and PARP1. Metformin
potentiated the fluoxetine effect on neuroplasticity evidenced by CREB-p and
BDNF increasing. The present study concluded that metformin and fluoxetine

feature antiparkinsonian and antidepressant effects through hippocampal



changes in the experimental model of Parkinson's disease.

Keywords: depression; Parkinson’s disease; fluoxetine; hippocampus;

mertormin.
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa,
caracterizada pelo desbalanceamento entre atividade colinérgica e dopaminérgica
no estriado e regides corticais, devido a morte progressiva de neurbnios
dopaminérgicos da substancia negra pars compacta (SNpc) (SURATHI et al.,
2016). No processo da DP, aglomerados citoplasmaticos de a- sinu- cleina,
aumento de estresse oxidativo e maior reatividade glial levam a neuroinflamacéo
com ativacdo do Fator de Transcricdo Nuclear Kappa B (NFkB) e consequente
expressao de citocinas pro-inflamatérias como o Fator de Necrose Tumoral (Do
inglés, Tumor Necrosis Factor ou TNF-a), IL1-B (Interleucina 1 B) e IL-6
(Interleucina 6) (CHO et al., 2009; GUAN, 2017; LORENZL et al., 2002).

Os sintomas motores classicos da DP sao tremor em repouso, rigidez
muscular, bradicinesia e alteracdes na postura e no equilibrio, enquanto que a
depressdao € o principal sintoma ndo motor (AARSLAND et al., 2002;
BHATTACHARJEE et al., 2018; FRISINA; HAROUTUNIAN; LIBOW, 2009; VAN
LAAR; SAMAY, 2004).

Cerca de 30-40% dos pacientes com DP tem depressao contribuindo para
0 agravamento da perda da qua- lidade de vida desses pacientes. Dentre 0s
poucos que tratam a depressdo, metade continuam depressivos, sugerindo
inefichcia do tratamento (BHATTACHARJEE et al, 2018; FRISINA;
HAROUTUNIAN; LIBOW, 2009). Portanto, é necessario investigar alternativas
terapéuticas em modelos animais para tra- tar a depressdo em pacientes
parkinsonianos.

Atualmente a patogénese da depressao ndo se restringe a alteracdes da
sinalizacdo mo- noaminérgica, mas inclui distirbios do sistema endodcrino e
imunoldgico, tais como excesso de glicocorticoides e glutamato, ativacdo
microglial, aumento da producéao de citocinas pro- inflamatdérias e espécies reativas
de oxigénio (ROS) (DETKA et al., 2013). Estudosclinicos indi- cam que tanto a
depressao pode induzir processos inflamatérios, como a inflamacéo pode in- duzir
episodios depressivos (MCNAMARA; LOTRICH, 2012; MILLER; MALETIC;
RAISON, 2009; ROSENBLAT et al., 2014). Em pacientes com DP a elevac¢ao da

expressao de citocinas inflamatorias foi posi- tivamente correlacionada com a
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gravidade da depressao e da ansiedade com niveis elevados de TNF-a, hsCRP e
sIL-2R (WANG et al., 2016). Em modelo experimental de DP, o comportamento
depressivo nos animais se encontra associado a diminuicdo de receptores de
serotonina no cortex e regido da rafe dorsal (LOANE et al., 2009). Camundongos
C57BL/6 com DP induzida por 1-metil-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)
apresentam comportamento depressivo, prejuizos no desempenho da memoria
recente e aumento dos marcadores de inflamagdo COX-2 (Ciclo-oxigenase 2) e
iINOS (do inglés, Inducible nitric oxide synthase) no estriado, além dos sintomas
motores classicos da DP (SAMPAIO, 2018).

Os déficits cognitivos sdo comuns na DP e podem progredir para deméncia
em 15% a 20% dos pacientes (SCHRAG, 2006). O hipocampo é a estrutura
cerebral que participa dos processos de aprendizagem e memoria, bem como do
humor e emocgodes. Deficiéncias na neurogénese do hipocampo tém sido sugeridas
como o possivel mecanismo fisiopatolégico subjacente aos sintomas depressivos
da DP, e tem atraido um crescente interesse na pesquisa sobre o papel do
hipocampo nos comportamentos de medo e cogni¢cdo (CAMPOS et al., 2013). Em
cérebros post-mortem de pacientes com DP foram encontradas diminuicdo da
proliferagdo neuronal na zona subventribular e zona subgranulardo hipocampo
(HOGLINGER et al., 2004).

A metformina, um hipoglicemiante utilizado no tratamento da diabetes
mellitus, atu- almente distribuido gratuitamente pelo Sistema Unico de Saude, ativa
a Proteina Kinase Ati- vada por Monofosfato de Adenosina (AMPK). Diversos
estudos demonstram que a metfor- mina possui atividade anti-inflamatéria por inibir
o NFkB e atividade neurogénica, sugerindo que a metformina pode ter implicacdes
em doencas neurodegenerativas e neuroinflamatérias (PEIXOTO et al., 2017).
Estudos in vivo e in vitro de DP induzidos por Rotenona e MPTP, ambos inibidores
do complexo mitocondrial I, mostraram que metformina inibiu neuroinflamacéao,
reduzindo rea- tividade microglial, induziu autofagia atenuando o dano neuronal
causado por aglomeradosde a-sinucleina, e reduziu os niveis de ROS (LU et al.,
2016).

Por sua vez, o tratamento crénico com metformina produziu efeitos
antidepressivos em pacientes e em mode- los animais (GUO et al., 2014,
SHIVAVEDI et al.,, 2017). KHEDR et al. (2018) também con- cluiram que a

metformina potencializou os efeitos da fluoxetina em ratos que foram submeti- dos
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a estresse cronico e dieta rica em lipidios. A inibicdo do mTOR, um componente
catalitico de sinalizagdo celular envolvido na autofagia, que é inibido pela AMPK,
melhorou signifi- cativamente o comportamento depressivo em modelo de DP com
6-OHDA (KHEDR et al., 2018; PEIXOTO et al., 2017).

A elevada taxa de depressao em pacientes com a doenca de Parkinson e a
pouca eficacia do tratamento da depresséo requer mais investigacdo e proposicao
de farmacosalternativos aos farmacos atualmente empregados para o tratamento
do sintoma depressivo na DP. Existe ainda uma lacuna sobre o papel do
hipocampo e estriado sobre o comportamento depressivo e deméncia na DP,
portanto, 0o presente projeto visa avaliar as vias de sinalizacdo celular da
neuroinflamacédo, cognicdo e depressdo apoOs tratamento com metformina,
associadoou ndo a fluoxetina, em modelos experimentais de DP induzido por
rotenona. Além disso, uma vez que a metformina e fluoxetina sdo farmacos
amplamente utilizados, a contribuicdoda avali- acdo dos efeitos em conjunto
desses farmacos sobre a Doenca de Parkinson pode ser uma es- tratégia
terapéutica benéfica de reposicionamento desses farmacos no tratamento de
sintomas motores, cognitivos e depressivos da DP.

Portanto, a ativacdo de AMPK pela metformina pode promover a autofagia
pela inibicdo do mTOR no modelo da DP comcaracteristicas depressivas, além de
reduzir a inflamacédo, o déficit cognitivo e os sintomas motores no modelo da

Doenca de Parkinson.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da metformina, associada ou néo, ao inibidor seletivo da
recaptacao de serotonina, fluoxetina, sobre as vias de sinalizagdo da autofagia,
neuroinflamacédo e sintomas depressivos e motores em modelo da doenca de

Parkinson.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a agdo da metformina, associada ou néo a fluoxetina, sobre:
e 0 comportamento depressivo em camundongos com DP;
¢ 0S sintomas motores em modelo de DP;

ea ativacao de astrocitos e microglia no hipocampo de camundongos com

DP;
ea morte de neurdnios e a heurogénese no hipocampo em modelo de DP;

e expressdo das proteinas mTOR e ATG5 (marcador de autofagia) no

hipocampo de camundongos com DP



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 DOENCA DE PARKINSON: ETIOLOGIA E SINTOMAS

A Doenca de Parkinson (DP) é uma patologia cronica do sistema nervoso
central (SNC) que afeta cerca de 1% da populacdo mundial acima de 65 anos de
idade e é considera- da a segunda doenc¢a neurodegenerativa mais prevalente no
mundo, no Brasil estima-se que cerca de 200 mil pessoas sofram com essa
patologia (Ministério da Saude, 2014). A DP é também conhecida como paralisia
agitante, e decorre principalmente da destruicdo progressi- va dos neurénios na
substancia negra pars compacta (SNpc), que envia fibras nervosas secre- toras de
dopamina (DA) para os nucleos basais do estriado: caudado e putamen (TYSNES;
STORSTEIN, 2017). A etiologia da DP tem sido objeto de intensa investigacéo e
h& muito tempo permanece obscura, atualmente a literatura sugere que, além de
fatores genéticos, a exposicao a toxinas ambientais e condicdes como a Diabetes
mellitus e obesidade podem aumentar o risco de desenvolver a DP que, devido a
resisténcia a insulina cerebral, po- de comprometer a via de sinalizacdo da
dopamina (BRUDEK, 2019; FIORY et al., 2019).

Além do Sistema Nervoso Central (SNC), estudos sugerem que o Sistema
Nervoso Pe- riférico (SNP) e o Sistema Nervoso Entérico (SNE) também podem
estar envolvidos no pro- cesso neurodegenerativo subjacente a DP. Um dos
principais achados neuropatolégicos de DP sdo os agregados de a-sinucleina,
formando os “corpos de Lewy” na SNpc, que podem tam- bém ser encontrados no
intestino como resultado de processos inflamatérios, e que por sua vez, podem
alcancar o cérebro. Desta forma, a composi¢do da microbiota intestinal também
pode influenciar no desenvolvimento da DP (BRAAK; DEL TREDICI, 2017,
KESSEL, S. P. V., ELAIDY, 2019). Além dos neurdnios dopaminérgicos, 0S corpos
de Lewy também podem ser encontrados em varias partes do cérebro como
hipotalamo, tronco cerebral e hipocampo (EMAMZADEH, 2017).

Clinicamente, a DP caracteriza-se por: (1) sintomas motores como rigidez de
grande parte da musculatura do corpo, dificuldade intensa de iniciar movimentos
conhecido por aci- nesia, instabilidade postural, levando ao desequilibrio e quedas
frequentes, e tremor nas ex- tremidades, mesmo quando a pessoa esta em

repouso; e (2) sintomas ndo-motores como disfuncao gastrintestinal, distlrbios do
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sono, déficit cognitivo e depressdo (GUYTON e HALL, 2011).

3.2 CONTROLE CEREBRAL DOS MOVIMENTOS ESQUELETICOS
VOLUNTARIOS: NUCLEOS DA BASE

O controle motor dos musculos esqueléticos € comandado por diferentes
regides do SNC, as quais se comunicam hierarquicamente entre si, sdo elas:
cortex pré-motor e cértex motor primario, os nucleos da base, o cerebelo e a
medula espinhal (PURVES et al., 2008) . Os nucleos da base estdo envol- vidos
em fungdes motoras, cognitivas e mnemaonicas e tém fungéo integrada as areas
motoras do cortex e ao cerebelo sobre o controle motor. Mais especificamente 0s
ndcleos da base auxi- liam no planejamento e controle de padrdes complexos de
movimentos musculares, contro- lando as intensidades relativas dos movimentos
distintos, direcdo e sequéncia de multiplos movimentos sucessivos e paralelos
como caminhar, dirigir e escovar os dentes, além de controlar funcdes e
habilidades cognitivas referentes a acdes como atencdo, controle de inter-
feréncias, alternancia de conceitos, tomada de decisbes e memadria operacional
(GUYTON e HALL, 2011).

O circuito dos nucleos da base € composto pelo estriado, formado pelos
ndcleos caudado e putdmen, o segmento externo ou lateral do globo palido,
segmento interno ou medial do globo palido, substancia negra (pars compacta e
pars reticulada) e nucleo subtalamico (Figuras 1 e 2). A principal caracterizacdo
molecular da Doenca de Parkinson é a deplecdo de dopamina (DA) estriatal
resultante da morte de neurbnios dopaminérgicos da substancia negra pars
compacta (SNpc). Esta perda celular leva a uma neurotransmissao anormal nos
ndcleos da base (PARENT; HAZRATI, 1995).

A depressdo é o principal sintoma neuropsiquiatrico associado a DP,
afetando cerca de 7-76% dos pacientes parkinsonianos e € considerado um
sintoma inicial da DP, dado que de acordo com alguns estudos os sintomas
depressivos surgem cerca de 10 anos antes do apare- cimento dos sintomas
motores e, portanto, do diagnéstico clinico (CARRARINI et al., 2019; LEENTJENS
et al., 2003; SHIBA et al., 2000; VEAZEY et al., 2005). Alteracdes estruturais e

funcionais do cérebro associadas a depressao podem ser identificadas utilizando-
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se exames por Imagens de Ressonancia Magnética (MRI) e Tomografia por
Emissdo de Pdsitron (PET) utilizando o 18F-fluorodeoxiglucose. O estudo
utilizando PET demonstrou que a atividade metabdlica no nucleo caudado e na
regido orbital inferior do lobo frontal foi significativamente menor nos pacientes com
depressao e DP em comparagédo com os pacientes com DP que n&o tinham de-
presséo. Esta diminuicdo do metabolismo e, portanto, da atividade nessas regides,

foi diretamente proporcional ao escore de depressdao (MAYBARG et al, 1990).

Figura 1 - Aferéncias cortex Nlcleos da base.
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Fonte: Purves et al (2012) - Adaptado por Mendonca (2021).

Figura 2 - Eferéncias Nucleos da base cortex
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Existem duas vias de funcionamento desse circuito que controlam o
movimento: a via direta (que permite o0 movimento) e a via indireta (que inibe o
movimento) (Figuras 4 e 5). A dopamina (DA) sintetizada na SNpc atua no estriado
através dos neurdnios espinhosos médios (NEMs). Via direta: ApOs ativacao
glutamatérgica advindas do cortex, um grupo de NEMs estriatais gabaérgicos sédo
ativados, os quais se projetam para o globo palido interno e SNpr, essas duas
estruturas que também séo gabaérgicas, sdo entéo inibidas, desinibindo assim os
neurdnios glutamatérgicos talamicos, que projetam neurdnios excitatérios para o
cortex (Figura 4).

O resultado dessa sequéncia de ativacédo inibicdo ativacao, é a realizacdo do
mo- vimento. Via indireta: ja outro grupo de NEMSs estriatais, projetam-se de forma
indireta para o globo palido interno e SNpr, inibindo o globo palido externo o qual
também égabaérgico, desta forma desinibindo o nucleo subtalamico, deixando o
globo pélido interno e SNpr livres para enviar impulsos gabaérgicos aos
neurdnios talamicos, e estes por sua vez serdo impe- didos de ativar neurbénios
corticais. O resultado dessa sequéncia de ativacao inibicdo ativacao ativacaO
inibicdo € a nao realizacdo do movimento (figura 5) (PURVES et al., 2008).
Finalmente, os ndcleos da base estabelecem o padrdo para a facilitacdo de
movimentos voluntarios e inibicdo simultdnea de movimentos concorrentes ou
interferentes (SIMONYAN, 2019).

Dois componentes cruciais para a circuitaria dos nucleos da base sdo: a SNpc
e 0 neuro- transmissor sintetizado por ela, a dopamina. A SN é também um ndcleo,
estd localizado no mesencéfalo posterior as fibras crus cerebri do peddnculo
cerebral, e pode ser funcional e morfologicamente dividida em duas regides, a pars
compacta (SNpc), contendo neurénios dopaminérgicos, e a pars reticulata (SNpr),
cujos neurdnios produzem o acido gama- amino- butirico (GABA), chamados entao
de neurdnios gabaérgicos. A SNpc, como 0 proprio nome sugere, € uma regiao
densamente compactada. Em dissec¢des anatdmicas macroscopicas, 0 SNpc
aparece na cor escura devido ao alto contetdo de neuromelanina que se forma a
partir do precursor L-DOPA na sintese da. Essa caracteristica é a origem do nome
da regido que significa "substancia escura" (Figura 3).
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Figura 3 - Corte transversal do cérebro evidenciando a substancia negra (SN)
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Fonte: Centro de estudo de Medicamentos da UFMG (CEMED) https://cemedmg.wordpress.com

A SNpc possui projecdes dopaminérgicas para o estriado, onde realizam
sinapses em duas populacdes distintas de receptores dopaminérgicos,
receptores da familia D1 (ativam a via direta do movimento) e neurdnios
receptores da familia D2 (ativam a via indireta do movimento), sendo assim, as
projecdes dopaminérgicas da SNpc para o estriado, formando a “via
nigroestriatal”, regulam o fluxo de informagdes dos nucleos basais referentes aos

movimentos. voluntarios (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Via Direta dos nucleos da base

Fonte: Purves et al, 2012.
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Figura 5 - Via indireta dos nucleos da base

Cortex cerebral Cortex frontal

Nucleo
subtalamico

Fonte: Purves et al (2012)

As influéncias dopaminérgicas sobre 0s neurdnios espinhosos sdo complexas,
mas no geral, neurbnios nigrais fornecem estimulos excitatérios no estriado
mediados por receptores dopaminérgicos do tipo Dle entradas inibitorias
mediadas por receptores do tipo D2. Como as acfes das vias diretas e indiretas
na saida dos ganglios da base sédo antagonicas, essasdiferen- tes influéncias das
conexdes nigroestriatais produzem o mesmo efeito, ou seja, uma diminui- ¢ao no
fluxo inibitério dos ganglios da base. Fisiologicamente, ambos os efeitos
dopaminérgicos servem para diminuir o fluxo inibitério dos géanglios da base e,
assim, aumentar a excitabilidade dos neurdnios motores superiores (Figura 6).
Com a morte dos neurdnios da SNpc, o que ocorre na doenca de Parkinson, o
fluxo inibitorio dos ganglios basais é anormal- mente alto, e a ativagao talamica da
parte superior de neurbnios motores no cértex motor sdo, portanto, menos
provaveis de ocorrer, 0 que resulta na acinesia caracteristica da DP, ou seja a
dificuldade de realizar o movimento, por isso a DP é conhecidatambém como um
distarbio do movimento hipocinético (PURVES et al., 2008).
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Figura 6 - Circuito alterado na DP
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Fonte: Purves et al (2012)

3.3 O ENVOLVIMENTO DO HIPOCAMPO NA DOENCA DE PARKINSON

O hipocampo é a estrutura cerebral que participa dos processos de
aprendizagem e memoria, bem como do humor e emoc¢fes. Os sintomas
depressivos na DP parecem estar re- lacionados a processos degenerativos e
inflamatoérios também no hipocampo. Resultados ex- perimentais e em cérebros
de pacientes parkinsonianos mostraram que o hipocampo € uma das estruturas
fora do sistema nigroestriatal que sdo afetadas na DP bonato (BONATO et al.,
2018). Em cérebros post-mortem de pacientes com DP foram encontradas dimi-
nuicdo da proliferagdo neuronal na zona subventribular e zona subgranular do
hipocampo. Achados semelhantes tém sido observados em diversas doencas
neurodegenerativas, incluindo a DP.

O hipocampo tem sido alvo de pesquisas relacionadas a DP, principalmente
pelo seu envolvimento em sintomas neuropsiquiatricos. Anatomicamente, o0
hipocampo é subdividido em regides ventral e dorsal de acordo com suas fungoes.
A regido ventral do hipocampo de roedor, que corresponde a porc¢do anterior do
hipocampo primata esta principalmente relacio- nada a resposta ao estresse e
comportamento emotivo, enquanto a regiao dorsal do roedor, que corresponde a
porcdo posterior do hipocampo primata, é mais relacionado a processos cogni-
tivos (FANSELOW; DONG, 2010; WALKER; NILSSON; JONES, 2013).



Em um modelo animal de DP induzido por 6-hidroxidopamina, a inibicdo da
Potencia- ¢do de Longo Prazo (LTP) em neurdnios da regido CA1 do hipocampo
foi associadaa uma concentracdo reduzida de dopamina no hipocampo e com
comprometimento da aprendizagem dependente da dopamina. Esses mesmos
efeitos hipocampais foram recapitulados em um mo- delo genético de Doenca de
Parkinson induzido por mutagdo na alfa- sinucleina (COSTA et al, 2012; TOFARIS
et al, 2006). Em ambos os modelos, uma alteracdo na transmisséo glutamatérgi-
ca foi observada, o que pode ter causado esse defeito sobre a LTP nohipocampo
(CALABRESE et al., 2014).

Alteracdes serotoninérgicas nos ganglios da base e estruturas limbicas foram
rela- cionadas com fadiga, outro sintoma ndo motor do DP. Da mesma forma, além
dadopamina, a depressdo parece estar relacionada também a disfuncéo
serotoninérgica hippocampal, como retrata o estudo de Ballanger e colaboradores
(2012), que constataram, através de um estudo de PET, que ha menor ténus
serotoninérgico no hipocampo de pacientes parkinsonianos de- pressivos em
relacdo aos ndo depressivos (BALLANGER et al, 2012).

O hipocampo se torna particularmente importante para os sintomas cognitivos
e psiquiatricos da DP, um importante nicho de neurogénese no cérebro (EISCH e
PETRIK, 2012). Um estudo experimental utilizando um modelo animal transgénico
da doenca de Parkinson mostrou que a expressao da alfa-sinucleina mutante em
neurénios do giro denteado prejudicou gravemente a neurogénese (KOHL et al,
2012). Portanto, a ativacdo de células- tronco hi- pocampais no cérebro adulto
pode ser uma estratégia para tratar tais sintomas. E neste sentido, fatores
neurotréficos como o Fator Neurotrofico Derivado do cérebro (BDNF) eo Fa- tor
Neurotrofico Derivado de Glia (GDNF) sdo importantes para estimular a
neurogénese. Além disso, o BDNF é um importante regulador da transmissao
sinaptica e da potenciacéo de longo prazo no hipocampo e em outras regides do
cérebro e pode contribuir para a formacao de alguns tipos de memoéria. O GDNF é
um fator de sobrevivéncia neuronal que exerce a¢des neuroprotetoras em regides
CA1/ CA3 do hipocampo que sao expostas a excitotoxicidade mediada por NMDA
(LEAL, COMPRIDO e DUARTE, 2013; BOSCIA et al, 2009).

Em modelos animais de DP, o hipocampo também é local de inflamag&o. O
hipocampo é rico em microglia e € uma regido que se interconecta com varias

outras estruturas cerebrais. Um aumento de microglia reativa foi encontrado nas
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regides hipocampais CA1, CA3 e Hilus de ratos 23 dias apds a infusdo aguda de
6-OHDA, o que foi acompanhado por comportamento semelhante a depresséo
(BONATO et al., 2018).

3.4 NEUROBIOLOGIA DA DEPRESSAO NA DOENCA DE PARKINSON

A DP e a depressdo compartilham alteragcbes moleculares, tais como a
disfuncdo mo- noaminérgica, a neuroinflamacéo e o estresse oxidativo.

Disfuncdo monoaminérgica: A neurotransmissdo dopaminérgica também tem

sidoim- plicada no surgimento de sintomas depressivos. Considerando que 0s
sintomas motores sO aparecem clinicamente quando cerca de 70% dos neurdnios
dopaminérgicos na SNpc foram destruidos, os sintomas depressivos parecem ser
mais sensiveis a degeneracdo dopaminérgica precoce. Foi relatado que os
sintomas ansiosos e depressivos em pa- cientes com DP sdo inversamente
proporcionais ao funcionamento do transportador de dopa- mina no estriado
ventral (WEINTRAUB et al., 2004). Além disso, em um estudo post- mortem, a
perda neuronal dopaminérgica na SNpc foi cerca de sete vezes maior em
pacientes com DP deprimidos em comparacdo com os nao deprimidos (FRISINA;
HAROUTUNIAN; LIBOW, 2009), corroborando que a depressao do DP evolui com
uma neurodegeneracdo dopaminérgica.

Além da dopamina, a noradrenalina (NE) também esta implicada nos sintomas
depressivos re- lacionados a DP. A menor ligacéo do transportador de NE no locus
coeruleus também foi re- lacionada ao aumento da incidéncia de sintomas de
ansiedade e depressdo em pacientes par- kinsonianos. Um estudo de PET,
utilizando um ligante transportador de dopamina e noradre- nalina, mostrou perda
significativa em estruturas limbicas, como estriado ventral e amigdala de pacientes
com DP, o que foi associado a depressao (REMY et al., 2005). Ja a disfuncéo se-
rotonérgica, bem descrita na depressao, foi também apontada como um importante
fator me- diador para a depresséao na DP.

Na verdade, os primeiros estudos relataram niveis reduzidos de acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), um metabdlito da serotonina, no liquor de pacientes
com DP em comparacdo com controles saudaveis (CHASE; NG, 1972,
JOHANSSON; ROOS, 1971). De forma semelhante, menores niveis de 5-HIAA
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foram observados no liquor de indi- viduos com DP deprimidos em comparacdo
com individuos com DP nao deprimidos (MAYEUX et al., 1984). Esses estudos
reforcam o envolvimento serotonérgico na depresséo associada a DP.

Neuroinflamacdo: O envolvimento da neuroinflamagéo no comportamento

depressivo tem sido demonstrado em estudos pré-clinicos (HODES et al., 2014;
MA et al., 2017; MENARD et al., 2017), e estudos clinicos (OSIMO et al., 2019).
A DP esta diretamente associada a ativacdo de células gliais (astrocitos e
micréglia) e a producéo de citocinas pro-inflamatorias classicas, juntamente com
outros fatores, que desempenham um papel fundamental no processo de morte
neuronal dopaminérgica (MACHADO et al., 2019; ZHANG et al., 2019). Estudos
tém mostrado a importancia dos processos imunoinflamatorios e do estresse
oxidativo e nitrosativo na depressdo e na DP, sugerindo que a depressao
prodrbmica e concomitante pode estar in- trinsecamente envolvidas na etiologia e
no curso da DP (ANDERSON; MAES, 2014; BERNAL-PACHECO et al., 2012;
GOLDMAN; POSTUMA, 2014; LEENTJENS et al., 2003).

Especificamente, na patobiologia da DP, hd uma forte contribuicdo de
citocinas infla- matérias nos sintomas motores e ndo motores, principalmente IL-
1B, TNF-q, IL-6 e IL-10. Além disso, polimorfismos nos genes TNF-a, IL1-8 e IL-6
est&o relacionados a um maior risco de DP (HAKANSSON et al., 2005; KRUGER
et al., 2000; MATTILA et al., 2002; WAHNER et al., 2007).

Os niveis de citocinas inflamatérias sanguineos e no SNC também foram
relatados em pacientes com depressao maior (ENACHE; PARIANTE; MONDELLI,
2019; MULLER et al., 2019), e em modelos ani- mais (ZHONG et al., 2019). Por
sua vez, no sangue de pacientes com DP, os estudos mostraram a presenca de
niveis elevados de IL1-B e TNF-a. Curiosamente, foi relatado que o TNF-a esta
significativamente correlacionado com depressao mais grave, maior comprome-
timento cognitivo e mais dificuldade para dormir em pacientes com DP com
sintomas nao motores (ALRAFIAH et al., 2019; MENZA et al., 2010).

Estresse oxidativo: As citocinas inflamatérias apresentam interacdes

reciprocas positi- vas com o estresse oxidativo e nitrosativo, o que leva a disfuncéo
mitocondrial, que éum dos principais processos deletérios da DP, e sua
capacidade de desencadear a mortece- lular estd bem descrita em regiées do
sistema nigroestriatal em células dopaminérgicas de pacientes (GONZALEZ-
CASACUBERTA et al., 2019), e modelos experimentais (BAEK et al., 2018; PARK;
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KIM; JIN, 2012). O dano oxidativo foi observado por meio de niveis de peroxidacéo
lipidica, ni- veis das enzimas glutationa peroxidase e superéxido dismutase no
soro, mesencéfalo e estria- do de diferentes modelos em roedores (MEI et al.,
2019). Em camundongos induzidos a PD pela rotenona, Alabi e colegas (2019)
demonstraram comportamento depressivo em animais associado ao aumento de
TNF-a e IL-6 no estriado, cortex pré-frontal e hipocampo, bem co- mo aumento da
peroxidacao lipidica e niveis de nitrito e diminuicdo da glutationa redutase (ALABI
et al., 2019).

Assim, moléculas produzidas durante o processo inflamatorio tém um papelfun-

damental na depressao associada a DP.
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3.5 MODELO EXPERIMENTAL DA DOENCA DE PARKINSOM: ROTENONA

Sabe-se que a lesdo dos neurdnios dopaminérgicos pode ser induzida
através da administracao de neurotoxinas, como 6-hydroxydopamine (6-OHDA) e
1-methyl-4-phenyl- 1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). Além disso, foi relatado que
produtos quimicos agricolas tém efeitos prejudiciais para os neurbnios e que,
associados a predisposicdo genética, aumen- tam o risco de PD. Essas
descobertas permitiram que grupos de pesquisa desenvolvem-se diferentes
modelos de DP usando neurotoxinas (CHIA, TAN E CHAO, 2020).

Estudos epidemiolégicos e andlise histopatologica post-mortem em cérebros
humanos tém mostrado que a exposicdo a pesticidas esta associada a um maior
risco para o desenvolvimento desta doenga, e essa influéncia ambiental tem
despertado bastante interesse da comunidade cientifica, nas ultimas décadas
(KANTHASAMY et al, 2005; DINIS-OLIVEIRA et al, 2006; NISTICO et al, 2011). A
rotenona € um composto natural encontrado em plantas que tém sido utilizada
como inseticida, apresenta alta liposolubilidade podendo penetrar facilmente a
barreira hematoencefalica. Devido a sua agéo inibitéria sobre o complexo
mitocondrial | da cadeia respiratéria, a rotenona aumenta os niveis de ROS
(BISBAL e SANCHEZ, 2019).

Em animais tratados com rotenona, caracteristicas relacionadas a DP foram
observa- das, como déficits motores, deplecdo de catecolaminas e perda de
células dopaminérgicas ni- grais, além de inclusdes de a-sinucleina formando os

corpos de Lewy foram observadas nos neurbnios dopaminérgicos sobreviventes



(INDEN et al, 2011). Com a capacidade para re- produzir as principais
caracteristicas patologicas da DP humana, a rotenonaconstitui uma fer- ramenta
valiosa como modelo experimental na pesquisa de base e aplicada.

As principais vantagens da rotenona em relacdo as outras neurotoxinas é,
primeira- mente, a acao direta sobre a inibicdo da respiragao celular nos neuroénios,
sem necessidade de metabolizacdo por astrocitos como é o caso do MPTP, além
de atravessar facilmente a BHE como ja citado, sendo possivel sua administracéo
de forma sistémica, o que ndo ocorre com a 6-OHDA, que nao é lipossolavel,
sendo necessario sua inoculacdo diretamente na regido cerebral (SAUER e
OERTEL, 1994). Sendo assim, dentre as toxinas mais utilizadas para este fim, a

rotenona representa a forma de neurodegeneracdo mais proxima da DP humana.

3.6 METFORMINA E DOENCA DE PARKINSON — BASES PRE-CLINICAS
PARA ESTA ASSOCIACAO

A metformina (N, N-dimetilbiguanida), € originalmente derivada da galegina
(iso- amileno guanidina), um derivado da guanidina encontrado na planta Galega
officinalis também conhecida como “Lilas francés” (FORETZ et al, 2014). Nomeada
comercialmente como Glifage®, Dimefor®, Gluformin® entre outras marcas, ou
como medicamento genérico,a me- tformina é um medicamento anti-
hiperglicemiante oral da classe das biguanidas (contendo dois anéis de guanidina
ligados), amplamente utilizado para o tratamento da Diabetes Mellitus tipo Il (DM-
II), para a qual é recomendada como medicamento de primeira linha em diretrizes
recentes de tratamento da American Diabetes Association (ADA) e European
Association for the Study of Diabetes (EASD) (ANVISA - Bulario Eletrénico, 2018;
Inzucchi et al, 2015). E também um dos antidiabéticos orais que constam na Lista
de Medicamentos Essenciais da Organizagdo Mundial de Saude (WHO), e no
Brasil, faz parte do programa Farmacia Popular do Ministério da Satude . Além da
sua eficacia no tratamento da DM-Il, a metformina apresenta poucos efeitos
colaterais e de baixa gravidade, e € um dos poucos antidiabéticos menos passiveis
de causar hipoglicemia, além de reduzir o risco de comorbidades relacionadas ao
DM-Il, como doencas cardiovasculares e reduzir a mortalidade entre pacientes
diabéticos como mostrou o estudo feito pelo grupo UK Prospective Diabetes Study

(UKPDS), tais caracteristicas fazem da metformina uma droga eficaz e segura.
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Apesar de sua longa histéria de uso clinico no tratamento da DM-II, o
mecanismo de acao da metformina permanece relativamente desconhecido. Na
literatura, € geralmente aceito que a acdo modulatdria mitocondrial induzida por
metformina € responsaveil pela maioria dos seus efeitos pleiotropicos (FORETZ et
al, 2014). No ano de 2000, dois artigos relataram que a metformina diminui a
respiracdo celular pela inibicdo leve e especifica do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons, ndo afetando outras etapas da maquinaria mitocondrial
(EL-MIR et al., 2000).

Essa inibicdo resulta em uma queda de energia celular, reduzindo ATP e
consequentemente aumentando a propor¢gdo AMP/ATP. O aumento do AMP ativa
a Proteina Kinase ativada por Monofosfato de Adeno- sina (AMPK), um sensor
critico da homeostase de energia celular que integra mdltiplasvias de
sinalizacdopara coordenar uma ampla gama de mecanismos compensatoérios,
protetores, e respostas poupadoras de energia (VIOLLET et al, 2012). No contexto
da DM-Il, a ativacdo da AMPK atua reduzindo a concentracdo sanguinea de
glicose, hemoglobina glicada,triacilglice- rol e colesterol (FUJITA E INAGAKI,
2017).

Estudos in vivo e in vitro de DP induzidos por Rotenona e MPTP, ambos
inibidores do complexo mitocondrial |, mostraram que metformina inibiu
neuroinflamacéo reduzindo reati- vidade microglial, induziu autofagia atenuando o
dano neuronal causado por aglomeradosde a-sinucleina, e reduziu os niveis de
ROS (LU et al., 2016b). CHOI e colaboradores mostraram que MPTP induziu
morte celular paralelamente a ativacdo de AMPK em neurdnios dopaminérgicos
mesencefalicos, porém quando a AMPK foi superexpressa a morte celular foi
atenuada, sugerindo que maior atividade da AMPK poderia ser um mecanismo de
resiliéncia celular (CHOI et al, 2010).

E valido mencionar que a inibicio da atividade do complexo 1 pela metformina
é signifi- cativamente leve quando comparado a rotenona, um inibidor de referéncia
desse mesmo complexo (EL-MIR et al., 2000). Além disso, de acordo com o
trabalho de Batandier e colaboradores (2006), a metformina reduziu a producao
de ROS mitocondrial por inibig&o seletiva do fluxo reverso de elétrons através do
complexo | da cadeia respiratoria, enquanto a rotenona desencadeia a producao
de EROS por aumento do fluxo de elétrons para fora (BATANDIER et al, 2006).
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Figura 7 - Principais mecanismos de acao da metformina
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Alguns estudos também mostraram que o tratamento crbénico com
metformina produziu efeitos antidepressivos em pacientes e em modelos animais,
sem contudo, haver uma proposi- ¢do de mecanismos ou vias de
neurotransmissores (GUO et al., 2014; SHIVAVEDI et al., 2017). KHEDR et al,
também concluiram que a metformina potencializou os efeitos da fluoxetina
(antidepressivo da classe dos inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina-
ISRS) em ratos que foram submetidos a estresse cronico e dieta rica em lipidios.
Além disso, foi observado também que inibicdo do mTOR, um componente
catalitico de sinalizagdo celular envolvido na autofagia, que é inibido pela AMPK,
melhorou significativamente o comportamento depressivo em modelo de DP com
6-OHDA (KHEDR et al.,, 2018; PEIXOTO et al.,, 2017). Possivelmente, as
caracteristicas depressivas da DP podem ser reduzidos atraves da ativacao de
AMPK pela metformina por promover a autofagia pela inibigdo do mTOR.
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3.7 FLUOXETINA E DOENGCA DE PARKINSON — BASES PRE-CLINICAS
PARA ESTA ASSOCIACAO

A fluoxetina é o principal medicamento da classe dos inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (do inglés, selective serotonin reuptake inhibitors ou
SSRi) com eficicia clinica e perfil de seguranca reconhecida no tratamento da
depressao. O mecanismo de acéo dessa clas- se de medicamentos consiste em
atuar no neurdnio pré-sinaptico inibindo especificamente a recaptacdo do
neurotransmissor serotonina, aumento da disponibilidade sinaptica de serotoni-
na. Desde sua descoberta, outras mo- Iéculas que mimetizam seu mecanismo de
acdo foram desenvolvidas, dando inicio a uma nova era no tratamento da
depresséo. A fluoxetina também demonstrou utilidade no tratamento de outros
disturbios para os quais sua prescri¢ao ja foi aprovada (PEREZ-CABALLERO et
al, 2014).

Efeitos neuroprotetores da fluoxetina também tem sido relatados em estudos
pré-clinicos de DP. A administracdo sistémica de Lipopolisacarideo (LPS) é
descrita como indutora de al- teracbes semelhantes as que ocorrem na DP.
CHUNG et al (2010) demonstraram que a fluoxetina reverteu degeneracdo de
neurdnios dopaminérgicos da SN, ativagdo microglial e estresse oxidativo
causados pela administracdo de LPS em ratos. Os mesmos autores observa- ram
0s mesmos efeitos neurotprotetores em modelo de DP induzido por MPTP, neste
modelo, a fluoxetina preveniu a degeneracado induzida por MPTP de neurbnios
dopaminérgicos nigro- estriatais e aumentou os niveis de dopamina estriatal com
a recuperacdo motora parcial. Isso foi acompanhado pela inibicdo da expressao
transitoria de citocinas pré- inflamatérias e Oxido nitrico sintase induzivel e
consequente dano oxidativo. Além dos efeitos in vivo, a fluoxetina também inibiu o
dano neuronal dopaminérgico da neurotoxicidade de 1- metil-4-fenil- piridinio (MPP
+) em co-culturas de neurdnios mesencefalicos e microglia (CHUNG et al, 2011).
Em um modelo experimental induzido por rotenona, o pré-tratamento com
Fluoxetina (10,0 mg / kg, i.p.) melhorou significativamente o sintoma de catalepsia
e aumentou a atividade locomotora. Além de inibir a neurodegeneracdo mediada
por rotenona por meio de apoptose neuronal mediada por caspase-3 (PENG et al.,
2018). Por ultimo, um tratamento combinado de fluoxetina com metformina foi mais

eficaz do que a fluoxetina sozinha na melhora do comportamento depressivo de
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ratos induzidos por estresse cronico, sugerindo que, a fluoxetina pode ter seus
efeitos anti-depressivos potencializados por estratégias polifarmacoldgica
(POGGINI et al., 2019).

Além desses estudos pré-clinicos, a fluoxetina também exerce efeitos
benéficos em sinto- mas ndo-motores como depressdo e déficit cognitivo em
pacientes com DP, embora ainda apresente eficacia limitada (BOGGIO et al,
2005).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados dessa dissertacao estao apresentados na forma de artigos.

4.1 ARTIGO 1

Efeitos da metformina e fluoxetina sobre neuroinflamacéao,autofagia,
neurogénese e neuroplasticidade hipocampal em modelo de Doenca de
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Abstract: Cerca de 30-40% dos pacientes com Doenca de Parkinson tem depresséo
contribuindo para o agravamento da perda da qualidade de vida. Dentre os pacientes
gue tra- tam a depresséo, cerca de 50% nao apresentam melhora significativa, devido
a eficacia limitada do tratamento. No presente estudo, avaliamos os efeitos da

metformina, associada ou ndo, a fluoxetina, sobre alteracbes moleculares
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hipocampais em modelo da doenga de Parkin- son. 50 camundongos C57BL6 machos
(8-12 semanas) foram previamente divididos em 5 grupos (n=10); (1) CONTROLE,
(2) DP, (3) DP + MET, (4) DP + FLU, (5) DP + MET + FLU. induzidos a DP com
2,5 mg/Kg/dia de rotenona durante 20 dias, e tratados com met- formina
(200mg/Kg/dia) e fluoxetina (10 mg/Kg/dia) a partir do 5° dia de inducéo em diante,
por via oral. Os animais foram submetidos ao teste do Rotarod, Teste de Preferéncia
a sacaro- se (TPS) e Teste de Suspenséao da Cauda (TSC), em seguida o cérebro foi
retirado e o hipo- campo foi dissecado para analises moleculares. Através de
Imunohistoquimica e Imunofluo- rescéncia, demonstramos que a rotenona induziu
comportamento tipo-depressivo e alteracbes hipocampais deletérias. Metformina e
fluoxetina ndo sO6 melhoraram o déficit motor, como também preveniram
comportamento tipo-depressivo nos testes TPS e TSC. Além disso,redu- ziram
reativacao glial evidenciados pela diminuicdo dos niveis de IBA1 e GFAP e inibiram
niveis de mTOR, induzindo autofagia, além de aumentar os niveis de ATG5. Os
farmacos também aumentaram neurogénese e a sobrevivéncia neuronal evidenciado
através do aumento de KI67 e Neu N, respectivamente, e reduziram a morte celular
evidenciada pela diminui- ¢do dos niveis de caspase 3 e PARP1. Além disso,
Metformina potencializou o efeito da fluoxetina sobre a neuroplasticidade através do
aumento dos niveis de CREB-p e BDNF. Concluimos que metformina e a fluoxetina
apresentam efeitos antiparkinsonianos e anti- de- pressivos em modelo experimental

de doenca de Parkinson.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson. Depresséo. Fluoxetina. Hipocampo.
Metformina.

Introducéo

A Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa
caracterizada pelo desbalanceamento entre atividade colinérgica e dopaminérgica
no estriado e regides corticais, devido a morte progressiva de neurdbnios
dopaminérgicos da substancia negra pars compacta (SNpc) (SURATHI et al.,
2016). No processo da DP, aglomerados citoplasmaticos de a- sinu- cleina,
aumento de estresse oxidativo, autofagia prejudicada e maior reatividade glial
levam a neuroinflamacéo com ativacédo do Fator de Transcricdo Nuclear Kappa B

1]
(NF-kB) e conse- quente expressao de citocinas pro-inflamatorias como o Fator de



Necrose Tumoral (do in- glés, Tumor Necrosis Factor ou TNF-a) IL1-B e IL-6
(LORENZL et al., 2002; CHO et al., 2009; BEAR, CONNORS e PARADISO, 2017).
Os sintomas motores classicos da DP sdo tremor em repouso, rigidez muscular,
bradicinesia e alteracfes na postura e no equilibrio, enquanto que a depresséao &
o principal sintoma ndo motor (VAN LAAR e JAIN, 2004; AARSLAND et al, 2002;
BHATTACHARJEE, 2018).

Cerca de 30-40% dos pacientes com DP tem depressao contribuindo para
0 agrava- mento da perda da qualidade de vida desses pacientes. A patogénese
da depresséo nédo se res- tringe a alteracdes da sinalizacdo monoaminérgica, mas
inclui disturbios do sistema enddcrino e imunolégico, excitotoxicidade do
glutamato, processo de autofagia anormal e ativacdo microglial com aumento de
citocinas proé-inflamatoérias (DETKA et al, 2013; Gassem e Rein, 2019). Estudos
clinicos indicam que tanto a depresséao pode induzir processos inflamatérios, como
a inflamacé@o pode induzir episédios depressivos (MCNAMARA and LOTRICH,
2012; MILLER et al., 2009, ROSENBLAT et al., 2014). Em pacientes com DP a
elevacdo da ex- pressdo de citocinas inflamatérias foi positivamente
correlacignada com a gravidade da de- pressdo e da ansiedade com niveis
elevados de TNF-a, proteina C reativa de alta sensibilidade (do inglés, high-
sensitivity C-reactive protein ou hsCRP) eReceptor de IL-2 solavel (do inglés
soluble IL-2 receptor ou sIL-2R) (Wang, 2016). Um estudo experimental utilizando
camun- dongos C57BL/6 em um modelo de DP mostrou o comportamento
depressivo dos animais, prejuizos no desempenho da meméria recente e aumento
dos marcadores de inflamag&o COX- 2 e TNF- (Yan et al, 2020).

A metformina, um hipoglicemiante utilizado no tratamento da diabetes
mellitus,apre- senta atividade anti-inflamatoria por inibir o NF-kB além de induzir
atividadeneurogé- nica, sugerindo que a metformina pode ter acdo terapéutica em
doencas neurodegenerativas e neuroinflamatérias (OLIVEIRA WH et al, 2016;
PEIXOTO et al., 2017; OAKHILL, AR- NOLD et al., 2014; AHMED, et al., 2017). A
fluoxetina € um farmacopertencente a classe de inibidores seletivos de recaptacao
de serotonina (ISRS) e também apresenta efeitos anti- inflamatoério e neurogénico.
Os ISRS séo os medicamentos mais comumente prescritos para o tratamento da
depressao e de varios transtornos de ansiedade. Embora a¢des dos ISRS a ni- vel
molecular e celular ainda permanecem pouco compreendidas, diversos trabalho

sugerem que 0s SSRIs exercem sua atividade comportamental em roedores por
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meio de mudancas ce- lulares e moleculares no hipocampo bem como em outras
estruturas cerebrais (Santarelli et al., 2003; Airan et al., 2007; Surget et al., 2008,
Wang et al., 2008). Além disso, estudos mos- tram que um tratamento combinado
de metformina e fluoxetina foi mais eficaz do que a fluo- xetina isolada na melhora
do fendtipo depressivo em modelos animais de depressao induzidos por estresse
cronico de contencao e dieta rica em lipideos, através do aumento da expressao
génica de fatores troficos e aumento da potenciacdo delongo prazo (LTP) no
hipocampo (Poggini et al, 2019; Kedr et al, 2018).

Dentre os pacientes parkinsonianos que tratam a depressao, cerca de 50%
ndo apresen- tam melhora significativa, devido a eficacia limitada do tratamento
disponivel (BHATTA- CHARJEE, 2018; FRISINA, 2009). Sendo assim, é
necessario desenvolver alternativas tera- péuticas para tratar a depressdo em
pacientes com DP. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
metformina, associada ou ndo, a fluoxetina, sobre alteracbes moleculares

hipocampais em modelo da doenca de Parkinson.

Metodologia

Animais

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 (8 semanas) foram obtidos do
biotério de criacdo animal do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhdes (Fundacéao
Oswaldo Cruz—PE, Brasil). Os animais foram acondicionados em microisoladores,
mantidos a temperatura de 18- 22°C e fotoperiodo claro/escuro de 12 horas, com
acesso a agua autoclavada e comida ad libi- tum. Todos os protocolos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal do Instituto de Pesquisas Aggeu
Magalhdes (CEUA 140/2019) e realizados em concordanciacom as normas e
diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA).

Delineamento experimental

Inicialmente, foi realizado um estudo para identificar com quantos dias de
inducdo os animais desenvolveriam comportamento tipo-depressivo. O estudo

piloto foi conduzido com dois grupos experimentais: controle (n=10) e Rotenona
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(n=10). O grupo controle foi tratado com solucéo veiculo (90% de 6leo de girassol
+ 10% de DMSO) diariamente; o grupo rotenona foi induzido com rotenona diluida
em solucdo veiculo na concentracdo de 2,5 mg/Kg/dia, a qual foi escolhida
baseada em estudos anteriores de modelo experimental em roedores (Bassani et
al, 2014; Morais et al, 2012; Zaminelli et al, 2014;). Os animais foram submetidos
aos testes Rotarod, Suspensao da cauda e Preferéncia de sacarose no 5°, 10°,
15° e 20° dia de inducdo. Sendo, o comportamento depressivo observado nos
animais no 20° dia de inducéo (resultados ndo mostrados).

Estabelecido o tempo de induc¢éo, 50 animais foram subdivididos em 5 grupos
experimen- tais (n = 10/grupo) conforme a figura 8: (1) Controle - animais
submetidos & solucdo veiculo por via subcutanea; (2) Rotenona - animais
induzidos com Rotenona por via subcutanea; (3) Rotenona + Metformina - animais
induzidos com rotenona por via subcutaneae metformina por via oral; (4) Rotenona
+ Fluoxetina - animais induzidos com rotenona por via subcutanea e fluoxetina por
via oral; (5) Rotenona + Metformina e Fluoxetina — animais induzidos com rotenona
por via subcutanea e metformina por via oral. Os farmacos metformina e fluoxetina
foram administrados por 15 dias consecutivos por via oral na dose de 200
mg/Kg/dia e 10mg/Kg/dia, respectivamente, iniciando no 5° dia de indugdo com
roteno- na. Todos os grupos foram submetidos aos testes do Rotarod (avaliacao
decomportamento tipo-Parkinson), suspenséo da cauda e preferéncia a sacarose

(avaliacdo de comportamento tipo-depressivo).

Figura 8 - Delineamento experimental do estudo.
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Rotarod

O teste da barra rotatéria ou Rotarod representa uma das principais e mais
antigas abordagens de caracterizacdo de disfungcbes motoras em modelos
animais, trata-se de um teste que avalia a coordenacdo motora e o equilibrio do
animal pela sua capacidade de se manter sobre a haste cilindrica que se move de
forma rotatéria numa velocidade constante ou acelerada por um determinado
periodo de tempo (Resende-Pinto e Mi-Ko, 2012). O protoco- loutilizado nesse
estudo foi baseado no trabalho de Liu e colaboradores (2015) com algumas
adaptacdes. O aparato utilizado consiste em quatro divisorias para quatro animais
e a barra cilindrica. Os animais foraminicialmente habituados a barra giratéria por
5 min no dia ante- rior ao teste em velocidade constante de 5 rpm. No 20° dia os
animais foram habituados por 60 minutos na sala de testes, em seguida foram
colocados na haste giratéria, e o protocolo foi realizado no modo acelerado dos
niveis de velocidade (5 a 37 rpm) do aparelho. Os animais permaneceram sobre a
haste por um periodo maximo de 300s, nesse periodo foi registrada a laténcia para

queda, a qual refletiu o nivel de comprometimento motor do animal (Liu et al, 2015).

Teste de preferéncia de sacarose (fendtipo tipo-anedonia)

No décimo oitavo dia os animais foram apresentados a duas garrafas de agua
em lados opostos da gaiola, uma contendo apenas agua e outra contendo uma
solucéo de sacarose a 2%, por um periodo de habituacdo de 24 h. ApoOs esse
periodo, os animais foram separados individualmente e novamente abastecidos
com duas garrafas previamente pesadas com a mesma distribuicdo por mais 24h,
durante esse periodo as garrafas foram trocadas de lado uma vez para evitar
tendéncia do animal por uma das garrafas, ao fim desse periodo as garrafas fo-
ram novamente pesadas e o consumo foi estabelecido como a diferenca de pesos
das garrafas entre antes e depois do periodo de 24h (antes — depois), o percentual
de consumo de sacarose foi calculado usando a equagédo: % de preferéncia por
sacarose = consumo de sacarose x 100/consumo total. O consumo total foi
definido como a soma do consumo de &agua e consumo de sacarose
(NASCIMENTO et al, 2020).

Teste de Suspencdo da cauda (fendtipo tipo-desespero)

O teste da suspensdo da cauda consiste em avaliar o comportamento “tipo-
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desespero" o qual representa um endofendtipo da depressao induzida em animais.
Neste teste, 0s animais sdo suspensos por suas caudas com fita adesiva, em uma
posicdo que nao pode escapar ou se- gurar em superficies proximas, a falta de
comportamento relacionado a fuga é considerada imobilidade. (Gould et al, 2012).
Adaptamos o protocolo de Gould e colaboradores (2012), no qual os animais foram
individualmente suspensos por suas caudas e habituados aquela posi- ¢do por um
minuto, em seguida permaneceram na mesma por mais 5 minutos onde foi conta-
bilizado o tempo de imobilidade por um observador a 1m de distancia. Apos
esse periodo total de 6 minutos, os animais foram devolvidos para suas

respectivas caixas.

Imunohistoquimica

Apbs a aplicacdo dos anestésicos, os animais (n=3) foram perfundidos
transcardialmente com 20 ml de solucéo salina seguida de paraformaldeido (PFA)
4% (40 ml) em solucédo salina tamponada com fosfato 0,1 M (PBS), pH 7,2. Em
seguida, os cérebros dos animais foram remo- vidos e pos-fixados durante a noite
em paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich) em solugéo salina tamponada com fosfato
0,1 M (PBS) em pH 7 (heptahidratado monobasico e fosfato de sédio di- basico;
Sigma - Aldrich). As amostras foram desidratadas em varias etapas de lavagem
com eta- nol (Insofar Chemical Co., RJ, Brasil), purificadas em xilol e incluidas em
parafina (Merck, EUA). As secdes (5um) foram cortadas coronalmente usando o
micrétomo RM 2035 (Reichert S, Leica) e montadas em laminas de vidro,
reidratadas e tratadas com tampéao citrato 20 mM (em pH 6,0) a 100 ° C por 30
min. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com perdxido de hidrogénio
3% (H202), e os cortes foram blogueados com albumina sérica bovina 3% (BSA,
fracéo V) (Miles, Naperville, IL, EUA) por 1 h em temperatura ambiente.

Os anticorpos policlonais primarios usados para avaliar morte e
sobrevivéncia neuronal no hipocampo foram anti- NeuN (Novus Biologicals -
NBP177686) na diluicdo de 1: 100, anti-caspase-3 (Abcam - AB4051) na diluicéo
de 1: 100 e anti-PARP-1 (Abcam - AB6079) na diluicdo de 1: 100. Para avaliacéo
da reatividade glial hipocampal os anticorpos foram: anti-GFAP (Novus Biological,
namero de catalogo NB300- 141) a uma diluicdo de 1: 1000; anti-IBA (Wako,

namero de catalo- go 016-20001) na diluicdo de 1: 500. Para avaliacdo da
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neuroplasticidade hipocampal foram uti- lizados os anticorpos anti-p-CREB (Cell
Signaling, nimero de catalogo 9198) a uma diluicdo de 1: 500 e anti-BDNF (ANT-
010 Alomone labs)) a uma diluicdo de 1: 500. Para avaliagdo do acumulo de
sinucleina na substancia negra de Tirosina Hidroxilase (AB152-Merk), na diluicdo
de 1:500.

Todos os anticorpos foram incubados em tecidos durante a noite a 4 ° C. As
secdes foram incubadas com um anticorpo secundario conjugado com biotina por
1 h apés a lavagem ( Da- koCytomation, Biotinylated Link Universal HRP; K0690,
CA, EUA). As marcacdes foram reve- ladas por incubagdo com 30-3-
diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno, em contraste com a hematoxilina de
Carrazi, e montado em Entellan (Merck, nimero de catalogo: 1079610100, EUA).
As imagens foram capturadas pelo microscopio (Leica ICC50 HD). Foram obtidas
8 ima- gens por grupo (n=3), a densidade Optica foi realizada utilizando o programa
GIMP versao 2.6.11 (software GNU Image Manipulation Program, CNET Networks,
Inc. Australia) e a conta- gem de células positivas foi realizada utilizando o

programa ImageJ versao 1.52

Imunofluorescéncia

Para a avaliacdo do acumulo de a- sinucleina, marcadores celulares de
autofagia e de neurogénese, os cortes de parafina da SNpc foram incubados com
um tampéo de bloqueio (1 x TBS-T + 5% Albumina de soro bovino) durante 1 h.
Em seguida os cortesdoram primeira- mente incubados com o anticorpo primario
anti-Tirosina Hidroxilase (TH) (AB152-Merk) na diluigdo de 1:500, produzido em
coelho, e posterigrmente foram incubados com o segundo anticorpo primario anti-
-sinucleina (Santa Cruz - 53955) na diluicdo de 1:50 no tampédo de diluicdo de
anticorpo (1 x TBS-T + 3% Albumina de soro bovino) a 4° C overnight, para du-
pla marcacdo TH/ -sinucleina. Para avaliacdo da autofagia hipocampal os cortes
foram incu- bados com anticorpos primarios para p-mTOR (Abcam AB109268) na
diluicdo de 1:40, e ATG5 (Abcam 228668) na diluicdo de 1:100; e o anti-KI67
(Abcam 15580) na diluicdo de 1:300. Os cortes foram entédo incubados com um
anticorpo secundario anti-mouse (SIGMA- A0168) e anti-rabbit (Vector
Laboratories) fluorescentes durante 2 h. Posterirmente, os cortes foram incubados
com 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI, Invitrogen), na diluicdo de 1:200. pa- ra

marcacao nuclear durante 5 minutos, no escuro. As imagens foram capturadas
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pelo mi- croscépio de fluorescéncia (Zeiss Microlmaging GmbH) equipado com
uma camera (Zeiss AxioCam MRM), a densidade Optica e foi realizada utilizando
o programa GIMP versao 2.6.11 (software GNU Image Manipulation Program,
CNET Networks, Inc. Australia).

Analises Estatisticas

Os dados serao analisados através do ANOVA one-way, seguido de um teste

a posteriori de Dunnet e Tukey usando o GraphPad Prismv.06.
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Resultados
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Tratamento com metformina e fluoxetina reverteram os déficits motores
produzidos pela administracao de rotenona.

Como observado na figura 9, os animais induzidos a DP com rotenona

apresentaram perda da coordenacdo motora avaliada pelo teste do rotarod (Valor

de p < 0,0001). No entanto, os tratamentos com metformina isoladamente (Valor

de p < 0,0001) ou em as- sociacao a fluoxetina (Valor de p < 0,0001), bem como

a fluoxetina, em menor signifi- cancia (Valor de p = 0,01), foram capazes de

prevenir esse aspecto docomprometimento motor.

Laténcia para cair (s)

Figura 9 - Teste do Rotarod
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Tratamento com metformina e fluoxetina reverteram o comportamento tipo-
depressivo produzidos pela administracdo de rotenona.

Os animais induzidos a DP com rotenona apresentaram menor preferéncia de

sacarose avaliada pelo Teste de Preferéncia de Sacarose (TPS) em relagdo ao

controle (Valor de p < 0,0001). No entanto, os tratamentos com metformina (Valor

de p < 0,0001) e fluoxetina (Va- lor de p < 0,0001) isoladamente ou em associagao



(Valor de p < 0,0001) foram capazes de prevenir este comportamento,
demonstrando uma acao tipo anti-depressiva (Figura 10 (a)). O mesmo padréo foi
observado no Teste da Suspensdo da cauda (TSC), no qual o tempo de
imobilidade é proporcional ao comportamento depressivo do animal. No TSC, os
animais in- duzidos com rotenona apresentaram maior tempo de imobilidade em
relacdo ao controle (Valor de p = 0,01), enquanto a fluoxetina isoladamente (Valor
de p = 0,02) e associada a metformina (Valor de p = 0,006) impediram o aumento

da imobilidade, tornando esta igual ao grupo controle, como mostra a Figura 10

(b).

Figura 10 - (a) Teste da Preferéncia de Sacarose e (b) Teste da Suspenséo da cauda
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Tratamento com metformina e fluoxetina atenuaram a perda de
neurdnios dopaminérgicos na substancia negra.

A administragdo de rotenona causou perda significativa dos neurénios
dopaminérgicos na substancia negra dos animais induzidos em relacéo ao controle
(Valor de p = 0,0046), ja a metformina isoladamente (Valor de p < 0,0001) ou
associada a fluoxetina (Valor de p = 0,003) foi capaz de atenuar esta perda, ja a
fluoxetina isoladamente ndo aumentou significati- vamente o nimero de neurdnios

guando comparado ao grupo controle (Valor de p = 0,06).
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A figura 11 (a) mostra a imunohistoquimica para a marcacdo da Tirosina

Hidroxilase (TH) e a figura (b) mostra a representacdo grafica dos mesmos

resultados.

Figura 11 - (a e b) Imunohistoquimica para TH na Substancia Negra.
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Tratamento com metformina e fluoxetina atenuaram o aumento de a-sinucleina
induzido pela rotenona na substancia negra.

A figura 12 (a) mostra a delimitagdo da regido quantificada. Os animais induzidos com
ro- tenona apresentaram maior marcagao para a a-sinucleina na substancia negra em relagdo
ao grupo controle (Valor de p = 0,011). Por outro lado, a metformina (Valor de p < 0,0001)
e fluoxetina (Valor de p < 0,0001) isoladamente ou em associacdo (Valor de p < 0,0001)

atenuaram consideravelmente o aumento da a-sinucleina, como mostra as figuras 5 (b) e

©).

Figura 12 - (a, b e c) Imunofluorescéncia para TH e a-sinucleina na Substancia Negra.
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Metformina e fluoxetina preveniram neuroinflamacgéo hipocampal, através da
atenuacao do aumento de células gliais provocado pela rotenona.

No hipocampo, a administracdo de rotenona aumentou significativamente o
namero e a densidade de células gliais em relacédo ao grupo controle (Valor de p
< 0,05). Esse aumento foi mais significativo em relacdo aos astrdcitos (Valor de p
< 0,0001). O tratamento com metformina e fluoxetina isoladamente e em
associacao foi capaz de atenuar significativamenteo aumento de astrocitos de
forma igual nos trés grupos de tratamento (Valor de p < 0,0001). Figura 13 (a) e
(b). Em relacdo ao nimero de micrdglias a rotenona aumentou de forma também
significativa o numero dessas células em relacdo ao grupo controle (Valor de p =
0,007). Os tratamento com metformina e fluoxetina isoladamente e em associacéo
atenuaram significati- vamenteo aumento de células Iba-1 positivas, sendo a
associacdo de metformina e fluoxetina mais eficaz (Valor de p = 0,0012) em
comparacdo aos grupos tratados com os farmacos isola- damente, metformina
(Valor de p = 0,04) e fluoxetina (Valor de p= 0,0015). Figura 13 (c) e (d).
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Figura 13 - (a e b) Imunohistoquimica para GFAP no hipocampo; (c e d) Imunohistoquimica para IBA-1
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Metformina e fluoxetina induziu autofagia através da inibicdo de mTOR e
aumento de ATG.

A figura 14 (a) e (b) mostra que a rotenona provocou um aumento significativo
da fosforilacdo de mTOR em relacdo ao controle (Valor de p < 0,0001),
consequentemente inibindo a autofagia. Ja o tratamento com metformina e
fluoxetina isoladamente e em associagcdo provo- caram uma reducdo da
fosforilacdo do mMTOR em relacdo ao grupo DP de forma estatistica- mente
semelhante (Valor de p < 0,0001 ). Metformina e fluoxetina também aumentaram
significativamente a expressao da proteina associada a autofagia ATG5 em
relacdo ao grupo DP (Valor de p = 0,02 e <0,0001, respectivamente), embora em

associacado houve menor significancia vistos na figura 14 (c) e (d).

Figura 14 - (a e b) Imunofluorescéncia para mTOR no hipocampo; (¢ e d) Imunofluorescéncia para
ATG5 no hipocampo
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Rotenona inibiu a neurogénese hipocampal, sendo revertida pela metformina e
fluoxetina.

Os animais induzidos com rotenona apresentaram menor marcagao para a
proteina KI67, que participa do processo de proliferacdo celular, em relacdo ao
grupo controle (Valor de p = 0,0013). No entanto, tal diminui¢do foi revertida pelo
tratamento com os farmacos metformi- na (Valor de p < 0,0001) e fluoxetina (Valor
de p < 0,0001) isoladamente e em associagao (Valor de p < 0,0001) (figura 15 (a)
e (b)).
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Figura 15 - (a e b) Imunofluorescéncia para KI67 no hipocampo
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A associacdo de Metformina e Fluoxetina promoveu aumento de neurbnios
maduros no hipocampo

A administracdo de rotenona causou degeneracao de neurdnios hipocampais
com reducao de células imunorreativas para a deteccdo da proteina Neu N nos
animais doentes (Valor de p = 0,019). Por outro lado, o tratamento com a
associacdo de metformina e fluoxetina preveniu a morte neuronal (Valor de p =
0,04), figura 16 (a) e (b).



Figura 16 - (a e b) Imunohistoquimica para NeuN no hipocampo
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Fluoxetina e metformina atenuaram a morte celular no hipocampo

A expressao da enzima nuclear PARP 1 (do inglés, Poly [ADP-ribose]
polymerase 1) foi aumentada pela administracédo de rotenona no grupo doente
(Valor de p = 0,002), o que refle- te aintensidade de morte celular causada por esta
toxina. No entanto, a fluoxetina foi capaz de reduzir consideravelmente a
imunomarcacédo desta molécula no hipocampo de animais tratados (Valor de p =
0,001), atenuando assim o nivel de morte celular, como vistos na figura 17 (a) e
(b). Por sua vez, a administracdo de rotenona aumentou a expressao de caspase
3 no teste de imunohistoquimica no hipocampo de animais induzidos ao modelo
de DP em relagédo ao grupo controle (Valor de p= 0,007), enquanto o tratamento
com fluoxetina separadamente (Valor de p = 0,0002) e associada a metformina
(Valor de p = 0,004) reduziram significativamente a densidade Optica da

imunoreacao para esta molécula, como vistos na figura 17 (a) e (b).
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Figura 17 - (a e b) Imunohistoquimica para PARP1 no hipocampo

CONTROLE DP DP + MET DP + FLU DP + MET + FLU
b)
15000-
- xR
é s .
= 100004
~
-]
<
2
=9
N1
[-*] -
S 5000
]
=
‘R
=
@
a8 04 o
CONT DP PD+MET PD+FLU

+
MET+FLU

Fonte: Ingrid Mendonga (2021)

Fluoxetina e metformina induzem plasticidade sinaptica

A rotenona provocou uma reducao da expressdo da proteina de ligacao responsiva ao
AMPc fosforilada (do inglés, CAMP response element-binding protein ou CREB-p) em re-
lagdoao controle (Valor de p = 0,0004), no entanto, a fluoxetina preveniu esta reducao
signifi- cativamente no grupo doente que foi tratado com fluoxetina (Valor de p = 0,01)
(figura 18 (a) e (b).
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Da mesma forma, a expressdo do Fator neurotréfico derivado do cérebro (do inglés,

Brain derived neurotrophic fator ou BDNF) também foi reduzido pela administracdo de

rote- nona, em relacdo ao controle (Valor de p = 0,01), no entanto, 0 BDNF também foi

aumentado pela fluoxetina (Valor dep = 0,006) e potencializado pela metformina no grupo

doente tratado com os dois farmacos (Valor de p = <0,0001), sugerindo um efeito sinérgico

deste ultimo quando combinado com a fluoxetina ( figura 18 (c) e (d).

Figura 18 - (a e b) Imunohistoquimica para CREB-p no hipocampo; (c e d) Imunohistoquimica para BDNF
no hipocampo
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Discusséao

A metformina exibe um efeito neuroprotetor em muitos distlrbios neurolégicos
e tem sido investigada em variados modelos de DP. Recentemente, em um modelo
experimental de DP em C. elegans induzido por 6-OHDA, metformina reduziu a
neurodegeneracdo dopami- nérgica e a agregacdo de -sinucleina, mostrando
efeito neuroprotetivo nesse modelo (Saewan- ne et al, 2021). Ja4 Ryu et al (2020)
mostrou que em modelo murino de PD induzido também por 6-OHDA, o tratamento
com metformina melhorou efetivamente os sintomas moto- res, porém nao teve
efeito sobre os neurdnios positivos para tirosina hidroxilase (Ryu et al, 2020). No
presente estudo, vimos que a metformina preveniu o déficit motor nos animais DP
tratados com o farmaco, e foi o tratamento mais eficaz sobre o aumento de
células positivas para tirosina hidroxilase, portanto na reducdo da
neurodegeneracdo, além disso, nossos resultados complementam a literatura

demonstrando que a fluoxetina também atuou na melhora do déficit motor avaliado
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pelo rotarod.

J& é conhecido que a fluoxetina, um antidepressivo ISRS, tem amplas funcdes
neuro- bioldgicas e efeitos neuroprotetores em lesdes do sistema nervoso central,
mas seus papéis na DP sdo pouco conhecidos, porém, em um modelo de DP
induzido por rotenona, demonstrou- se que o pré-tratamento com fluoxetina
melhorou significativamente o sintomade catalep- sia e aumentou a atividade
locomotora. Além disso, fluoxetina inibiu a neurodegeneracdo mediada por
rotenona por meio de apoptose neuronal mediada por caspase-3 (Peng et al,
2018). No entanto, no nosso modelo de administragéo de fluoxetina, ndo houve
efeito signifi- cativo deste farmaco em relacdo a leséo nigral. Tais divergéncias de
resultados podem ser de- vido a diferencas metodologicas relacionadas a espécie
animal, tempo de inducdo da DP e via de administracdo do farmaco, em relacéo
ao ultimo estudo citado.

Embora esteja relacionada a patologia da DP, a funcéo fisioloégica da a-
sinucleina estad sob constante investigacdo. Uma das linhas de pesquisa mais
proeminentes sugere que a- si- nucleina atua no terminal pré-sinéptico e regula a
transmissao sinaptica, portanto ndo € origi- nalmente toxica (Villar-Piqué, Fonseca
e Outeiro, 2016). No entanto, alteragOes estruturais bem como predisposi¢céao
genética devido a mutac6es no gene desta proteina pode levar a mu- dancas
conformacionais que facilitam sua aglomeracéo tornando-a toxica para a célula.
Os aglomerados de sinucleina e outras proteinas formam inclusdes
citoplasmaticas chamadas de corpos e neurites de Lewy dentro dos neurdnios
dopaminérgicos remanecentes da SNpc (Colla et al, 2012; Choi et al, 2013). O
papel preciso das formas téxicas da a- sinucleina na etiologia de PD ndo séo
claros, no entanto dados gerados a partir de modelos in vivo e in vitro mostram que
as formas agregadas de a-sinucleina podem contribuir para o processo neurode-
generativo na DP interferindo com a funcéo lisossomal e mitocondrial,prejudicando
a autofa- gia, homeostase vesicular e transporte de microtibulos. Ao mesmo
tempo, processos celula- res, como disfuncdo mitocondrial, podem iniciar o
acumulo de a- sinucleina. Qualquer uma desses processos sdo potencialmente
devastadores para asobrevivéncia neuronal (Rocha, Mi- randa e Sanders, 2017).
Em nossos resultados, encontramos que a rotenona induziu aumento da a-
sinucleina total na SNpc. Esse resultado € compativel com modelos experimentais

de DP induzidos pela rotenona tanto in vitro (Shin e Chung, 2020) quanto in vivo
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(Dodiya et al, 2020). No nosso estudo, a metformina e a fluoxetina atenuaram a
expressdo de a- sinucleina na SNpc quando comparado ao grupo rotenona,
confirmando resultados prévios obtidos por Katila et al (2017), utilizando um
modelo murino induzido por MPTP e tratados com metformina, e recentemente
reproduzindo também resultados de Saewanee et al (2021) que utilizaram um
modelo em C. Elegans induzido por rotenona e também tratados com met- formina
(Katila et al, 2017; Saewanee et al, 2021). Os nossos resultados complementam
os estudos sobre os efeitos anti-agregativos de a-sinucleina exercidos pela
metformina em mo- delo de DP, e indicam a mesma acao sendo exercida pela
fluoxetina, embora as vias intracelu- lares ndo estejam totalmente elucidadas.

Alguns estudos ja mostraram a aplicabilidade de paradigmas que sdo usados
no campo da pesquisa experimental da depressdo. No teste de preferéncia a
sacarose (TPS), a anedonia no animal é medida pela reducdo do consumo de
sacarose em comparacdo a niveis basais, roedores anedbnicos mostram
preferéncia diminuida pela solu¢do de sacarose, provavelmente devido a um
sentido reduzido de recompensa do sabor doce, da mesma forma a eficacia anti-
depressiva do tratamento € medida pela maior preferéncia do animal pela agua
acucarada (Wang, 2009; Schintu, Zhang, Svenningsson, 2012). No teste de
suspensao da cauda (TSC), € avaliado um endofenétipo denominado de
“‘comportamento tipo-desespero” que é proporcio- nal ao tempo de imobilidade
(Schintu, Zhang, Svenningsson, 2012). Como visto na figura 9, a rotenona
provocou um comportamento anedonico nos animais em relacdo ao grupo
controle, este resultado representa um complemento a recentes estudos
utiizandomodelos de DP induzido por 6-OHDA que comprovaram O
desenvolvimento de comportamento aneddni- co e tipo-desespero ou
comportamento tipo-depressivo (Vechia et al, 2021; Bonato et al, 2018).

A metformina tem sido relatada como tendo efeitos antidepressivos em
estudos expe- rimentais de depressdo (Shivaved et al, 2017). Poginni e
colaboradores (2019) demonstraram em um modelo de depressao induzido por
estresse cronico imprevisivel, que o tratamento combinado de fluoxetina e
metformina foi mais eficaz do que a fluoxetina isolada na melhora do fenotipo
depressivoapds uma semana de tratamento. Isso foi associado a um aumen- to na
expressdo de mRNA de IGF2 e aumento da potenciacdo de longo prazo,

especificamente no hipocampo (Poggini et al,2019). No modelo de DP utilizado no

57



presente estudo, metformi- na e fluoxetina produziram uma agao tipo-
antidepressiva aumentando a preferéncia pela sa- carose e diminuindo a
imobilidade na avaliacdo do comportamento tipo-desespero avaliados por TPS e
TSC, respectivamente. Além disso, pela primeira vez, mostramos que a
metformina exerceu um efeito potencializador sobre a fluoxetina em relagédo a
melhora do comportamento tipo-depressivo no TSC, como visto na figura 3 (b).

Microglia e astrécitos sédo células da glia envolvidas em processos
neuroinflamatorios na DP. Microglia parece contribuir mais intensamente para o
processo degenerativo. No en- tanto, o perfil de astrécito pré-inflamatério pode ser
significativamente prejudicial para neu- rénios dopaminérgicos (Hu, 2016; Pal et al,
2016). Em um estudo utilizando o modelo de DP por 6-OHDA, foi observada uma
reatividade astrocitica no estriado e SNpc em paralelo com o0 aumento da
imunorreatividade para iINOS (Kuter, Olech e Glowacka, 2018; Mori et al, 2018).
Silva et al (2016) encontrou aumento da ativacdo microglial na SNpc, estriado e
hipo- campo em um modelo de DP induzido também por 6-OHDA em ratos. Além
disso, Tansey e Goldberg (2010), concluiram que amicroglia reativa pode
contribuir para a morte de neurd- nios dopaminérgicos, levando a uma reducao
nos niveis de dopamina estriatal. O presente es- tudo mostrou que a rotenona
aumentou significativamente microglias e astrécitos no hipo- campo dos animais
DP (Silva et al, 2016; Tansey e Goldberg, 2016). No modelo utilizado nesse estudo,
a rotenona foi administrada sistemicamente, diferentemente dos modelos indu-
zidos por 6-OHDA dos estudos citados acima, nos quais a 6-OHDA foi
administrada local- mente no SNC. Juntos, esses dados indicam que o aumento
de astrocitos e microglia contri- bui para o comportamento do tipo depressivo, bem
como contribui para déficits motores.

No nosso estudo a metformina e a fluoxetina reduziram significativamente as
células microgliais e astrocitarias no hipocampo dos animais doentes. Esses
resultados complemen- tam dados da literatura que mostram que a metformina
também melhora déficits cognitivos através da ativacéo alternativa de microglia de
fendtipo M2 aliado a uma diminuicao de cito- cinas inflamatorias, além de reduzir
a hipertrofia de astrocitos (Kodali et al, 2020). Para além dos efeitos em relacéo
aos niveis de serotonina, sdo descritos efeitos anti-inflamatorios da fluoxetina. Em
modelo de injuria cerebral, a fluoxetina reduziu o nimero de microglias / ma-

crofagos positivos para lba-1, infiltracdo de neutréfilos e morte celular, além de
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reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatérias (Liu et al, 2018). Esses dados
mostram que aumento de células gliais estdo envolvido no processo degenerativo
da DP no hipocampo e que metformi- na e fluoxetina apresentam efeito benéfico
neuromodulador.

A autofagia € um processo catabdlico que funciona como uma via de
depuracéo de agregados de proteinas, componentes citoplasmaticos e organelas
celulares como mitocdn- drias em fases de degeneracéao (Glick, Barth e Macleod,
2010). A autofagia é descrita como sendo prejudicada em cérebros de pacientes
parkinsonianos pés-morte, e em modelos experi- mentais tanto in vivo quanto in
vitro (Anglade et al., 1997; Zhu et al., 2003; Higashi et al., 2011). Wise e
colaboradores (2018) encontraram disturbios autofagicos em diferentes re- gibes
fora dosistema nigroestriatal (Wise et al, 2018). Os resultados do presente estudo
mos- traram que a rotenona induziu aumento da proteina quinase p-mTOR no
hipocampo, enquanto metformina e fluoxetina reduziram significativamente a
expressdo dessa proteina. O alvo da rapamicina em mamiferos(do inglés,
mammalian target of rapamycin ou mTOR), € um pon- to central de
convergénciade sinais de crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular, além
de inibir o processo de autofagia. Embora seja necessario manter um certo nivel
de atividade mTOR j& que asinalizacdo mTOR ¢é essencial para a sobrevivéncia e
crescimento celular, no contexto da DP, é crucial acelerar a depuracdo de
agregadas toxicos proteinas nos neurd- nios. A autofagia € uma via chave para
promover a degradacao desses agregados (Lavy, To- wers e Thorburn, 2017; Zhu
et al, 2019). Portanto, a inibicdo do mTOR pela metformina e fluoxetina encontrada
no nosso modelo de DP sugere inducdo de autofagia. Esta interpretacdo €&
complementada pelos nossos resultados em relagdo a proteina ATG5 que foi
aumentada no hipocampo dos animais tratados com o0s respectivos farmacos.
ATGS5 é uma proteina crucial envolvida na extensdo da membrana fagoforica nas
vesiculas autofagicas, portanto, indica ati- vidade de autofagia (Qiao et al, 2020).

Os fatores neurotréficos sao intimamente ligados a neurogénese e
neuroplasticidade no adulto, processos que podem estar prejudicados durante o
curso de algumas doencas neuro- psiquiatricas e/ou neurodegenerativas
(Horgusluoglu et al, 2016). No nosso modelo experi- mental, a rotenona reduziu
significativamente a proliferacdo de precursores neuronaisno hi- pocampo dos

animais doentes através da diminuicdo da proteina KI67, como também reduziu a

59



populacdo de neurbnios maduros, jA o tratamento com a fluoxetina induziu
aumento da pro- teina KI67, portanto aumento da proliferacdo celular no
hipocampo, enquanto que a associa- ¢ao de fluoxetina e metformina promoveu
aumento dos neurdnios maduros. Nossos resulta- dos mostram que metformina e
fluoxetina promoveram neurogénese e sobrevivéncia neuronal hipocampal frente
ao modelo de DP, e estdo em conformidade ao que tem sido demonstrado na
literatura, onde a fluoxetina tém a capacidade para regular o nascimento de novos
neur6- nios (neurogénese) e a sobrevivéncia dessas ceélulas (Hitoshi et al., 2007;
Micheli et al, 2018).

A rotenona aumentou a apoptose neuronal no hipocampo, enquanto a
fluoxetina asso- ciada a metformina reduziram a morte neuronal por apoptose,
através da menor densidade Op- tica de caspase 3. Para reforcar a degeneracéo
hipocampal no presente estudo, mostramos também o aumento de PARP 1 pela
rotenona e a inibicdo deste componente pela fluoxetina. A detecgéo de caspase 3
em tecidos € um método importante para avaliacdo da apoptose induzi- da por
uma ampla variedade de sinais apoptoticos. Por sua vez, a PARP 1 € uma enzima
en- volvida no reparo celular em situacdes de estresse oxidativo e € um indicativo
de morte celu- lar (Choudhary, Al-Harbi e Almasan, 2015; Keuss et al, 2019).
Outros modelos de DP tam- bém reproduziram morte neuronal no hipocampo (Kin
et al, 2014; Li et al, 2020). A fluoxeti- na também reduziu morte neuronal
hipocampal avaliada pela técnica de TUNEL (do inglés, Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling) em um modelo de de- presséo induzido por
dexametasona (Heynes, Barber e Mitchell, 2004). Nossos resultados re- forcam o
efeito inibidor da fluoxetina, ja relatada na literatura, sobre a morte neuronal no
hipocampo.

O efeito antidepressivo na fluoxetina também é devido ao aumento de fatores
relaciona- dos a neuroplasticidade, como CREB e BDNF. A microinjecéo bilateral
de CREB no hipo- campo de ratos com depressao induzida produziu efeito
antidepressivo e sugere que CREB pode servir como um potencial alvo molecular
para novos agentes terapéuticos (Chenet al, 2001). A metformina também induz
aumento de fatores neurotréficos segundo alguns estudos. Recentemente, Fang e
colaboradores (2020), mostraram que a metformina aumentou significativamente
a expressédo do BDNF, aumentando a acetilagéo da histona junto com o promotor

do BDNF, que foi atribuido a ativacdo da proteina quinase ativada por AMP
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(AMPK) e de CREB. Neste mesmo estudo, a metformina melhorou o
comportamento de- pressivo de ratos quando administrada sozinha e potencializou
o efeito da fluoxetina quando foi administrada em associacédo (Fang et al, 2020).
N&s mostramos neste estudo, que o mo- delo de DP induzido pela rotenona causou
redugcdo de CREB-p e BDNF, indicando uma re- duzida neuroplasticidade
hipocampal. No entanto a fluoxetina aumentousignificativamente a
imunorreatividade de CREB-p e potencializou o efeito da metformina no aumento
de BDNF, quando administrado em associacéo. Portanto, nossos resultados estao
de acordo com a literatura em relacdo aos efeitos indutores de neuroplasticidade
dos farmacos metformina e fluoxetina, além de reforcar o efeito sinérgico desses
dois farmacos sobre a neuroplasticidade hipocampal frente ao processo da DP

experimental.

Conclusdes

O presente estudo concluiu que o tratamento com metformina e fluoxetina
separa- damente ou em associacao apresentam efeitos antiparkinsonianos e anti-
depressivos. Tais efeitos estdo relacionados a processos anti-inflamatérios,
autofagicos, neuroplasticos e neuroprotetores em modelo experimental de doenca
de Parkinson. Esses processos estdo en- volvidos na DP, e sdo relatados em
humanos e em modelos experimentais. Os resultados obtidos até 0 momento séo
promissores, embora necessitem de investigacbes sobre vias intracelulares
envolvidas nos processos citados. Finalmente, os resultados estdo embasados em
estudos prévios e indicam uma potencial estratégia polifarmacol6gica composta

por metformina e fluoxetina para sintomas motores e ndo-motores da DP.
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Keywords: Parkinsca's disease (PD) is one of the most preval d tive di in the woeld with a harmful
Parkinson's disesse Imponmlheqtnlﬂyoﬂlfe_l\lxhnughusdmuldmmhhuedonmuympmuhumm
Dvpression postural instability, slow gait, and muscle stiffness, this disorder is also ch d by the p of early
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patient growp apy be refractory to the lable currently. This review emphasizes the mainly
tecular findings of the PD. clated depi as well as discuss novel and potential pharmacological
and non-pharmacological th o
1. Introduction as non-motor symptoms of PD [163]. The PD etiology has been studied

Parkinson's disease (PD) is a chronic central nervous system (CNS)
pathology that affects about 1% of the world’s population and & con-
sidered the second most prevalent neurodegenerative disease in the
workd, being more frequent in people over 60 years of age. The PD
paﬂlaphynolngy is related mainly to the degeneration of dopamine-

of the Wtia nigra pars compacta (SNpc) region
lndlemsdbram.'l'he lassic motor symp of PD are resting
postural instability and slow gait. lnadthhonlnmd\symptmrdmd
to the motor system, patients are also affected by other conditions such
as constipation, hyposmia, cognitive deficits and depression, classified

Abbr AADC, 1 ddecarboxylase; AD, A

for a long time and remains unclear, but it is currently suggested that
besides genetic £ P to environmental toxins and condi-
tions such as diabetes mellitus and obesity may increase the risk to
develop PD due to insulin resistance in the brain, which may compro-
mise the dopamine (DA) signaling pathway [23 53]. Moreover, studies
suggest that the Peripheral Nervous System (PNS) and Enteric Nervous
System (ENS) may also be involved in the neurodegenerative process
underlying PD. Furthermore, one of the major neuropathological mar-
kers of PD, asynuclein aggregates, may spread from the gut to the
brain, which is influenced by the gut microbiota of the affected in-
dividuals [17,82].
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Depression & the main non-motor symptom associated with PD,
affecting 7=76% of parkinsonian patients and is considered an eardy FD
symptom. The deprescive symptoms emerge sarly in the course of the
diseasze, anticipating up to 10years the climical diagnoses bassd on
mator disturbances [26.95,150,165].

Clinically, depression in PD} presents the same symptoms as non-PD
depression, which is characterized by depressed mood, irritability, an-
hedonia, difficulty concentrating, skeep amd appetite  disorders.
However, in PD patients, pathological findings reinforce the idea that
dopaminergic deficiency of the nigrostriatal drcuit is implicated in the
onset of depressive sympioms, as alo demonstrated by experimental
FD models with depressive-like behavior [119]. Therefore, factors that
have been chascified as “comorbidities™ of PD, such ax depression, can
now be reformulated as integral aspects of changes that occur in PD and
may even result from common pathophysiological pathways [6].

‘Currently, the pathophyxiology of depression has been approached
holistically. In addition to moncaminergic disorders, immunological
changes may also be invelved, sudh as glococorticodd resistance, ghe-
tamate excess, microghial activation, increassd production of pooin
Aammatory cytokines and reactive oxygen species (ROS), and more
recently gut microbiota alerations [43,52.112], suggesting that de.
preszion has an immunopsychiatric character. PD patients exhibit signs
of inflammation in postmortem bradn tissue and animal stodies in
dicated that activation of glial cells and release of inflammatory cyto-
kine< lead to dopaminergic neuronal degeneration in SKpe [169]. Be-
sides, elevated levels of inflammatory markers have been found in the
cerebrospinal fluid [CSF) of parkinsomian patients with non-motor
symptoms, including depression [99].

5o far, there is no treatment to stop the progression of PD, thus the
drug therapy wsed is symptomatic and aims o compensate for dopa-
minergic deficiency that can improve motor symptoms and also relieve
depressive  symptoms  when  associated with other  approaches.
However, the PD therapy may induce several side effects and is not
considered totally efficient [25,175]. The heterogeneity of PD symp-
toms and the lack of specific biomarkers make clinical trial design and
resubts difficule.[141]. In this review, we analyze the nearomolecular
mechanizms of the PD-associated depresion to provide an up-to-date
understanding of the underlying mmunopsychiatric processes and
suggest novel therapeutic strategies.

2. Beyond dopaminergic degeneration: Monoaminergic
dysfunction in the development of depression associated-
Parkinson's dis=ase

The degeneration of dopaminergic nearons of the SNpcis the main
known neuropathological signature of PD. However, in the last decades,
compelling evidence has pointed to the involvement of other mewro-
transmitter systems in PI¥ non-motor symptoms, such a5 depression. In
fact, clinical depression is the most prevalent affective disorder in PD
[40,66,E1,91] and dampers the guality of life of patients and caregivers,
being the mast determinant factor in reduction of functionality and
mawhidity more than mator alterations [113,148],

DA meurstransmission has alse been implicated in the emergence of
depressive symptoms. Considering that motor symptoms anly appear
clinically when about 70% of nigral DA neurons have been depleted,
affective symptoms may be more sensitive to early dopaminergic de-
generation [139]. In fact, it was reporfed that anxioes and depresive
symptoms in PD patients keep a negative correlation with DA trans.
parter functioning in ventral striatum [171]. Moreover, in post-mortem
evaluati DA 1 losx in SMpc was about seven times greater in
depressed PD patients compared to non-depressed ones [55], corro-
borsting that PD depression course with a greater DA neurcdegenera-
tion. However, the postulation that DA depletion can be the only me-
chanism responsible for PO depressive symptomes has been challenged
by the observation that DA replacement therapy with LDOPA mot only
did oot improve thess symptoms but also can exacerbate them in some
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patients [139]. These findings have been partially justified by the fact
the L-DOPA therapy, despite rapidly improving motor sympboms,
prompes a supraphysiological rebease of DA inte mood-regulated brain
regions, sudh as the prefrontal cortex and hippocsmpus, 2 previoosly
observed [49]. Thess extracellular copcentrations of DA have been able
o induce psychosis and agitation, bot may also exacerbate anxiety and
depression in PD patients [11 86]. Besides, these high levels of DA can
induce a marked formation of noxiow pro-oxidant radicals, such as
quinone metabalites, which can damage neural cells in limbic brain
arens [8].

In PD pathology, it is well established that noradrenergic dysfunc:
tion occurs before significant degradation of nigral DA neurons. In
addition, sern gic cell degeneration bappens in the raphe nuclens
before the classical dopaminergic stiriatal changes and the development
of motor sympioms [ 1E]. Therefore, compelling evidence has advocated
for the participation of these neurotransmitter systems, more than just
dopaminergic changes, in the neurobiology of depression and afedive-
symptoms of PD [42,79]. First evidences on the invelvement of these
neurstransmitters in depression PD came from the observation of the
superior antidepressant effectiveness of drugs that enhance nora-
drenaline (NE) bioavailability, such as tricyclic antidepressants com-
pared to other antidepressanes [115]. Additionally, in PD post-mortem
brain studies, it was demonstrated that a profound hess of NE nearons of
locus coendens precedes DA neurodegeneration [18,55].

Additionally, changes in NE transporter (NET) and ME recepbors are
alsn been described. In fact, in PD patients, it was demonstrated a de-
creage of neuromelanin sgnal, a derivative of catecholamines, in loous
coernleus and a widespread reduction in binding of 11C-MeNER, a
radiotracer sedective for NET [153]. This reduction in NET functioning
wis also reported in the motor cortex of PO patients [154]. Besides,
lower NET binding in [ocis cosmulens was also related to incressed in-
cidence of anxiety and depression symptoms in thess patients. A PET
study wming [11C]RTI-32, a dopamine and noradrenaline transporter
ligand, showed sigmificant loss in limbic structures, such as ventral
striatm and amygdala of PD patients, and this was asociated with
depression [142]. Interestingly, DA loss in PD correlates with nora-
drenaline levels in neclaes accumbens. Morsdrenaline bevels and NET
functioning changes have ako been related fo cognition decline and
worse life gquality in these patiems [153].

[nterestingly, bower expression of the dopamine f-hydroxylase, the
enzyme responsible for hydroxylation of DA to NE, has been observed
in the CSF of patients, which was exacerbated by L-DOPA treatment
[5E,71]. In this context, it was demonstrated that L-DOPA can be
oonverted in DA in NE terminals, replacing NE releage by DA in these
axons [7]. Furthermore, L-DOPA can significantly damper dopamine [
hydroxylage sctivity, increaging ME deficits in the brain of these sub-
jects [164]. L-DOPA treatment, as menticne] above, is associated with
several neuropsychiatric adverse events, such as mania, psychosis, ad-
diction, and depression [45,139], and exacerbation of NE dysfunction
may be a contributing factor for this observed clinical phenomenon.

Strong evidenoe advocates for serotonergic dysfunction in depres-
sion, and, mare recently, thess 5-HT changes have also been pointed as
an impartant mediating Factor for depression in PO In fact, sardy stu-
dies reported reduced levels of S-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), a
5-HT metabolite, in the CSF of PD patients compared to healthy cons
trels [27,76]. Additionally, greater decreases in 5-HIAA levels were
described in C5F of depressed PD subjects compared to non-depressed
PO omes [109]. These studies also showed that CSF levels of dopamine
metabolite homowvanillic acid (HVA) were not associated with the pre.
sence of depression in PD [109].

Thie hemastasis of the serotonergic symapse has also been evaluated
by 5-HT transparter (S-HTT) availability in living patients with radio-
active ligands. The loss of 5-HTT binding represents a decrease in 5-HT
neuronal terminals and possibly a loss of 5-HT neuwrons [160]. In fact, a
zsingle polymorphic region in 5-HTT gene associated with disturbed
funiction kas been associated with increased depression risk including in
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PD patients [129]. Regarding 5-HTT binding, positron studies showed
reducsd binding of selective 5-HTT ligands in a wide range of regions,
sich a= frontal cortex, casdate nuclens, putamen, and alss i the
midbrain raphe region of PI subjects [64,116]. Politis et al. [137] re-
ported 5-HTT binding variations that followed the progression of PD.
They founsd that a reduced binding to this target is already markedly
reduced in the striatum, thalamuos and cingulate cortex of sarly-stage
P patients. In advanced and demented PD¥ patients, it extents to the
prefrontal cortex and in the rostral and casdal mphe nuclei [137].

Like NE, L-DOPA treatment has been implicated in 5-HT dysfunction
ard the potential emergence of depressive symptoms. In this context,
preclinical research showed that L-DOPA exposure in rats coused a
marked reduction in 3HT and 5-HIAA levels in the dorsal raphe nuo-
clens, striztum, amygdala, and prefrontal cortex, with a sSmultaneous
increase in DA and its metabolites levels [16]. An in vivo microdialysis
sty showed progrescive reductions in 5-HT release in hippocampus
and prefrontal cortex after acute injection of L-DOPA in parkinsonian
rats [127]. Clinical and experimental studies showed convergent find.
ings and significant reduction in 5-HT metabaolism, as observed in CSF
of P patients submitted to L-DOPA treatment [106].

The mechansms for this L-DOPA effect are oot fully understood. 1t
imvolves L-DOPA competitive effect with S-hydroxytryptophan for
conversion o 5-HT wvia aromatic L-amino ackd decarboxylage (AADC),
as well as its inhibitory action on tryptophan hydroxylase (TPH) ac-
tivity [67]. Accordingly, despite mducing oxidative damage to ser-
otonergic cells [156], L-DOPA derived quinones promptly inactivates
the catalytic core of TPH, substantially reducing 5-HT synthesis [90]. In
addition, a marked reduction in TPH expression was found in the dorsal
raphe nuclews of &0HDA-lesioned mats reated B weeks with L-DOPA
[1Z]. Furthermaore, similarly to NE terminaks, 5-HT neuwrons can capture
extracellular L-DOPA and convert it into DA, releasing this neuro-
transmitter as a “false newrotransmitter™ at the expanse of 5-HT, ac-
centuating 5-HT deficit in brain circuits [TE].

Fimally, more than dopaminergic degeneration, other neuro-
transmitter abnormalities are undedying the development of mood-
related symptoms in PD. In special, depletion of NE and 5-HT levels and
disturbances in their transporters and some bheters- and antoreceptors
can medizte the emergence of anxiety and deprescive symptoms in PD
patients and worsen thess symptoms. Furthermore, it has been pro-
pased that chrondc L-D0PA for the treatment of motor disturbances can
accentuate these monoaminergic disturbances, contributing to the ag-
gravation of mood symptoms, especially in advanced stage PD patients.

3. Neuroinflammation associated with the depressive behavior in
Parkinson's disease

Mearoinflammation is strongly related to the development of de-
pressive behavior and has been studied and well demonstrated in pre-
clinical [69,104.112] and clinical studies [12%]. Patients with PD have
a variable prevalence of depression (7=-76%) that results in significant
impaired cognitive and executive function, and poorer quality of life
[165]. Several studies have shown that PD ix associated with the acti-
vation of glial cells and the production of classical proinflammatory
cytokines, together with other factors, that play a key role in the pro-
cess of dopaminergic neuranal death [105,1E1]. Depression is a non-
medor comarbidity of PD at different stages of the dissase and is re-
parted in bath presclinical and clinical studies. Additionally, studies
have shown the importance of immuno-inflammatary processes and
axidative and nitrosative stress in both depression and PD, suggesting
that prodromal and concurrent depression may be intricately involved
in the eticlogy and course of PD [5,13,59,95], and since the role of
inflammatory processes in the development of depressive symptoms of
PD is under current investigation, this discusgion is relevant to under-
standing its physiopathology.
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3.1, Microgliod activation

Microglia comprises the population of resident macrophages of the
CME and is the main component of the immune system in the brain.
These cells may play a homeostatic role and are commonly referred to
as “vigilant microglia®, having highly branched morphology, After
proinflammatory stimuli, such as Lipopolysaccharide (LPS), microglia
undergoes a morphological alteration acquiring an amoebaoid form
characterized as “activated” microglia. In this state, intracellular sig-
naling routes, such as mitogen-activated protein kinase (MAFPK} are
activated, which in turn, beads to activation of the Nuclear Factor kappa
B (MF-kB) and conseguently to the expresion of pro-inflammatory
mediatars [22.44 83, As reviewed recently by Chaves-Filho et al. [28],
micraglia plays important roles in synaptogenesis both during neuro-
development and in the adult brain. However, under pathologioal
conditions such as neurodegeneration, microglia undergoes structural
amd functiomal alterations. which are involved in several neu-
ropsychiatric diseases [2E].

Reactive microglia, identified by the ionized calcium binding
adapter molecale 1 (Tha-1) marker has been documented in many stu-
dies using animal models of depression. Mice subjected to chronic stress
had an increass in microglial activation in hippocampal regions such as
CAl and dentate gyrus (6] and this was associated with depressive-
like behavior [68]. The same result was found ina mode] of depression
induced by LPS leading to chronic neurcinflammation, in which -
ereaszed reactive microglia was also accompanied by gene expression of
IL-1f, THF-a and [L-6 mRAMA in the prefrontal cortex and hippocampus
[17&]. In addition to preclinical studies, microgliosis has also been re-
parted in the brain of individuals who commitied suicide and had a
history of affective disorders, including depression. Specifically, acti-
vated microglia were observed in the dorsolateral prefrontal cortex,
anterior cingulate cortex and thalamus. Interestingly, the thalamus isa
region of the limbic system, which performs functions related o af
fective behavior [157,166]. In stidies with PD, the gquantitative mi-
croglial increase in SN may be related to a newnodnf] Iy micro:
envircnment, which has been proposed as an important factor in the
induction of dopaminergic neuronal death [24,75]. Interestingly, in
brain autopsies of parkinsonian patients, a greater number of CRA43-
positive microglia, a marker of the Class [ Major Histocompatibility
Complex (MHC-IT), was found in the SN, putamen, and in regions of the
limbic system [72]. MHCI iz expressed at bow levels in microglia.
However, under neurodegenerative insult it is overexpressed, providing
the microghia a role 25 Antigen Presenting Cell (APC). Besices, APCs
associated with T-cell reactivity have a key role in the brain patho-
genesis of neurcdegenerative diseases. Taken together, thess daty in-
dicase that functional changes in microglia ocour in nearogenerative
diseases and are also present in regions responsible for emotional e
havior in the context of PD [72 88, 102].

Silva et al. [152] mimicked sarly stages of the disease using a rat PD
madel induced by 6-0HDA bilateral striatal injection and found in-
creased microglial activation one week after induction not only in the
striatum but also in the SNpc and hippocampus, which was associated
1o the motor deficit assescad by the open field test (OFT) [n contrast,
when assessing anhedomic behavior by sucrose preference testing (SPT),
the resulls were significant only after three weeks of induction. Inter-
estingly, similar to the anhedonia period, striatal dopamine levels were
significantly decreased thres weeks after indoction [152]. Thuos, re-
duced striatal dopamine levels may be an important factor in the de-
velopment of depressive behavior. As already reviewsd by Tansey and
Galdberg [151], nenroinflammation including the role of resctive mi-
croglia can contribute to the death of dopaminergic neurons, leading to
a reduction in stristal dopamine levels. These data soggest that neu-
roinflammation contributes fo depressive-like behavior as well as con-
tributes i maotor deficits [161].

A lasting increase in microglia has also been found in the hippo-
campal regions CAl, CA3 and Hilus in rats with experimental PD for
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23 days after acute 6-0HDA infusion, and was ako acc ied by
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depressive-like behavior [15]. It is important o note 'Ehat although
SNpc is the region most commonly affected by neuroinflammation in
PDy, the hippocampus ako undergoes microglial activation, which is
aften observed concomitant o the previoosly mentioned depressive
symptoms. The hippocampus is rich in microghia and is a region that
interconmects with numercus other brain structures. Anatomically it is
subdivided into ventral and dorsal regions according o their functions.
The ventral region of the rodent hippocampus, which comesponds bo
the anterior portion of the primate hippecampues is mainly related o
stress response and emotive behevvior, whersas the rodent dorsal region,
that cormesponds to the posterior portion of the primate hippocampus, is
mawe related to cognitive processes [51,168]. Although it is not clear
from the studies cited above whether the increase in reactive microglia
in animal models and postmortem brains is more intense in the ventral
ar dorsal portion of the hippocampus, it is reasonable to suggest that
these findings may underlie the depressive symptoms observed in PD.

3.2 Astrocytic activobion

Astrocytes have been considered regulators of CNS homeostasis and
have also played an important role in scute stress situations. They have
neuraprotective and antioxidant function, and provide energy sub-
strates through lactate, having also a Lerge plycogen reserve. Astrocy tes
are also regulators of neuronal bloed flow leading to vasoconstriction or
vasoadilation according to the energy reguired by neuwroms [11,126,162].
Astrocytes are extremely important for CMS metabolism, espedally for
synapse formation, inchuding the soecalled gquadripartite synapses,
which are formed by pre- and postsynaptic newrons and glial cells
[54,131].

The location of astrocytes in each neoral subregion matches their
functiomal characteristics, for example in the striatum, specifically on
the muclews accambens, which is located in its ventral region and parti-
cipates on the brain reward system, astrocytes can control the dopa-
mine and ghotamate homeostasis amd actively participate in the reg-
ulation of symapses through reuptake of these neurotransmitiers,
thereby regulating their extracellular levels [54]. Khakh and Sofroniew
[84] reviewed the functions of astrocytes in hippocampal subregions,
and concludesd that in normal conditions astrocyte’s functional roles are
distinct within microcircnits that comprise the larger hippocampal
circuit between CAL & CAT and, in the latter, the basal levels of astro-
cytic Cal+ may be important for long term potentiation (LTP) by
regulating the constitutive relesse of Deserine, considered an important
glivtransmitter [B4].

However, although astrocytes provide support and protection to
neurans, the expression of the promflimmatory astrocytic profile may
exacerbate neuromal damage, and depending on the inflammatory sti-
mulus, astrocytes may differentiate into the classically neurotoxic Al ar
A2 peuroprotective phenotype. Pro-inflammatory  substances such as
LPS amd IFN-y stimulate astrocyies toward a predominantly harmful
reactive state increasing the expression of pro-inflammatory genes such
as Mitric cxide synthase (GMOS), [L1-f and THP-a, wheress stimulation
with anti-inflammatory molecules such as [L-4 can lead o a more
protective or restorative state producing anti-inflammatory  factors
[74]. Thus, as well as microglia, astrocytes can also act with different
phenotypes which may be neuroprotective or neurotoxdc [57.128].

Undler conditions of neurodegeneration, in which microglial re-
activity is also present, toxic products released by microglia indscs the
activation of pro-inflammatory processes such as Nod-like recepior
pratein (NLRP) inflammasome activity in astrocytes, which promotes
maturation and release of [L-1f contribufing to the destruction of
neurans and enhancing neurndegenerative processes [97,185]. In ain
vive study, Kuter, Olech, and Glowadka [22] indvced Functional im-
pairment in mesencephalic astrocytes and observed the effects of these
asrocytes on G-0HDA-induced neuronal death, and found that im-
paired astrocytes aocelerated neuronal death 7 days after the insult.

M er, in another 6-0HDA-study, astrocytic reactivity was observed
in the stristum and SMpe in parallel with the increase of INOS im-
munoreactivity [121]. Corroborating these findings, the death of mid-
brain nearons increased after being cultured with previously LPS-acti-
vaterd astrocytes or ghutathione-depleted astrocytes. These data show
that dysfunctional or toxic profile activated ast.rnq.-l:: can mak: el
rons vulnerable or exacerbate the e ive process.
studies have shown that the transition -nl'astmc_!,ll:sErquE.‘tu'l.g o pro-
inflammatory reactive states is asociated with the secretion of mole-
cules such as cytokines, efcosanoids, ROS, nitric oxide, and excitatory
amino acids [92,110,121,144].

Fimally, remctive rru.u:mgl.u and astrocytes are the main cells that
P a key fl v role in PD. Microglia appear to con-
tribute most intensely to the degenerative process However, the
proinflammatory astrocyte profile can be significantly detrimental to
dopaminergic neurons. Dopamine is a neurotransmitter also responsible
for pleasure and motivation, which take part in the reward mechansm
that imvolves, among other regions, the ventral striatum. Brain reward
system dysfunctions contribute to major psychiatric disorders, in-
cluding depression. Thus, astrocytic toxicity may play a role in the
depletion of dopamine, one of the monoamines related to depressive
symptoms of PFID [70,130].

8.5 Moleculor inflammmtory morkers

A variety of molecules are expresses] by neural cells in the CNS such
as cytokines (e.g., TNF-a and IL1-f), prostaglandine (prostaglandin E2 -
PGE2) trophic factors (e.g.. BONF) and tryptophan catabolites (eg.,
gquinolinic acid) [120,173]. Some cytokines participate in neural func-
tions by modulating synapses infloencing the excitability of meuronal
membranes. For example, at physiological levels, cytokines such as
THF-a regulate symaptic potency in a given neuron in response bo
profonged electrical activity and inflsence glutamate recepior subonits,
similarly to IL1-fi, which ako asists in the process of excitatory
transmission and synaptic pruning (for review, see [28]L However, in
pathological conditions soch as neurodegeneration, the activation of
THF=a and IL1-f receptors induce 3 ciscade of intracedlobar events that
results in activation of transcriptional factors such as NF-eB, which
enhances the expression of L infl iry mediators, such as
iNOS, an enryme that generates large amounts of nitric oxide leading to
neuranal apoplosis [32,124].

Specifically, in the PD pathobiology, there is a strong contribution
of inflammatory cytolkdnes in both motor and non-motor symptoms,
mainly [L-1f THF-a, IL-6, and [L-10. Furthermore, polymorphisms in
the THF-u, IL1-f and IL-6 genes are related to a higher risk of FD
[65,E9, 107 167]. Circulating and CNS levels of inflammatory cytokines
have also been reported in patients with major depression [48,125] and
in animal models [184]. In the blocd of PD patients, studies have shown
the presence of elevated levels of [L1-f and TNF-o. Interestingly, the
latter has been reported to be significamtly correlated with more severe
depression, greater cognitive impairment, and more difficalty for
sleeping in PI} patients with non-motor sympioms [4.114]. In addstion,
Karpenko et al [E0] investigated the status of cytokines present in PD
patients taking into consideration the stage and clinical manifestations,
and observed a correlation between the bevels of IL-1§ in the seram and
THF=a in the C5F with the severity and rapid progression of FD, which
supports the idea that inflammation in both periphery and CHS con-
tributes to PD development. Besides, IL-10 was related to the degree of
anxiety and depression among these patients [80]. Unlike TNF-a and
IL-1f, which are pro-inflammatory cytokines, IL-10 is generally con-
sidered to have pred y effects. However, its
acting is highly complex influencing immune response from helper T
cells [122]. Although these studies agree that neuroinflammatory
markers are p in the progr of PO, the expression profiles of
each of them in the CNS vary acoording to the brain regions affected by
these disease. According to Garcia-Esparcia and colleagues [57], there

inantly anti-infl
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are significant differences between THF-a, [L1-f, IL-6, IL10 and IL-10
alpha receptor (IL10AR) levels between SMpe, putamen, and frontal
cortex of postmantem patients with PD-related pathology, suggesting a
region-specific inflimmatory response [57].

Both central and peripheral inflammation may contribute to the
etiology of PD and for increase nenrodegenerative processes inducing
the synehesis of toxic metabolites. For example, THFP-a anad IL1-§ indoce

dol ine 2,3-dioxyg (1D} enzyme activity on the CNS pro.
ducing tryptophan catabolites (TRYCATS) such as kynurenine and
quinolinic acid, which have been assoriated with depression in PD
[5,1E6]. Quinelinic acid inhibils neurogenesis and cognition, while
wther TRYCATS, including 3-hydroxy kynurenine (3-HEK) and 3-hydro.
xyanthranilic acid (3-HA) directly affect mitochondrial fundtion de-
creasing mitochondrial complexes [, 11 and IV [149]. In the CNS, IDO is
expressed in microghia, astrocytes, nenrons and infiltrating leukocytes,
but the ability to produce toxic metabolites is best understood in mi-
croglia [62]. Then, central inflammation produced by nearal cells and
infiltrated leukocytes induces changes in tryptophan metabolism, fa-
voring the synthesis of toxic molecules, which besides contributing to
the degeperative process, decreases the symthesis of serotonin, a
manoamine important for emotional behavior.

In addition, inflammatery cytokines have positive reciprocal inter-
actions with oxidative and nitrosative siress, which leads to mi-
tochondrial dysfunction, which iz one of the main deleterious processes
of PD, and its ability to trigger cell death is well described in regions of
the nigrostriatal system in dopaminergic cells of patients [60] and ex-
perimental models [10,132]. Oxidative damage has been observed
through levels of lipid peroxidation, glutathione peroxidase and sw-
peroxide dismustase bevels in eram, midbmain and stratum from dsf-
ferent PDY rodent maodels [111]. In rotenone-induced PD mice, Alabi and
collexgues [2] demonstrated depressive bebhavior in animaks and in-
creased THNF-o and IL-6 in striatum, prefrontal cortex, and hippo-
campus, as well as increased lipid peroxidation ard nitrite levels, and
decreased ghutathione reductase (GSH) [2]. Thus, the effects of the
mderules produced during neursinflammation have a key role in the
PD-associated depression.

4. Microbiota, dep
already?

and Parki ‘s disease: Is there a link

Teadary it is becoming more and more evident that the human bedy,
especially the gut, is colonized by a swarm of commensal bugs, in-
cluding not only bacteria but also fungi, viruses, archeaand protozoa
[45,46]. Clinical and preclinical ressarch has predominantly fooused on
the role of bacteria and their metabolites in chronic diseases such as
Irritable Bowel Syndrome (IBS) and obesity, nearopsychiatric and
neuradegenerative disorders such as Major Depressive Disorder (MDDY),
anxiety, Alzheimer's Disease (ADY), Multiple Sclerosis (MS). Currently,
the dysfunction of the gut microbiota or dyshiosis has been also asso-
ciater with PD [45,147,158].

The gut microbiota is wseally viewed as having an intimate and
bidirectional connection with the brain and this communication is
termed the gut-brain axis. The means of this crosctalk inclodes humoral
{bacterial metabolites, immune and endocrime molecules, peuro-
transmitters) and neural routes {vagus nerve activation) through which
body homeostasis is achieved [24,35,46,108]. Not surprisingly, the
malfunction of this axis has been implicated in disease sates
[24,46,61].

Several preclinical [77,93,13317E] and clinical findings
[96,9E,134,140] support the involvement of gut microbicta dysfunc-
tion in the development or progression of FO. The interest in microbes
in PD research originated from the fact that (i} a-synuclein (oSyn)
aggregates are also observed in the enteric nervous system (ENS), (id)
PD patients often have gastrointestinal problems; (i} PD patients have
altered gut microbiota. Although the mechanisms by which the mi-
crobiota leads to PDY are not yet fully understood, current data
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suggested that microbiota is necessary for the development of PD.
Working with a-synuckein-oversxpressing (AS0) mouse, Sampson et al.
[146] demonstrated that germ-free (GF)-AS0 mice displayed less
amount of aggregated aSyn, suggesting that microbes contribute to PD
by interfering with aSyn aggregation/clearance pathways. Besides,
when ASD mice were treated with a mixture of SCFAs they presented
mator dysfiumction compared to GF-ASD animals. In this context, SCFAx
per se caused neuropathalogy and that was probably dise to modulation
of microglia activation amd «Syn formation/clearance. Besides, fecal
transplantation from PD patients to GF mice coused motor deficits in
the recipient mice [146].

Microbiota dysfunction is also associated with depression in amimal
madels of PD as well a5 in patients [52]. Although there are numerous
studies postulating mechanisms underpinning depressive-like symp-
toms in rodent models of PD, including but not limited to modulation of
5-HT6 and 5-HT7 receptors in the brain [101,1E3], as well as the hy-
peractivity of the lateral habemula [103,155,170.182], how dyshiosis
contributes to depression in FD is yet to be elocidated. The only stody
available suggpested that comorbid depression in PD is associated with
the increased levels of Christencenelle minute, Clostridizm disporicum,
and Oscillibocter valericigerses [1]; even though these species have not
been previously correlated with MDD and these results need o be
corroborated by other stodies. Previous research showed that the fa-
milies Christensenella and Clostridium are associated with MDD pa-
tients without PD, but resulis for Oscillibacter are divergent [30,179].
Therefore, these data highlight the fact that depression in PD may alse
be due to dyshiosis.

In sum, some evidence reveal a direct role of microbéota in PD pa-
thogenesis and in the future notritional elements such as probiotics and
prebiotics, which exhibit direct or indirect immunoregulatory proper-
ties, could be useful a5 a potential therapeutic tool for the treatment of
depression-associated PD.

5. Novel therapeutic strategies for the of dep: ive
symptoms in Parkinson's disease

Selective serotonin reuptake inhibitors, dual reuptake inhibitors and
dopamine agomists can improve depression in PD, however their u=e
may be accompanied by some side effects [143]. For this reason, some
efforts must be made o propose new pharmacological or non-phar-
macological strategies that can decrease or even sliminate depresive
symptoms.

5.1, Connabidiod

Camnabidiol (CBD), the second main component of Connabiz sativae
{cannabis), has shown therapeutic potential for the treatment of neu-
ropsychiatric and neurodegenerative diseases doe to its antiowidant,
anti-inflammatory and antideprescant properties [47]. CBD acts with
low affinity for its receptors CRI and CB2 and exerts its effects through
variows others receptors, incloding 5-HT1A serofonin receptor, which
has been implicated in a variety of pathological processes inchuding
anxiety and depression, by which it is possible to explain its anxiolytc
and antideprescant effects [145].

Revent studies highlight that CBD & able to cope with mitedhondrial
dysfunction, inflammatory changes and protein aggregation, all fea-
tures present in neurodegeneration. [s anti-inflaimmatory effects are
related to stromg ability to inhibit the production of inflammatory cy-
tokines, including IL-1B, IL-6, and interferon-§ {IFN-B) in LPS-stimu-
lated murine micreglial cells, by decreasing the activity of the NF-kKB
sigmaling pathway, besides upe-regulating the activation of the STAT3
transcription factor that induces anti-inflammatory events [87,135].

In in vive and in witro PD preclinical studies, most of the resalts with
CBD are promising. Rats stimulated with 6-0HDA showed increased
striatal dopamine content when treated for 2 weeks with 3 mg/kg of
CED and positively regulated previously meduced levels of the
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antioxidant enryme superoxide dismutase These effects were only
abserved after the immediate post-6-0HDA treatment with CBD, sug-
gesting CBD's may be useful for shwing the disease progression in
earlier, rather than later stages [47 56.%4]. Neuroprotective efects of
CBD have also besn shown in vifro with both rotencne and MPTP-in-
duced morine mesencephalic neurons. In the presence of rotenone, CBD
reduced neuronal degeneration and restored glutathione levels, thus
showing antioxidant activity, while in the presence of MPTP CBD also
protected dopaminergic neuron against degeneration and increased
neuron oount by 117% [117.118]. Interestingly, in PD patients, CBD
treatment for four weeks decreased non-moetor symploms [1E7]. Al
though further studies are nesded, CBD has also been showing its
benefits in anxiefy or mood disorders. In patienis with generalized so-
cial anxiety disorder, CBD significantly decreassd anxiety and such
effect was associated with its action on paralimbic amd limbic areas
[3Z]. In depression models using genetically modified mice and rats,
CBD at dose of 50 mg/kg and 30 mg/kg, respectively, was sufficient to
promote better performance in the anbedonia evaluation test, while in
rafs it even promoted the exploration of novel objects and increased
lecomation, indicating antidepressant properties [100,151]. The ther-
apeutic potential of CBD is currently under discussion and may be
useful for the reatment of PD since it has antioxidative and anti-in-
fAammatery pathways, which may also underlie non-motor symptoms
of FI} such as depression.

5.2 Comegr-3

The omega-3 polyunsasturated fatty acids (PUFAs) effects have also
been discussed in several studies due to their performance in various
biochemical functions, inclueding synthesis of anti-inflammatory med-
iators, cell membrane fluidity, intracellular signaling and gene expres-
sion by epigenetic mechanisms [9,73]. Omega-3 is one of the major
classes of PUFAs and comprises a-linolenic acid (ALA), sicosapentae.
noic acid (EPA) and docosabexaenoic add (DHA) DHA constinubes
about 90% of omega-3 and 10 to 20% of total lipids present in the
brain, and among its described functions in the literature stand out gene
expression modulation, myelimation, neuroinflammation and mewronal
growth [20,35,172]. ALA is metabolized to generate EPA and DEA.
However, humans are unable to synthesize ALA, requiring the intake of
fouds rich in such nutrients [19].

Dietary recommendations can alleviate some of the motor and non-
maor symptoms in PD. According to Avallone et al [9], dietary treat-
ment with omega-3 Gty adds may reduce inflammation and, conse-
quently, depressive symptoms. Clinical trials with parkinsonian patients
with depression treated for six months with B0 mg/day DHA and
290 mg/day EPA showed that patients had a 50% reduction in de-
pressive symptoms assessed by Hamilton rating scale for depression
(HDRS) [138]. In another double-blind study, Braxilian depressed-PD
patients were evaluated by the Montgomery-Asberg Depressson Scale
(MADES) and supplementation for three months with omega 3 capsules
from fish oil bed to high index of remisson of depressive symptoms
[37]. Moreover, cobort stsdies with a large population sample showed
also a positive association between PUFAs intake and lower risk of
developing PD [1,41].

In fact, thinking that only a dietary treatment can restore brain
functions is really an utopia. However, these studies indicate that the
intake of omega-3 can be used as adjuvant therapy. Thus, treatment
with omega-3 fatty acids represents a promising biological ts= in the
treatment of neurodegenerative diseases, mainly in their early skages,
which in the case of PD comprises the period during which non-motor
sympioms such as depression may accur.

5.5, Physical activity

Physical activity <an also be an extremely valuable therapeutic
approach for the treatment of PDeassociated depression. Physical

Iternationnl dnmusaphermacology 83 (2020p 106474

exercise contributes to brain plasticity and can thus improve clinical
sympioms of FI. The benefits promaoted by physical exercise result from
the inhibition of cxidative stress, repair of mitochondrial damage and
production of growwth factors, and these properties suggest that exercise
ar physictherapy may be bemeficial to improve motor and non-metor
symploms, increasing quality of life of PD patients [32.175]. In de-
pressive patients, serochic exercize (three 45-minute ssscions‘week) was
as effective as antideprescant treatment in reducing depresive symp-
toms after 16 weeks of treatment [14]. Clinical trials with parkinsonian
patients who underwent aerobic exercize for 12 wesks twice a wesk
showed an improvement in a range of parameters including mood [21].
Besides, patients with early-mid stage PD that participated in a pro-
spective double-blinded randomized clindcal trial amd were evaluated
by the Unified Parkirson's Disesse Bating Scale (UPDRS) for motor
sympitoms and the Beck Depression Inventory (BOI) for depressive
sympioms, physical exercise not only improved motor and depressive
symptoms, but such effects persisted for six months after the last day of
exercise [IE]. As reviewed by Szuhany, Bugatti and Otto [159], the
benefits of exercise performed in variows protocols may be mediated by
increased of Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) activity, whidh
haz besen associated with neuroplasticity and hippecampal neurogen-
esis, factors that may contribute to an antidepressant effect [159].

Apcording to the World Health Organgmation (WHO), 150 min of
i i bic physical activity or TSmin of vigorous-in-
tenzity physical activity per week is effective against PD symiptoms, and
higher volumes or intensities of physical activity will even bring greater
benefits [174]. Physical therapy is indicated as an adjuvant in the
treatment of PD mainly because it improves medication efficecy, gives
benefits in mofor and non-motor symptoms and the integration of pa-
tients with the community, consequently promotes better quality of life
[175]. Mareover, aerobic exercise that includes brisk walking, running,
bicycling, jumping rope and swimming represem= a low cost and af
fordable altermative for poorer patient populations.

||--. ¥

5.4. Other promising drugs

As already discussed in this review, pharmacological therapy in-
dicated for the treatment of classic PD mator symptoms is represented
by dopaminergic drugs. For depressive symptoms, the first-line drug
therapy is selective serofonin reuptake inhibitors (S5RIs) (eg sertraline,
esritalopram] and serotonin and norepinephrine reuptake inhibitors
(SMRIs) (eg venlafaxine, duloxetine], besides it & also common to ap-
timize the dosage of the depaminergic therapy to improve soch symp-
toms[ 25,29]. However, antideprescant drsgs, ac well as dopaminergic
agomists, are not able to slow the progression of neurodegeneration ar
recover lost meuroms in the brain subregions responsible for these
sympioms. Based on the nesd to alleviate depressive symptoms of PD,
new drug-based approaches have been suggested to assist in the treat-
ment of such symptoms and may alse be able to improve the main
sympioms of patients.

Several studies have tested the effectiveness of drug classes that are
already used in the clinic for other conditions but not for PD. Drugs
about the nomsteroidal anti-inflammatory class have been suggested
due to their anti-inflammatory properties by inhibiting cytokine pro-
duction and COX isoforms [50]. Zaminelli and colleagues [180] ob-
served an improvement inomeotor impairment and depressive behavior
in rats with rotenone-induced PD following ibuprofen treatment; such
effects were attributed to the anti-inflammatory and antioxidant capa-
city af the drag [180].

In addition to anti-inflammatory drugs, other classes of medications
have alss been more discussed regarding their effects on PD.
Metformin, a representative of antidiabetic driog class, has been tested
in experimental models in rodents and cultured cells and, although
some results diverge due to the differences in the methodology, it
generally demonstrates neuroprotective effects in PD treatment
[36,177]. A recent sty with depressed patients treated for 24 weeks
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city involving growth factors as IGF2 and trophic factors as BDNF
[63,85,136].

6. Conclusion and future perspectives

Qlinical depression is the most prevalent affective disorder in PD
andl dampers quality of life of patients and caregivers, being the mast
determinant factor in the reduction of functionality. The pathophy-
ndogydmasodmd&plmnlsoomplumdmdmisahmm
in moncaminergic system (dopamine, and dl line), as
well as immunological impairment and gut dysbiosis (Fig. 1). L-DOPA
treatment is the usual pharmacological therapy for the PD motor
symptoms. However, the chronic LDOPA can accentuate serotonin and
noradrenalin disturbances, contributing to the aggravation of mood
symptoms, especially in advanced.stage patients. Although their ad-
verse effects, selective serotonin reuptake mhibmonauddualremake
inhibitors are currently used to minimize the dep ymp of
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PD. Nowadays, novel approaches kave been proposed for treatment for
PD-associated depression such as cannabidiol, anti-inflammatory and
anti-diabetic drugs, omega-3 and physical activity although further
research is needed to prove their effectiveness and indiude then in the
standard trestment.
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CONCLUSAO

Ao final desta dissertacao, conclui-se que:

O tratamento com metformina e fluoxetina separadamente ou em
associacao apresentam efeitos antiparkinsonianos e anti-depressivos.

Tais efeitos estéo relacionados a processos anti-inflamatorios, autofagicos,
neuroplasticos e neuroprotetores em modelo experimental de doenca de
Parkinson. Esses processos estdo en- volvidos na DP, e sdo relatados em
humanos e em modelos experimentais.

Os resultados obtidos até o momento sdo promissores, embora necessitem
de investigacdes sobre vias intracelulares envolvidas nos processos
citados.

Finalmente, os resultados estdo embasados em estudos prévios e indicam
uma potencial estratégia polifarmacolégica composta por metformina e

fluoxetina para sintomas motores e ndo-motores da DP.
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6. SUMULA CURRICULAR

Durante o periodo referente ao mestrado foi apresentado trabalho no
Congresso da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC).
Realizada no Centro de Convencfes de Campos do Jorddo. Em Campos de
Jordao-Séo Paulo. 2019.
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ANEXO

Miitesterio do Saude
FIOCRUT
Funidagia Ovwaldo Crus

Instituto Aggeu Magalhses

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovagao

Cerlificamos que o projeto intitulado “ESTUDO SOBRE OS EFEITOS DE
PREBIOTICOS (FRUTOOLIGOSSACARIDEQ E GALACTO-OLIGOSSACARIDEQ)
SOBRE A MICROBIOTA INTESTINAL E AS VIAS DE SINALIZAGAD DA
NEUROINFLAMAGCAO EM MODELO ANIMAL DE DOENGA DE PARKINSON"
protocolado sob n® 169 /2021 pela pesquisadora Christina Alves Peixoto esta de
acordo com a Lei 11.7947/2008 do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentacio Animal -
CONCEA, e foi aprovada pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUAJIAM).
Ma presente versdo, este projeto estd licenciado e tem validade até 01 de dezembro
de 2024 com a finalidade de pesquisa cientifica. E responsabilidade da coordenada
do projeto nofificar 8 CEUA sobre quaisquer alteracbes em relacdo ao projeto. A
coordenadora concorda que nenhuma dessas mudancas serdo implementadas antes
de serem aprovadas pela CEUAJIAM.

Quantitativo de Animais Aprovado

Animal Espécie e GQuant. Sexo Idade Peso Origem
linhagem (total)
2] 2 [Ambas
Camund Musz 212 x 7 20- Biotério da
onga Musculug semanas | 25g | criagio do IAM
C57BL/ 6
Total 212
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