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RESUMO 
 

A Doença de Parkinson (DP) é considerada a segunda doença 

neurodegenerativa mais prevalente no mundo que afeta cerca de 1% da 

população mundial acima de 65 anos de idade. Cerca de 30-40% dos pacientes 

com DP tem depressão contribuindo para o agravamen- to da perda da qualidade 

de vida desses pacientes. Dentre os pacientes parkinsonianos que tra- tam a 

depressão, cerca de 50% não apresentam melhora significativa, devido à 

eficácia limi- tada do tratamento. O presente estudo teve como objetivo avaliar 

os efeitos da metformina, associada ou não, à fluoxetina, sobre alterações 

moleculares hipocampais em modelo da do- ença 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 Comitê de Ética 

em Uso Ani- mal do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhães (CEUA 140/2019). 

Os animais foram induzi- dos à 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 5º dia de indução em diante. Ao fim do experimento, os 

animais foram submetidos à teste do Rotarod, Teste de Preferência à 

sacarose(TPS) e Teste de Suspensão da Cauda (TSC). O cérebro foi retirado e 

o hipocampo foi dissecado para análises moleculares. Através de 

Imunohistoquímica e Imunofluorescência, 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 ativação de micróglia e astrócitos pela menor 

reaçãoà IBA1 e GFAP  que foram aumentados pela rotenona. Análise de 

autofagia mostrou que a rotenona induziu aumento de mTOR, prejudicando a 

autofagia, enquanto a metformina e fluoxetina inibiram os níveis de mTOR, 

induzindo autofagia que foi comprovada peloaumento de ATG5. Os fárma- cos 

também aumentaram neurogênese e a sobrevivência neuronal evidenciado 

através do au- mento de KI67 e Neu N, respectivamente, e reduziram a morte 

celular pela diminuição 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 alterações hipocampais 

em modelo experimental de doença de Parkinson. 

 

Palavras-chave: depressão; doença 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 Magalhães 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 mTOR 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. INTRODUÇÃO 
 

A Doença de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa, 

caracterizada pelo desbalanceamento entre atividade colinérgica e dopaminérgica 

no estriado e regiões corticais, devido à morte progressiva de neurônios 

dopaminérgicos da substância negra pars compacta (SNpc) (SURATHI et al., 

2016). No processo da DP, aglomerados citoplasmáticos de α- sinu- cleína, 

aumento de estresse oxidativo e maior reatividade glial levam à neuroinflamação 

com ativação do Fator de Transcrição Nuclear Kappa B (NFkB) e consequente 

expressão de citocinas pró-inflamatórias como o Fator de Necrose Tumoral (Do 

inglês, Tumor Necrosis Factor ou TNF-α), IL1-β (Interleucina 1 β) e IL-6 

(Interleucina 6) (CHO et al., 2009; GUAN, 2017; LORENZL et al., 2002).  

Os sintomas motores clássicos da DP são tremor em repouso, rigidez 

muscular, bradicinesia e alterações na postura e no equilíbrio, enquanto que a 

depressão é o principal sintoma não 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 depressão contribuindo para 

o agravamento da perda da qua- lidade de vida desses pacientes. Dentre os 

poucos que tratam a depressão, metade continuam depressivos, sugerindo 

ineficácia do tratamento (BHATTACHARJEE et al., 2018; FRISINA; 

HAROUTUNIAN; LIBOW, 2009). Portanto, é necessário investigar alternativas 

terapêuticas em modelos animais para tra- tar a depressão em pacientes 

parkinsonianos. 

Atualmente a patogênese da depressão não se restringe a alterações da 

sinalização mo- noaminérgica, mas inclui distúrbios do sistema endócrino e 

imunológico, tais como excesso de glicocorticóides e glutamato, ativação 

microglial, aumento da produção de citocinas pró- inflamatórias e espécies reativas 

de oxigênio (ROS) (DETKA et al., 2013). Estudosclínicos indi- cam que tanto a 

depressão pode induzir processos inflamatórios, como a inflamação pode in- duzir 

episódios depressivos (MCNAMARA; LOTRICH, 2012; MILLER; MALETIC; 

RAISON, 2009; ROSENBLAT et al., 2014). Em pacientes com DP a elevação da 

expressão de citocinas inflamatórias foi posi- tivamente correlacionada com a 
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gravidade da depressão e da ansiedade com níveis elevados de TNF-α, hsCRP e 

sIL-2R (WANG et al., 2016). Em modelo experimental de DP, o comportamento 

depressivo nos animais se encontra associado à diminuição de receptores de 

serotonina no córtex e região 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, prejuízos no desempenho da memória 

recente e aumento dos marcadores de inflamação COX-2 (Ciclo-oxigenase 2) e 

iNOS (do inglês, Inducible nitric oxide synthase) no estriado, além dos sintomas 

motores clássicos da DP (SAMPAIO, 2018). 

Os déficits cognitivos são comuns na DP e podem progredir para demência 

em 15% a 20% dos pacientes (SCHRAG, 2006). O hipocampo é a estrutura 

cerebral que participa dos processos de aprendizagem e memória, bem como do 

humor e emoções. Deficiências na neurogênese do hipocampo têm sido sugeridas 

como o possível mecanismo fisiopatológico subjacente aos sintomas depressivos 

da DP, e tem atraído um crescente interesse na pesquisa sobre o papel do 

hipocampo nos comportamentos de medo e cognição (CAMPOS et al., 2013). Em 

cérebros post-mortem de pacientes com DP foram encontradas diminuição da 

proliferação neuronal na zona subventribular e zona subgranulardo hipocampo 

(HÖGLINGER et al., 2004). 

A metformina, um hipoglicemiante utilizado no tratamento da diabetes 

mellitus, atu- almente distribuído gratuitamente pelo Sistema Único de Saúde, ativa 

a Proteína Kinase Ati- vada por Monofosfato de Adenosina (AMPK). Diversos 

estudos demonstram que a metfor- mina possui atividade anti-inflamatória por inibir 

o NFkB e atividade neurogênica, sugerindo que a metformina pode ter implicações 

em doenças neurodegenerativas e neuroinflamatórias  (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 neuroinflamação, 

reduzindo rea- tividade microglial, induziu autofagia atenuando o dano neuronal 

causado por aglomeradosde α-sinucleína, e reduziu os níveis de ROS (LU et al., 

2016).  

Por sua vez, o tratamento crônico 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- cluíram que a 

metformina potencializou os efeitos da fluoxetina em ratos que foram submeti- dos 



16 

 

à estresse crônico e dieta rica em lipídios. A inibição do mTOR, um componente 

catalítico de sinalização 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 depressão em pacientes com a doença de Parkinson e a 

pouca eficácia do tratamento da depressão requer mais investigação e proposição 

de fármacosalternativos aos fármacos 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 demência na DP, 

portanto, o presente projeto visa avaliar as vias de sinalização celular da 

neuroinflamação, cognição e depressão após tratamento com metformina, 

associadoou não à fluoxetina, em modelos experimentais de DP induzido por 

rotenona. Além  disso, uma vez  que a metformina e fluoxetina são fármacos 

amplamente utilizados, a contribuiçãoda avali- ação dos efeitos em conjunto 

desses fármacos sobre a Doença de Parkinson pode ser uma es- tratégia 

terapêutica benéfica de reposicionamento desses fármacos no tratamento de 

sintomas motores, cognitivos e depressivos da DP. 

Portanto, a ativação de AMPK pela metformina pode promover a autofagia 

pela inibição do mTOR no modelo da DP comcaracterísticas depressivas, além de 

reduzir a inflamação, o déficit cognitivo e os sintomas motores no modelo da 

Doença de Parkinson. 
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2. OBJETIVOS 
 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos da metformina, associada ou não, ao inibidor seletivo da 

recaptação de serotonina, fluoxetina, sobre as vias de sinalização da autofagia, 

neuroinflamação e sintomas depressivos e motores em modelo da doença de 

Parkinson. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
Avaliar a ação da metformina, associada ou não à fluoxetina, sobre: 

 o comportamento depressivo em camundongos com DP; 

 os sintomas motores em modelo de DP; 

 a ativação de astrócitos e micróglia no hipocampo de camundongos com 

DP; 

 a morte de neurônios e a neurogênese no hipocampo em modelo de DP; 

 expressão das proteínas mTOR e ATG5 (marcador de autofagia) no 

hipocampo de camundongos com DP 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 
 

3.1 DOENÇA DE PARKINSON: ETIOLOGIA E SINTOMAS 
 

A Doença de Parkinson (DP) é uma patologia crônica do sistema nervoso 

central (SNC) que afeta cerca de 1% da população mundial acima de 65 anos de 

idade e é considera- da a segunda doença neurodegenerativa mais prevalente no 

mundo, no Brasil estima-se que cerca de 200 mil pessoas sofram com essa 

patologia (Ministério da Saúde, 2014). A DP é também conhecida como paralisia 

agitante, e decorre principalmente da destruição progressi- va dos neurônios na 

substância negra pars compacta (SNpc), que envia fibras nervosas secre- toras de 

dopamina (DA) para os núcleos basais do estriado: caudado e putâmen (TYSNES; 

STORSTEIN, 2017). A etiologia da DP tem sido objeto de intensa investigação e 

há muito tempo permanece obscura, atualmente a literatura sugere que, além de 

fatores genéticos, a exposição a toxinas ambientais e condições como a Diabetes 

mellitus e obesidade podem aumentar o risco de desenvolver a DP que, devido à 

resistência à insulina cerebral, po- de comprometer a via de sinalização 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 à DP. Um dos 

principais achados neuropatológicos de DP são os agregados de α-sinucleína, 

formando os “corpos de Lewy” na SNpc, que podem tam- bém ser encontrados no 

intestino como resultado de processos inflamatórios, e que por sua vez, podem 

alcançar o cérebro. Desta forma, a composição da microbiota intestinal também 

pode influenciar no desenvolvimento da DP (BRAAK; DEL TREDICI, 2017; 

KESSEL, S. P. V., EL AIDY, 2019). Além dos neurônios dopaminérgicos, os corpos 

de Lewy também podem ser encontrados em várias partes do cérebro como 

hipotálamo, 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 desequilíbrio e quedas 

frequentes, e tremor nas ex- tremidades, mesmo quando a pessoa está em 

repouso; e (2) sintomas não-motores como disfunção gastrintestinal, distúrbios do 
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sono, déficit cognitivo e depressão (GUYTON e HALL, 2011). 

 

 

3.2  CONTROLE CEREBRAL DOS MOVIMENTOS ESQUELÉTICOS  
VOLUNTÁRIOS: NÚCLEOS DA BASE 

 

O controle motor dos músculos esqueléticos é comandado por diferentes 

regiões do SNC, as quais se comunicam hierarquicamente entre si, são elas: 

córtex pré-motor e córtex motor primário, os núcleos da base, o cerebelo e a 

medula espinhal (PURVES et al., 2008) . Os núcleos da base estão envol- vidos 

em funções motoras, cognitivas e mnemônicas e têm função integrada às áreas 

motoras do córtex e ao cerebelo sobre o controle motor. Mais especificamente os 

núcleos da base auxi- liam no planejamento e controle de padrões complexos de 

movimentos musculares, contro- lando as intensidades relativas dos movimentos 

distintos, direção e sequência de múltiplos movimentos sucessivos e paralelos 

como caminhar, dirigir e escovar os dentes, além de controlar funções e 

habilidades cognitivas referentes a ações como atenção, controle de inter- 

ferências, alternância de conceitos, tomada de decisões e memória operacional 

(GUYTON e HALL, 2011). 

O circuito dos núcleos da base é composto pelo estriado, formado pelos 

núcleos caudado e putâmen, o segmento externo ou lateral do globo pálido, 

segmento interno ou medial do globo pálido, substância negra (pars compacta e 

pars reticulada) e núcleo subtalâmico (Figuras 1 e 2). A principal caracterização 

molecular da Doença de Parkinson é a depleção de dopamina (DA) estriatal 

resultante da morte de neurônios dopaminérgicos da substância negra pars 

compacta (SNpc). Esta perda celular leva a uma neurotransmissão anormal nos 

núcleos da base (PARENT; HAZRATI, 1995).  

A depressão é o principal sintoma neuropsiquiátrico associado à DP, 

afetando cerca de 7–76% dos pacientes parkinsonianos e é 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 diagnóstico clínico (CARRARINI et al., 2019; LEENTJENS 

et al., 2003; SHIBA et al., 2000; VEAZEY et al., 2005). Alterações estruturais e 

funcionais do cérebro associadas à depressão podem ser  identificadas  utilizando-
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se  exames por Imagens  de Ressonância Magnética (MRI) e Tomografia por 

Emissão de Pósitron (PET) utilizando o 18F-fluorodeoxiglucose. O estudo 

utilizando PET demonstrou que a atividade metabólica no núcleo caudado e na 

região orbital inferior do lobo frontal foi significativamente menor nos pacientes com 

depressão e DP em comparação com os pacientes com DP que não tinham de- 

pressão. Esta diminuição do metabolismo e, portanto, da atividade nessas regiões, 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Purves et al (2012) - Adaptado por Mendonça (2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Purves et al (2012) - Adaptado por Mendonça (2021). 

  

Figura 1 - Aferências córtex Núcleos da base. 

Figura 2 - Eferências Núcleos da base  córtex 
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Existem duas vias de funcionamento desse circuito que controlam o 

movimento: a via direta (que permite o movimento) e a via indireta (que inibe o 

movimento) (Figuras 4 e 5). A dopamina (DA) sintetizada na SNpc atua no estriado 

através dos neurônios espinhosos médios (NEMs). Via direta: Após ativação 

glutamatérgica advindas do córtex, um grupo de NEMs estriatais gabaérgicos são 

ativados, os quais se projetam para o globo pálido interno e SNpr, essas duas 

estruturas que também são gabaérgicas, são então inibidas, desinibindo assim os 

neurônios glutamatérgicos talâmicos, que projetam neurônios excitatórios para o 

córtex (Figura 4).  

O resultado dessa sequência de ativação inibição ativação, é a realização do 

mo- vimento. Via indireta: já outro grupo de NEMs estriatais, projetam-se de forma 

indireta para o globo pálido interno e SNpr, inibindo o globo pálido externo o qual 

também égabaérgico, desta forma desinibindo o núcleo subtalâmico, deixando o 

globo pálido interno e SNpr livres para enviar impulsos gabaérgicos aos 

neurônios talâmicos, e estes por sua vez serão impe- didos  de  ativar  neurônios  

corticais.  O  resultado  dessa  sequência  de  ativação inibição ativação ativaçãO 

inibição é a não realização do movimento (figura 5) (PURVES et al., 2008). 

Finalmente, os núcleos da base estabelecem o padrão para a facilitação de 

movimentos voluntários e inibição simultânea de movimentos concorrentes ou 

interferentes (SIMONYAN, 2019). 

Dois componentes cruciais para a circuitaria dos núcleos da base são: a SNpc 

e o neuro- transmissor sintetizado por ela, a dopamina. A SN é também um núcleo, 

está localizado no mesencéfalo posterior às fibras crus cerebri do pedúnculo 

cerebral, e pode ser funcional e morfologicamente dividida em duas regiões, a pars 

compacta (SNpc), contendo neurônios dopaminérgicos, e a pars reticulata (SNpr), 

cujos neurônios produzem o ácido gama- amino- butírico (GABA), chamados então 

de neurônios gabaérgicos. A SNpc, como o próprio nome sugere, é uma região 

densamente compactada. Em dissecções anatômicas macroscópicas, o SNpc 

aparece na cor escura devido ao alto conteúdo de neuromelanina que se forma a 

partir do precursor L-DOPA na síntese da. Essa característica é a origem do nome 

da região que significa "substância escura" (Figura 3). 
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Fonte: Centro de estudo de Medicamentos da UFMG (CEMED) https://cemedmg.wordpress.com 

 

A SNpc possui projeções dopaminérgicas para o estriado, onde realizam 

sinapses em duas populações distintas de receptores dopaminérgicos, 

receptores da família D1 (ativam a via direta do movimento) e neurônios 

receptores da família D2 (ativam a via indireta do movimento), sendo assim, as 

projeções dopaminérgicas da SNpc para o estriado, formando a “via 

nigroestriatal”, regulam o fluxo de informações dos núcleos basais referentes aos 

movimentos. voluntários (Figuras 4 e 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Purves et al, 2012. 

  

Figura 3 - Corte transversal do cérebro evidenciando a substância negra (SN) 

Figura 4 - Via Direta dos núcleos da base 
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Fonte: Purves et al (2012) 

 

 

As influências dopaminérgicas sobre os neurônios espinhosos são complexas, 

mas no geral, neurônios nigrais fornecem estímulos excitatórios no estriado 

mediados por receptores dopaminérgicos do tipo D1e entradas inibitórias 

mediadas por receptores do tipo D2. Como as ações das vias diretas e indiretas 

na saída dos gânglios da base são antagônicas, essasdiferen- tes influências das 

conexões nigroestriatais produzem o mesmo efeito, ou seja, uma diminui- ção no 

fluxo inibitório dos gânglios da base. Fisiologicamente, ambos os efeitos 

dopaminérgicos servem para diminuir o fluxo inibitório dos gânglios da base e, 

assim, aumentar a excitabilidade dos neurônios motores superiores (Figura 6). 

Com a morte dos neurônios da SNpc, o que ocorre na doença de Parkinson, o 

fluxo inibitório dos gânglios basais é anormal- mente alto, e a ativação talâmica da 

parte superior de neurônios motores no córtex motor são, portanto, menos 

prováveis de ocorrer, o que resulta na acinesia característica da DP, ou seja a 

dificuldade de realizar o movimento, por isso a DP é conhecidatambém como um 

distúrbio do movimento hipocinético (PURVES et al., 2008).  

 

 

  

Figura 5 - Via indireta dos núcleos da base 
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Fonte: Purves et al (2012) 

 

3.3 O ENVOLVIMENTO DO HIPOCAMPO NA DOENÇA DE PARKINSON 
 

O hipocampo é a estrutura cerebral que participa dos processos de 

aprendizagem e memória, bem como do humor e emoções. Os sintomas 

depressivos na DP parecem estar re- lacionados a processos degenerativos e 

inflamatórios também no hipocampo. Resultados ex- perimentais e em cérebros 

de pacientes parkinsonianos mostraram que o hipocampo é uma das estruturas 

fora do sistema nigroestriatal que são afetadas na DP bonato (BONATO et al., 

2018). Em cérebros post-mortem de pacientes com DP foram encontradas dimi- 

nuição da proliferação neuronal na zona subventribular e zona subgranular do 

hipocampo.  Achados semelhantes têm sido observados em diversas doenças 

neurodegenerativas, incluindo a DP. 

O hipocampo tem sido alvo de pesquisas relacionadas à DP, principalmente 

pelo seu envolvimento em sintomas neuropsiquiátricos. Anatomicamente, o 

hipocampo é subdividido em regiões ventral e dorsal de acordo com suas funções. 

A região ventral do hipocampo de roedor, que corresponde a porção anterior do 

hipocampo primata está principalmente relacio- nada à resposta ao estresse e 

comportamento emotivo, enquanto a região dorsal do roedor, que corresponde à 

porção posterior do hipocampo primata, é mais relacionado a processos cogni- 

tivos (FANSELOW; DONG, 2010; WALKER; NILSSON; JONES, 2013).  

Figura 6 - Circuito alterado na DP 
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Em um modelo animal de DP induzido por 6-hidroxidopamina, a inibição da 

Potencia- ção de Longo Prazo (LTP) em neurônios da região CA1 do hipocampo 

foi associadaà uma concentração 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 Doença de 

Parkinson induzido por mutação na alfa- sinucleína (COSTA et al, 2012; TOFARIS 

et al, 2006). Em ambos os modelos, uma alteração na transmissão glutamatérgi- 

ca foi observada, o que pode ter causado esse defeito sobre a LTP nohipocampo 

(CALABRESE et al., 2014).  

Alterações serotoninérgicas nos gânglios da base e estruturas límbicas foram 

rela- cionadas com fadiga, outro sintoma não motor do DP. Da mesma forma, além 

dadopamina, a depressão parece estar relacionada também à disfunção 

serotoninérgica hippocampal, como retrata o estudo de Ballanger e colaboradores 

(2012), que constataram, através de um estudo de PET, que há menor tônus 

serotoninérgico no hipocampo de pacientes parkinsonianos de- pressivos em 

relação aos não depressivos (BALLANGER et al, 2012). 

O hipocampo se torna particularmente importante para os sintomas cognitivos 

e psiquiátricos da DP, um importante nicho de neurogênese no cérebro (EISCH e 

PETRIK, 2012). Um estudo experimental utilizando um modelo animal transgênico 

da doença de Parkinson mostrou que a expressão da alfa-sinucleína mutante em 

neurônios do giro denteado prejudicou gravemente a neurogênese (KOHL et al, 

2012). Portanto, a ativação de células- tronco hi- pocampais no cérebro adulto 

pode ser uma estratégia para tratar tais sintomas. E neste  sentido, fatores 

neurotróficos como o Fator Neurotrófico Derivado do cérebro (BDNF) eo Fa- tor 

Neurotrófico Derivado de Glia (GDNF) são importantes para estimular a 

neurogênese. Além disso, o BDNF é um importante regulador da transmissão 

sináptica e da potenciação de longo prazo no hipocampo e em outras regiões do 

cérebro e pode contribuir para a formação de alguns tipos de memória. O GDNF é 

um fator de sobrevivência neuronal que exerce ações neuroprotetoras em regiões 

CA1 / CA3 do hipocampo que são 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 inflamação. O 

hipocampo é rico em microglia e é uma região que se interconecta com várias 

outras estruturas cerebrais. Um aumento de microglia reativa foi encontrado nas 
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regiões hipocampais CA1, CA3 e Hilus de ratos 23 dias após a infusão aguda de 

6-OHDA, o que foi acompanhado por comportamento semelhante à depressão 

(BONATO et al., 2018).  

 

 

3.4 NEUROBIOLOGIA DA DEPRESSÃO NA DOENÇA DE PARKINSON 
 

 A DP e a depressão compartilham alterações moleculares, tais como a 

disfunção mo- noaminérgica, a neuroinflamação e o estresse oxidativo. 

Disfunção monoaminérgica: A neurotransmissão dopaminérgica também tem 

sidoim- plicada no surgimento de sintomas depressivos. Considerando que os 

sintomas motores só aparecem clinicamente quando cerca de 70% dos neurônios 

dopaminérgicos na SNpc foram destruídos, os sintomas depressivos parecem ser 

mais sensíveis à degeneração dopaminérgica precoce. Foi relatado que os 

sintomas ansiosos e depressivos em pa- cientes com DP são 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 comparação com os não deprimidos (FRISINA; 

HAROUTUNIAN; LIBOW, 2009),  corroborando que a depressão do DP evolui com 

uma neurodegeneração dopaminérgica.  

Além da dopamina, a noradrenalina (NE) também está implicada nos sintomas 

depressivos re- lacionados à DP. A menor ligação do transportador de NE no locus 

coeruleus também foi re- lacionada ao aumento da incidência de sintomas de 

ansiedade e depressão em pacientes par- kinsonianos. Um estudo de PET, 

utilizando um ligante transportador de dopamina e noradre- nalina, mostrou perda 

significativa em estruturas límbicas, como estriado ventral e amígdala de pacientes 

com DP, o que foi associado à depressão (REMY et al., 2005). Já a disfunção se- 

rotonérgica, bem descrita na depressão, foi também apontada como um importante 

fator me- diador para a depressão na DP.  

Na verdade, os primeiros estudos relataram níveis reduzidos de ácido 5-

hidroxiindolacético (5-HIAA), um metabólito da serotonina, no líquor de pacientes 

com DP em comparação com controles saudáveis (CHASE; NG, 1972; 

JOHANSSON; ROOS, 1971). De forma semelhante, menores níveis de 5-HIAA 
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foram observados no líquor de indi- víduos com DP deprimidos em comparação 

com individuos com DP não deprimidos (MAYEUX et al., 1984). Esses estudos 

reforçam o envolvimento serotonérgico na depressão associada à DP. 

Neuroinflamação: O envolvimento da neuroinflamação no comportamento 

depressivo tem sido demonstrado em estudos pré-clínicos (HODES et al., 2014; 

MA et al., 2017; MÉNARD et al., 2017),  e estudos clínicos (OSIMO et al., 2019). 

A DP está diretamente associada à ativação de células gliais (astrócitos e 

micróglia) e à produção de citocinas pró-inflamatórias clássicas, juntamente com 

outros fatores, que desempenham um papel fundamental no processo de morte 

neuronal dopaminérgica (MACHADO et al., 2019; ZHANG et al., 2019). Estudos 

têm mostrado a importância dos processos imunoinflamatórios e do estresse 

oxidativo e nitrosativo na depressão e na DP, sugerindo que a depressão 

prodrômica 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, há uma forte contribuição de 

citocinas infla- matórias nos sintomas motores e não motores, principalmente IL-

1β, TNF-α, IL-6 e IL-10. Além disso, polimorfismos nos genes TNF-α, IL1-β e IL-6 

estão relacionados a um maior risco de DP (HÅKANSSON et al., 2005; KRÜGER 

et al., 2000; MATTILA et al., 2002; WAHNER et al., 2007).  

Os níveis de citocinas inflamatórias sanguíneos e no SNC também foram 

relatados em pacientes com depressão maior (ENACHE; PARIANTE; MONDELLI, 

2019; MÜLLER 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 presença de 

níveis elevados de IL1-β e TNF-α. Curiosamente, foi relatado que o TNF-α está 

significativamente correlacionado com depressão mais grave, maior comprome- 

timento cognitivo e mais dificuldade para dormir em pacientes com DP com 

sintomas não motores (ALRAFIAH et al., 2019; MENZA et al., 2010).  

Estresse oxidativo: As citocinas inflamatórias apresentam interações 

recíprocas positi- vas com o estresse oxidativo e nitrosativo, o que leva à disfunção 

mitocondrial, que éum   dos principais processos deletérios da DP, e sua  

capacidade  de  desencadear  a  mortece- lular está bem descrita em regiões do 

sistema nigroestriatal em células dopaminérgicas de pacientes (GONZÁLEZ-

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 níveis de peroxidação 

lipídica, ní- veis das enzimas glutationa peroxidase e superóxido 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-α e IL-6 no estriado, córtex pré-frontal e hipocampo, bem co- mo aumento da 

peroxidação lipídica e níveis de nitrito e diminuição da glutationa redutase (ALABI 

et al., 2019).  

Assim, moléculas produzidas durante o processo inflamatório têm um papelfun- 

damental na depressão associada à DP. 

 

3.5 MODELO EXPERIMENTAL DA DOENÇA DE PARKINSOM: ROTENONA 
  

 Sabe-se que a lesão dos neurônios dopaminérgicos pode ser induzida 

através da administração de neurotoxinas, como 6-hydroxydopamine (6-OHDA) e 

1-methyl-4-phenyl- 1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). Além disso, foi relatado que 

produtos químicos agrícolas têm efeitos prejudiciais para os neurônios e que, 

associados à predisposição 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 epidemiológicos e análise histopatológica post-mortem em cérebros 

humanos têm mostrado que a exposição a pesticidas está associada a um maior 

risco para o desenvolvimento desta doença, e essa influência ambiental tem 

despertado bastante interesse da comunidade científica, nas ultimas décadas 

(KANTHASAMY et al, 2005; DINIS-OLIVEIRA et al, 2006; NISTICO et al, 2011). A 

rotenona é um composto natural encontrado em plantas que têm sido utilizada 

como inseticida, apresenta alta liposolubilidade podendo penetrar facilmente a 

barreira hematoencefálica. Devido à sua ação inibitória sobre o complexo 

mitocondrial I da cadeia respiratória, a rotenona aumenta os níveis de ROS 

(BISBAL e SANCHEZ, 2019). 

Em animais tratados com rotenona, características relacionadas à DP foram 

observa- das, como déficits motores, depleção de catecolaminas e perda de 

células dopaminérgicas ni- grais, além de inclusões de α-sinucleína  formando  os  

corpos  de  Lewy foram observadas  nos neurônios dopaminérgicos sobreviventes 
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(INDEN et al, 2011). Com a capacidade para re- produzir as principais 

características patológicas da DP humana, a rotenonaconstitui uma fer- ramenta 

valiosa como modelo experimental na pesquisa de base e aplicada. 

As principais vantagens da rotenona em relação às outras neurotoxinas é, 

primeira- mente, a ação direta sobre a inibição da respiração celular nos neurônios, 

sem necessidade de metabolização por astrócitos como é o caso do MPTP, além 

de atravessar facilmente a BHE como já citado, sendo possível sua administração 

de forma sistêmica, o que não ocorre com a 6-OHDA, que não é lipossolúvel, 

sendo necessário sua inoculação diretamente na região cerebral (SAUER e 

OERTEL, 1994). Sendo assim, dentre as toxinas mais utilizadas para este fim, a 

rotenona representa a forma de neurodegeneração mais próxima da DP humana. 

 

3.6 METFORMINA E DOENÇA DE PARKINSON – BASES PRÉ-CLÍNICAS 
PARA ESTA ASSOCIAÇÃO 

 

A metformina (N, N-dimetilbiguanida), é originalmente derivada da galegina 

(iso- amileno guanidina), um derivado da guanidina encontrado na planta Galega 

officinalis também conhecida como “Lilás francês” (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 II (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 - Bulário Eletrônico, 2018; 

Inzucchi et al, 2015). É também um dos antidiabéticos orais que constam na Lista 

de Medicamentos Essenciais da Organização Mundial de Saúde (WHO), e no 

Brasil, faz parte do programa Farmácia Popular do Ministério da Saúde .  Além da 

sua eficácia no tratamento da DM-II, a metformina apresenta poucos efeitos 

colaterais e de baixa gravidade, e é um dos poucos antidiabéticos menos passíveis 

de causar hipoglicemia, além de reduzir o risco de comorbidades relacionadas ao 

DM-II, como doenças cardiovasculares e reduzir a mortalidade entre pacientes 

diabéticos como mostrou o estudo feito pelo grupo UK Prospective Diabetes Study 

(UKPDS), tais características fazem da metformina uma droga eficaz e segura. 
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Apesar de sua longa história de uso clínico no tratamento da DM-II, o 

mecanismo de ação da metformina permanece relativamente desconhecido. Na 

literatura, é geralmente aceito que a ação modulatória mitocondrial induzida por 

metformina é responsáveil pela maioria dos seus efeitos pleiotrópicos (FORETZ et 

al, 2014). No ano de 2000, dois artigos relataram que a metformina diminui a 

respiração celular pela inibição leve e específica do complexo I da cadeia 

transportadora de elétrons, não afetando outras etapas da maquinaria mitocondrial 

(EL-MIR et al., 2000).  

Essa inibição resulta em uma queda de energia celular, reduzindo ATP e 

consequentemente aumentando a proporção AMP/ATP. O aumento do AMP ativa 

a Proteína Kinase ativada por Monofosfato de Adeno- sina (AMPK), um sensor 

crítico da homeostase de energia celular que integra múltiplasvias de 

sinalizaçãopara coordenar uma ampla gama de mecanismos compensatórios, 

protetores, e respostas poupadoras de energia (VIOLLET et al, 2012). No contexto 

da DM-II, a ativação da AMPK atua reduzindo a concentração sanguínea 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 I, mostraram que metformina inibiu 

neuroinflamação reduzindo reati- vidade microglial, induziu autofagia atenuando o 

dano neuronal causado por aglomeradosde α-sinucleína, e reduziu os níveis de 

ROS (LU et al., 2016b).  CHOI e colaboradores mostraram que MPTP induziu 

morte celular paralelamente à ativação de AMPK em neurônios dopaminérgicos 

mesencefálicos, porém quando a AMPK foi superexpressa a morte celular foi 

atenuada, sugerindo que maior atividade da AMPK poderia ser um mecanismo de 

resiliência celular (CHOI et al, 2010). 

É válido mencionar que a inibição da atividade do complexo 1 pela metformina 

é signifi- cativamente leve quando comparado à rotenona, um inibidor de referência 

desse mesmo complexo (EL-MIR et al., 2000). Além disso, de acordo com o 

trabalho de Batandier e colaboradores (2006), a metformina reduziu a produção 

de ROS mitocondrial por inibição seletiva do fluxo reverso de elétrons através do 

complexo I da cadeia respiratória, enquanto a rotenona desencadeia a produção 

de EROS por aumento do fluxo de elétrons para fora (BATANDIER et al, 2006). 
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Fonte: Foretz et al (2014) 

 

Alguns estudos também mostraram que o tratamento crônico com 

metformina produziu efeitos antidepressivos em pacientes e em modelos animais, 

sem contudo, haver uma proposi- ção de mecanismos ou vias de 

neurotransmissores (GUO et al., 2014; SHIVAVEDI et al., 2017). KHEDR et al, 

também concluíram que a metformina potencializou os efeitos da fluoxetina 

(antidepressivo da classe dos inibidores seletivos da recaptação da serotonina- 

ISRS) em ratos que foram submetidos à estresse crônico e dieta rica em lipídios. 

Além disso, foi observado também que inibição do mTOR, um componente 

catalítico de sinalização 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 

características depressivas da DP podem ser reduzidos através da ativação de 

AMPK pela metformina por promover a autofagia pela inibição do mTOR. 

 

 

  

Figura 7 - Principais mecanismos de ação da metformina 
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3.7 FLUOXETINA E DOENÇA DE PARKINSON – BASES PRÉ-CLÍNICAS 
PARA ESTA ASSOCIAÇÃO 

 

A fluoxetina é o principal medicamento da classe dos inibidores seletivos da 

recaptação de serotonina (do inglês, selective serotonin reuptake inhibitors ou 

SSRi) com eficácia clínica e perfil de segurança reconhecida no tratamento da 

depressão. O mecanismo de ação dessa clas- se de medicamentos consiste em 

atuar no neurônio pré-sináptico inibindo especificamente a recaptação do 

neurotransmissor serotonina, aumento da disponibilidade sináptica de serotoni- 

na. Desde sua descoberta, outras mo- léculas que mimetizam seu mecanismo de 

ação foram desenvolvidas, dando início a uma nova era no tratamento da 

depressão. A fluoxetina também demonstrou utilidade no tratamento de outros 

distúrbios para os quais sua prescrição já foi aprovada (PEREZ-CABALLERO et 

al, 2014). 

Efeitos neuroprotetores da fluoxetina também tem sido relatados em estudos 

pré-clínicos de DP. A administração sistêmica de Lipopolisacarídeo (LPS) é 

descrita como indutora de al- terações semelhantes às que ocorrem na DP. 

CHUNG et al (2010) demonstraram que a fluoxetina reverteu degeneração de 

neurônios dopaminérgicos da SN, ativação microglial e estresse oxidativo 

causados pela administração de LPS em ratos. Os mesmos autores observa- ram 

os mesmos efeitos neurotprotetores em modelo de DP induzido por MPTP, neste 

modelo, a fluoxetina preveniu a degeneração induzida por MPTP de neurônios 

dopaminérgicos nigro- estriatais e aumentou os níveis de dopamina estriatal com 

a recuperação motora parcial. Isso foi acompanhado pela inibição da expressão 

transitória de citocinas pró- inflamatórias e óxido nítrico sintase induzível e 

conseqüente dano oxidativo. Além dos efeitos in vivo, a fluoxetina também inibiu o 

dano neuronal dopaminérgico da neurotoxicidade de 1- metil-4-fenil- piridínio (MPP 

+) em co-culturas de neurônios mesencefálicos e micróglia  (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 neurodegeneração mediada 

por rotenona por meio de apoptose neuronal mediada por caspase-3 (PENG et al., 

2018). Por último, 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 crônico, sugerindo que, a fluoxetina pode ter seus 

efeitos anti-depressivos potencializados por estratégias polifarmacológica 

(POGGINI et al., 2019). 

Além desses estudos pré-clínicos, a fluoxetina também exerce efeitos 

benéficos em sinto- mas não-motores como depressão e  déficit  cognitivo  em  

pacientes  com  DP,  embora ainda apresente eficácia limitada (BOGGIO et al, 

2005). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

Os resultados dessa dissertação estão apresentados na forma de artigos. 
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Abstract: Cerca de 30-40% dos pacientes com Doença de Parkinson tem depressão 

contribuindo para o agravamento da perda da qualidade de vida. Dentre os pacientes 

que tra- tam a depressão, cerca de 50% não apresentam melhora significativa, devido 

à eficácia limitada do tratamento. No presente estudo, avaliamos os efeitos da 

metformina, associada ou não, à fluoxetina, sobre alterações moleculares 
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hipocampais em modelo da doença 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 à 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 5º dia de indução em diante, 

por via oral. Os animais foram submetidos ao teste do Rotarod, Teste de Preferência 

à sacaro- se (TPS) e Teste de Suspensão da Cauda (TSC), em seguida o cérebro foi 

retirado e o hipo- campo foi dissecado para análises moleculares. Através de 

Imunohistoquímica e Imunofluo- rescência, demonstramos que a rotenona induziu 

comportamento tipo-depressivo e alterações hipocampais deletérias. Metformina e 

fluoxetina não só melhoraram o déficit motor, como também preveniram 

comportamento tipo-depressivo nos testes TPS e TSC. Além disso,redu- ziram 

reativação glial evidenciados pela diminuição dos níveis de IBA1 e GFAP e inibiram 

níveis de mTOR, induzindo autofagia, além de aumentar os níveis de ATG5. Os 

fármacos também aumentaram neurogênese e a sobrevivência neuronal evidenciado 

através do aumento de KI67 e Neu N, respectivamente, e reduziram a morte celular 

evidenciada pela diminui- ção dos níveis de caspase 3 e PARP1. Além disso, 

Metformina potencializou o efeito da fluoxetina sobre a neuroplasticidade através do 

aumento dos níveis de CREB-p e BDNF. Concluímos que metformina e a fluoxetina 

apresentam efeitos antiparkinsonianos e anti- de- pressivos em modelo experimental 

de doença de Parkinson. 

 

Palavras-chave: Doença de Parkinson. Depressão. Fluoxetina. Hipocampo. 
Metformina. 
 

Introdução 

A Doença de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa 

caracterizada pelo desbalanceamento entre atividade colinérgica e dopaminérgica 

no estriado e regiões corticais, devido à morte progressiva de neurônios 

dopaminérgicos da substância negra pars compacta (SNpc) (SURATHI et al., 

2016). No processo da DP, aglomerados citoplasmáticos de α- sinu- cleína, 

aumento de estresse oxidativo, autofagia prejudicada e maior reatividade glial 

levam à neuroinflamação com ativação do Fator de Transcrição Nuclear Kappa B 

(NF-kB) e conse- quente expressão de citocinas pró-inflamatórias como o Fator de 
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Necrose Tumoral (do in- glês, Tumor Necrosis Factor ou TNF-α) IL1-β e IL-6 

(LORENZL et al., 2002; CHO et al., 2009; BEAR, CONNORS e PARADISO, 2017). 

Os sintomas motores clássicos da DP são tremor em repouso, rigidez muscular, 

bradicinesia e alterações na postura e no equilíbrio, enquanto que a depressão é 

o principal sintoma não motor (VAN LAAR e JAIN, 2004; AARSLAND et al, 2002; 

BHATTACHARJEE, 2018).  

Cerca de 30-40% dos pacientes com DP tem depressão contribuindo para 

o agrava- mento da perda da qualidade de vida desses pacientes. A patogênese 

da depressão não se res- tringe a alterações da sinalização monoaminérgica, mas 

inclui distúrbios do sistema endócrino e imunológico, excitotoxicidade do 

glutamato, processo de autofagia anormal e ativação microglial com aumento de 

citocinas pró-inflamatórias (DETKA et al, 2013; Gassem e Rein, 2019). Estudos 

clínicos indicam que tanto a depressão pode induzir processos inflamatórios, como 

a inflamação pode induzir episódios depressivos (MCNAMARA and LOTRICH, 

2012; MILLER et al., 2009, ROSENBLAT et al., 2014). Em pacientes com DP a 

elevação da ex- pressão de citocinas inflamatórias foi positivamente 

correlacionada com a gravidade da de- pressão e da ansiedade com níveis 

elevados de TNF-α, proteína C reativa de alta sensibilidade (do inglês, high-

sensitivity C-reactive protein ou hsCRP) eReceptor de IL-2 solúvel (do inglês 

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, prejuízos no desempenho da memória recente e aumento 

dos marcadores de inflamação COX- 2 e TNF- (Yan et al, 2020). 

A metformina, um hipoglicemiante utilizado no tratamento da diabetes 

mellitus,apre- senta atividade anti-inflamatória por inibir o NF-kB  além  de  induzir  

atividadeneurogê-  nica, sugerindo que a metformina pode ter ação terapêutica em 

doenças neurodegenerativas e neuroinflamatórias (OLIVEIRA WH et al, 2016; 

PEIXOTO et al., 2017; OAKHILL, AR- NOLD et al., 2014; AHMED, et al., 2017). A 

fluoxetina é um fármacopertencente à classe de inibidores seletivos de recaptação 

de serotonina (ISRS) e também apresenta efeitos anti- inflamatório e neurogênico. 

Os  ISRS são os medicamentos mais comumente prescritos para  o tratamento da 

depressão e de vários transtornos de ansiedade. Embora ações dos ISRS a ní- vel 

molecular e celular ainda permanecem pouco compreendidas, diversos trabalho 

sugerem que os SSRIs exercem sua atividade comportamental em roedores por 
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meio de mudanças 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 fenótipo depressivo em modelos animais de depressão induzidos por estresse 

crônico de contenção e dieta rica em lipídeos, através do aumento da expressão 

gênica de fatores tróficos e aumento da potenciação delongo prazo (LTP) no 

hipocampo (Poggini et al, 2019; Kedr et al, 2018). 

Dentre os pacientes parkinsonianos que tratam a depressão, cerca de 50% 

não apresen- tam melhora significativa, devido à eficácia limitada do tratamento 

disponível (BHATTA- CHARJEE, 2018; FRISINA, 2009). Sendo assim, é 

necessário desenvolver alternativas tera- pêuticas para tratar a depressão em 

pacientes com DP. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da 

metformina, associada ou não, à fluoxetina, sobre alterações moleculares 

hipocampais em modelo da doença de Parkinson. 

 

Metodologia 

 

Animais 

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 (8 semanas) foram obtidos do 

biotério de criação animal do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhães (Fundação 

Oswaldo Cruz–PE, Brasil). Os animais foram acondicionados em microisoladores, 

mantidos à temperatura de 18- 22ºC e fotoperíodo claro/escuro de 12 horas, com 

acesso à água autoclavada e comida ad libi- tum. Todos os protocolos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Uso Animal do Instituto de Pesquisas Aggeu 

Magalhães (CEUA 140/2019) e realizados em concordânciacom as normas e 

diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). 

 

 

Delineamento experimental 

Inicialmente, foi realizado um estudo para identificar com quantos dias de 

indução 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 solução veículo (90% de óleo de girassol 

+ 10% de DMSO) diariamente; o grupo rotenona foi induzido com rotenona diluída 

em solução veículo na concentração 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, Suspensão da cauda e Preferência de sacarose no 5º, 10º, 

15º e 20º dia de indução. Sendo, o comportamento depressivo observado nos 

animais no 20º dia de indução (resultados não mostrados). 

Estabelecido o tempo de indução, 50 animais foram subdivididos em 5 grupos 

experimen- tais (n = 10/grupo) conforme a figura 8: (1) Controle - animais 

submetidos à solução veículo por via subcutânea; (2) Rotenona - animais 

induzidos com Rotenona por via subcutânea; (3) Rotenona + Metformina - animais 

induzidos com rotenona por via subcutâneae metformina por via oral; (4) Rotenona 

+ Fluoxetina - animais induzidos com rotenona por via subcutânea e fluoxetina por 

via oral; (5) Rotenona + Metformina e Fluoxetina – animais induzidos com rotenona 

por via subcutânea e metformina por via oral. Os fármacos 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 5º dia de indução com 

roteno- na. Todos os grupos foram submetidos aos testes do Rotarod (avaliação 

decomportamento tipo-Parkinson), suspensão da cauda e preferência à sacarose 

(avaliação de comportamento tipo-depressivo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

  

Figura 8 - Delineamento experimental do estudo. 
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Rotarod 

O teste da barra rotatória ou Rotarod representa uma das principais e mais 

antigas abordagens de caracterização de disfunções motoras em modelos 

animais, trata-se de um teste que avalia a coordenação motora e o equilíbrio do 

animal pela sua capacidade de se manter sobre a haste cilíndrica que se move de 

forma rotatória numa velocidade constante ou acelerada por um determinado 

período de tempo (Resende-Pinto e Mi-Ko, 2012). O protoco- loutilizado nesse 

estudo foi baseado no trabalho de Liu e colaboradores (2015) com algumas 

adaptações. O aparato utilizado consiste em quatro divisórias para quatro animais 

e a barra cilíndrica. Os animais foraminicialmente habituados à barra giratória por 

5 min no dia ante- rior ao teste em velocidade constante de 5 rpm. No 20º dia os 

animais foram habituados por 60 minutos na sala de testes, em seguida foram 

colocados na haste giratória, e o protocolo foi realizado no modo acelerado dos 

níveis de velocidade (5 a 37 rpm) do aparelho. Os animais permaneceram sobre a 

haste por um período máximo de 300s, nesse período foi registrada a latência para 

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

 

Teste de preferência de sacarose (fenótipo tipo-anedonia) 

No décimo oitavo dia os animais foram apresentados a duas garrafas de água 

em lados opostos da gaiola, uma contendo apenas água e outra contendo uma 

solução de sacarose à 2%, por um período de habituação de 24 h. Após esse 

período, os animais foram separados individualmente e novamente abastecidos 

com duas garrafas previamente pesadas com a mesma distribuição por mais 24h, 

durante esse período  as  garrafas  foram  trocadas  de  lado uma vez para evitar 

tendência do animal por uma das garrafas, ao fim desse período as garrafas fo- 

ram novamente pesadas e o consumo foi estabelecido como a diferença de pesos 

das garrafas entre antes e depois do período de 24h (antes – depois), o percentual 

de consumo de sacarose foi calculado usando a equação: % de preferência por 

sacarose = consumo de sacarose x 100/consumo total. O consumo total foi 

definido como a soma do consumo de água e consumo de sacarose 

(NASCIMENTO et al, 2020). 

 

Teste de Suspenção da cauda (fenótipo tipo-desespero) 

O teste da suspensão da cauda consiste em avaliar o comportamento “tipo-
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desespero" o qual representa um endofenótipo da depressão induzida em animais. 

Neste teste, os animais são suspensos por suas caudas com fita adesiva, em uma 

posição que não pode escapar ou se- gurar em superfícies próximas, a falta de 

comportamento relacionado à 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- ção 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  distância.  Após  

esse período total de 6 minutos, os animais foram devolvidos para suas 

respectivas caixas. 

 

 

Imunohistoquímica 

Após a aplicação dos anestésicos, os animais (n=3) foram perfundidos 

transcardialmente com 20 ml de solução salina seguida de paraformaldeído (PFA) 

4% (40 ml) em solução salina tamponada com fosfato 0,1 M (PBS), pH 7,2. Em 

seguida, os cérebros dos animais foram remo- vidos e pós-fixados durante a noite 

em paraformaldeído 4% (Sigma-Aldrich) em solução salina tamponada com fosfato 

0,1 M (PBS) em pH 7 (heptahidratado monobásico e fosfato de sódio di- básico; 

Sigma - Aldrich). As amostras foram desidratadas em várias etapas de lavagem 

com eta- nol (Insofar Chemical Co., RJ, Brasil), purificadas em xilol e incluídas em 

parafina (Merck, EUA). As seções (5µm) foram cortadas coronalmente usando o 

micrótomo RM 2035 (Reichert S, Leica) e montadas em lâminas de vidro, 

reidratadas e tratadas com tampão citrato 20 mM (em pH 6,0) a 100 ° C por 30 

min. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com peróxido de hidrogênio 

3% (H2O2), e os cortes foram bloqueados com albumina sérica bovina 3% (BSA, 

fração V) (Miles, Naperville, IL, EUA) por 1 h em temperatura ambiente.  

Os anticorpos policlonais primários usados para avaliar morte e 

sobrevivência neuronal no hipocampo foram anti- NeuN (Novus Biologicals - 

NBP177686) na diluição de 1: 100, anti-caspase-3 (Abcam - AB4051) na diluição 

de 1: 100 e anti-PARP-1 (Abcam - AB6079) na diluição de 1: 100. Para avaliação 

da reatividade glial hipocampal os anticorpos foram: anti-GFAP (Novus Biological, 

número de catálogo NB300- 141) a uma diluição de 1: 1000; anti-IBA (Wako, 

número de catálo- go 016-20001) na diluição de 1: 500. Para avaliação da 
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neuroplasticidade hipocampal foram uti- lizados os anticorpos anti-p-CREB (Cell 

Signaling, número de catálogo 9198) a uma diluição de 1: 500 e anti-BDNF (ANT-

010 Alomone labs)) a uma diluição de 1: 500. Para avaliação do acúmulo de 

sinucleína na substância negra de Tirosina Hidroxilase (AB152-Merk), na diluição 

de 1:500.  

Todos os anticorpos foram incubados em tecidos durante a noite a 4 ° C. As 

seções foram incubadas com um anticorpo secundário conjugado com biotina por 

1 h após a lavagem ( Da- koCytomation, Biotinylated Link Universal HRP; K0690, 

CA, EUA). As marcações foram reve- ladas por incubação com 30-3-

diaminobenzidina (DAB) como cromógeno, em contraste com a hematoxilina de 

Carrazi, e montado em Entellan (Merck, número de catálogo: 1079610100, EUA). 

As imagens foram capturadas pelo microscópio (Leica ICC50 HD). Foram obtidas 

8 ima- gens por grupo (n=3), a densidade óptica foi realizada utilizando o programa 

GIMP versão 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 versão 1.52 

 

Imunofluorescência 

Para a avaliação do acúmulo de α- sinucleína, marcadores celulares de 

autofagia e de neurogênese, os cortes de parafina da SNpc foram incubados com 

um tampão de bloqueio (1 × TBS-T + 5% Albumina de soro bovino) durante 1 h. 

Em seguida os cortes foram primeira- mente incubados com o anticorpo primário 

anti-Tirosina Hidroxilase (TH) (AB152-Merk) na diluição de 1:500, produzido em 

coelho, e posteriormente foram incubados com o segundo anticorpo primário anti- 

-sinucleína (Santa Cruz - 53955) na diluição de 1:50 no tampão de diluição de 

anticorpo (1 × TBS-T + 3% Albumina de soro bovino) a 4° C overnight, para du- 

pla marcação TH/ -sinucleína. Para avaliação da autofagia hipocampal os cortes 

foram incu- bados com anticorpos primários para p-mTOR (Abcam AB109268) na 

diluição de 1:40, e ATG5 (Abcam 228668) na diluição de 1:100; e o anti-KI67 

(Abcam 15580) na diluição de 1:300. Os cortes foram então incubados com um 

anticorpo secundário 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 diluição de 1:200. pa- ra 

marcação nuclear durante 5 minutos, no escuro. As imagens foram capturadas 
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pelo mi- croscópio de fluorescência (Zeiss MicroImaging GmbH) equipado com 

uma câmera (Zeiss AxioCam MRM), a densidade óptica e foi realizada utilizando 

o programa GIMP versão 2.6.11 (software GNU Image Manipulation Program, 

CNET Networks, Inc. Australia). 

 

Análises Estatísticas 

Os dados serão 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 

 

Tratamento com metformina e fluoxetina reverteram os déficits motores 
produzidos pela administração de rotenona. 

 

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

apresentaram perda da coordenação 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- sociação à fluoxetina (Valor de p < 0,0001), bem como 

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

prevenir esse aspecto docomprometimento motor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

 

Tratamento com metformina e fluoxetina reverteram o comportamento tipo-
depressivo produzidos pela administração de rotenona. 

 

Os animais induzidos à DP com rotenona apresentaram menor preferência de 

sacarose avaliada pelo Teste de Preferência de Sacarose (TPS) em relação 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 associação  

Figura 9 - Teste do Rotarod 
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(Valor de p < 0,0001) foram capazes de prevenir este comportamento, 

demonstrando uma ação tipo anti-depressiva (Figura 10 (a)). O mesmo padrão foi 

observado no Teste da Suspensão 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 

relação ao controle (Valor de p = 0,01), enquanto a fluoxetina isoladamente (Valor 

de p = 0,02) e associada à metformina (Valor de p = 0,006) impediram o aumento 

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

(b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

 

Tratamento com metformina e fluoxetina atenuaram a perda de 
neurônios dopaminérgicos na substância negra. 

 

A administração de rotenona causou perda significativa dos neurônios 

dopaminérgicos na substância negra dos animais induzidos em relação ao controle 

(Valor de p = 0,0046), já a metformina isoladamente (Valor de p < 0,0001) ou 

associada à fluoxetina (Valor de p = 0,003) foi capaz de atenuar esta perda, já a 

fluoxetina isoladamente não aumentou significati- vamente o número de neurônios 

quando comparado ao grupo controle (Valor de p = 0,06).  

  

Figura 10 - (a) Teste da Preferência de Sacarose e (b) Teste da Suspensão da cauda 
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A figura 11 (a) mostra a imunohistoquímica para a marcação da Tirosina 

Hidroxilase (TH) e a figura (b) mostra a representação gráfica dos mesmos 

resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

 

  

Figura 11 - (a e b) Imunohistoquímica para TH na Substância Negra.  
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Tratamento com metformina e fluoxetina atenuaram o aumento de α-sinucleína 
induzido pela rotenona na substância negra. 
 

A figura 12 (a) mostra a delimitação da região quantificada. Os animais induzidos com 

ro- tenona apresentaram maior marcação para a α-sinucleína na substância negra em relação 

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 associação (Valor de p < 0,0001) 

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

(c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 12 - (a, b e c) Imunofluorescência para TH e α-sinucleína na Substância Negra.  
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Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

 

Metformina e fluoxetina preveniram neuroinflamação hipocampal, através da 
atenuação do aumento de células gliais provocado pela rotenona. 

 

No hipocampo, a administração de rotenona aumentou significativamente o 

número e a densidade de células gliais em relação ao grupo controle (Valor de p 

< 0,05). Esse aumento foi mais significativo em relação aos astrócitos (Valor de p 

< 0,0001). O tratamento com metformina e fluoxetina isoladamente e em 

associação foi capaz de atenuar significativamenteo aumento de astrócitos de 

forma igual nos três grupos de tratamento (Valor de p < 0,0001). Figura  13 (a) e 

(b). Em relação ao número de micróglias a rotenona aumentou de forma também 

significativa o número dessas células em relação ao grupo controle (Valor de p = 

0,007). Os tratamento com metformina e fluoxetina isoladamente e em associação 

atenuaram significati- vamenteo aumento de células Iba-1 positivas, sendo a 

associação de metformina e fluoxetina mais eficaz (Valor de p = 0,0012) em 

comparação aos grupos tratados com os fármacos isola- damente, metformina 

(Valor de p = 0,04) e fluoxetina (Valor de p= 0,0015). Figura 13 (c) e (d). 

 

 

 

 

 

  



48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

  

Figura 13 - (a e b) Imunohistoquímica para GFAP no hipocampo; (c e d) Imunohistoquímica para IBA-1 
no hipocampo. 
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Metformina e fluoxetina induziu autofagia através da inibição de mTOR e 

aumento de ATG. 

 

A figura 14 (a) e (b) mostra que a rotenona provocou um aumento significativo 

da fosforilação de mTOR em relação ao controle (Valor de p < 0,0001), 

consequentemente inibindo a autofagia. Já o tratamento com metformina e 

fluoxetina isoladamente e em associação provo- caram uma redução da 

fosforilação do mTOR em relação ao grupo DP de forma estatistica- mente 

semelhante (Valor de p < 0,0001 ). Metformina e fluoxetina também aumentaram 

significativamente a expressão da proteína associada à autofagia ATG5 em 

relação ao grupo DP (Valor de p = 0,02 e <0,0001, respectivamente), embora em 

associação houve menor significância vistos na figura 14 (c) e (d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 14 - (a e b) Imunofluorescência para mTOR no hipocampo; (c e d) Imunofluorescência para 
ATG5 no hipocampo 
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Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

 

 

 

 

 

Rotenona inibiu a neurogênese hipocampal, sendo revertida pela metformina e 
fluoxetina. 
 

Os animais induzidos com rotenona apresentaram menor marcação para a 

proteína KI67, que participa do processo de proliferação celular, em relação ao 

grupo controle (Valor de p = 0,0013). No entanto, tal diminuição foi revertida pelo 

tratamento com os fármacos metformi- na (Valor de p < 0,0001) e fluoxetina (Valor 

de p < 0,0001) isoladamente e em associação (Valor de p < 0,0001) (figura 15 (a) 

e (b)). 
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Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

  

 

 

 

A associação  de Metformina e Fluoxetina promoveu aumento  de neurônios 
maduros   no hipocampo 

 

A administração de rotenona causou degeneração de neurônios hipocampais 

com redução de células imunorreativas para a detecção da proteína Neu N nos 

animais doentes (Valor de p = 0,019). Por outro lado, o tratamento com a 

associação de metformina e fluoxetina preveniu a morte neuronal (Valor de p = 

0,04), figura 16 (a) e (b). 

 

 

  

Figura 15 - (a e b) Imunofluorescência para KI67 no hipocampo 
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Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

 

 

Fluoxetina e metformina atenuaram a morte celular no hipocampo 
 

A expressão da enzima nuclear PARP 1 (do inglês, Poly [ADP-ribose] 

polymerase 1) foi aumentada pela administração 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 

imunomarcação desta molécula no hipocampo de animais tratados (Valor de p = 

0,001), atenuando  assim o nível de morte celular,  como vistos na figura 17 (a) e 

(b). Por sua vez, a administração de rotenona aumentou a expressão de caspase 

3 no teste de imunohistoquímica no hipocampo de animais induzidos ao modelo 

de DP em relação ao grupo controle (Valor de p= 0,007), enquanto o tratamento 

com fluoxetina separadamente (Valor de p = 0,0002) e associada à metformina 

(Valor de p = 0,004) reduziram significativamente a densidade óptica da 

imunoreação para esta molécula, como vistos na figura 17 (a) e (b). 

 

 

 

Figura 16 - (a e b) Imunohistoquímica para NeuN no hipocampo 
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Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

 

 

Fluoxetina e metformina induzem plasticidade sináptica 
 

A rotenona provocou uma redução da expressão da proteína de ligação responsiva ao 

AMPc fosforilada (do inglês, cAMP response element-binding protein ou CREB-p) em re- 

laçãoao controle (Valor de p = 0,0004), no entanto, a fluoxetina preveniu esta redução 

signifi- cativamente no grupo doente que foi tratado com fluoxetina (Valor de p = 0,01) 

(figura 18 (a) e (b).  

 

 

  

Figura 17 - (a e b) Imunohistoquímica para PARP1 no hipocampo  
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Da mesma forma, a expressão do Fator neurotrófico derivado do cérebro (do inglês, 

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

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

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

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 18 - (a e b) Imunohistoquímica para CREB-p no hipocampo; (c e d) Imunohistoquímica para BDNF 
no hipocampo 
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Fonte: Ingrid Mendonça (2021) 

 

 

 

 

 

Discussão 

A metformina exibe um efeito neuroprotetor em muitos distúrbios neurológicos 

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 

neurodegeneração dopami- nérgica e a agregação de -sinucleína, mostrando 

efeito neuroprotetivo nesse modelo (Saewan- ne et al, 2021). Já 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 não teve 

efeito sobre os neurônios 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 fármaco, e foi o tratamento mais eficaz sobre o aumento de 

células positivas para tirosina hidroxilase, portanto na redução da 

neurodegeneração, 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. 

Já é conhecido que a fluoxetina, um antidepressivo ISRS, tem amplas funções 

neuro- biológicas e efeitos neuroprotetores em lesões do sistema nervoso central, 

mas seus papéis na DP são 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 neurodegeneração mediada por 

rotenona por meio de apoptose neuronal mediada por caspase-3 (Peng et al, 

2018). No entanto, no nosso modelo de administração de fluoxetina, não houve 

efeito signifi- cativo deste fármaco em relação à lesão nigral. Tais divergências de 

resultados podem ser de- vido à diferenças metodológicas relacionadas à espécie 

animal, tempo de indução da DP e via de administração do fármaco, em relação 

ao último estudo citado. 

Embora esteja relacionada à patologia da DP, a função fisiológica da α-

sinucleína está sob constante investigação. Uma das linhas de pesquisa mais 

proeminentes sugere que α- si- nucleína atua no terminal pré-sináptico e regula a 

transmissão sináptica, portanto não é origi- nalmente tóxica (Villar-Piqué, Fonseca 

e Outeiro, 2016). No entanto, alterações estruturais bem como predisposição 

genética devido a mutações no gene desta proteína pode levar a mu- danças 

conformacionais que facilitam sua aglomeração tornando-a tóxica para a célula. 

Os aglomerados de sinucleína e outras proteínas formam inclusões 

citoplasmáticas chamadas de corpos e neurites de Lewy dentro dos neurônios 

dopaminérgicos remanecentes da SNpc (Colla et al, 2012; Choi et al, 2013). O 

papel preciso das formas tóxicas da α- sinucleína na etiologia de PD não são 

claros, no entanto dados gerados a partir de modelos in vivo e in vitro mostram que 

as formas agregadas de α-sinucleína podem contribuir para o processo neurode- 

generativo na DP interferindo com a função lisossomal e mitocondrial,prejudicando 

a autofa- gia, homeostase vesicular e transporte de microtúbulos. Ao mesmo 

tempo, processos celula- res, como disfunção mitocondrial, podem iniciar o 

acúmulo de α- sinucleína. Qualquer uma desses processos são potencialmente 

devastadores para asobrevivência neuronal (Rocha, Mi- randa e Sanders, 2017). 

Em nossos resultados, encontramos que a rotenona induziu aumento da α-

sinucleína total na SNpc. Esse resultado é compatível 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  

expressão  de  α-  sinucleína 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 α-sinucleína exercidos pela 

metformina em mo- delo de DP, e indicam a mesma ação sendo exercida pela 

fluoxetina, embora as vias intracelu- lares não estejam totalmente elucidadas. 

Alguns estudos já mostraram a aplicabilidade de paradigmas que são usados 

no campo da pesquisa experimental da depressão. No teste de preferência à 

sacarose (TPS), a anedonia no animal é medida pela redução do consumo de 

sacarose em comparação à níveis basais, roedores anedônicos mostram 

preferência diminuída pela solução de sacarose, provavelmente devido a um 

sentido reduzido de recompensa do sabor doce, da mesma forma a eficácia anti- 

depressiva do tratamento é medida pela maior preferência do animal pela água 

açucarada (Wang, 2009; Schintu, Zhang, Svenningsson, 2012). No teste de 

suspensão da cauda (TSC), é avaliado um endofenótipo 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 anedônico nos animais em relação ao grupo  

controle, este resultado representa um complemento a recentes estudos 

utilizandomodelos de DP induzido por 6-OHDA que comprovaram o 

desenvolvimento de comportamento anedôni- 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 depressão (Shivaved et al, 2017). Poginni e 

colaboradores (2019) demonstraram em um modelo de depressão induzido por 

estresse crônico imprevisível, que o tratamento combinado de fluoxetina e 

metformina foi mais eficaz do que a fluoxetina isolada na melhora do fenótipo 

depressivoapós uma semana de tratamento. Isso foi associado a um aumen- to na 

expressão de mRNA de IGF2 e aumento da potenciação de longo prazo, 

especificamente no hipocampo (Poggini et al,2019). No modelo de DP utilizado no 
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presente estudo, metformi- na e fluoxetina produziram uma ação tipo- 

antidepressiva aumentando a preferência pela sa- carose e diminuindo a 

imobilidade na avaliação 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 relação à 

melhora do comportamento tipo-depressivo no TSC, como visto na figura 3 (b). 

Microglia e astrócitos são células da glia envolvidas em processos 

neuroinflamatórios na DP. Microglia parece contribuir mais intensamente para o 

processo degenerativo. No en- tanto, o perfil de astrócito pró-inflamatório pode ser 

significativamente prejudicial para neu- rônios dopaminérgicos (Hu, 2016; Pal et al, 

2016). Em um estudo utilizando o modelo de DP por 6-OHDA, foi observada uma 

reatividade astrocítica no estriado e SNpc em paralelo com  o aumento da 

imunorreatividade para iNOS (Kuter, Olech e Glowacka, 2018; Mori et al, 2018). 

Silva et al (2016) encontrou aumento da ativação 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), concluíram que amicroglia reativa pode 

contribuir para a morte de neurô- nios dopaminérgicos, levando a uma redução 

nos níveis de dopamina estriatal. O presente es- tudo mostrou que a rotenona 

aumentou significativamente microglias e astrócitos 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 astrócitos 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 astrocitárias no hipocampo dos animais doentes. Esses 

resultados complemen- tam dados da literatura que mostram que a metformina 

também melhora déficits cognitivos através da ativação alternativa de microglia de 

fenótipo M2 aliado à uma diminuição de cito- cinas inflamatórias, além de reduzir 

a hipertrofia de astrócitos (Kodali et al, 2020). Para além dos efeitos em relação 

aos níveis de serotonina, são descritos efeitos anti-inflamatórios da fluoxetina. Em 

modelo de injúria cerebral, a fluoxetina reduziu o número de micróglias / ma- 

crófagos positivos para Iba-1, infiltração de neutrófilos e morte celular, além de 
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reduzir os níveis de citocinas pro-inflamatórias (Liu et al, 2018). Esses dados 

mostram que aumento de células gliais estão envolvido no processo degenerativo 

da DP no hipocampo e que metformi- na e fluoxetina apresentam efeito benéfico 

neuromodulador. 

A autofagia é um processo catabólico que funciona como uma via de 

depuração de agregados de proteínas, componentes citoplasmáticos e organelas 

celulares como mitocôn- drias em fases de degeneração (Glick, Barth e Macleod, 

2010). A autofagia é descrita como sendo prejudicada em cérebros de pacientes 

parkinsonianos pós-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 distúrbios autofágicos em diferentes re- giões 

fora dosistema nigroestriatal (Wise et al, 2018). Os resultados do presente estudo 

mos- traram que a rotenona induziu aumento da proteína quinase p-mTOR no 

hipocampo, enquanto metformina e fluoxetina reduziram significativamente a 

expressão dessa proteína. O alvo da rapamicina em mamíferos(do inglês, 

mammalian target of rapamycin ou mTOR), é um pon- to central de 

convergênciade sinais de crescimento, proliferação e sobrevivência celular, além 

de inibir o processo de autofagia. Embora seja necessário manter um certo nível 

de atividade mTOR já que asinalização mTOR é essencial para a sobrevivência e 

crescimento celular, no contexto da DP, é crucial acelerar a depuração de 

agregadas tóxicos proteínas nos  neurô- nios. A autofagia é uma via chave para 

promover a degradação desses agregados (Lavy, To- wers e Thorburn, 2017; Zhu 

et al, 2019). Portanto, a inibição do mTOR pela metformina e fluoxetina encontrada 

no nosso modelo de DP sugere indução de autofagia. Esta interpretação é 

complementada pelos nossos resultados em relação à proteína ATG5 que foi 

aumentada no hipocampo dos animais tratados com os respectivos fármacos. 

ATG5 é uma proteína crucial envolvida na extensão da membrana fagofórica nas 

vesículas autofágicas, portanto, indica ati- vidade de autofagia (Qiao et al, 2020). 

Os fatores neurotróficos são intimamente ligados à neurogênese e 

neuroplasticidade no adulto, processos que podem estar prejudicados durante o 

curso de algumas doenças neuro- psiquiátricas e/ou neurodegenerativas 

(Horgusluoglu et al, 2016). No nosso modelo experi- mental, a rotenona reduziu 

significativamente a proliferação de precursores neuronaisno hi- pocampo dos 

animais doentes através da diminuição da proteína KI67, como também reduziu a 
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população de neurônios maduros, já o tratamento com a fluoxetina induziu 

aumento da pro- teína KI67, portanto aumento da proliferação celular no 

hipocampo, enquanto que a associa- ção de fluoxetina e metformina promoveu 

aumento dos neurônios maduros. Nossos resulta- dos mostram que metformina e 

fluoxetina promoveram neurogênese e sobrevivência neuronal hipocampal frente 

ao modelo de DP, e estão em conformidade ao que tem sido demonstrado na 

literatura, onde a fluoxetina têm a capacidade para regular o nascimento de novos 

neurô- nios (neurogênese) e a sobrevivência dessas células (Hitoshi et al., 2007; 

Micheli et al, 2018). 

A rotenona aumentou a apoptose neuronal no hipocampo, enquanto a 

fluoxetina asso- ciada à metformina reduziram a morte neuronal por apoptose, 

através da menor densidade óp- tica de caspase 3. Para reforçar a degeneração 

hipocampal no presente estudo, mostramos também o aumento de PARP 1 pela 

rotenona e a inibição deste componente pela fluoxetina. A detecção de caspase 3 

em tecidos é um método importante para avaliação da apoptose induzi- da por 

uma ampla variedade de sinais apoptóticos. Por sua vez, a PARP 1 é uma enzima 

en- volvida no reparo celular em situações de estresse oxidativo e é 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 inglês, Terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP nick end labeling) em um modelo de de-  pressão induzido por 

dexametasona (Heynes, Barber e Mitchell, 2004). Nossos resultados re- forçam o 

efeito inibidor da fluoxetina, já relatada na literatura, sobre a morte neuronal no 

hipocampo. 

O efeito antidepressivo na fluoxetina também é devido ao aumento de fatores 

relaciona- dos à neuroplasticidade, como CREB e BDNF. A microinjeção bilateral 

de CREB no hipo- campo de ratos com depressão induzida produziu efeito 

antidepressivo e sugere que CREB pode servir como um potencial alvo molecular 

para novos agentes terapêuticos (Chenet al, 2001). A metformina também induz 

aumento de fatores neurotróficos segundo alguns estudos. Recentemente, Fang e 

colaboradores (2020), mostraram que a metformina aumentou significativamente 

a expressão do BDNF, aumentando a acetilação da histona junto com o promotor 

do BDNF, que foi atribuído à ativação da proteína 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 associação (Fang et al, 2020). 

Nós mostramos neste estudo, que o mo- delo de DP induzido pela rotenona causou 

redução 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 associação. Portanto, nossos resultados estão 

de acordo com a literatura em relação aos efeitos indutores de neuroplasticidade 

dos fármacos metformina e fluoxetina, além de reforçar o efeito sinérgico desses 

dois fármacos sobre a neuroplasticidade hipocampal frente ao processo da DP 

experimental. 

 

 

Conclusões 

O presente estudo concluiu que o tratamento com metformina e fluoxetina 

separa- damente ou em associação apresentam efeitos antiparkinsonianos e anti-

depressivos. Tais efeitos estão relacionados à processos anti-inflamatórios, 

autofágicos, neuroplásticos e neuroprotetores em modelo experimental de doença 

de Parkinson. Esses processos estão en- volvidos na DP, e são relatados em 

humanos e em modelos experimentais. Os resultados obtidos até o momento são 

promissores, embora necessitem de investigações sobre vias intracelulares 

envolvidas nos processos citados. Finalmente, os resultados estão embasados em 

estudos prévios e indicam uma potencial estratégia polifarmacológica composta 

por metformina e fluoxetina para sintomas motores e não-motores da DP. 
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4.2 ARTIGO 2  
 

O artigo “Neurobiological findings underlying depressive behavior in Parkinson's 

disease: A review” foi publicado no periódico INTERNATIONAL 

MMUNOPHARMACOLOGY, volume 83, 2020,  DOI: 10.1016/j.intimp.2020.106434. 

link para acesso: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32224442/ 
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5. CONCLUSÃO 
 

Ao final desta dissertação, conclui-se que: 

 O tratamento com metformina e fluoxetina separadamente ou em 

associação apresentam efeitos antiparkinsonianos e anti-depressivos.  

 Tais efeitos estão relacionados à processos anti-inflamatórios, autofágicos, 

neuroplásticos e neuroprotetores em modelo experimental de doença de 

Parkinson. Esses processos estão en- volvidos na DP, e são relatados em 

humanos e em modelos experimentais.  

 Os resultados obtidos até o momento são promissores, embora necessitem 

de investigações sobre vias intracelulares envolvidas nos processos 

citados.  

 Finalmente, os resultados estão embasados em estudos prévios e indicam 

uma potencial estratégia polifarmacológica composta por metformina e 

fluoxetina para sintomas motores e não-motores da DP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 

 

 

 

6. SÚMULA CURRICULAR  
 

Durante o período referente ao mestrado foi apresentado trabalho no 

Congresso da Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento (SBNeC). 

Realizada no Centro de Convenções de Campos do Jordão. Em Campos de 

Jordão-São Paulo. 2019. 
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