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RESUMO 
 
 

O processo de envelhecimento é caracterizado por alterações morfologias e fisiológicas ao 
longo do tempo. No cérebro, este processo é marcado por alterações estruturais e funcionais 
levando a disfunção e ao declínio cognitivo. Nos mamíferos o ferro é encontrado em diversas 
áreas do cérebro, sendo essencial em muitos processos bioquímicos que são importantes no 
desenvolvimento e manutenção das funções neurobiológicas normais. Estudos revelam que há 
aumento do conteúdo de ferro tanto em cérebros de ratos velhos como em humanos idosos 
quando comparados com indivíduos jovens, indicando que durante o processo de envelhecimento 
existe um desequilíbrio no metabolismo desse metal. Com o avanço da idade, há aumento da 
morte celular programada que está relacionada a desordens neurológicas. A apoptose envolve 
cascatas de sinalização que são ativadas em diversas situações. Dentre as proteases envolvidas, a 
Par-4 e caspase-3 apresentam importante papel na sinalização apoptótica. Par-4 foi 
primeiramente identificada entre genes pró-apoptóticos ativados em resposta a insultos às células 
cancerosas na próstata. A caspase executora caspase-3, pertence a família de enzimas 
proteolíticas com resíduo cisteína no seu sítio catalítico que cliva proteínas em resíduos aspartato. 
Esta protease é importante no controle da apoptose no tecido nervoso responsável pela transdução 
e execução dos sinais de morte. Devido à carência de estudos que relacionem as proteínas pró-
apoptóticas Par-4 e caspase-3 em modelos de neurodegeneração incluindo a ausência de trabalhos 
que relacionem estas proteases com estudos sobre os efeitos do ferro no sistema nervoso, este 
trabalho teve como objetivo avaliar alterações destas proteínas nas regiões do hipocampo, 
estriado e córtex de ratos adultos (3 meses) e idosos (24 meses) controles ou tratados com ferro 
durante o período neonatal através de imunohistoquímica. Para tanto, os animais controles foram 
tratados com dose oral diária de 5% sorbitol em água e os animais experimentais com 10 mg 
Fe2+/kg  de peso corporal do 12º ao 14º dia de vida pós-natal. Os resultados obtidos mostram 
aumento da imunorreatividade de ambas proteínas nas regiões CA1, CA3 e córtex ao longo do 
envelhecimento normal. Imunorreatividade de Par-4 mostrou significante aumento nas regiões 
CA1, CA3, DG e córtex nos animais adultos tratados com ferro e significante diminuição nos 
animais velhos tratados com ferro em relação aos seus respectivos controles.  Imunorreatividade 
de caspase-3 mostrou significante aumento nas regiões CA1, CA3 e córtex nos animais adultos 
tratados com ferro e significante diminuição nos animais velhos tratados com ferro. Não houve 
diferença significativa no estriado para ambas proteínas. Os resultados indicam que a sobrecarga 
de ferro no período neonatal ocasiona maior apoptose na fase adulta, aumentando as chances de 
desenvolvimento de desordens neurológicas. 

 
Palavras-chaves: ferro – apoptose - Par-4 - caspase-3 - envelhecimento 
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ABSTRACT 
 
 

The aging process is characterized by morphological and physiological changes over time.  In the 
brain, this process is marked by structural and functional alterations leading to dysfunction and 
cognitive decline.  In mammals, iron is found in several areas of the brain, is essential in many 
biochemical processes that are important in the development and maintenance of normal 
neurobiological functions. Studies show that there is an increase of iron existing in both the 
brains of aged rats  and elderly humans compared with young subjects, indicating that during the 
aging process there is an imbalance in the metabolism of this metal.  With advancing age, there is 
an increase of programmed cell death that is related to neurological disorders.  Apoptosis 
involves signaling cascades that are activated in different situations. Among the proteases 
involved, the Par-4 and caspase-3 play an important role in apoptotic signaling. Par-4 was the 
first identified between pro-apoptotic genes activated in response to insults to cancer cells in the 
prostate. The executioner caspase-3, belongs to the family of proteolytic enzymes with cysteine 
residue in its catalytic site that cleaves proteins at aspartate residues. This protease is important 
about control of apoptosis in neural tissue responsible for the transduction and execution of the 
signs of death. Due to lack of studies that relate the protein Par-4 and caspase-3 in 
neurodegeneration’s models including a shortage of studies that relate these proteases with 
studies on the effects of iron in the nervous system, the goal of this study was evaluate changes of 
these proteins in regions of the hippocampus, striatum and cortex of adult rats (3 months) and 
aged rats (24 months) controls or treated with iron during the neonatal period by 
immunohistochemistry. Therefore, the control animals were treated with orally daily dose of 5% 
sorbitol in water and the experimental group with 10 mg Fe2 + / kg body weight of 12 to 14 days 
of postnatal life. The results show increased immunoreactivity of both proteins in CA1, CA3 and 
cortex regions during normal aging. Par-4 immunoreactivity showed a significant increase in the 
CA1, CA3, DG and cortex regions in adult iron-treated animals and a significant decrease in aged 
iron-treated animals in relation to their respective controls. Caspase-3 immunoreactivity showed 
a significant increase in the CA1, CA3 and cortex regions in adult iron-treated animals and a 
significant decrease in aged iron-treated animals. There was no significant difference in the 
striatum for both proteins. Our results indicate that iron overload in the neonatal period leads to 
increased apoptosis in adulthood, increasing the chances of developing neurological disorders.  
 
Keywords: iron – apoptosis - Par-4 - caspase-3 - aging 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 – Processo de envelhecimento 

 

 

O processo biológico pelo qual ocorrem as alterações das características morfológicas e 

fisiológicas no organismo vivo ao longo do tempo é conhecido como envelhecimento. As 

características desse processo incluem a perda gradativa das funções biológicas, aumento da 

probabilidade de morte e/ou estão associadas com patologias. Estudos in vitro e in vivo têm 

mostrado que após a idade reprodutiva, a perda da função celular e a quantidade de células de um 

organismo são progressivamente diminuídas com o passar dos anos (Harper, 1982). No caso dos 

humanos, essas alterações trazem consigo reflexos no comportamento, habilidade intelectual e 

capacidade física no cumprimento das atividades diárias (Kluger et al., 1997). Entre as variáveis 

externas que afetam o envelhecimento, talvez a mais importante seja a nutrição (Harper, 1982; 

Joseph et al.,1983; Bartus, 1990; Kluger et al., 1997; Shukitt-Hale et al., 1998; Joseph et al., 

2000). Numerosos estudos mostram que em diferentes modelos animais, o consumo de 

suplementos antioxidantes e a restrição de dieta retardam déficits comportamentais observados 

durante o envelhecimento (Dubey et al., 1996; Eastwood, 1999; Greenwood & Winocur, 1999; 

Masoro, 2000; Casadesusm et al., 2002).  Porém, há controvérsias sobre o uso de suplementos 

ricos em ferro durante o período neonatal que podem acarretar no surgimento de desordens 

neurológicas na fase adulta (Fomon et al., 2000; Rao & Georgieff, 2007). 

O aumento na expectativa de vida é um fenômeno que vem se manifestando de forma 

crescente em escala mundial (Ricklefs & Finch, 1995; Arking, 1998). Essa mudança no padrão de 

distribuição etária da população ocasionou maior prevalência de doenças associadas ao 

envelhecimento. A Figura 1 ilustra em nível mundial, a evolução da expectativa de vida ao nascer 

da população.  
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Figura 1 - Evolução da expectativa de vida mundial (1700 – 2050). 

    Fonte: Lee, RD (2003, p. 167). 
 

O envelhecimento do cérebro é um processo caracterizado por alterações estruturais e 

funcionais levando a disfunção e ao declínio cognitivo. Durante a fase de envelhecimento o 

surgimento de patologias como doença de Parkinson (DP) e doença de Alzheimer (DA) (Ricklefs 

& Finch, 1995; Arking, 1998; Maccione et al., 2001) é freqüente. Em pacientes com DP é 

observada profunda disfunção motora devido à degeneração de neurônios dopaminérgicos na 

substância negra. A causa da DP ainda é desconhecida, porém, o aumento do estresse oxidativo e 

a disfunção mitocondrial em neurônios de dopamina são características principais da doença 

(Jenner & Olanow, 1998). Já a DA é caracterizada pelo progressivo declínio cognitivo e 

distúrbios emocionais que são fortemente relacionados com a degeneração sináptica e morte dos 

neurônios nas estruturas límbicas (hipocampo e amigdala) e regiões associadas ao córtex cerebral 

(Cummings et al., 1998).  Portanto, as doenças neurodegenerativas são desordens progressivas 

típicas do envelhecimento que afetam determinadas populações neuronais do sistema nervoso 

central, levando à morte neuronal e à ruptura de circuitos neurais.  

 

 

1.2 – Ferro no sistema nervoso central (SNC) 

 

 

 Nos mamíferos o ferro é encontrado em diversas áreas do cérebro (Hill & Switzer, 1984), 

sendo essencial em muitos processos bioquímicos que são importantes no desenvolvimento e 

manutenção das funções neurobiológicas normais (Hill & Switzer, 1984; Andrews, 2002).  
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Atualmente, tem-se sugerido a relação da disfunção nas vias de homeostase do ferro e a 

patogênese de doenças neurodegenerativas (Martin et al., 1998) caracterizado pelo aumento do 

estresse oxidativo que medeia a morte celular e o prejuízo cognitivo associado ao envelhecimento 

(Dexter et al., 1989; Butterfield et al., 2002; Liu et al., 2003; Mattson, 2004; Mecocci et al., 

2004). 

O acúmulo de ferro no cérebro tem sido associado à doença de Parkinson (DP) e doença 

de Alzheimer (DA) (Dexter et al., 1991; Kienzl et al., 1995). A substância negra é a região com 

maior depósito desse metal em portadores de DP, acredita-se que essa é a região cerebral mais 

afetada pela perda neuronal (Dexter et al., 1991; Hirsch et al., 1992; Jellinger et al., 1993; Kienzl 

et al., 1995; Ebaldi et al., 1996; Grffiths et al., 1999). Depósitos de ferro também têm sido 

encontrados no núcleo caudado de indivíduos com a doença de Huntington (Bartzokis et al., 

1999) e ao redor das placas senis de pacientes com DA (Lynch et al., 2000; Falangola et al., 

2005). 

Estudos revelam que há aumento do conteúdo de ferro tanto em cérebros de ratos velhos 

como em humanos idosos quando comparados com indivíduos jovens, indicando que durante o 

processo de envelhecimento existe um desequilíbrio no metabolismo desse metal (Zecca et al., 

2001). 

Fredriksson e colaboradores demonstraram pela primeira vez em estudos utilizando 

camundongos e ratos, que o tratamento sistêmico com ferro durante o período de rápido 

desenvolvimento cerebral (período que vai, em humanos, desde o último trimestre de gravidez até 

um ano de vida) produz acúmulo de ferro nos gânglios da base, além de causar disfunções 

neurocomportamentais (Fredriksson et al., 1999). Os ratos tratados com ferro do 10º ao 12º dia de 

vida pós-natal apresentam hipoatividade motora, bem como déficits no aprendizado e memória 

em duas tarefas comportamentais, o labirinto radial de oito braços e a esquiva inibitória 

(Fredriksson et al., 1999; Schröder et al., 2001). Em estudo recente, verificou-se que a memória 

de reconhecimento também está prejudicada em ratos tratados no período neonatal com ferro (de 

Lima et al., 2005).  

Evidências do envolvimento do metabolismo anormal do ferro em diversas patologias 

relacionadas ao SNC têm promovido um grande esforço dos pesquisadores na tentativa de 

entender os mecanismos que participam da distribuição desse elemento no encéfalo (Taylor & 

Morgan, 1990). À medida que esses estudos avançam, é marcante o impacto do conteúdo de ferro 
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da dieta alimentar sobre o metabolismo desse metal no SNC. O período neonatal é crítico para o 

estabelecimento do conteúdo de ferro cerebral nos adultos, tornando-se importante estudar os 

possíveis efeitos tóxicos da sobrecarga desse metal nessa fase (Taylor & Morgan, 1990; Taylor et 

al., 1991; Benkovic & Connor, 1993). 

 

 

1.3– Apoptose  

  

 

Apoptose é um exemplo de morte celular programada que envolve a regulação por 

cascatas de sinalização que são ativadas em diversas situações. A indução e execução da apoptose 

requer cooperação de várias moléculas, incluindo moléculas de sinalização, receptores, enzimas e 

proteínas reguladoras de genes (Launay et al., 2005). O princípio do processo de apoptose pode 

acontecer por uma via extrínseca, onde é necessário um sinal externo que se ligará ao receptor 

localizado na superfície celular, ou intrínseca, que requer fatores endógenos conhecidos como 

“sinais de estresse” (danos ao DNA) provenientes do interior da própria célula. A Figura 2 mostra 

esquematicamente a cascata intracelular quando há um sinal que levará a célula a morte.  

 

 

Figura 2 – Características morfológicas e bioquímicas da apoptose. 
         Fonte: Mattson, MP (2000, p. 120) 
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O processo de apoptose pode ser modulado em várias situações e dificuldades na 

regulação dos sinais relacionados com a indução da morte celular e estão associados a uma série 

de doenças. A resistência das células a morte é associada a muitos tipos de câncer e, a 

identificação de alterações moleculares responsáveis pela imortalização dessas células é 

importante para pesquisas nesta área (Wyllie, 1997).  

Apoptose também está relacionada a desordens neurológicas que tem como característica 

central a morte neuronal (Stennicke & Salvesen, 1998; Mattson, 2000). Em contraste ao rápido 

turnover de células em tecidos proliferativos, os neurônios comumente sobrevivem durante o 

tempo de vida do organismo. Esta característica é necessária para a manutenção da função dessas 

células dentro do circuito neuronal. Durante o desenvolvimento do sistema nervoso central e 

periférico, muitos neurônios sofrem apoptose durante a fase de sinaptogênese (Oppenheim, 

1991). As razões para esta perda de células nervosas incluem desde competição por espaço ou 

fatores tróficos até a eliminação de vias redundantes (Pettmann & Henderson, 1998).  

Durante o processo de envelhecimento é observada maior perda de neurônios, o que 

explica o declínio funcional do cérebro (Haug, 1986; Wickelgren, 1996a; Wickelgren, 1996b). 

Com o avanço da idade, há aumento da apoptose no córtex e na região CA1 hipocampal (zonas 

cruciais para função da memória) (West & Gundersen, 1990; West et al., 1994). Sugere-se que o 

aumento do estresse oxidativo (Shukitt-Hale, 1999) e da inflamação (Hauss-Wegrzyniak et al., 

2000) podem estar envolvidos no déficit comportamental durante o envelhecimento.                                                                                                                                                                                                                   

 Nos mamíferos os diversos tipos celulares (principalmente os neurônios) co-expressam 

proteases conhecidas como Par-4 (prostate apoptosis response 4) (Sells et al., 1994) e múltiplas 

caspases que podem agir em diferentes estágios na cascata enzimática envolvida na morte celular 

programada (Chan & Mattson, 1999).  

 

 

1.3.1 – Par-4 

 

 

 A proteína Par-4 foi primeiramente identificada entre genes pró-apoptóticos ativados em 

resposta a insultos às células cancerosas na próstata (Sells et al., 1994).  
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Par-4 apresenta domínio zíper de leucina na sua região C terminal e duas seqüências sinal 

de localização nuclear (SNL) na região N terminal. Possui 100% de homologia em humanos, 

ratos e camundongos, sugerindo que sua função e regulação é similar entre os mamíferos (El- 

Guendy & Rangnekar, 2003). O domínio zíper de leucina é essencial para a ativação da morte 

celular programada devido a sua função de interação proteína-proteína (Diaz-Mecco et al., 1996; 

Sells et al., 1997). 

Estudos revelam a presença de Par-4 em diversos tecidos de origem endodérmica, 

mesodérmica e ectodérmica de ratos com variações de expressão (Boghaert et al., 1997). 

Análises do RNAm e expressão da proteína Par-4  em vários tecidos demonstram níveis baixos 

em diferentes tipos celulares, incluindo neurônios (Boghaert et al., 1997). Os níveis desta 

proteína encontram-se elevados no cérebro, pulmão e testículo, porém encontram-se baixos no 

coração e fígado. Através de imunohistoquímica, notou-se baixo nível da proteína em muitos 

neurônios em condições basais. Expressão de Par-4 mostra-se elevada em certas populações 

neuronais, tais como, células piramidais do hipocampo e neurônios das camadas intermediárias 

do córtex cerebral. (Boghaert et al., 1997). 

 Consistente com sua função apoptótica, seus níveis estão elevados em células que estão 

morrendo, por exemplo, em células do ducto da próstata em ratos castrados e neurônios em 

processo de degeneração (El-Guendy & Rangnekar, 2003). Esta proteína medeia à interação com 

proteínas que modulam a apoptose, incluindo proteína kinase C ζ (PKC ζ), Bcl-2 e componentes 

da sinalização de NF-κB (Diaz-Meco et al., 1996; Frutos et al., 1999; Camandola & Mattson, 

2000). 

A indução da Par-4 parece ser a ligação entre a cadeia de eventos que levam a disfunção 

mitocondrial, ativação de caspase e morte celular seguida da exposição de neurônios a diferentes 

estímulos apoptóticos como o peptídeo β amilóide (Guo et al., 1998), agentes geradores de 

oxiradicais (Duan et al., 1999a,b) e retirada do fator trófico (Camandola & Mattson, 2000). 

Camandola e colaboradores demonstraram que Par-4 promove apoptose suprimindo a 

sinalização envolvendo ativação de NF-κB e expressão de Bcl-2 (Camandola & Mattson, 2000). 

Este mecanismo é consistente com habilidade da ativação de NF-κB (Barger et al., 1995; Mattson 

et al., 1997; Taglialatela et al., 1997) e super expressão de Bcl-2 (Greenlund et al., 1995; Kruman 

et al., 1997; Guo et al., 1997) de prevenir apoptose em células expostas aos estímulos 

apoptóticos. A Figura 3 mostra esquematicamente o mecanismo de ação da Par-4. 
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Figura 3: Mecanismo proposto de ação de Par-4 na apoptose neuronal. 
Fonte: Camandola & Mattson (2000, p.138) 
 

 Pesquisas apontam o seu papel na apoptose neuronal induzido em modelos experimentais, 

tais como, retirada do fator trófico e exposição a insultos oxidativos e metabólicos (Mattson et 

al., 1999). Estudos com tecidos pós-morte de pacientes e modelos animais de desordens 

neurodegenerativas (doença de Alzheimer, Parkinson e Huntigton e esclerose lateral amiotrófica) 

mostraram aumento nos níveis de Par-4 em neurônios vulneráveis (Guo et al., 1998; Duan et al., 

1999a; Kruman et al., 1999; Pedersen et al., 2000). Tabela 1 mostra as desordens 

neurodegenerativas em que a Par-4 pode ter função. 
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Desordens Evidências

Doença de Alzheimer
Aumento do RNAm e da proteína Par-4 em neurônios afetados no tecido  humano; peptídeo β-
amilóide induz Par-4 em cultura de neurônios do hipocampo; RNA antisense previne apoptose 
induzida pelo peptídeo β-amilóide

Doença de Parkinson
Aumento dos níveis da proteína Par-4 em neurônios dopaminérgicos  vulneráveis na substância  
negra de macacos e ratos com administração  de MPTP; RNA antisense protege os neurônios 
dopaminérgicos dos  insultos relevantes a doença de Parkinson

Doença de Huntington
Aumento de Par-4 nos neurônios estriais seguido da administração  de 3NP; RNA antisense 
protege cultura de neurônios estriais contra  a indução de morte celular

Esclerose Lateral 
Amiotrófica

Aumento dos níveis da proteína Par-4 em neurônios motores  no tecido humano e camundongos 
com ALS; insultos oxidativos  induz Par-4 em cultura de neurônios motores; RNA antisense  
previne apoptose em cultura de neurônios motores

Derrame Cerebral
Aumento dos níveis da proteína Par-4 seguida  da oclusão arterial  cerebral em ratos; deprivação 
glicose/oxigênio induz Par-4 em cultura de neurônio hipocampal; RNA antisense previne apoptose 
induzida pela excitotoxicidade e insultos metabólicos

Tabela 1 - Desordens neurodegenerativas em que a Par-4 pode estar envolvida

 
 
Adaptado de Mattson MP, Duan W, Chan SL, Camandola S. Par-4: An Emerging Pivotal Player in Neuronal 
Apoptosis and Neuodegenerative Disorder. J Mol Neurosci. 1999; 13: 17-30. 

 
 A Par-4 é rapidamente induzida em neurônios que irão sofrer apoptose e exerce ação pró-

apoptótica nos estágios iniciais da morte celular, antes da ativação de caspases e alterações na 

mitocôndria (Chan et al., 1999).  

 

 

1.3.2 – Caspases / Caspase-3  

 

 

 Caspases são enzimas proteolíticas com resíduo cisteína no seu sítio catalítico que cliva 

proteínas em resíduos aspartato (Earnshaw et al., 1999; Yuan & Yankner, 2000; Troy & 

Salvesen, 2002) e são consideradas indispensáveis para promover a cascata de sinalização 

intracelular que leva à morte celular programada (Stennicke & Salvesen, 1998). Quatorze 

caspases já foram identificadas, possuindo distintas funções no processo inflamatório e na 

apoptose (Wolf & Green, 1999). Baseado na homologia da seqüência de aminoácidos, caspases 

podem ser divididas em três subfamílias:  
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Tabela 2- Subfamílias das caspases e seus membros 

Subfamília  Função Membro 

I Ativador Apoptótico Caspase-2 
  Caspase-8 
  Caspase-9 
  Caspase-10 

II Executor Apoptótico Caspase-3 
  Caspase-6 
  Caspase-7 

III Mediador Inflamatório Caspase-1 
  Caspase-4 
  Caspase-5 
  Caspase-11 
  Caspase-12 
  Caspase-13 

    Caspase-14 
Adaptado de Fan TJ, Han LH, Cong RS, Liang J. Caspase family and apoptosis. Acta Biochim Biophys Sin. 
2005; 37: 719-727. 
 

 Sugere-se que a existência de múltiplas caspases deva-se ao fato de algumas serem 

envolvidas na amplificação da resposta através da clivagem de pró-formas de outras caspases 

(Chan & Mattson, 1999). 

 A atividade das caspases é regulada por outras proteínas, como as pertencentes à família 

Bcl-2 (B cell leukemia- 2) com membros anti e pró-apoptóticos e proteína inibidora de apoptose 

(inhibitor of apoptosis proteins, conhecida como IAP). Bcl-2 e Bcl-xL são considerados 

reguladores negativos da apoptose neuronal (Merry & Korsmeyer, 1997). A super expressão de 

Bcl-2 protege contra estímulos de indução apoptótica, tais como, retirada do fator trófico, 

neurotransmissor excitatório glutamato, danos oxidativos, glucocorticóides e agentes danosos ao 

DNA (Sentman et al., 1991; Guo et al., 1997; Kruman et al., 1997). Estudos sugerem que Bcl-2 

age antes da ativação da caspase prevenindo a morte celular. Enquanto a Bcl-2 inibe ativação da 

caspase, seus membros pró-apoptóticos (Bax e Bad) são substratos da caspase-3 sendo 

responsáveis pela ativação da cascata de morte (Cheng et al., 1997; Clem et al., 1998).  

 As IAPs em mamíferos são pertencentes à família de inibidores de caspases identificados 

a partir da homologia ao baculovírus IAP. Algumas IAPs possuem a característica de suprimir 

apoptose pela inativação da pró-caspase 9 (Deveraux et al., 1998), caspases 3 e 7 (Roy et al., 

1997). Especula-se que a ativação das caspases possua relação com o aumento da apoptose em 

diversas patologias. A Figura 4 resume os principais eventos envolvidos na morte celular 

programada quando ativada através das vias extrínseca e intrínseca.  
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Figura 4 – Na via extrínseca a ativação apoptótica ocorre através da ligação de um sinal extracelular ao receptor na 
superfície celular, a cascata apoptótica é acionada mediante recrutamento de caspases que levarão a célula à morte. 
Na via intrínseca há fatores endógenos conhecidos como “sinais de estresse” (danos ao DNA) provenientes do 
interior da própria célula. Estes sinais acabam sendo detectados pelas mitocôndrias que sofrem desacoplamento da 
cadeia respiratória e liberam para o citosol o citocromo c. O citocromo c citoplasmático se liga a APAF-1 (apoptotic 

protease activation factor-1) e este complexo, na presença de ATP, ativa a caspase-9 que, por sua vez, ativará a 
caspase 3 e 7 e levará a célula a morte (Fan et al., 2001). 
Adaptado de Stennicke HR, Salvesen GS (1998, p. 17). 
 

 A caspase executora Caspase-3 é importante no controle da apoptose no tecido nervoso 

(Salvesen, 2002; Troy & Salvesen, 2002). Ela é responsável pela transdução e execução dos 

sinais de morte. Estudos evidenciam que o nível de estresse oxidativo pode levar a célula à morte, 

possivelmente pela modulação diferenciada da atividade das caspases (Hortelano et al., 1997; 

Leist et al., 1997). Contudo, se torna claro que certas proteases não são meramente enzimas 

degradativas, mas são moléculas de sinalização altamente reguladas que controlam processos 

biológicos críticos via proteólise específica (Los et al., 2001). 

 Recentemente, pesquisas apontam o papel das caspases em vários aspectos não 

apoptóticos na fisiologia celular. Caspases estão envolvidas na atividade de citocinas durante a 

inflamação, progressão do ciclo celular, diferenciação de progenitores celulares durante a 

eritropoiese e células musculares e proliferação de linfócitos T (Fadeel et al., 2000; Los et al., 
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2001; Fernando et al., 2002; Robertson & Zhivotovsky, 2002). No tecido nervoso há crescente 

evidência sobre os mecanismos apoptóticos não estarem somente envolvidos na morte celular 

programada, mas podem regular a plasticidade sináptica e motilidade do cone de crescimento 

(Gilman & Mattson, 2002; Perfettini & Kroemer, 2003).  

O sistema nervoso possui uma complexidade estrutural e funcional devido à característica 

de que suas células, altamente diferenciadas, não se dividem (Mattson, 2000). Durante a 

evolução, o sistema nervoso desenvolveu mecanismos que protegem as células da morte 

neuronal. Os sintomas das desordens neurodegenerativas enfatizam a importância de meios que 

promovam a sobrevivência e a plasticidade das células nervosas. Existem diversas vias de 

sinalização anti-apoptótico (Mattson, 2000). Fatores neurotróficos podem proteger os neurônios 

contra apoptose através de ativação de receptores associados a cascatas de sinalização que 

envolvem quinases e levam à  produção de proteínas que promovem a sobrevivência celular. A 

Figura 5 ilustra alterações na sinalização sináptica em desordens neurodegenerativas. 
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Figura 5 – Alteração na sinalização sináptica em desordens neurodegenerativas. Estressores (idade e doença) 
promovem ativação apoptótica através de cascatas bioquímicas nos terminais sinápticos e nos neuritos. Por exemplo, 
a super ativação dos receptores de glutamato reduz a disponibilidade energética ou aumenta o estresse oxidativo (por 
meio de espécies reativas ao oxigênio – ROS – reative oxygen species), levando ao influxo de Ca2+ nos terminais 
pós-sinápticos dos dendritos, acionando fatores que ativarão caspases induzindo à célula a morte. Já na sinalização 
anti-apoptótica, pode ocorrer ativação de receptores (R) pelo fator neurotrófico (NTF) nos terminais do axônio que 
estimulará cascata de quinases e fatores de transcrição e aumentará a produção de proteínas que promovam a 
sobrevivência (Bcl-2, Bcl-xL) e proteínas inibidoras de apoptose (IAPs).  
Fonte: Mattson, MP (2000, p. 120) 
 

A expressão de proteínas pertencentes à família das caspases em cérebros de ratos durante 

o desenvolvimento e envelhecimento bem como sua localização subcelular em cérebros de ratos 

adultos, sugere que as caspases podem contribuir para a regulação da plasticidade sináptica 

(Shimohama et al., 2001a,b). Yan et al. (2001) estudou a expressão da atividade da caspase-3 em 

células mitóticas e pós-mitóticas na região anterior do cérebro de ratos e demonstrou a atividade 

da caspase-3 em células em divisão nas zonas proliferativas e migrando para o bulbo olfatório ao 

se diferenciarem em neurônios. Portanto, a caspase-3 ativa pode ter uma função no processo 
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celular normal, como a diferenciação neuronal, a migração e a plasticidade (Kudryashov et al., 

2001, 2002).   

A potenciação de longa duração, conhecida como LTP (long-term potentiation), é um 

fenômeno eletrofisiológico caracterizado pela facilitação duradoura da resposta sináptica. Este 

fenômeno, descrito primeiramente por Bliss e Lomo (1973), é considerado, desde então, um 

modelo dos eventos celulares envolvidos em aprendizado e memória. A forma mais tradicional 

de LTP, dependente do receptor ionotrópico glutamatérgico NMDA (N-methyl-D-aspartate) na 

região CA1 do hipocampo, é provavelmente a forma mais estudada de plasticidade sináptica. 

Algumas enzimas proteolíticas tem se mostrado essenciais para a LTP (Gulyaeva et al., 2003). 

Tomimatsu e colaboradores tem mostrado em estudos recentes, o importante papel do sistema 

proteolítico na LTP (Tomimatsu et al., 2002).  

Atualmente, tem-se sugerido o envolvimento da caspase-3 no fenômeno da LTP. 

Gulyaeva et al. (2003) demonstrou prejuízo na LTP pelo uso de inibidor específico de caspase-3, 

sugerindo que substratos ou produtos da caspase-3 estão envolvidos no processo. Assim sendo, 

há evidências de que a caspase-3 é essencial para plasticidade sináptica de longa duração. 

Dentre as caspases, este estudo dará enfoque à caspase-3 executora, vista sua importância 

central na apoptose somada as evidências de suas funções não apoptóticas (Fadeel et al., 2000; 

Los et al., 2001; Fernando et al., 2002; Gilman & Mattson, 2002; Perfettini & Kroemer, 2003). 

Devido à carência de estudos que relacionem as proteínas pró-apoptóticas Par-4 e caspase-3 em 

modelos de neurodegeneração e a ausência de trabalhos que relacionem estas proteases com 

estudos sobre os efeitos do ferro no sistema nervoso, torna-se importante avaliar possíveis 

alterações nestas proteínas que podem estar ocorrendo em decorrência do tratamento neonatal 

com ferro, já que este modelo experimental já está bem estabelecido mostrando diversas 

alterações na fase de envelhecimento (Sobotka et al., 1996; Fredriksson et al., 1999; Schröder et 

al., 2001; de Lima et al., 2005; Fredriksson & Archer, 2007).  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1– Objetivo Geral 

 

 

Avaliar eventuais alterações nas proteínas Par-4 e caspase-3 em diferentes regiões do 

cérebro de ratos adultos (3 meses) e idosos (24 meses) controles e tratados com ferro durante o 

período neonatal através de imunohistoquímica. 

 

 

2.2– Objetivos Específicos 

 

 

Avaliar a presença de Par-4 e caspase-3 na região do hipocampo, estriado e córtex em 

ratos adultos (3 meses) normais (não tratados com ferro no período neonatal) através de 

imunohistoquímica. 

 

Avaliar a presença de Par-4 e caspase-3 na região do hipocampo, estriado e córtex em 

ratos velhos (24 meses) normais (não tratados com ferro no período neonatal) através de 

imunohistoquímica. 

 

Avaliar a presença de Par-4 e caspase-3 na região do hipocampo, estriado e córtex em 

ratos adultos (3 meses) previamente tratados com ferro durante o período neonatal através de 

imunohistoquímica. 

 

Avaliar a presença de Par-4 e caspase-3 na região do hipocampo, estriado e córtex em 

ratos velhos (24 meses) previamente tratados com ferro durante o período neonatal através de 

imunohistoquímica. 
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Comparar possíveis alterações das proteínas Par-4 e caspase-3 entre os grupos controle e 

experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

  

CAPÍTULO 2 

 

ARTIGO CIENTÍFICO  

SUBMETIDO AO PERIÓDICO NEUROTOXICITY RESEARCH EM 19/01/2010 E 

ACEITO EM 23/03/2010 
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CAPÍTULO 3 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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 O envelhecimento é um processo que ocorre naturalmente por toda a vida e está associado 

com significante aumento da apoptose em condições fisiológicas e/ou suscetibilidade a morte 

celular após injúrias (Barja, 2004). A perda de neurônios resulta em prejuízos funcionais tais 

como demência e deficiência neuro-motora (Higami & Shimokawa, 2000).  

 O ferro é um metal essencial para o SNC (Zhang et al., 2005). Muitos processos no 

desenvolvimento normal do SNC, incluindo respiração oxidativa, mielinização dos axônios e 

síntese de neurotransmissores necessitam de ferro (van Gelder et al., 1998; Hentze et al., 2004). 

Atualmente, tem sido sugerida relação entre disfunções nas vias de homeostase do ferro e a 

patogênese de doenças neurodegenerativas (Martin et al., 1998).  

 O modelo apresentado de sobrecarga de ferro no período neonatal é bem conhecido por 

induzir acúmulo de ferro em regiões do cérebro, especificamente nos gânglios da base, região 

associada com déficits na memória de longa duração em camundongos adultos (Fredriksson et 

al., 1999; Fredriksson et al., 2000) e ratos (Schröder et al., 2001; de Lima et al., 2005a; de Lima 

et al., 2005b; de Lima et al., 2007; de Lima et al., 2008) e pelo aumento do estresse oxidativo que 

medeia a morte celular e o prejuízo cognitivo associado ao envelhecimento (Dexter et al., 1989; 

Butterfield et al., 2002; Liu et al., 2003; Mattson, 2004; Mecocci et al., 2004; de Lima et al., 

2005). 

O trabalho desenvolvido e cuja síntese está apresentada no Capítulo 2 teve como objetivo 

avaliar alterações nas proteínas pró-apoptóticas Par-4 e caspase-3 em diferentes regiões do 

cérebro de ratos adultos e idosos que receberam sobrecarga de ferro no período neonatal e seus 

respectivos controles. Os resultados demonstram um aumento da imunorreatividade de ambas 

proteínas nas regiões CA1, CA3 e córtex ao longo do envelhecimento normal. O significante 

aumento de Par-4 e caspase-3 nos animais idosos não tratados sugere aumento proeminente e 

consistente na taxa de apoptose associada ao envelhecimento.  

As regiões estudadas do hipocampo indicaram similares perfis de imunorreatividade para 

ambas proteínas analisadas. CA1 e CA3 mostraram significante aumento de imunorreatividade de 

Par-4 e caspase-3 nos animais adultos tratados com ferro quando comparados com seus 

respectivos controles. Quando os animais idosos dos grupos controle e experimental foram 

comparados, foi observado significante diminuição de ambas proteínas nas mesmas áreas. O 

girus denteado não apresentou diferença significativa nos níveis de caspase-3 e teve aumento de 

Par-4 nos animais adultos experimentais quando comparados com seus controles e apresentou-se 
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diminuído quando grupos equivalentes de idosos foram comparados. O estriado não apresentou 

mudanças significativas paras as proteínas estudadas.  

Durante o processo de envelhecimento, há aumento do conteúdo normal de ferro nas 

diferentes regiões do cérebro. O acúmulo deste metal é encontrado em pacientes com DP, DA e 

DH sendo marcadas pelo aumento da apoptose. (Mattson, 2000).  

Estudos in vitro (Kooncumchoo et al., 2006; Kobayashi et al., 2008; Hasegawa et al., 

2009; Zhang et al., 2009) tem demonstrado a morte neuronal devido a toxicidade do ferro. 

O presente trabalho é a primeira demonstração in vivo de que a sobrecarga de ferro induz 

apoptose no tecido cerebral de ratos adultos.  

Os resultados sugerem que há aumento prematuro da apoptose pela suplementação de 

ferro no período neonatal, já que os níveis de Par-4 e caspase-3 nos animais adultos tratados 

assemelham-se aos observados nos animais idosos do grupo controle. Estas observações reforçam 

a idéia de que o acúmulo de ferro acelera a taxa de morte celular, que normalmente aumenta com 

a idade, e é apoiada por descobertas de aumento de gliose nos animais tratados com ferro já na 

idade adulta (Fernandez et al., 2009). A suplementação de ferro nos estágios iniciais do 

desenvolvimento resulta no seu acúmulo no cérebro e toxicidade, aumentando o dano oxidativo. 

As elevadas taxas de apoptose neuronal na idade adulta resultam nos déficits de memória já 

descritos nesta fase (Schröder et al., 2001; de Lima et al.,2005a; 2005b). Estes resultados 

fornecem melhor entendimento do papel do ferro na patogêneses de desordens 

neurodegenerativas e auxiliam para estudos complementares que avaliem os mecanismos 

apoptóticos envolvidos nestas desordens que são cruciais para estabelecer a real contribuição 

deste metal e seus mecanismos de ação. 
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