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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é o segundo disturbio neurodegenerativo mais comum
no mundo, afetando aproximadamente 1% da populagdo acima de 60 anos. E
caracterizada por sintomas motores, como rigidez muscular, bradicinesia e tremores,
e nao-motores, como depressao, déficit cognitivo e sintomas gastrointestinais. Sua
etiopatogenia estd associada ao acumulo de a-sinucleina e a degeneragdo de
neurénios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNpc). A teoria de
Braak sugere que a patologia da DP se inicia no trato gastrointestinal (TG) e se
propaga ao sistema nervoso central (SNC), via nervo vago. Fatores como a
alteracao da microbiota intestinal também contribuem para esta patologia facilitando
a proliferacdo de bactérias que produzem lipopolissacarideos (LPS), causando
inflamacédo, disfuncdo gastrointestinal, agregacdo de a-sinucleina intestinal e
aumento da permeabilidade intestinal. Além disso, citocinas inflamatérias liberadas
neste processo intestinal podem atingir a corrente sanguinea e adentrar o SNC,
levando ao acumulo de a-sinucleina e morte neuronal. Tratamentos atuais para DP
focam na reposigao de dopamina, mas sao limitados em eficacia e possuem efeitos
colaterais  significativos. Prebidticos como frutooligossacarideos (FOS) e
galactooligossacarideos (GOS) vém sendo investigados como alternativas
terapéuticas devido a sua capacidade de estabilizar a microbiota intestinal, reduzir a
inflamacgé&o sistémica e regular a permeabilidade intestinal. Este estudo teve como
objetivo geral avaliar os efeitos terapéuticos dos prebidticos FOS e GOS na DP
experimental, especificamente sobre: a capacidade motora de camundongos
induzidos com rotenona; a neuroinflamagdo e o acumulo de alfa-sinucleina na
substancia negra; e as alteragbes na abundancia de algumas espécies de bactérias
intestinais. Foram utilizados camundongos machos C57BL/6, divididos em trés
grupos: CONTROLE, DP (induzidos com rotenona), DP+PREB (induzidos com
rotenona e tratados com FOS e GOS). A rotenona foi administrada
subcutaneamente a 2,5 mg/kg/dia por 20 dias, e os prebidticos foram administrados
concomitantemente por via oral. Apés o tratamento, os camundongos foram
submetidos ao teste de rotarod e campo aberto para avaliagcdo da coordenagao
motora e, posteriormente, a substancia negra foi extraida para analise proteica. Os
camundongos tratados com rotenona apresentaram déficits motores significativos no
teste de rotarod, com menor tempo de laténcia para cair em comparagéo ao grupo
controle. No entanto, os camundongos tratados com FOS e GOS mostraram
melhora significativa na capacidade motora. Na analise proteica, a indugao com
rotenona aumentou a expressao de IBA-1, IL-18 e INOS na substancia negra,
indicando neuroinflamacéo. O tratamento feito com prebidticos diminuiu a
reatividade microglial, diminuindo os niveis desses marcadores inflamatérios. Os
prebidticos também aumentaram significativamente a abundancia de Lactobacillus
reuteri, Desulfovibrio ssp e Alistipes ssp, e diminuiram Helicobacter hepaticus. Logo,
a combinacdo de FOS e GOS melhora os sintomas motores da DP em
camundongos e reduz a neuroinflamag&o na substancia negra, sugerindo uma agao
moderadora no comprometimento motor e uma potencial agao terapéutica na DP.
Estes resultados indicam que os prebidticos podem modular a inflamacao induzida
pela rotenona, representando uma abordagem promissora para o tratamento da DP.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder in
the world, affecting approximately 1% of the population over 60 years of age. It is
characterized by motor symptoms such as muscle rigidity, bradykinesia and tremors;
and non-motor, such as depression, cognitive impairment and gastrointestinal
symptoms. Its etiopathogenesis is associated with the accumulation of a-synuclein
and the degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta
(SNpc). Braak's theory suggests that PD pathology begins in the gastrointestinal tract
(TG) and spreads to the central nervous system (CNS) via the vagus nerve. Factors
such as changes in the intestinal microbiota also contribute to this pathology by
facilitating the proliferation of bacteria that produce lipopolysaccharides (LPS),
causing inflammation, gastrointestinal dysfunction, aggregation of intestinal
a-synuclein and increased intestinal permeability. Furthermore, inflammatory
cytokines released in this intestinal process can reach the bloodstream and enter the
CNS, leading to the accumulation of a-synuclein and neuronal death. Current
treatments for PD focus on dopamine replacement, but are limited in efficacy and
have significant side effects. Prebiotics such as fructooligosaccharides (FOS) and
galactooligosaccharides (GOS) have been investigated as therapeutic alternatives
due to their ability to stabilize the intestinal microbiota, reduce systemic inflammation
and regulate intestinal permeability. This study had the general objective of
evaluating the therapeutic effects of FOS and GOS prebiotics in experimental PD,
specifically on: the motor capacity of mice induced with rotenone; neuroinflammation
and accumulation of alpha-synuclein in the substantia nigra; and changes in the
abundance of some species of intestinal bacteria. Male C57BL/6 mice were used,
divided into three groups: CONTROL, DP (induced with rotenone), DP+PREB
(induced with rotenone and treated with FOS and GOS). Rotenone was administered
subcutaneously at 2.5 mg/kg/day for 20 days, and prebiotics were administered
concomitantly orally. After treatment, the mice were subjected to the rotarod and
open field test to evaluate motor coordination and, subsequently, the substantia nigra
was extracted for protein analysis. Mice treated with rotenone showed significant
motor deficits in the rotarod test, with a shorter latency time to fall compared to the
control group. However, mice treated with FOS and GOS showed significant
improvement in motor capacity. In protein analysis, rotenone induction increased the
expression of IBA-1, IL-18 and iINOS in the substantia nigra, indicating
neuroinflammation. Treatment with prebiotics decreased microglial reactivity,
reducing the levels of these inflammatory markers. Prebiotics also significantly
increased the abundance of Lactobacillus reuteri, Desulfovibrio ssp, and Alistipes
ssp, and decreased Helicobacter hepaticus. Therefore, the combination of FOS and
GOS improves the motor symptoms of PD in mice and reduces neuroinflammation in
the substantia nigra, suggesting a moderating action on motor impairment and a
potential therapeutic action in PD. These results indicate that prebiotics can modulate
rotenone-induced inflammation, representing a promising approach for the treatment
of PD.

Key words: Parkinson’s. Prebiotics. Therapy. Neuroinflammation. Microbiota.
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1 INTRODUGAO

A doenca de Parkinson (DP) é o segundo disturbio neurodegenerativo
mais comum no mundo, com prevaléncia estimada de 1% na populacéo
acima dos 60 anos, sendo o primeiro, a doenga de Alzheimer (Tysnes;
Storstein, 2017). A DP é caracterizada pela presenca de sintomas motores
como o comprometimento progressivo da rigidez muscular, bradicinesia e
tremores, e ndo-motores tais como depressédo, déficit cognitivo, ansiedade e,
mais frequente, sintomas gastrointestinais (Goldman; Postuma, 2014,
Mendonga et al., 2020). A DP é considerada uma doenca de origem
multifatorial, sendo o seu desenvolvimento favorecido por fatores como
mutacdes genéticas, exposicdo a toxinas ambientais e envelhecimento
(Olanow et al., 2009).

A DP apresenta fisiopatogenia também diversa, sendo, principalmente,
causada por mecanismos de neuroinflamagao, acumulo de agregados toxicos
de proteinas, estresse oxidativo e morte de neurdnios dopaminérgicos
localizados na substéncia negra pars compacta (SNpc). (Pal et al., 2016,
Olanow et al., 2019, Bhattarai et al, 2021). Os tratamentos disponiveis
atualmente para a DP incluem medicamentos que visam restituir a deplegao
de dopamina da SNpc a fim de tratar principalmente os sintomas motores. No
entanto, tais medicamentos apresentam uma série de efeitos colaterais, além
de limitada eficacia (Church, 2021).

As alteragcbes gastrointestinais s&do os sintomas nao motores mais
frequentes na DP, cerca de 80% dos pacientes sofrem com algum disturbio no
trato gastrointestinal (TG). Segundo a teoria de Braak, o processo inflamatorio
relacionado a PD se inicia no TG e vai em direcdo ao cérebro por meio do
sistema nervoso entérico (SNE) e sistema nervoso auténomo, via nervo vago,
ao sistema nervoso central (SNC) em estagio prodrémico (Braak; Tredici,
2017, Brudek, 2019). Desta forma, alteragdes intestinais como desequilibrio
na microbiota intestinal, aumento da permeabilidade e inflamagao intestinal
também estdo associadas a fatores de riscos para o desenvolvimento da DP
(Clapp et al., 2017, Johnson et al., 2018)

15
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Diante disso, devido a correlacéo entre a disbiose e a DP, a modulacéo
da microbiota passou a ser de interesse terapéutico. Dessa forma, surgem os
prebioticos que sao fibras alimentares resistentes a acidez gastrica e a
absorgcao gastrointestinal, sendo metabolizados apenas pela microbiota
intestinal, onde estimulam aumento seletivo de bactérias intestinais benéficas
conferindo beneficios a saude do organismo (Holscher, 2017, Peterson,
2020).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sintomatologia e fisiopatologia da doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) ocupa a segunda posi¢gédo em prevaléncia dentre
os disturbios neurodegenerativos, ficando em primeiro lugar, a Doenga de Alzheimer
(DA) (Tysnes; Storstein, 2017). Um dos fatores predisponentes a DP é o
envelhecimento populacional, razdo pela qual a doengca € mais prevalente em
pessoas acima de 60 anos. Segundo a Carga Global de Morbidade (CGM), em
2015, a populagéo portadora da DP era de 7 milhdes de pessoas, mostrando uma
expectativa de aumento para 13 milhdes de pessoas em 2040 (Dorsey et al., 2018,
Jankovic; Tan, 2020). A DP é caracterizada pela presenga de sintomas motores tais
como bradicinesia, rigidez muscular, queda de pressao e tremores, assim como 0s
sintomas nao-motores tais como depressdo, ansiedade, déficit cognitivo, insénia,
constipacao, dismotilidade gastrointestinal e disturbios urinarios (Hilton et al., 2014;
Yemula et al., 2021).

A etiopatogenia da DP se mantém obscura e tem sido objeto de estudos e
investigacbes a fim de entender e desenvolver mecanismos profildticos e
terapéuticos para este disturbio. Evidéncias cientificas sugerem que os fatores
ambientais e genéticos, e pré-condigdes como a Diabetes mellitus tipo 1, doencas
autoimunes e obesidade, podem aumentar os riscos do desenvolvimento da DP
(Brudek, 2019; Fiory et al., 2019). Fisiologicamente, a DP é caracterizada pelo
acumulo de agregados de alfa-sinucleina (a-syn) citoplasmatica na substancia negra
pars compacta (SNpc). A a-syn € uma proteina citoplasmatica com fungcdo néao

totalmente conhecida, estudos sugerem que sua funcdo fisioldégica envolve a
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formagdo e exocitose de vesiculas sinapticas (Steiner et al., 2018). No entanto,
fatores diversos como mutagdes e alteragdes epigenéticas podem alterar a estrutura
e funcdo da a-syn, tornando-a disfuncional e promovendo seu acumulo em
oligbmeros e fibrilas insoluveis que constituem estruturas intracelulares chamadas
de Corpos de Lewy (CL), os quais podem levar a morte dos neurdnios
dopaminérgicos (Rocha et al., 2018).

Além dos aglomerados de a-syn, outros processos celulares como estresse
oxidativo e disfuncdo mitocondrial também podem contribuir para a morte de
neurbnios. A disfungdo mitocondrial esta intimamente relacionada ao estresse
oxidativo, que consiste no desequilibrio entre a producdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs) e os mecanismos antioxidantes presente nas células, causando um
desequilibrio mitocondrial nos neurénios (Picca et al., 2021). Tais processos podem
iniciar anos ou décadas antes do aparecimento dos sintomas motores (Beitz, 2014,
Tarakad; Jankoviv, 2020).

Além dos agrupamentos de a-syn e o estresse oxidativo, outro processo que
esta relacionado ao inicio e progressao da DP é a neuroinflamacgao. A reatividade de
células da glia como astrocito e microglia também sdo importantes no processo
patolégico da DP (Kam et al., 2020). Varios estudos ja observaram aumento de
microglia e astrocitos em modelos animais (Erny et al., 2015) e em cérebros post
mortem de pacientes com DP (Smaiji¢ et al., 2022). Além disso, a microglia reativa
pode produzir citocinas inflamatérias e EROs, exacerbando o processo degenerativo
(Lazdon et al., 2020).
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Figura 1: Disfungao Mitocondrial na Doenca de Parkinson
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Legenda: Representagdo esquematica da disfungdo mitocondrial para a neurodegeneragdo na
doenca de Parkinson. A disfungao mitocondrial decorrente de vias de controle de qualidade
defeituosas (por exemplo, remocdo e reciclagem de mitocondrias danificadas) desencadeia a
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativa a cascata de agregagao de a-sinucleina. O
acumulo de a-sinucleina mal dobrada ativa as células microgliais que atraem células da imunidade

periférica dentro do sistema nervoso central por meio da liberacao de citocinas.

Além disso, ha estudos comprovando a influéncia de pesticidas como
potencial causador de estresse oxidativo e metabdlico nos animais, sendo a
Rotenona um dos principais membros dessa classe (Innos; Hickey, 2021). A
Rotenona atua como inibidor do complexo | da respiragcao celular e produtor de
EROs, inibindo a transferéncia dos elétrons no complexo | na mitocondria para a
ubiquinona, bloqueando, assim, a fosforilagdo oxidativa e com sintese limitada de
ATP submitocondrial, gerando EROs. A rotenona atua no processo inflamatorio e
neurodegenerativo relacionado a DP, ativando a micréglia e, consequentemente,
liberando as citocinas IL-1B (Interleucina -1B) e TNF-a (Fator de Necrose Tumoral

Alfa). Além disso, ativa as vias de morte intracelular e inflamatérias como a JNK
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(c-Jun N-terminal cinase), NF-kB (Fator Nuclear kappa B), Ciclooxigenase-2 (COX-2)
e INOS (Oxido Nitrico Sintase induzivel) (Radad et al., 2019).

2.2 Envolvimento do eixo microbiota-intestino-cérebro na doenga de Parkinson

A etiopatogenia da DP ainda ndo foi completamente elucidada. Contudo,
diversos estudos tém explorado as possiveis causas dessa condi¢do. Uma das
hipoteses mais proeminentes € a hipotese de Braak, a qual envolve o eixo
intestino-cérebro e afirma que o processo patologico caracteristico da DP se inicia
no TG, principalmente, pelo acumulo de alfa-syn em células intestinais e glia
entérica, e segue até o SNC, por meio do nervo vago (NV), e ativam células da
microglia contribuindo para a morte neuronal. Recentemente, foi descrito que as
células enteroenddécrinas possuem propriedades semelhantes as dos neurdnios,
incluindo a expresséao de alfa-syn (Braak; Tredici, 2017, Chandra et al., 2017). O NV
tem sua origem no nucleo motor dorsal da medula e se projeta, por meio do
abddémen, as visceras, possuindo fibras aferentes e eferentes. O NV participa do
controle parassimpatico primario na inervacédo do TG e atua também nos circuitos
reflexos inflamatérios neuroimunes contribuindo para a regulacdo imunolégica
periférica, sendo assim, seu papel é fundamental para a comunicacao
intestino-cérebro (Houser; Tansey, 2017).

A microbiota intestinal representa um componente importante no eixo
intestino-cérebro, tornando-o “eixo microbiota-intestino-cérebro”. Existem cerca de
100 trilhdes de bactérias comensais habitando as mucosas intestinais, sendo os
quatro filos que predominam na sua composi¢cao sdo o Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria e Actinobacteria, os quais constituem quase 99% da diversidade das
bactérias intestinais (Nishio; Honda, 2012, Li et al., 2017).

A microbiota intestinal desempenha um papel fundamental na metabolizagao
de componentes n&o digeriveis, como certos polissacarideos. No intestino distal, os
microrganismos presentes fermentam esses carboidratos em etanol, gases (tais
como H., CO:, CHs) e, principalmente, em SCFAs (Acidos Graxos de Cadeia Curta,
do inglés, Short-Chain Fatty Acid) (Miller; Wolin, 1996; Morrison; Preston, 2016;
Rios-Covian et al., 2016). Os SCFAs principais sao o acetato, propionato e butirato,

que além de serem metabolizados pelos colondcitos, exercem importantes efeitos
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metabdlicos no organismo (Bloemen et al., 2009). Esses acidos graxos sao capazes
de regular o metabolismo hepatico de lipidios e glicose (Den Besten et al., 2013;
Nishina; Freedland, 1990), bem como reduzir os niveis de insulina. Os SCFAs
também podem exercer efeitos neuroenddcrinos, contribuindo para o controle do
apetite e do consumo alimentar (Morrison; Preston, 2016). Além disso, modulam o
sistema imunoldgico e a resposta inflamatéria através da inibicdo da ativagdo do
fator de transcricdo NF-kB (Morrison; Preston, 2016; Hoyles et al., 2018).

O desequilibrio na composi¢ao da microbiota intestinal, denominada disbiose,
desempenha um importante papel no surgimento de varias doencgas inflamatorias
(Johnson et al., 2018). Determinadas espécies de bactérias gram-negativas
pertencentes aos filos Proteobacteria e Verrucomicrobiota apresentam em suas
paredes celulares, os lipopolissacarideos (LPS) que s&o endotoxinas bacterianas
atuando como padrdes moleculares associados a danos (DAMP). O LPS é
reconhecido pelos Receptores Toll-Like 4 (TLR4) que sao Receptores de
Reconhecimento de Padrbes (PRR), responsaveis pelo inicio do processo
inflamatorio. Por sua vez, a ativagao dos receptores TLR4, pode ativar a via de
sinalizagdo do NF-kB, contribuindo para a formacéo de citocinas pré-inflamatérias,
como o IL-1B e TNF-q, e, consequentemente, para o surgimento de varias doengas
inflamatdrias, sindrome do intestino irritavel, diabetes, e doencas
neurodegenerativas como a DP, sendo objeto de estudo em inUmeras pesquisas
(Johnson et al., 2018; Tang et al., 2021; Esteves et al,. 2023; Proano et al., 2023).
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Figura 2: Comparagao entre a composigao da microbiota Intestinal entre

pacientes com DP e individuos saudaveis
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Legenda: A: Comparagdo da abundancia relativa de dez filos bacterianos mais abundantes nos
grupos HC e PD; B-E: Comparacao da abundancia relativa dos quatro filos bacterianos dominantes:

Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria.

De acordo com estudo realizado por Li et al. (2017), a disbiose da microbiota
intestinal esta presente em pacientes com DP quando comparados ao grupo
controle (Figura 2). Nos pacientes PD observa-se um aumento da abundéancia dos
filos Actinobacteria e Proteobacteria, e uma reducdo da abundancia do filo
Bacteroidetes, apresentando, assim, uma diminuicdo quantitativa das bactérias
benéficas ao microbioma intestinal e um aumento populacional de bactérias
patogénicas, caracterizando assim a disbiose intestinal. Além disso, em estudos
anteriores, percebe-se que ha um aumento quantitativo da familia
Enterobacteriaceae e uma reducdo populacional da familia Prevotellaceae nos
grupos de pacientes acometidos com PD em comparagdo com grupos saudaveis
favorecendo, assim, a diminuicdo dos niveis presentes de acido graxos de cadeia

curta e 0 aumento da producgéao de lipopolissacarideos (LPS) (Alfonsetti et al., 2022).
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Portanto, a partir do processo inflamatério intestinal, ha a formacado de
agrupamentos de a-syn no sistema nervoso entérico (SNE) que ascendem,
fisiologicamente, e vao ao SNC através do NV. De acordo com Chen et al., 2023 a
a-syn tem comportamento semelhante aos prions, ou seja, transferem a outras
proteinas a capacidade de formacao de dobraduras incorretas, levando a alteracao
conformacional e agregacédo. Ao chegarem no SNC, os agregados de a-syn ativam
células especializadas em defesa, como a micrdglia, mudando seus respectivos
formatos para forma ativa, amebdide, iniciando a liberagdo de fatores
pré-inflamatérios, como a IL-1B, o INOS e a IBA-1, assim como outras citocinas e
quimiocinas compativeis com processos de estresse oxidativo, induzido a morte dos
neurénios dopaminérgicos caracteristicos da DP (Badanjak et al., 2021). Além disso,
€ importante destacar o papel atribuido a microglia relacionado a disseminagao do
processo neuroinflamatério e neurodegenerativo, sendo fundamental para o
entendimento da etiopatogenia da DP e sua respectiva importancia para o
desenvolvimento de farmacos e terapias para o combate a doencga (Steiner et al.,
2018).

2.3 Terapéutica atual da doenca de Parkinson: limitagdes e desafios

Em relacdo a DP, estima-se que ha cerca de sete milhdes de pessoas
diagnosticadas com a DP globalmente, sendo mais comum em idosos acima de 60
anos de idade (Jankovic; Tan, 2020). Além disso, devido ao envelhecimento
populacional, houve o interesse no desenvolvimento de terapias para o tratamento
dos sintomas motores, tais como a discinesia, tremores, marcha lenta, instabilidade
postural e rigidez, e ndo-motores, como a depressdo, deméncia e constipacéo
caracteristicos da DP, a fim de melhorar a qualidade de vida da populagao
acometida (Beitz, 2014, Hilton et al., 2014). A DP é caracterizada como uma doencga
neurodegenerativa, onde ha a morte de cerca de 60-80% dos neurdnios
dopaminérgicos pré-sinapticos, cujas estruturas sdo providas de proteinas
transportadoras de dopamina que sao responsaveis pela recaptacdo dopaminérgica
na fenda sinaptica. Estas refletem o grau neurodegenerativo e podem ser usados
como marcador para a DP (Akdemir et al., 2021).

As intervencdes terapéuticas padroes para o tratamento sintomatico da
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disfungdo psicomotora na DP incluem: farmacoterapia, estimulacdo cerebral e
fisioterapia, que visam a atenuagdo dos sintomas motores e ndao motores, com
destaque para a regulacdo do déficit dopaminérgico (Cacabelos, 2017). Entre os
farmacos, destacam-se as terapias baseadas em agonistas da dopamina que
mimetizam a dopamina se ligando aos seus receptores no SNC, e inibidores da
monoamino oxidase B (MAO-B) que inativam enzimas que degradam a dopamina
(Church, 2021). Além disso, a terapia de primeira escolha para o tratamento da DP é
baseada na Levodopa (L-dopa), um precursor dopaminérgico que € convertida em
dopamina por enzimas presentes no estriado (Nagatsu; Sawada, 2009).

A administracao da L-dopa provou ser capaz de aliviar os sintomas iniciais da
DP, mas, com o uso prolongado, ha a diminuicdo da eficacia e surgem efeitos
colaterais associados a aplicagao deste farmaco (Alexander et al., 1994). Dentre as
adversidades observadas com o uso crbnico da L-dopa, a literatura sugere o
envolvimento de metabdlitos da Levodopa no surgimento de sintomas tais como, a
nausea, dor ortostatica, hipotensdo, sonoléncia diurna excessiva e disturbios
psiquiatricos (Bastide et al., 2015). Para atenuar os sintomas, costuma-se associar a
L-dopa a outros farmacos, como a inibidores da MAO-B, para aumentar a meia-vida
e a biodisponibilidade na corrente sanguinea, ou ao aumento gradual das
concentracdes e aplicagdes das doses (Nonnekes et al., 2016). Portanto, a L-dopa,
mesmo sendo eficaz para o tratamento da DP inicial, apresenta desafios
farmacodinédmicos que comprometem a administragdo a longo prazo (Lewitt, 2015),
sendo necessario a busca por alternativas terapéuticas que auxiliem o tratamento

para a DP na atenuagao dos sintomas motores e ndo-motores.

2.4 Prebidticos como potenciais nutracéuticos coadjuvantes no tratamento e

prevencao da doenca de Parkinson

A microbiota intestinal também desempenha um papel fundamental na
modulagao imunologica, metabdlica e protetora para a saude humana, sendo sua
composicado influenciada por fatores genéticos, fisiolégicos e ambientais do
hospedeiro, como doencgas pré-existentes, antibioticoterapias, idade, estresse e

dietas (Holscher, 2017). Estudos demonstraram, recentemente, a influéncia de
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componentes da dieta no desenvolvimento de doengas gastrointestinais,
neurologicas e psiquiatricas. Dessa forma, surgem evidéncias que apoiam a tese
que a dieta impacta, positivamente ou negativamente, o surgimento de doencgas
neurodegenerativas, como a DP (Jackson et al., 2019, Knight et al., 2022, Solch et
al.,, 2022). O aspecto dietético atua diretamente na qualidade nutricional do
microbioma do hospedeiro, sendo objeto de estudo os nutrientes que compdem as
duas dietas mais abundantes do mundo, a ocidental e a mediterranea.

A dieta ocidental €& caracterizada pelos elevados niveis de carboidratos
refinados, gorduras saturadas, proteinas animais e excesso de sal, sendo um dos
principais fatores para o desequilibrio da microbiota intestinal e, consequentemente,
aumento da permeabilidade intestinal e producéo de LPS por bactérias patogénicas
para o organismo do hospedeiro (Ayten; Bilici, 2024). Em contraste, a dieta
mediterranea apresenta um perfil benéfico para o ser humano, sendo constituida por
nozes, sementes, fibras, frutas e vegetais frescos, peixes, azeite de oliva, chas,
ervas frescas e café. Nesse sentido, a dieta mediterranea tem um papel importante
na composi¢ao do microbioma, regulando a disbiose, na manutencao da integridade
da barreira intestinal e na fungdo gastrointestinal em pacientes acometidos com a
DP, atenuando os sintomas de constipacao (Salim et al., 2023, Ayten; Bilici., 2024).
Atualmente, pesquisas cientificas propdem intervengdes terapéuticas para a DP, na
modulagdo da composi¢gdo da microbiota intestinal, como a suplementagdo de

prebidticos (Barichella et al., 2016).
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Figura 3: Mecanismos da microbiota intestinal na DP
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Legenda: A representagdo esquematica da disbiose da microbiota intestinal associada a doenga de
Parkinson. Varias terapias direcionadas a microbiota podem ser usadas para modificar a composicao
da microbiota intestinal para reverter uma condigao disbiodtica: probioticos, psicobidticos, prebidticos,
simbioticos, pods-bidticos, transplante de microbiota fecal, modificagbes dietéticas e medicamentos

chineses. .

Prebidticos sao fibras alimentares que sao resistentes a acidez gastrica, a
hidrolise e a absorgdo gastrointestinal, portanto nao sao digeriveis, sendo
metabolizados apenas pela microbiota intestinal, onde estimulam aumento seletivo
de bactérias intestinais benéficas (Holscher, 2017). Entre os seus representantes,
temos os frutooligossacarideos (FOS) e os galactooligossacarideos (GOS), que
podem ser obtidos naturalmente, ao adicionar na dieta vegetais, como cebola, alho e
aspargo, e frutas, como a banana, ou sinteticamente, por meio de fibras
manipuladas farmacologicamente (Paiva et al., 2020). A ingestao de prebidticos esta
relacionada ao aumento de atividade das bactérias produtoras de SCFAs, como a
Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., Akkermansia sp., Bacteroides sp. e Prevotella,

assim como, a diminuicdo de bactérias produtoras de LPS, como a
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Enterobacteriaceae (Morrison; Preston, 2016). Além disso, fibras prebidticas podem
auxiliar a atividade do sistema imune, mobilidade intestinal e constipagdo, sendo
potenciais agentes terapéuticos para o tratamento dos sintomas nao-motores
cardinais da DP e modulagdo da neuroinflamacéo (Alfonsetti et al,. 2022, Zhu et al.,
2022).

3 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos terapéuticos dos prebidticos FOS e GOS em modelo

experimental da Doencga Parkinson.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar os efeitos terapéuticos sobre o comprometimento motor em
camundongos induzidos a DP com Rotenona;

b) Avaliar a neurodegeneracéo de neurbnios dopaminérgicos e o acumulo de
alfa-sinucleina na substancia negra;

c) Avaliar a neuroinflamagdo na substancia negra por meio da analise dos
marcadores (Iba-1, IL-1B e INOS);

d) Avaliar as mudangas de composigdo da microbiota intestinal dos grupos de

bactérias produtoras de SCFAs.

4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Camundongos machos de linhagem C57BL/6, com sete semanas de idade,
foram adquiridos do biotério do Instituto Aggeu Magalhdes (CEUA 169/2021). Os
animais foram aclimatados a temperatura de 18-22°C em micro-isoladores, contendo

4 animais cada.
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4.2 Delineamento experimental

Foram selecionados 30 animais subdivididos em 3 grupos experimentais (n =
10/grupo): (1) CONTROLE - Os animais foram submetidos a solug¢ao veiculo por via
subcutédnea por 20 dias; (2) PD- Os animais foram induzidos com Rotenona
(2,5mg/Kg) por via subcutanea por 20 dias; (3) PD+PREB - Os animais foram
induzidos com Rotenona subcutanea (2,5mg/Kg) e tratados por gavagem com FOS
e GOS, simultaneamente, por 20 dias. A Rotenona, foi diluida em solugao veiculo
contendo 98% de oOleo de girassol + 2% de DMSO, e administrada na dose de
2,5mg/Kg/dia por via subcutanea. Os prebioticos FOS e GOS foram diluidos em
solugdo de agua estéril e administrados nas doses de 3g/Kg/dia e 4g/Kg/dia,

respectivamente por gavagem.

4.3 Teste motor rotarod

O teste da barra rotatoria ou Rotarod representa uma das principais e mais
antigas abordagens de caracterizagao de disfungbes motoras em modelos animais,
trata-se de um teste que avalia a coordenagdo motora e o equilibrio do animal pela
sua capacidade de se manter sobre a haste cilindrica que se move de forma
rotatoria, numa velocidade constante ou acelerada por um determinado periodo de
tempo (Resende-Pinto; Mi-Ko, 2012). O protocolo utilizado neste estudo foi baseado
no trabalho de Liu e colaboradores (2015) com algumas adaptagdes. O aparato
utilizado consiste em quatro divisérias para quatro animais e a barra cilindrica. Os
animais foram inicialmente habituados a barra giratoria por 5 min no dia anterior 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).

4.4 Teste motor do Campo Aberto
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O teste do campo aberto também representa uma avaliagdo motora do
animal. Este teste consiste em uma caixa quadrada (45 cm x 45 cm) com paredes
com 40 cm de altura que impedem a fuga do animal. O chao das caixas foi marcado
com uma grade de linhas (separadas por 9 cm), sendo os camundongos colocados
individualmente em um dos cantos do campo. O numero de linhas cruzadas durante
5 minutos de sessao de teste foi registrado e posteriormente contabilizado como a
distancia total (Liu et al., 2015). O teste do campo aberto foi realizado também no

20° dia de experimento.

4.5 Extragado da substancia negra e obtengao das proteinas

Um dia apés o término do periodo de tratamento, os animais foram
anestesiados com isoflurano (50mg/mL), decapitados e o cérebro foi coletado.
Imediatamente, a SN foi extraida sobre uma superficie de gelo, e acondicionada a
-80 °C. Posteriormente, as proteinas foram extraidas em tampé&o de lise (25mM de
Tris-HCI, pH 7.5; 100 Mm de NaCl; 1% de Nonidet P-4; com 2mM de PMSF) e
distribuidos em tubos de 1,5mL. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000
rom por 5 minutos, e ao término da rotagédo, foi recolhido o sobrenadante e

acondicionado a -80°C.

4.6 Analise da expressao proteica de marcadores na substancia negra

As proteinas totais da substédncia negra dos animais foram extraidas,
homogeneizadas, separadas em géis 6% —15% SDS-PAGE e transferidas para
membranas de PVDF e, em seguida, marcadas com o0s seguintes anticorpos:
anti-IBA-1 (Wako 016-200001, 1:500), anti-IL1B (Genway GWP-BPB232, 1:1000) e
anti-iNOS (Abcam ab3523, 1:1000). Foram usados os anticorpos secundarios de
coelho (Sigma, A 9169, 1:400), conjugados com peroxidase. Bandas de proteina
foram visualizadas pela incubagdao com Beyo ECL Plus (P0018, Beyotime, China)
por 1 min e fotografado por um Gel Image System (Tanon, 5200, China). A

densitometria foi realizada usando o software Image J.

4.7 Sequenciamento e identificacdo das principais espécies da microbiota

intestinal
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ApOs a eutanasia, amostras fecais (6 camundongos/grupo) foram coletadas e
imediatamente colocadas a 4°C (no gelo) e posteriormente armazenadas a -80°C. A
preparagao da biblioteca de sequenciamento para identificacdo bacteriana foi
preparada usando 0s primers  V3/V4 16S rRNA gene  341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) (Qian et al., 2018) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (Caporaso et al., 2012) e as amostras foram
sequenciadas em um sistema MiSeq (lllumina, EUA), usando os primers Illumina
padrao fornecidos pelo kit do fabricante. Os dados brutos do MiSeq foram
processados usando um pipeline de propriedade da empresa Neoprospecta
(Christoff et al., 2017). As classificacbes taxonédmicas foram alocadas usando um
banco de dados de sequéncia precisa de 16S rRNA definido em um nivel de
identidade de 99% (Christoff et al., 2017) usando blastn v.2.6.0+ (Altschul et al.,
1990).

4.8 Analises estatisticas

Os dados foram analisados por meio do ANOVA one-way, seguido de um

teste a posteriori de Dunnett e Tukey, usando o GraphPad Prism v.07.

5 RESULTADOS

5.1 Prebidticos melhoram o déficit motor induzido pela rotenona

Nos testes motores rotarod e campo aberto, observou-se que o grupo PD
apresentou déficits motores. No rotarod, o grupo DP apresentou menor tempo de
laténcia para cair da plataforma cilindrica rotatéria (CONTROLE vs DP, p = 0,0009),
indicando menor capacidade de locomogao em relagdo aos camundongos do grupo
CONTROLE. Ja os camundongos tratados com FOS e GOS do grupo DP+PREB
apresentaram maior tempo de laténcia em relagéo ao grupo DP (DP+PREB vs DP, p
= 0,0071), indicando maior capacidade motora. No teste do campo aberto, foi
avaliado o parametro do numero de cruzamentos. O numero de cruzamentos foi
reduzido nos animais do grupo DP em relacdo ao grupo CONTROLE (CONTROLE
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vs DP, p = 0,0002), indicando que os animais apresentaram dificuldade para andar,
ou bradicinesia. No entanto, o tratamento com prebi6ticos aumentou o numero de
cruzamentos (DP+PREB vs DP, p = 0,0034) no grupo DP+PREB em relagdo ao
grupo DP, indicando uma melhora no comportamento exploratério e atenuagédo da

bradicinesia.

Figura 4: Avaliagao do comprometimento motor na DP
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Figura 4 — a) Teste do rotarod: resultados expressos sob o pardmetro de laténcia para cair da
plataforma cilindrica rotatéria, em segundos (s). (p**=0,0088) (p***=0,0016). b) Teste do campo
aberto: resultados expressos sob os parametros de quantidade de movimentos de cruzamentos
(p*=0,0421) (p***=0,0006); (ANOVA ONE WAY seguido de TUKEY A POSTERIORI)

5.2 Prebitticos atenuam perda de neurdénios dopaminérgicos e acumulo de

a-sinucleina na substancia negra

Os animais que receberam rotenona apresentaram a perda de neurbnios

dopaminérgicos, evidenciada pela diminuicdo da expressdo da enzima tirosina
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hidroxilase (TH) (DP vs CONTROLE, p = 0,0038) e aumento de alfa-sinucleina
fosforilada nos animais induzidos a PD (DP vs CONTROLE, p = 0,032). No entanto,
o tratamento com prebidticos foi capaz de atenuar a perda neuronal dopaminérgica
(DP+PREB vs DP, p = 0,0007) e reduzir a expressdo da a-sinucleina fosforilada
(DP+PREB vs DP, p = 0,0009).

Figura 5: Dosagem de TH e alfa-sinucleina em western blotting
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Figura 5: a) Imagens representativas de Western blotting de TH e alfa-sinucleina na substancia negra;
b) Imagens graficas de western blotting de alfa-sinucleina fosforilada (CONTROLE vs DP p**=0,032,
DP +PREB vs DP p**=0,0009) e TH na substancia negra. (p**=0,0038), (p***=0,0007). (ANOVA ONE
WAY seguido de TUKEY A POSTERIORI)

5.3 Prebitticos atenuam a reatividade microglial e neuroinflamagao na substancia

negra

A indugdo com rotenona causou aumento da expressido da proteina IBA-1,
indicando aumento de microglia reativa (DP vs CONTROLE, p = 0,0070). O
tratamento com prebidticos atenuou este aumento, diminuindo a reatividade
microglial através da reducao dos niveis de IBA1 no grupo tratado em comparagao
ao grupo DP (DP+PREB vs DP, p = 0,0012).

Figura 6: Avaliagao quantitativa de IBA-1 na substancia negra
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Figura 6 — a) Imagens representativas de Western blotting de IBA-1 e -actina na substancia negra; b)
Imagens graficas de Western blotting de IBA1 na substancia negra. (CONTROLE vs DP p**=0,0070;
DP + PREB vs DP p**=0,0012). (ANOVA ONE WAY seguido de TUKEY A POSTERIORI)

Além disso, a indugao com rotenona causou aumento de varios mediadores
toxicos e neuroinflamatorios caracterizado pelo aumento de iINOS (DP vs
CONTROLE, p = 0,0468) e IL-1B8 (DP vs CONTROLE, p = 0,016). O tratamento com
prebidticos foi capaz de atenuar a expressao de iINOS (DP+PREB vs DP, p = 0,0017)
e de IL-1B (DP+PREB vs DP, p = 0,0214).

Figura 7: Avaliagao quantitativa de iNOS e IL-1 na substancia negra
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Figura 7— a) Imagens representativas de western blotting de iNOS (p*=0,0468), (p**=0,0017) e
IL-13 (CONTROLE vs DP p*=0,016; DP + PREB vs DP p*=0,0214) na substancia negra; b) Imagens
graficas de western blotting de iINOS e IL1-f na substancia negra. (ANOVA ONE WAY seguido de

TUKEY A POSTERIORI)

5.4 Prebidticos reestabelecem o equilibrio de bactérias benéficas da microbiota

intestinal

A indugdo com rotenona diminuiu abundancia relativa das espécies Alistipes
ssp (DP vs CONTROLE, p = 0,03), e aumentou Helicobacter hepaticus (DP vs
CONTROLE, p = 0,02), porém nao alterou significativamente a abundancia das
espécies Lactobacillus reuteri (DP vs CONTROLE, p = 0,9), e Desulfovibrio ssp (DP
vs CONTROLE, p = 0,9). Entretanto, o tratamento com prebidticos aumentaram
significativamente as espécies produtoras de SCFAs Lactobacillus reuteri
(DP+PREB vs DP, p = 0,0019), Desulfovibrio ssp (DP+PREB vs DP, p <0,0001) e
Alistipes ssp (DP+PREB vs DP, p = 0,007), e diminuiram a quantidade da bactéria
produtora de LPS Helicobacter hepaticus (DP+PREB vs DP, p = 0,01).
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Figura 8: Sequenciamento de DNA bacteriano intestinal
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

Figura 8 — Abundancia relativa das espécies: a) Lactobacillus reuteri (p**= 0,0019), b) Alistipes spp
(p*=0,03) (p**=0,007), c) Desulfovibrio spp (p**=0,0001) e d) Helicobacter hepaticus (CONTROLE vs
DP p*=0,02; DP + PREB vs DP p*=0,01). (ANOVA ONE WAY seguido de TUKEY A POSTERIORI)

6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicam que o tratamento combinado de
frutooligossacarideos (FOS) e galactooligossacarideos (GOS) melhorou os sintomas
motores da DP experimental, conforme evidenciado pelo teste do rotarod em
animais induzidos com rotenona cronica subcutanea. A bradicinesia, e a perda de
equilibrio evidenciados pelos testes do rotarod e campo aberto no modelo murino da
DP, sdo caracteristicas ja reproduzidas em estudos anteriores (Mendonga et al.,
2022, Arab et al., 2021). Estes testes visam validar o desenvolvimento de sintomas
semelhantes a DP em humanos, nos quais a bradicinesia, perda de equilibrio ou
instabilidade postural sdo frequentes.

Além disso, foi demonstrado nesse estudo, que a rotenona promoveu
diminuicdo da expressao da tirosina hidroxilase (TH), a enzima que participa da
sintese de dopamina, na substancia negra. A diminuicdo de TH reflete a morte de
neurbnios dopaminérgicos nesta regido, que € um marcador neuropatolégico da DP
tal qual o acumulo de alfa-sinucleina. Por sua vez, os aglomerados de
alfa-sinucleina formam inclusdes citoplasmaticas chamadas de corpos e neuritos de

Lewy dentro dos neurbnios dopaminérgicos remanescentes da SNpc (Colla et al.,
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2012, Rocha et al., 2018.). Neste estudo, também foi evidenciado o aumento
quantitativo da a-sinucleina fosforilada, indicando a presencga de alfa-sinucleinopatia
associada a DP corroborado nos achados de Kawahata et al., 2022, e que foi
atenuada através da administragédo dos prebidticos.

A microglia é a célula residente do SNC que tem fungdes semelhantes as do
macrofago. Em condi¢des patoldgicas do SNC, a microglia é ativada para um perfil
pré inflamatério denominado de M1, responsavel pela produgdo de mediadores
inflamatorios. Neste perfil, a micréglia tem sua ativacdo avaliada por varios
marcadores, incluindo a IBA-1 (Kustrimovic et al., 2019, Zhao et al., 2021). O
presente estudo também mostrou um aumento na expressao de IBA-1 na substancia
negra dos animais que receberam a rotenona. Entretanto, nos animais tratados com
prebioticos, houve uma redugdo significativa na microgliose, evidenciando uma
diminuicdo do processo inflamatorio induzido pela microglia.

Além da ativagdo microglial, foi observado também que o modelo
experimental causou uma neuroinflamagao, decorrente do aumento dos niveis de
interleucina-1B (IL-1B) e da enzima O&xido nitrico sintase induzivel (iNOS) na
substancia negra (Thakur; Nehru, 2015, Ojha et al., 2016, Zhao et al., 2021,
Mohamed et al., 2023.). Em contrapartida, os prebidticos foram capazes de prevenir
a inflamagao induzida pela rotenona nesta regiéo.

Além das alteragdes citadas, a rotenona também promoveu uma disbiose
intestinal por alterar grupos de bactérias que desempenham fungdes na homeostase
intestinal, ao passo que, o tratamento com prebidticos promoveu aumento de grupos
bacterianos benéficos, cuja abundancia promove uma microbiota equilibrada. As
espécies de Alistipes ssp, Desulfovibrio ssp e Lactobacillus reuteri sao conhecidas
como grupos produtores de metabdlitos importantes, SCFAs, e a diminuicdo da
abundancia relativa dessas espécies € relatada em modelos de DP (Hong et al.,
2021, Kessel; Aidy, 2019; Huang et al.,, 2021, Stewart et al., 2009). Esses
metabdlitos sdo responsaveis por manter a homeostase intestinal através da
manutencgao da integridade da barreira epitelial, através da regulagao imunologica e
sdo fontes de energia para os colondcitos (Roberfroid et al., 2010, Morrison; Preston,
2016).

Assim, o presente trabalho trouxe novas perspectivas farmacologicas para o
tratamento da DP, por meio do uso de prebidticos através da regulagao do equilibrio

da microbiota intestinal e atenuacdo da neuroinflamagao caracteristica da DP via
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eixo microbiota-intestino-cérebro.

7 CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo sugerem um efeito terapéutico dos
prebidticos como alternativa farmacoldgica as terapias atuais, observada pela
aumento do tempo de laténcia e de cruzamentos dos camundongos do grupo tratado
em relagdo ao grupo doente nos testes de Rotarod e Campo Aberto,
respectivamente, demonstrando, assim, um efeito atenuador para o
comprometimento motor, um dos sintomas cardinais da DP. Além disso, os
resultados do experimento mostraram a eficacia do uso da associagao de 3g/Kg/dia
e 4g/Kg/dia de FOS e GOS, respectivamente, na redugdo dos valores dos
marcadores IBA-1, IL-13 e iINOS na SN, sugerindo um efeito anti-inflamatério. Em
adicao, evidenciou-se a morte dos neurdnios dopaminérgicos na SN, avaliados por
meio da enzima TH, e o aumento de alfa-sinucleina nos grupos doentes, e que estes
foram atenuados com o uso dos prebidticos. A eficacia dos prebidticos nos
resultados pode ser interpretada como uma regulagao da disbiose intestinal causada
pela DP, aumentando, assim, os numeros das espécies Lactobacillus reuteri,
Alistipes spp e Desulfovibrio spp, sugerindo um papel importante na restauragdo do
equilibrio microbiético, produzindo efeitos anti-inflamatérios na mucosa intestinal,
reduzindo a permeabilidade intestinal e evitando a propagacgao neurolégica da a-syn
para o SNC. Entretanto, a literatura demonstra ser inconclusiva a respeito de quais
bactérias sao benéficas ou patogénicas e suas respectivas atuagbes no
desenvolvimento das doengas neurolégicas, sendo necessarios estudos mais

aprofundados sobre 0s mecanismos de acao dos SCFAs.
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ANEXOS
ANEXO A

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) - INSTITUTO AGGEU

MAGALHAES/FUNDAGAO OSWALDO CRUZ



Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagido Oswaldo Cruz
Instituto Aggeu Magalhaes

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovacao

Certificamos que o projeto intitulado “ESTUDO SOBRE OS EFEITOS DE
PREBIOTICOS (FRUTOOLIGOSSACARIDEO E GALACTO-OLIGOSSACARIDEO)
SOBRE A MICROBIOTA INTESTINAL E AS VIAS DE SINALIZAGAO DA
NEUROINFLAMAGAO EM MODELO ANIMAL DE DOENGA DE PARKINSON”
protocolado sob n°® 169 /2021 pela pesquisadora Christina Alves Peixoto esta de
acordo com a Lei 11.794/2008 do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal -
CONCEA, e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fundagido Oswaldo Cruz (CEUA/IAM).
Na presente vers3o, este projeto esta licenciado e tem validade até 01 de dezembro
de 2024 com a finalidade de pesquisa cientifica. E responsabilidade da coordenada
do projeto notificar a CEUA sobre quaisquer alteracbes em relacdo ao projeto. A
coordenadora concorda que nenhuma dessas mudancas serdo implementadas antes

de serem aprovadas pela CEUA/IAM.

Quantitativo de Animais Aprovados

Animal Espécie e | Quant. Sexo Idade Peso Origem
linhagem (total)
4 | 9 |Ambos
Camund Mus 212 X 7 20- Biotério de
ongo Musculus semanas | 25g | criacdo do IAM
C57BL/ 6
Total 212

Recife, 23 de setembro de 2021

Rragimins 1) Bt A house—

Virginia Maria Barros de Lorena
Coordenadora CEUA/IAM
Mat. Siape 1984445

Av. Prof. Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria— Campus da UFPE, Recife — PE. CEP. 50.740-465
Telefone: (81) 2101.2500 / 2101.2600. www.cpgam.fiocruz.br
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