
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESCOLA DE CIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 

 

VANESSA KAPPEL DA SILVA 

  

EFEITOS DO CANABIDIOL SOBRE PARÂMETROS MITOCONDRIAIS E APOPTÓTICOS EM 

HIPOCAMPO DE RATOS TRATADOS COM FERRO NO PERÍODO NEONATAL  

 

 

Porto Alegre 

2018 



i 

 

VANESSA KAPPEL DA SILVA 

 

 

 

EFEITOS DO CANABIDIOL SOBRE PARÂMETROS MITOCONDRIAIS E 

APOPTÓTICOS EM HIPOCAMPO DE RATOS TRATADOS COM FERRO NO 

PERÍODO NEONATAL 

 

 

Tese apresentada como requisito para obtenção do 

grau de Doutor pelo Programa de Pós-Graduação em 

Biologia Celular e Molecular da Escola de Ciências 

da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande 

do Sul.  

 

 

 

Orientadora: Profª. Drª. Nadja Schröder 

 

 

 

Porto Alegre 

2018 



ii 

 

  

 

 

 

 

  



iii 

 

AGRADECIMENTOS 

 

O desenvolvimento desse trabalho só foi possível com o apoio científico e emocional 

de algumas pessoas espetaculares que estiveram ao meu lado nessa longa trajetória. Às vezes, 

com a correria do dia a dia, não damos o devido reconhecimento a elas. Agora que esse ciclo 

está se encerrando, torna-se necessário encontrar palavras para agradecer a importância de tê-

las em meu caminho. 

Aos meus pais, gostaria de agradecer pelo que sou hoje. Nossa trajetória até aqui foi 

árdua e muitas vezes pesada, mas foi graças à dedicação e amparo de vocês que podemos 

comemorar mais essa conquista. Obrigada pelas palavras sábias nos momentos de maior 

insegurança, pela compreensão nos períodos de estresse, pelo interesse em entenderem e 

participarem dessa realidade completamente diferente para vocês. Agradeço pelo incentivo e 

pela certeza de que quaisquer que sejam minhas escolhas, vocês sempre estarão ao meu lado. 

Ao Rafael, o meu muito obrigada pela paciência e companheirismo ao longo dessa 

etapa. Agradeço pelas nossas longas conversas e desabafos, e, principalmente, pela tua leveza 

e otimismo diante dos meus receios e incertezas. Sou grata pela compreensão nos momentos 

de cansaço e estresse, por saber quando me fazer rir e, principalmente, pela seriedade na hora 

de me ajudar. Obrigada pelo apoio fundamental em importantes decisões tomadas durante essa 

trajetória.  

À minha orientadora Nadja, agradeço por todo o auxílio e atenção durante o 

desenvolvimento desse trabalho. Obrigada pela paciência aos inúmeros e-mails, telefonemas e 

mensagens e pela tranquilidade que me foi passada. Sou grata por teres acreditado na minha 

capacidade, me fazendo aprender e amadurecer muito profissionalmente. Se hoje confio mais 

no meu potencial, foi graças ao teu incentivo e estímulo. 

À Betânia, gostaria de agradecer pela melhor parceria de trabalho que eu poderia ter. 

Tua ajuda e apoio foram primordiais em todas as etapas dessa pesquisa. Guardarei na memória 

todas as experiências e momentos (muitas vezes hilários) que vivenciamos. Agradeço aos 

longos e cansativos experimentos realizados juntas, que permitiram que eu conhecesse cada 

vez mais essa pessoa incrível que tu és. Talvez hoje deixemos a parceria de trabalho de lado, 

mas seguimos essa linda amizade que construímos.  

Aos meus amigos, obrigada por todo o carinho e compreensão ao longo dessa jornada e 

por estarem sempre dispostos a ajudar quando preciso. Agradeço à Maria pelo tempo 

dispendido revisando o trabalho e auxiliando em todas as dúvidas; às Poderosas, por 

garantirem sempre o bom humor e por compartilharem experiências e conselhos; àqueles que 



iv 

 

souberam entender o meu estresse e ausência; e àqueles que eu tive o prazer de conhecer 

durante essa trajetória e se tornaram parte importante dessa história.   

Aos colegas de laboratório, gostaria de agradecer pelo auxílio e presteza durante o 

desenvolvimento dos experimentos. 

Aos colegas de trabalho da UFCSPA, muito obrigada por me ajudarem a conciliar os 

horários de trabalho com os experimentos previstos no doutorado. Agradeço por conviver em 

um grupo bastante diverso que pôde me oferecer auxílio nos mais diferentes quesitos. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) e à 

Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS), agradeço o apoio científico 

e financeiro. 

Ao Departamento de Neurociências e Ciências do Comportamento, da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto / USP e ao Laboratório de Bioenergética da Universidade do Sul 

de Santa Catarina (UNESC), o meu muito obrigada pela parceria científica. 

A todos que de alguma forma auxiliaram e contribuíram com esse trabalho, o meu 

profundo agradecimento. 



v 

 

RESUMO 

 

O acúmulo de ferro no cérebro tem sido observado tanto no envelhecimento normal 

quanto em muitas doenças neurodegenerativas. Nossos estudos anteriores mostraram que a 

sobrecarga de ferro cerebral resulta em déficits de memória persistentes, acompanhados por 

estresse oxidativo. A elevada taxa metabólica do sistema nervoso torna as mitocôndrias 

essenciais para células nervosas. Essas organelas têm como função o controle da homeostasia 

do ferro em seu interior e o gerenciamento das espécies reativas de oxigênio. Uma vez que 

ocorre desregulação nessas atividades, o funcionamento das mitocôndrias fica comprometido, 

resultando em falhas no aporte energético principalmente para as sinapses. O funcionamento 

inadequado de circuitos neurais pode culminar na ativação de vias de morte celular, uma 

característica bastante associada às doenças neurodegenerativas. No presente trabalho 

analisamos os efeitos da sobrecarga de ferro neonatal sobre as deleções no complexo I do 

DNA mitocondrial; sobre os mecanismos de metilação e hidroximetilação do DNA 

mitocondrial; sobre proteínas envolvidas no metabolismo de ferro mitocondrial (Ferritina 

mitocondrial e Mitoferrina 2), sobre a atividade enzimática da Succinato desidrogenase e 

Creatina quinase, envolvidas no aporte energético para as células; e sobre proteínas 

envolvidas nas vias apoptóticas, como a Caspase 8, Caspase 9, Caspase 3, Citocromo c, 

APAF1 e PARP em hipocampos de ratos adultos. Além disso, investigamos os efeitos do 

canabidiol (CBD), principal componente não psicotrópico da Cannabis sativa, na reversão 

dos efeitos induzidos pelo ferro sobre todos os parâmetros analisados. Ratos machos 

receberam veículo ou ferro carbonila (30 mg/kg) do 12º ao 14º dia pós-natal e na idade adulta 

foram tratados com veículo ou CBD (10 mg/kg) durante 14 dias. O tratamento com ferro 

induziu o aumento das deleções do DNA mitocondrial e das proteínas envolvidas na via 

intrínseca da apoptose, enquanto induziu a redução de metilação e hidroximetilação no DNA 

mitocondrial, bem como da atividade enzimática e da ferritina mitocondrial, proteína de 

armazenamento de ferro. O CBD reverteu os efeitos induzidos pelo ferro, recuperando os 

níveis de hidroximetilação, de ferritina mitocondrial, da atividade da Succinato 

dehidrogenase, e das proteínas apoptóticas Caspase 3, Caspase 9, PARP e APAF1 a níveis 

comparáveis com o controle. Os resultados sugerem que o ferro pode afetar mecanismos de 

funcionamento mitocondrial e desencadear vias de morte celular por apoptose. A reversão de 

alguns desses efeitos pelo CBD indica o seu potencial neuroprotetor. 

 

Palavras-chave: Ferro, mitocôndria, apoptose, doenças neurodegenerativas, canabidiol. 
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ABSTRACT  

 

Brain iron accumulation has been observed both in normal aging and in many 

neurodegenerative diseases. In previous studies, we have described that brain iron overload 

results in persistent memory deficits, accompanied by oxidative stress. The high metabolic 

rate of the nervous system makes mitochondria essential for nerve cells. These organelles 

control iron homeostasis in its interior and the management of reactive oxygen species. When 

deregulation in these activities occurs, mitochondrial functioning is compromised, resulting in 

failures in the energy supply mainly for the synapses. Inadequate functioning of neural 

circuits may culminate in the activation of cell death pathways, a feature strongly associated 

with neurodegenerative diseases. In the present study we analyzed the effects of neonatal iron 

overload on complex I deletions in the mitochondrial DNA ; on methylation and 

hydroxymethylation of mitochondrial DNA; on mitochondrial proteins involved on iron 

homeostasis, on the enzymatic activity of Succinate Dehydrogenase and Creatine Kinase, 

enzymes involved in the cells energy supply; and on proteins involved in apoptotic pathways, 

such as Caspase 8, Caspase 9, Caspase 3, Cytochrome c, APAF1, and PARP  in the 

hippocampus of adult rats. In addition, we investigated the effects of cannabidiol (CBD), the 

main non-psychotropic component of Cannabis sativa, in reversing iron-induced effects on all 

parameters analyzed. Male rats received vehicle or iron carbonyl (30 mg / kg) from the 12th to 

the 14th postnatal day and were treated with vehicle or CBD (10mg / kg) for 14 days in 

adulthood. Iron treatment induced increased deletions of mitochondrial DNA and expression 

of proteins involved in apoptosis, while induced reductions of methylation and 

hydroxymethylation, enzymatic activity and mitochondrial ferritin, an iron storage protein. 

CBD reversed iron-induced effects, recovering hydroxymethylation levels, mitochondrial 

ferritin, Succinate dehydrogenase activity, apoptotic proteins Caspase 3, Caspase 9, PARP 

and APAF1 at levels comparable to controls. These results suggest that iron can affect 

mechanisms of mitochondrial functioning and trigger cell death pathways by apoptosis. The 

reversal of some of these effects by CBD indicates its neuroprotective potential. 

 

Keywords: Iron, mitochondria, apoptosis, neurodegenerative disorders, cannabidiol. 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

 

5hmC: 5- hidroximetilcitosina 

5mC: 5- metilcitosina  

Acetil CoA: Acetilcoenzima A  

ADP: Adenosina difosfato (sigla do inglês Adenosine diphosphate) 

APAF1: Fator 1 de ativação da protease apoptótica (sigla do inglês Apoptotic protease 

activating factor-1) 

Aß: Beta amilóide (sigla do inglês Amyloid beta) 

ATP: Trifosfato de adenosina (sigla do inglês Adenosine triphosphate) 

BAK: Sigla do inglês Bcl-2 homologous antagonist/killer 

BAX: Proteína X associada a Bcl-2 (sigla do inglês Bcl-2-associated X protein) 

Bcl-2: Linfoma de células B- 2 (sigla do inglês B cell lymphoma- 2) 

Bcl-XL: Linfoma de células B extra grande (sigla do inglês B-cell lymphoma-extra large) 

BH3-only: Sigla do inglês Bcl-2 homology domain 3-only 

BID: Agonista de domínio de morte interagindo com BH3 (sigla do inglês BH3 interacting 

domain death agonist) 

BIM: Sigla do inglês Bcl-2 interacting mediator of cell death 

CBD: Canabidiol 

CpG: Nucleotídeo citosina e guanina conectados por ligação fosfodiéster 

DA: Doença de Alzheimer 

DH: Doença de Huntington 

DIABLO: Proteína de ligação direta ao IAP com baixo pI (sigla do inglês Direct IAP-binding 

protein with low pI), também conhecida como SMAC 
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DISC: Complexo de sinalização indutor de morte (sigla do inglês Death-inducing signaling 

complex) 

DNA: Ácido desoxirribonucleico (sigla do inglês Deoxyribonucleic acid) 

DNM1L: Proteína semelhante à dinamina-1 (sigla do inglês  Dynamin 1-like) 

DNMT1: DNA metiltransferase 1 (sigla do inglês DNA methyltransferase 1) 

DNMT3a: DNA metiltransferase 3 alfa (sigla do inglês DNA methyltransferase 3 alpha) 

DP: Doença de Parkinson 

FADD: Proteína com domínio de morte associado à Fas (sigla do inglês Fas-associated death 

domain protein) 

FasL: Ligante Fas (sigla do inglês Fas ligand) 

FasR: Receptor Fas (sigla do inglês Fas receptor) 

GFAP: Proteína glial fibrilar ácida (sigla do inglês Glial fibrillary acidic protein) 

H2O2: Peróxido de hidrogênio 

HtrA2: Proteína A2 dependente de alta temperatura (sigla do inglês High temperature 

requirement protein A2), também conhecida como Omi 

MCI: Comprometimento cognitivo leve (sigla do inglês Mild Cognitive Impairment) 

Mcl1: Proteína de diferenciação celular da leucemia mielóide induzida (sigla do inglês 

Induced myeloid leukemia cell differentiation protein) 
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NADH: Nicotinamida adenina dinucleotídeo (sigla do inglês Nicotinamide adenine 

dinucleotide) 

ND1: NADH desidrogenase subunidade 1 (sigla do inglês NADH dehydrogenase subunit 1) 
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ix 

 

ND2: NADH desidrogenase subunidade 2 (sigla do inglês NADH dehydrogenase subunit 2) 

ND3: NADH desidrogenase subunidade 3 (sigla do inglês NADH dehydrogenase subunit 3) 
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Prostate apoptosis response 4) 
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modulator of apoptosis) 
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SH SY5Y: Linhagem celular de neuroblastoma humano 
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derived activator of caspases), também conhecido como DIABLO 
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1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Acúmulo de ferro cerebral associado à neurodegeneração 

 

O envelhecimento é um processo fisiológico caracterizado por um gradual e duradouro 

declínio funcional que afeta vários sistemas, como, por exemplo, o circulatório, digestivo, 

respiratório e o nervoso (Dziechciaz e Filip, 2014). Uma vez que afeta múltiplos órgãos, o 

envelhecimento torna-se fator de risco para uma série de doenças (McHugh e Gil, 2018). O 

aumento da expectativa de vida da população amplia a necessidade de pesquisas avaliando os 

mecanismos envolvidos na biologia do envelhecimento, visando o retardo e/ou a prevenção 

das patologias relacionadas à idade. A saúde mental é uma preocupação importante 

atualmente, tendo em vista a alta prevalência de declínio cognitivo observada no 

envelhecimento (Freitas et al., 2017). Embora declínio cognitivo seja comum em idades mais 

avançadas, a relação entre envelhecimento e doenças neurodegenerativas (como o caso da 

doença de Alzheimer - DA, doença de Parkinson – DP, comprometimento cognitivo leve - 

MCI, entre outras doenças) ainda permanece obscura (Lin et al., 2017). A etiologia dessas 

doenças ainda não está completamente estabelecida, mas danos oxidativos mediados por 

metais têm sido propostos como contribuintes significativos para os processos de 

neurodegeneração (Salvador et al., 2010). 

Muitos metais, tais como ferro, cobre, magnésio e zinco, são essenciais em diversos 

processos fisiológicos do organismo (Chen et al., 2016). Uma vez que acúmulo ou deficiência 

de metais está relacionado a muitas patologias (Fraga, 2005), torna-se necessário amplo 

controle na homeostasia desses metais por meio da regulação de mecanismos de captação, 

armazenamento e secreção (Salvador et al., 2010). Nos mamíferos, o ferro é um metal 

essencial, participando de funções biológicas vitais, tais como transporte de oxigênio, 

respiração mitocondrial, síntese e reparo do DNA (sigla do inglês Deoxyribonucleic acid), 

proliferação e diferenciação celular e metabolismo dos fosfolipídios, entre inúmeras outras 

(Duzek et al., 2016). 

Em homeostasia, o ferro no cérebro é crucial para manutenção do aporte energético 

dos tecidos neurais, além de estar envolvido na síntese e metabolismo da mielina e 

neurotransmissores (Belaidi e Bush, 2016). A perda dessa regulação leva ao acúmulo de ferro, 

que tem sido observado tanto no processo de envelhecimento cerebral normal quanto em 

muitas patologias que acometem o sistema nervoso (Ward et al., 2014). No envelhecimento 
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saudável, é visto acúmulo desse metal em diversas regiões cerebrais e tipos celulares, 

enquanto que, em muitas doenças neurodegenerativas, o acúmulo de ferro é muito maior e em 

regiões cerebrais específicas (Ward et al., 2014). Alguns estudos já relataram que neurônios, 

astrócitos e microglia apresentam acúmulo de ferro em regiões específicas como nos gânglios 

da base, assim como no córtex e hipocampo, alvos preferenciais nos processos 

neurodegenerativos como DA, DP e DH (Doença de Huntington) (revisado por Zecca et al., 

2004; revisado por Li e Reichmann, 2016). Esse acúmulo de ferro observado no 

envelhecimento tem efeito tóxico para as células cerebrais devido à formação de radicais 

livres via Reação de Fenton, podendo ocasionar peroxidação lipídica dos ácidos graxos que 

compõem as membranas celulares dos neurônios, danos oxidativos a proteínas constitutivas e 

ao DNA, além de poder levar à morte celular (Mills et al., 2010; Wessling-Resnick, 2017). 

Apesar do excesso de ferro e sua relação com as doenças neurodegenerativas ser 

amplamente reconhecido, os seus mecanismos não estão completamente estabelecidos (Dusek 

et al., 2016). A principal estratégia de proteção para evitar sobrecarga de ferro no cérebro é a 

barreira hemato-encefálica, que limita a passagem de ferro do sangue para o cérebro por meio 

de sistemas de transporte seletivos altamente regulados (Mills et al., 2010). Essa barreira 

passa por processo de amadurecimento até os seis meses de vida do ser humano, período no 

qual ainda não possui completa capacidade de regular a transferência de moléculas entre o 

sangue e o cérebro (Collard, 2009). Além disso, estudos anteriores já observaram que nessa 

fase ocorre aumento nos receptores de transferrina na barreira, o que ocasionaria uma maior 

captação de ferro (Taylor e Morgan, 1990). O processo de maturação da barreira e a 

capacidade de regulação do ferro ocorrem em um período em que o cérebro passa por etapas 

de desenvolvimento fundamentais dependentes de ferro (Collard, 2009). Foi demonstrado que 

a etapa neonatal é crítica para o estabelecimento do teor de ferro normal no cérebro adulto e, 

uma vez absorvido, o ferro não retorna mais para o plasma, sendo redistribuído dentro do 

encéfalo (Dwork et al., 1990).  

Fredriksson e colaboradores (1999) demonstraram pela primeira vez que o tratamento 

sistêmico com ferro durante o período de rápido desenvolvimento cerebral ocasiona acúmulo 

de ferro nos gânglios da base, além de causar disfunções neurocomportamentais em 

camundongos. Também foi observado que ratos tratados com ferro entre o 10º e o 12º dia de 

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

memória nas tarefas comportamentais de labirinto radial de oito braços e esquiva inibitória 

(Schröder et al., 2001). Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa verificaram que a 

memória de reconhecimento e a memória aversiva também são prejudicadas em ratos tratados 
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com ferro no período neonatal (Schröder et al., 2001; de Lima et al., 2005; 2007; Perez et al., 

2010; Rech et al., 2010; Fagherazzi et al., 2012; Garcia et al., 2013). De Lima e 

colaboradores (2005) verificaram que o ferro induz aumento significativo na peroxidação 

lipídica na substância negra, no córtex e no hipocampo, bem como aumento de danos 

oxidativos às proteínas nestas mesmas regiões cerebrais em ratos adultos. Constataram ainda 

uma diminuição da atividade da superóxido dismutase (enzima antioxidante) na substância 

negra, no córtex e no hipocampo (de Lima et al., 2005). Esses resultados sugerem que o ferro 

pode estar exercendo seus efeitos deletérios sobre a cognição através do aumento dos níveis 

de estresse oxidativo cerebral (de Lima et al., 2005). Além disso, foi verificado que 

tratamento com quelantes de ferro previnem déficits de memória e estresse oxidativo em ratos 

idosos (de Lima et al., 2008). 

Análises imunohistoquímicas demonstraram que o tratamento de ratos com ferro no 

período neonatal induz o aumento de proteínas envolvidas na cascata de apoptose, Caspase 3 

e Par4 (sigla do inglês Prostate apoptosis response 4), em hipocampo e córtex de ratos 

adultos (Miwa et al., 2011). Provavelmente, isso se justifica pelo fato do ferro possuir um 

grande potencial de causar danos oxidativos nas células, verificando-se então um possível 

aumento na suscetibilidade para a neurodegeneração (Miwa et al., 2011). Também foi 

verificado em ratos adultos e velhos tratados com ferro no período neonatal aumento da 

proteína GFAP (sigla do inglês Glial fibrillary acidic protein), indicando gliose reativa, 

sugerindo que o tratamento com ferro induz à perda de células nervosas (Fernandez et al., 

2011). Nosso estudo anterior verificou o papel deletério do ferro durante o período neonatal 

de ratos (da Silva et al., 2014). Nesse trabalho, pudemos observar que o ferro causou 

modificações nas proteínas envolvidas na dinâmica mitocondrial, reduzindo os níveis da 

proteína de fissão mitocondrial, DNM1L (sigla do inglês  Dynamin 1-like), e de fusão 

mitocondrial, OPA1 (sigla do inglês Optic atrophy 1), no hipocampo e córtex, 

respectivamente (da Silva et al., 2014). Além disso, constatamos uma elevação nos níveis da 

proteína apoptótica Caspase 3 no hipocampo e córtex, seguido de uma redução nos níveis da 

proteína marcadora de viabilidade sináptica, sinaptofisina, no hipocampo (da Silva et al., 

2014). Analisando o sistema UPS (sigla do inglês Ubiquitin Proteasome System) em 

hipocampos de ratos tratados com ferro neonatal, observamos aumento de proteínas 

poliubiquitinadas e esse mau funcionamento do sistema UPS pode estar relacionado ao 

comprometimento cognitivo induzido pelo ferro (Figueiredo et al., 2016). Foi observado 

também que o ferro causa decréscimo na atividade da acetilcolinesterase (Perez et al., 2010) e 

afeta regulação de proteínas responsáveis pela sua homeostasia (Dornelles et al., 2010). Esses 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4976
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dados nos levam a sugerir que o potencial oxidativo do ferro altera o funcionamento 

mitocondrial, o que pode contribuir para déficits em produção de energia, declínio de 

viabilidade sináptica e consequentemente, morte celular. 

Tendo em vista todos os aspectos abordados a respeito do uso ferro no período 

neonatal em ratos, esse se torna um adequado modelo animal de neurodegeneração. Isso 

permite estudos mais amplos visando um maior e melhor entendimento de todos os processos 

biológicos que contribuem nessas patologias que acometem o cérebro. Um importante foco de 

estudo são as mitocôndrias, uma vez que essas organelas são essenciais para o sistema 

nervoso. 

 

1.1.2 Funcionamento mitocondrial 

  

As mitocôndrias são organelas multifuncionais que desempenham papéis importantes 

na vida e morte das células, fornecendo ATP (sigla do inglês Adenosine triphosphate) para 

processos metabólicos por meio da fosforilação oxidativa (Oettinghaus et al., 2012). Elas 

também participam em uma série de outros processos, como por exemplo, controle de radicais 

livres, biossíntese de aminoácidos, lipídios e nucleotídeos, homeostase de cálcio e ferro, 

sinalização celular e apoptose (Herst et al., 2017). Essas organelas são altamente dinâmicas, 

sendo ativamente transportadas nas células e podendo mudar rapidamente a estrutura interna e 

a distribuição de acordo com as condições fisiológicas (Wang et al., 2009). 

O encéfalo é um órgão composto por células altamente diferenciadas que povoam 

diferentes regiões anatômicas, possuindo alta demanda energética para manter potenciais de 

membrana e propagar sinais elétricos, liberar e recaptar neurotransmissores na fenda sináptica 

e realizar plasticidade sináptica (Grimm e Eckert, 2017). Apesar de representar apenas 2% da 

massa corporal do ser humano, consome 20% do total de oxigênio utilizado pelo corpo, sendo 

os neurônios as células que mais requerem energia (Schönfeld e Reiser, 2013).  A fosforilação 

oxidativa é responsável por mais de 90% da energia gerada no cérebro, tornando as 

mitocôndrias essenciais para as células nervosas (Schönfeld e Reiser, 2013). Consistente com 

isso, as mitocôndrias estão presentes em grande número nas células nervosas, 

preferencialmente nos sítios pré e pós-sinápticos, uma vez que a maior parte do ATP cerebral 

é consumida para promover a transmissão sináptica (Harris et al., 2012). 

Se por um lado as mitocôndrias produzem energia necessária para a sobrevivência 

celular, por outro lado, induzem a formação de espécies reativas de oxigênio, que podem ser 

prejudiciais quando produzidas em excesso (Golpich et al., 2017). O fato de o tecido cerebral 
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requerer grande aporte energético contribui para a formação de espécies reativas de oxigênio, 

favorecendo o estresse oxidativo (Grimm e Eckert, 2017). No cérebro em envelhecimento é 

observada uma redução da função mitocondrial, associada a um acúmulo de dano nessas 

organelas e de espécies reativas de oxigênio (Chakrabarti et al., 2011). Devido ao importante 

papel exercido pelas mitocôndrias no cérebro, é de se esperar que quaisquer disfunções no 

metabolismo dessas organelas possam causar alterações no suporte energético celular, 

ocasionando sérias consequências para a função e sobrevivência neuronal (Yin et al., 2016). 

Estudos recentes têm relevado que a função mitocondrial prejudicada desempenha um papel 

fundamental no envelhecimento e na patogênese de doenças neurodegenerativas (revisado por 

Golpich et al., 2017). 

Muitos processos neurodegenerativos são marcados por deficiência mitocondrial, 

acúmulo de ferro cerebral e estresse oxidativo, situações que estão inter-relacionadas 

(Horowitz e Greenamyre, 2010). Logo, torna-se essencial a compreensão do papel fisiológico 

que as mitocôndrias desempenham na homeostasia do ferro celular para um melhor 

entendimento dessa relação em condições de envelhecimento e doença (Horowitz e 

Greenamyre, 2010). 

 

1.1.2.1 Metabolismo do ferro mitocondrial  

 

 Uma vez que o ferro é essencial para a sobrevivência celular, esse metal precisa ser 

altamente regulado para manter as condições fisiológicas no organismo. Devido a sua 

propriedade oxidativa, o ferro livre pode reagir com oxigênio e catalizar a formação de 

espécies reativas de oxigênio, que são amplamente tóxicas para o organismo (Richardson et 

al., 2010). Logo, uma vez na circulação, o ferro é transportado no sangue e fluidos associado 

à proteina transferrina e, quando requerido pelas células, é internalizado para uso, enquanto o 

ferro em excesso é armazenado associado à proteína ferritina (Singh et al., 2014). 

As mitocôndrias são os principais locais de utilização de ferro nas células, 

empregando esse metal na síntese do grupamento heme e na síntese de clusters ferro-sulfur 

(responsáveis por funções como transferência de elétrons, catálise enzimática e regulação da 

expressão gênica, entre outras) (Stehling et al., 2014). Logo, essas organelas desempenham 

um papel central na sobrevivência celular, não somente fornecendo energia como também 

participando da homeostasia do ferro celular. Com a liberação de elétrons que ocorre devido à 

fosforilação oxidativa e a necessidade de influxo de ferro para suprir suas demandas 

metabólicas, as mitocôndrias acabam tornando-se um local de grande produção de espécies 
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reativas de oxigênio, necessitando mecanismos rígidos de controle da homeostasia e 

toxicidade desse metal (Horowitz e Greenamyre, 2010). 

Embora o excesso de ferro seja estocado primariamente no citoplasma da célula, a 

maior parte do ferro metabolicamente ativo das células é processada nas mitocôndrias (Yang 

et al., 2013). No entanto, ainda não está completamente elucidado como as mitocôndrias 

regulam a homeostasia do ferro em seu interior. A absorção do ferro para a matriz 

mitocondrial ocorre com o auxílio de proteínas localizadas na membrana interna, as 

mitoferrinas, pertencentes à família transportadora mitocondrial, também conhecida como 

família de proteínas transportadoras de soluto (Rouault, 2016). Existem dois tipos de 

mitoferrinas, a mitoferrina 1, que é altamente expressa em tecido hematopoiéticos (baço, 

medula óssea e fígado), sendo essencial para a assimilação do ferro eritróide, e a mitoferrina 

2, que é expressa na maioria dos tecidos, possivelmente com função de manter os níveis 

adequados de ferro em células não eritróides (Ren et al., 2012).  

O controle da expressão da proteína mitoferrina 1 está relacionado à necessidade de 

síntese de hemoglobina nas células eritróides (Chen et al., 2009). Quando os níveis de 

grupamento heme estão altos, ocorre desestabilização da mitoferrina 1, reduzindo a captação 

de ferro pela mitocôndria (Chen et al., 2009). No entanto, ainda permanece obscuro como é 

feita a regulação da expressão da mitoferrina 2 na maioria dos tecidos (Horowitz e 

Greenamyre, 2010). Apesar das mitoferrinas estarem envolvidas no transporte de ferro para as 

mitocôndrias, existem poucos estudos analisando o papel dessas proteínas em doenças 

neurodegenerativas. Estudos observaram um aumento da expressão de mitoferrinas na ataxia 

de Friedreich, DP e esclerose lateral amiotrófica, o que pode contribuir para o acúmulo de 

ferro mitocondrial nessas doenças (Huang et al., 2009; Carroll et al., 2011; Hadzhieva et al., 

2013). Esses relatos sugerem um envolvimento das mitoferrinas na patogênese de doenças 

com acúmulo de ferro mitocondrial, podendo se tornar foco de abordagens futuras, visando 

uma expressão reduzida das mesmas para prevenção de acúmulo de ferro e consequentemente 

redução de sintomas nos pacientes (Ren et al., 2012). 

Para evitar toxicidade, o ferro que entra na mitocôndria tem dois caminhos: ou é 

imediatamente utilizado ou é armazenado associado a uma proteína com função e estrutura 

muito similar à ferritina citosólica, chamada de ferritina mitocondrial (Horowitz e 

Greenamyre, 2010). Diferentemente da ferritina citosólica, que é amplamente expressa nos 

tecidos, a expressão da ferritina mitocondrial é tecido-específica, apresentando altos níveis em 

tecidos com alto consumo de energia, como o caso de testículos, cérebro, coração e pâncreas, 

e baixíssimos níveis em órgãos de armazenamento de ferro, como fígado e baço (Gao e 
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Chang, 2014). Essa distribuição tecidual indica que a ferritina mitocondrial pode exercer um 

efeito protetivo na mitocôndria contra o estresse oxidativo dependente de ferro em células 

caracterizadas por alta atividade metabólica e consumo de oxigênio (Santambrogio et al., 

2007).  

Apesar de a função e a regulação da ferritina mitocondrial ainda não estarem 

completamente elucidadas (Arosio e Levi, 2010), é de se presumir que uma proteína 

envolvida na homeostasia do ferro esteja relacionada à patogênese de doenças 

neurodegenerativas. No entanto, só recentemente estudos envolvendo a ferritina mitocondrial 

nas doenças neurodegenerativas começaram a surgir. Wang e colaboradores (2011) 

demonstraram aumento na expressão da ferritina mitocondrial no córtex de pacientes com DA 

e papel neuroprotetor contra estresse oxidativo induzido por peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Um estudo mostrou que bloqueio na expressão da ferritina mitocondrial aumentou a 

neurotoxicidade induzida por Aβ (sigla do inglês Amyloid beta), o estresse oxidativo e a 

apoptose, apresentando resultados opostos quando da superexpressão dessa proteína (Wu et 

al., 2013). Outro estudo indicou que a deleção da ferritina mitocondrial exacerbou a apoptose 

e os prejuízos neurológicos ocasionados pela infusão de Aβ em camundongos (Wang et al., 

2017). Em um modelo de DP, foi visto que a ferritina mitocondrial preveniu o dano neuronal 

induzido pela neurotoxina MPTP (sigla do inglês 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine) (You et al., 2016), enquanto que a superexpressão de ferritina 

mitocondrial protegeu as células de neuroblastoma humano SH-SY5Y do estresse oxidativo e 

preveniu contra o aumento da α-sinucleína induzido por H2O2 (Guan et al., 2017). Em geral, 

esses estudos sugerem que a ferritina mitocondrial pode atuar como um neuroprotetor contra a 

toxicidade ocasionada por ferro em certas doenças neurodegenerativas. 

Uma vez que as mitocôndrias são a principal fonte de espécies reativas de oxigênio, 

elas tornam-se os principais alvos do dano oxidativo. Dentre as diversas alterações funcionais 

que essas organelas podem sofrer, um mecanismo central que medeia essas disfunções é o 

dano ao DNA mitocondrial, tornando-se um foco de estudo nas pesquisas relacionadas ao 

envelhecimento normal e às doenças relacionadas à idade (Keogh e Chinnery, 2015). 
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1.1.2.2 DNA Mitocondrial  

 

As mitocôndrias são as únicas organelas do ser humano, além do núcleo, a possuírem 

material genético próprio e independente, sendo uma herança materna devido à eliminação de 

mitocôndrias masculinas durante a embriogênese precoce (Phillips et al., 2014). O DNA 

mitocondrial consiste em uma pequena molécula circular dupla-fita com aproximadamente 

16.600 pares de bases, sendo encontradas de 2 a 10 cópias em cada organela, associadas a 

proteínas, formando agregados chamados nucleóides (Keogh e Chinnery, 2015). As 

mitocôndrias contêm uma variedade relativamente abundante de proteínas, no entanto, 

possuem apenas 37 genes que codificam 13 proteínas da cadeia respiratória, 2 RNAs (sigla do 

inglês Ribonucleic acid) ribossômicos e 22 RNAs transportadores (Lee e Han, 2017). Isso se 

deve ao fato de a maior parte das proteínas mitocondriais serem codificadas pelo DNA 

nuclear e só depois serem importadas para os locais corretos na mitocôndria (Lee e Han, 

2017). 

Já foi observado que ocorre um acúmulo de mutações nas moléculas de DNA 

mitocondrial com o envelhecimento e que várias dessas mutações e deleções têm sido 

associadas com fenótipos clínicos (Lagouge e Larsson, 2013). Uma série de fatores ocasiona 

essa vulnerabilidade do DNA mitocondrial. Primeiramente, o genoma mitocondrial não está 

compactado na forma de nucleossomo como o genoma nuclear, deixando o material genético 

mais exposto; apresenta proximidade com a cadeia transportadora de elétrons, que é a maior 

fonte de espécies reativas de oxigênio; oferece menor eficiência no sistema de reparo para 

alguns tipos de danos, além de erros nos mecanismos de replicação; possui poucas (ou até 

mesmo nenhuma) regiões não-codificantes, o que aumenta as chances de mutações em regiões 

que codificam elementos essenciais (Gao et al., 2009; Santos et al., 2013). O aumento das 

mutações no DNA mitocondrial é uma das características observadas nas doenças 

neurodegenerativas, uma vez que o genoma mitocondrial codifica elementos importantes da 

cadeia de transporte de elétrons, que é a responsável pelo suprimento energético através da 

síntese de ATP, bastante comprometido no envelhecimento (Wallace, 2005; Picard e 

Turnbull, 2013).  

Associação entre DA, DP, DH e esclerose múltipla com modificações no DNA 

mitocondrial já foram observadas. Nesses casos, foi verificado que estresse oxidativo elevado 

está associado a maiores danos ao genoma mitocondrial e diminuição da capacidade 

respiratória e foi observado que essas mutações e/ou deleções no DNA mitocondrial ocorrem 

em regiões cerebrais características dessas doenças neurodegenerativas (Hirai et al., 2001; 
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revisão em Yang et al., 2008; Siddiqui et al., 2012; Müller et al., 2013). O DNA mitocondrial 

afetado pelo estresse oxidativo vai contribuir para uma disfunção ainda maior nessa organela, 

que pode resultar em morte celular (Gao et al., 2009).  No entanto, mais investigações são 

importantes para determinar o papel dos danos ao material genético mitocondrial e maneiras 

de reparo em doenças neurodegenerativas, visando melhores estratégias preventivas e 

terapêuticas a essas patologias.  

As espécies reativas de oxigênio são geradas em diversos locais e situações nas 

células, sendo principalmente produzidas na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, 

especialmente nos complexos I e III (Sanz et al., 2006). O complexo I tem sido relatado como 

o mais afetado ao longo do envelhecimento, principalmente pelo fato de ser o complexo 

mitocondrial com mais subunidades (são sete NADH desidrogenases: ND1, ND2, ND3, ND4, 

ND4L, ND5 e ND6) codificadas pelo DNA mitocondrial (Greenamyre et al., 2001; Pollard et 

al., 2016). Estudos têm sido realizados analisando duas regiões específicas do genoma 

mitocondrial, que codificam para proteínas do complexo I. Uma dessas regiões está dentro do 

gene ND1 e é raramente afetada por deleções ao longo do envelhecimento, enquanto a outra 

região está dentro do gene ND4, sendo afetada em larga escala (Van Tuyle et al., 1996). A 

figura 1 mostra esquematicamente o genoma mitocondrial, incluindo as regiões que sofrem 

maiores deleções. 

              

Figura 1: Esquema do genoma mitocondrial e localização das regiões “comuns” de 

deleção. Em verde estão representados os genes do complexo I; em laranja, os genes do 
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complexo III; em rosa, os genes do complexo IV; em amarelo, os genes do complexo V; em 

azul, os genes dos RNA ribossômicos; em vermelho, os genes dos RNA de transferência. 

(Adaptado de Philips et al., 2014). 

 

Ochoa e colaboradores, em 2011, verificaram que o estresse oxidativo associado à 

idade ocasiona um aumento de deleções no DNA mitocondrial em cérebro de ratos velhos. 

Em seres humanos, verificou-se que na substância negra de controles idosos e pacientes com 

DP foi encontrado um alto nível de deleção no DNA mitocondrial, que foi associado à 

deficiência na cadeia respiratória (Bender et al., 2006). Aumento de deleção no DNA 

mitocondrial também foi observado na substância negra de pacientes com DP e hipocampo de 

pacientes com DA (Muller et al., 2013). Logo, nesses estudos foi possível verificar associação 

entre deleção no DNA na região codificadora do complexo I mitocondrial e envelhecimento e 

patologias associadas à idade. 

Até pouco tempo atrás, mutações e deleções eram os únicos mecanismos analisados na 

maquinaria genética mitocondrial (Pirola et al., 2013). Embora haja um melhor entendimento 

das modificações epigenéticas ocorridas no genoma nuclear e de suas consequências, os 

conhecimentos sobre a epigenética mitocondrial ainda são primitivos (Ghosh et al., 2017). 

Modificações no genoma mitocondrial foram propostas por Vanyushin e colaboradores, em 

1971, mas apenas recentemente estudos abordando essas questões começaram a ser realizados 

extensivamente. 

A epigenética refere-se ao estudo de modificações herdáveis ao longo da etapa de 

divisão celular que regulam fortemente a expressão de informações genéticas específicas, sem 

afetar a sequência de DNA (Waddington, 1942, reimpresso em 2012). No núcleo, os 

mecanismos epigenéticos regulam a função e estrutura de um complexo de DNA e histonas 

chamado cromatina, sendo a metilação do DNA e a acetilação de histonas as principais 

alterações epigenéticas (Chen et al., 2012). Uma vez que o DNA mitocondrial não possui 

histonas, a metilação acaba tornando-se um importante foco nos estudos de mecanismos 

epigenéticos mitocondriais. 

Durante muito tempo, a metilação do DNA mitocondrial foi questão de debate 

principalmente pela crença de que não poderia haver metilação uma vez que metiltransferases 

não poderiam acessar as mitocôndrias em vertebrados (Iacobazzi et al., 2013). Só 

recentemente, com avanços tecnológicos, é que se identificou a metilação como parte 

fisiológica das mitocôndrias, com estudos demonstrando a presença de DNA metiltransferases 

DNMT1 e DNMT3a (siglas do inglês DNA methyltransferase 1 / 3 alpha) dentro das 

mitocôndrias (Chestnut et al., 2011; Shock et al., 2011). Essas metiltransferases são similares 
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às enzimas presentes no núcleo e são responsáveis por adicionar um grupo metil à posição 5’ 

da base citosina (5-metilcitosina, 5mC) (Gosh et al., 2015). Também foi reportada a presença 

de uma quantidade significativa de 5-hidroximetilcitosina (5hmC) no DNA mitocondrial, no 

entanto, o exato mecanismo dessa síntese ainda não está esclarecido (Shock et al., 2011). Não 

se sabe se a família das enzimas TET (sigla do inglês Ten-eleven translocation), que catalisam 

a hidroxilação de 5mC para 5hmC no núcleo, seriam funcionais nas mitocôndrias (Dzitoyeva 

et al., 2012). 

Estudos têm identificado padrões de metilação e hidroximetilação no DNA nuclear  no 

envelhecimento e em diferentes doenças neurodegenerativas. Em amostras post-mortem de 

cérebro humano, a metilação do DNA nuclear aparece correlacionada com o envelhecimento, 

sendo a 5hmC abundante no córtex e cerebelo e altamente suscetível às modificações 

associadas ao envelhecimento (revisado por Dzitoyeva et al., 2012). Em hipocampos de 

pacientes com DA, foi observada diminuição da metilação e hidroximetilação do DNA global, 

enquanto foi observada hipometilação do íntron 1 do gene da α-sinucleína na substância 

negra, putamen e córtex de pacientes com DP (Jowaed et al., 2010). Apesar dos padrões de 

epigenética do DNA nuclear já estarem sendo estudados em doenças neurodegenerativas, os 

padrões de epigenética mitocondrial ainda não tem sido muito analisados nessas patologias 

(Iacobazzi et al., 2013). Em 2012, Dzitoyeva e colaboradores investigaram a epigenética 

mitocondrial no sistema nervoso central de mamíferos usando modelo animal de 

camundongos envelhecidos e neurônios primários de camundongos em cultura e 

demonstraram que o envelhecimento diminui o conteúdo de 5hmC no DNA mitocondrial  no 

córtex frontal. 

Evidências indicam que o perfil de metilação do DNA não é permanente, mudando ao 

longo do envelhecimento, observando-se uma perda gradual do total de metilcitosina na 

maioria dos tecidos vertebrados no envelhecimento (Richardson, 2003). Uma vez que em 

dinucleótidos CpG (nucleotídeo citosina e guanina ligados por ligação fosfodiéster) a citosina 

é a base preferida para a metilação do DNA, enquanto a guanina é a base atingida pela 

oxidação, percebe-se que o dano oxidativo do DNA pode modular os perfis de hipometilação 

e hipermetilação e causar impacto na expressão gênica (Zawia et al., 2009). 

O estresse oxidativo é capaz de afetar o indivíduo de diferentes formas ao longo do 

envelhecimento. As mitocôndrias possuem papel de destaque nessas cirscunstâncias, pois são 

as principais fontes e alvos das espécies reativas de oxigênio. O aumento do estresse oxidativo 

cerebral pode levar à oxidação de proteínas, lipídeos e DNA, alterando o funcionamento 

mitocondrial, afetando diretamente as reservas energéticas celulares. Quando o acúmulo de 
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danos chega a um determinado limite, o funcionamento celular está tão comprometido que 

começam a ser desencadeados mecanismos de morte celular (Grimm e Eckert, 2017). A morte 

celular é uma das principais características observadas no envelhecimento e nas patologias 

associadas à idade (Okouchi et al., 2007). 

 

1.1.3 Declínio energético e Apoptose  

 

As mitocôndrias preservam as reservas energéticas celulares a partir de um rigoroso 

controle sobre dois processos metabólicos intimamente ligados: o ciclo de Krebs e a cadeia 

transportadora de elétrons (Basha e Poojary, 2014). No ciclo de Krebs, também chamado de 

ciclo do ácido tricarboxílico ou ciclo do ácido cítrico, a acetilcoenzima A (acetil-CoA) 

formada durante o catabolismo de carboidratos, aminoácidos e ácidos graxos é oxidada em 

dióxido de carbono (Quijano et al., 2016). Já a cadeia transportadora de elétrons é composta 

por quatro complexos enzimáticos (complexos I, II, III e IV) localizados na membrana 

interna, que culminam na formação de ATP a partir de ADP (sigla do inglês Adenosine 

diphosphate) (Gille e Reichmann, 2011). Além do ciclo de Krebs e da cadeia transportadora 

de elétrons, a enzima creatina quinase também é essencial para a homeostase energética, uma 

vez que essa enzima catalisa a transferência reversível de grupo fosforil entre ATP e creatina, 

principalmente em tecidos de elevado consumo energético (Pilla et al., 2003). 

Mehan e colaboradores (2017) demonstraram uma redução de Succinato 

desidrogenase e ATP em estriado, córtex e hipocampo de modelo animal de DH. Um estudo 

demonstrou que o estresse oxidativo ocasionado por administração de L-tirosina compromete 

o metabolismo energético, ocasionando redução de Creatina quinase, Succinato 

desidrogenase, Citrato sintase e inibindo atividade dos complexos da cadeia transportadora de 

elétrons no córtex, hipocampo e estriado de ratos (Teodorak et al., 2017). Outro estudo 

observou redução de enzimas relacionadas ao ciclo de Krebs e de enzimas dos complexos da 

cadeia transportadora de elétrons em cérebros de ratos expostos ao pesticida chlorpyrifos e ao 

estresse induzido pelo frio para indução de estresse oxidativo (Basha e Poojary, 2014). Zhang 

e colaboradores, em 2011, observaram redução de Creatina quinase em modelo animal e em 

cérebros de pacientes com DH. 

Uma vez que ocorre produção excessiva de espécies reativas de oxigênio, a função 

mitocondrial sofre prejuízo, levando a um declínio energético, fator contribuinte para o 

processo de envelhecimento (Mammucari e Rizzuto, 2010). Esse aumento de dano oxidativo e 

redução energética durante o envelhecimento leva a progressiva perda de função em células e 
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tecidos, representando uma ameaça para as células, que reagem a esse insulto ativando 

mecanismos de defesa como a morte celular (Paradies et al., 2010). As mitocôndrias 

contribuem na eliminação de células que não conseguem continuar suas funções vitais através 

da mediação de estímulos apoptóticos (Mammucari e Rizzuto, 2010). 

A apoptose, um tipo de morte celular programada, tem importância fundamental 

devido seu papel crítico no desenvolvimento e na homeostase de organismos multicelulares 

(Pérez-Garijo, 2017). Esse tipo de morte ocorre fisiologicamente durante as etapas de 

desenvolvimento e envelhecimento, sendo delicadamente balanceado e regulado (Jin e El-

Deiry, 2005). O número de células no organismo é mantido relativamente constante devido ao 

balanço entre a apoptose e a divisão celular, permitindo que células defeituosas ou doentes 

sejam removidas e substituídas (Shahin, 2017).  

Esse processo é caracterizado pelo encolhimento celular, condensação da cromatina, 

fragmentação do DNA, formação de bolhas na membrana e formação de corpos apoptóticos 

que serão rapidamente fagocitados por macrófagos ou por células vizinhas, evitando assim 

uma resposta inflamatória nos tecidos da região (Kaczanowski, 2016). A apoptose é 

dependente de energia oriunda do ATP para a síntese protéica e ativação de sinais, como a 

formação do apoptossomo e reações de fosforilação mediadas por proteínas quinase (Okouchi 

et al., 2007). Como é necessário um limite mínimo de ATP para que uma célula sofra 

apoptose, em casos de depleção grave de energia, a morte celular apoptótica pode ser 

substituída por necrose (Okouchi et al., 2007). No entanto, o tipo de morte celular (apoptose 

ou necrose) vai depender da natureza do sinal de morte celular, do tipo de tecido, do estágio 

de desenvolvimento e do meio fisiológico (Elmore, 2007). A desregulação nos níveis de 

apoptose resulta na patogênese de uma série de doenças, como câncer, infecções virais, 

isquemia, doenças autoimunes e doenças neurodegenerativas, sendo que algumas dessas 

situações apresentam apoptose insuficiente, enquanto outras apresentam apoptose excessiva 

(Shahin, 2017).  

As doenças neurodegenerativas são caracterizadas pela perda progressiva de células 

em populações específicas de neurônios (Jellinger, 2001). Na DA, é observada morte de 

neurônios hipocampais e corticais; na DP ocorre a morte de neurônios da substância negra; a 

DH envolve a morte de neurônios do estriado (Mattson, 2000). O papel da morte celular por 

apoptose nas doenças neurodegenerativas não se encontra totalmente elucidado e é possível 

que tanto morte celular apoptótica quanto não apoptótica coexistam em cérebros de pacientes 

afetados (Jin e El-Deiry, 2005). Estudos têm apresentado aumento de marcadores apoptóticos 

em doenças neurodegenerativas, mostrando que esse tipo de morte celular pode contribuir 
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para as condições neuropatológicas dessas doenças (Alberghina e Colangelo, 2006; Ghavami 

et al., 2014). 

 

1.1.3.1 Vias de ativação da apoptose      

   

Existem duas principais vias de ativação apoptótica: a via extrínseca ou do receptor de 

morte e a via intrínseca ou mitocondrial (Alberghina e Colangelo, 2006). No entanto, já foi 

evidenciado que essas duas vias estão ligadas e que as moléculas de uma via podem 

influenciar na outra (Elmore, 2007). Nessas duas vias, proteases cisteína-aspartil específicas 

(caspases) clivam substratos celulares e isso resulta na fragmentação de proteínas 

intracelulares, levando ao processo de morte celular (Green e Llambi, 2015).  

 A via apoptótica extrínseca envolve sinalização através de receptores transmembranas 

que pertencem a família de receptores TNF (sigla do inglês Tumor necrosis factor) (Tower, 

2015). Esses receptores compartilham um domínio protéico intracelular envolvido na 

sinalização, chamado de “domínio de morte”, responsável por transmitir o sinal de morte da 

superfície celular para vias de sinalização intracelular (Elmore, 2007). Já os ligantes que se 

associam nos receptores de morte celular pertencem a superfamília de citocinas TNF 

(Okouchi et al., 2007). A sequência de eventos que define a fase extrínseca da apoptose é 

melhor caracterizada para os pares de ligantes e receptores de morte FasL / FasR e TNF-α / 

TNFR1 (Elmore, 2007). Nesses casos, após a interação do ligante ao seu receptor, proteínas 

adaptadoras citoplasmáticas como as FADD (sigla do inglês Fas-associated death domain 

protein) são recrutadas para o domínio de morte e ligam ainda pró-Caspase 8 ou pró-Caspase 

10, formando um complexo chamado DISC (sigla do inglês Death-inducing signaling 

complex), resultando na clivagem autocatalítica das caspases iniciadoras (Flusberg e Sorger, 

2015). Algumas vezes, a formação do complexo DISC é fraca e insuficiente para induzir 

apoptose diretamente via Caspase 8, logo, ocorre a ativação de uma proteína pró-apoptótica 

chamada Bid (sigla do inglês BH3 interacting domain death agonist) que envolve sinalização 

apoptótica via mitocôndria (Okouchi et al., 2007). 

 A via apoptótica intrínseca é o mecanismo mais comum de apoptose nos vertebrados, 

sendo ativada em resposta a diferentes estímulos celulares, incluindo danos ao DNA, privação 

de fatores de crescimento, hipóxia, estresse oxidativo, entre outros (Green e Llambi, 2015). 

Esses estímulos não mediados por receptores produzem sinais intracelulares que alteram a 

expressão e estabilidade de proteínas citoplasmáticas da família Bcl-2 (sigla do inglês B cell 

lymphoma- 2), responsáveis pela regulação da integridade da mitocôndria (Mukhopadhyay et 
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al., 2014). Como a família Bcl-2 possui membros pró-apoptóticos e anti-apoptóticos, uma 

mudança no equilíbrio dessas proteínas leva ao acúmulo de proteínas pró-apoptóticas na 

membrana externa das mitocôndrias (Ghavami et al., 2014). Isso resulta na formação de poros 

de permeabilidade na membrana e na perda do potencial de membrana mitocondrial, 

resultando na liberação das moléculas Citocromo c, Smac/DIABLO (siglas do inglês Second 

mithocondria-derived activator of caspases / Direct IAP-binding protein with low pI) e 

HtrA2/Omi (siglas do inglês High temperature requirement protein A2 / Stress-regulated 

endoprotease) do espaço intermembrana para o citosol, desencadeando a via apoptótica 

intrínseca (Suhaili et al., 2017). O Citocromo c interage com a APAF1 (sigla do inglês 

Apoptotic protease activating factor-1) e pró-Caspase 9, formando o apoptossomo, essencial 

para a ativação da Caspase 9, enquanto que Smac/DIABLO e HtrA2/Omi promovem a 

apoptose por inibição de proteínas inibidoras de apoptose (Mukhopadhyay et al., 2014).  

As caspases iniciadoras tanto da via intrínseca quanto da via intrínseca convergem 

para uma etapa comum de execução de apoptose, que ocorre pela ativação de Caspase 3, 6 e 7 

(Okouchi et al., 2007). Uma vez ativadas, essas caspases executoras são responsáveis pela 

clivagem de vários substratos vitais para as células, ativando proteases e nucleases, causando 

as modificações bioquímicas e morfológicas observadas nas células apoptóticas (Elmore, 

2007). Finalizando o processo de apoptose, são formados os corpos apoptóticos, que, devido a 

modificação da fosfatidilserina do citoplasma para a superfície externa da membrana celular, 

são reconhecidos pelos macrófagos e fagocitados (Jin e El-Deiry, 2005). A Figura 2 mostra 

esquematicamente as vias extrínseca e intrínseca de apoptose, desde a fase de iniciação até a 

fase de ativação de caspases efetoras de apoptose. 
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        Figura 2: Visão geral das vias intrínseca e extrínseca da apoptose. Na via de apoptose 

extrínseca, após a ligação de ligantes específicos aos receptores de morte, pertencentes à 

superfamília dos receptores de necrose tumoral (TNFr), ocorre o recrutamento de proteínas 

adaptadoras aos domínios de morte dos receptores (FADD) e a ligação de pró-Caspases 8 e/ou 

10. Esse complexo formado (DISC) cliva e ativa essas caspases, que irão clivar e ativar as 

caspases efetoras 3 e/ou 7, levando à apoptose. Já na via intrínseca, estresse celular 

desencadeia a ativação de proteínas BH3-only, que irão ativar as proteínas pró-apoptóticas 

Bax e Bak, resultando na permeabilização da membrana externa mitocondrial (MOMP). As 

proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 neutralizam isso. A permeabilização da membrana 

permite a liberação de proteínas intermembranas SMAC e Citocromo c para o citosol. O 

Citocromo c interage com a APAF1, formando o apoptossoma, que ativa a Caspase 9. A 

ativação da Caspase 9 irá ativar as Caspase efetoras 3 e/ou 7, levando à apoptose. A SMAC 

facilita a apoptose devido ao bloqueio da proteína inibidora de apoptose (XIAP). A 

interligação entre as vias extrínseca e intrínseca ocorre uma vez que a Caspase 8 ativada 

promove a ativação da proteína pró-apoptótica Bid, que desenvolve a sinalização apoptótica 

via mitocôndria (Adaptado de Suhaili et al., 2017). 
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1.1.3.2 Moléculas envolvidas na apoptose 

 

Os mecanismos de apoptose são altamente complexos e sofisticados, envolvendo uma 

cascata de eventos moleculares que contam com a participação de diferentes tipos de 

proteínas. Sendo essas proteínas essenciais nesse processo de morte celular, estudos são 

realizados visando um melhor entendimento de toda maquinaria apoptótica desenvolvida por 

essas proteínas, contribuindo para a compreensão do envolvimento da apoptose ao longo do 

desenvolvimento e em situações patológicas como as doenças neurodegenerativas (Calissano 

et al., 2009; Venderova e Park, 2012; Obulesu e Lakshmi, 2014). Os grupos de moléculas que 

abrangem a cascata de apoptose incluem os membros da família de receptores TNF, 

moléculas da família Bcl-2, caspases, proteínas adaptadoras que controlam a ativação ou 

inativação de caspases, bem como fatores de transcrição e proteínas envolvidas na regulação 

do ciclo celular, entre outras (Kajta, 2004).  

A família Bcl-2 é composta por mais de 30 proteínas, sendo dividida em três grupos de 

acordo com a atividade e estrutura: proteínas pró-apoptóticas, proteínas anti-apoptóticas e 

proteínas BH3-only (sigla do inglês Bcl-2 homology domain 3-only) (Okouchi et al., 2007). A 

classe pró-apoptótica inclui as proteínas Bax (sigla do inglês Bcl-2-associated X protein) e a 

Bak (sigla do inglês Bcl-2 homologous antagonist/killer); a classe anti-apoptótica inclui as 

proteínas Bcl2, Bcl-XL (sigla do inglês B-cell lymphoma-extra large) e Mcl1 (sigla do inglês 

Induced myeloid leukemia cell differentiation protein); a classe BH3-only inclui as proteínas 

Bid, Bim (sigla do inglês Bcl-2 interacting mediator of cell death), Puma (sigla do inglês P53 

upregulated modulator of apoptosis) e Noxa (Green e Lllambi, 2015). A família Bcl-2 é 

responsável pelo controle da permeabilidade da membrana mitocondrial, sendo a 

suscetibilidade à apoptose determinada pela relação entre proteínas pró e anti-apoptóticas 

(Elmore, 2007). Ao receber estímulos nocivos, as proteínas BH3-only ativam as proteínas pró-

apoptóticas Bax e Bak, levando à formação de poros na membrana mitocondrial, que irá 

desencadear o processo de apoptose (Okouchi et al., 2007). As proteínas anti-apoptóticas Bcl-

2 são as responsáveis pela manutenção da integridade da membrana mitocondrial por meio da 

interação e inibição das proteínas Bax e Bak e das proteínas BH3-only, apesar desses 

mecanismos de proteção não serem bem compreendidos (Suhaili et al., 2017). Interação entre 

as vias extrínseca e intrínseca é observada através da Caspase 8 (Elmore, 2007). Nesses casos, 

o complexo DISC é fracamente formado e a Caspase 8 ativada por ele não é capaz de acionar 

as caspases efetoras; logo, a Caspase 8 cliva a proteína Bid, que age sobre proteínas pró-

apoptóticas e induz apoptose por via intrínseca (Suhaili et al., 2017).  



19 

 

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

clivam proteínas em resíduos aspartato e são consideradas indispensáveis para promover a 

cascata que leva à apoptose (Troy e Salvesen, 2002). Quatorze tipos de caspases já foram 

identificadas nos mamíferos, sendo que, de acordo com suas funções, elas podem ser 

classificadas em três diferentes grupos: as caspases inflamatórias, as caspases iniciadoras de 

apoptose e as caspases efetoras de apoptose (Elmore, 2007). As caspases inflamatórias 

incluem as Caspases 1, 4, 5, 11, 12, 13 e 14 e são responsáveis pela iniciação dos processos 

inflamatórios, não apresentando papel na apoptose (Jin e El-Deiry, 2005). Caspases 

iniciadoras abrangem as Caspases 2, 8, 9 e 10 e são responsáveis por mediar os sinais 

apoptóticos oriundos dos receptores de morte (Caspases 8 e 10) ou das mitocôndrias 

(Caspases 2 e 9) (Ghavami et al., 2014). Compõem o terceiro grupo as caspases efetoras 3, 6 e 

7, envolvidas em processos posteriores da cascata de apoptose, que levam aos processos finais 

de morte celular e são comuns às vias extrínseca e intrínseca (Jin e El-Deiry, 2005). 

Essas proteases são sintetizadas na forma inativa, como zimogênios, sendo ativadas 

em decorrência de estímulos apoptóticos (Okouchi et al., 2007). As caspases iniciadoras são 

cataliticamente ativadas pela interação com proteínas adaptadoras, enquanto as caspases 

efetoras são ativadas pelas caspases iniciadoras e induzem à morte celular a partir de clivagem 

de diversos substratos (Alberghina e Colangelo, 2006). Essa cascata proteolítica, na qual uma 

caspase pode ativar outras caspases, amplifica a via de sinalização apoptótica e leva a uma 

rápida morte celular (Elmore, 2007).  

PARPs (sigla do inglês Poly (ADP-ribose) polymerase)  constituem uma ampla 

família de 18 proteínas nucleares que compartilham a capacidade de catalizar a transferência 

de ADP-ribose para proteínas alvo (Amé et al., 2004). Essas proteínas estão envolvidas em 

uma variedade de funções celulares essenciais, tais como reparo de DNA, estrutura da 

cromatina, ciclo celular, transcrição, morte celular, entre outras, sendo as proteínas 

responsáveis por esses processos os principais substratos para a PARP (Barkauskaite et al., 

2013). A PARP1 é o membro mais estudado dessa família, tendo sido observado três 

domínios principais: domínio de ligação ao DNA N-terminal, domínio de automodificação 

central e domínio catalítico C-terminal (Virág et al., 2013). Na ausência de danos ao DNA, a 

PARP1 possui atividade insignificante, sendo seletivamente ativada por quebras ao DNA (Ha 

e Snyder, 2000). A indução de morte celular por apoptose e, consequentemente, ativação de 

caspases, leva à clivagem da PARP, o que ocasiona a separação do domínio de ligação ao 

DNA do domínio catalítico (Gerö e Szabó, 2008). Em consequência da clivagem da PARP1 

por caspases ativas, ocorre a perda da capacidade enzimática dessa proteína, prevenindo 
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super-ativação dessa enzima para reparos desnecessários e preservando a demanda de ATP 

necessário à apoptose (Luo e Krauss, 2012). Devido a esse processo de clivagem da PARP1 

pelas caspases, essa proteína é utilizada como um marcador de apoptose (Ha e Snyder, 2000).  

A APAF1 é uma proteína monomérica citosólica que, em situações normais, encontra-

se inativa (Harlan et al., 2006). Quando a célula sofre estímulos nocivos, ocorre a 

permeabilização da membrana mitocondrial, ocorrendo a liberação de moléculas importantes, 

como o Citocromo c (Elmore, 2007). Uma vez presente no citosol, o Citocromo c irá se ligar à 

APAF1, ocasionando uma modificação conformacional nessa proteína e levando à formação 

do complexo molecular apoptossoma (Harlan et al., 2006). Esse apoptossoma recruta a pró-

Caspase 9, promove a sua ativação, formando a Caspase 9, que irá desencadear a cascata de 

proteólise e culminará na morte celular (Ashraf et al., 2007). A análise da atividade da 

APAF1 mostra que essa proteína constitui um elemento central na maquinaria de morte 

mitocondrial, uma vez que várias proteínas interagem direta ou indiretamente com ela e por 

ser o núcleo físico da maquinaria apoptótica, o apoptossoma (Campioni et al., 2005). Pode-se 

dizer, então, que a APAF1 é a responsável por interligar os sinais apoptóticos oriundos da 

mitocôndria com a via das caspases, promovendo assim a morte celular (Ashraf et al., 2007). 

Enquanto o papel da APAF1 na apoptose está bem estabelecido, outras funções dessa proteína 

não estão claramente identificadas (Harlan et al., 2006).  

As moléculas envolvidas nos mecanismos de morte celular são de amplo interesse nas 

doenças neurodegenerativas, visando melhor entendimento da maquinaria que leva à perda de 

células nervosas. Kudo e colaboradores (2012) mostraram que tratamento com Aβ aumenta os 

níveis de Bim e diminui os níveis de Bcl-2, levando à ativação de Bax e morte neuronal em 

cultura de células hipocampais e in vivo. Além disso, inibição de Bax ocasiona significante 

prevenção de morte neuronal induzida por Aβ, mostrando que Bax pode ser um alvo 

terapêutico na DA. Em um estudo de 2017, foi observado que ratos expostos a sevoflurano 

para indução de déficits cognitivos apresentaram super-expressão do gene da Caspase 3, 

seguido de aumento de níveis de PARP clivada no hipocampo (Ling et al., 2017). Foi 

verificado que células expressando huntingtina mutante e knock-out para APAF1 

apresentaram menos agregados proteicos que as células que expressam níveis normais de 

APAF1, mostrando evidências do envolvimento da APAF1 na agregação proteica da DH 

(Sancho et al., 2011). Shang e colaboradores (2009) demonstraram elevados níveis de 

caspases ativadas 3, 8 e 9 em um modelo animal de estresse oxidativo, sendo observada 

redução da atividade dessas caspases com a eliminação do indutor de estresse oxidativo. 
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Em cérebros de pacientes com MCI e DA foram encontrados elevados níveis de 

Caspase 3, o que poderia estar contribuindo para a perda neuronal e sináptica desses pacientes 

e elevados níveis de Bcl-2, que poderia estar agindo como mecanismo compensatório para 

proteger da morte celular (Bader Lange et al., 2008; Sultana et al., 2010). Analisando 

cérebros de pacientes com PD, foram encontrados níveis elevados de receptor TNF subtipo I e 

proteína adaptadora TRADD (sigla do inglês Tumor necrosis factor receptor type 1 

associated death domain), proteínas Bid amplamente ativadas, Citocromo c liberado da 

mitocôndria e atividade da Caspase 3 aumentada, resultados que podem explicar em parte o 

declínio cognitivo associado à PD (Jiang et al., 2012). Todos esses achados demonstram que 

as vias apoptóticas tem um importante papel no desenvolvimento das doenças 

neurodegenerativas e tornam-se informações importantes para o desenvolvimento de 

estratégias de retardo e prevenção dessas patologias.  

Os estudos atualmente têm visado analisar o completo funcionamento de toda a 

maquinaria envolvida nos processos neurodegenerativos, uma vez que a partir de uma melhor 

compreensão de todo o processo é possível a busca por estratégias mais efetivas de prevenção 

e tratamento para essas patologias. Atualmente, muitas pesquisas estão sendo realizadas com 

a Cannabis sativa, uma planta utilizada tanto para fins medicinais quanto como droga de 

abuso. Uma substância em crescente estudo é o canabinóide natural Canabidiol, o qual 

algumas pesquisas já têm sugerido apresentar um potencial terapêutico em várias patologias, 

entre elas as relacionadas ao sistema nervoso. 

 

1.1.4 Canabidiol  

 

A Cannabis sativa é uma planta que tem sido cultivada pelo homem há milhares de 

anos, sendo a primeira evidência do seu uso encontrada na China, onde era utilizada como 

fibra, comida e medicamento (Zuardi, 2006). Houve um declínio da utilização dessa droga 

para fins médicos até que os principais princípios ativos fossem identificados, isolados e 

elucidados, o que ocorreu apenas na década de 1960 (Crippa et al., 2010). A C. sativa possui 

diversos compostos, incluindo mais de 60 canabinóides diferentes que interagem com o 

sistema endocanabinóide no cérebro, tornando a separação de componentes um trabalho 

difícil e demorado (Schoeler e Bhattacharyya, 2013). Os dois principais canabinóides 

encontrados nessa planta são o Δ9-Tetra-hidrocanabinol (THC) e o Canabidiol (CBD) 

(Vukadinovic et al., 2013). Enquanto o THC é o principal canabinóide psicoativo dessa 

planta, combinando propriedades terapêuticas com importantes efeitos adversos, o CBD é não 
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psicoativo, bem tolerado e apresenta um espectro de propriedades terapêuticas (Fernández-

Ruiz et al., 2013). 

O CBD, que pode representar até 40% dos extratos da C. sativa, foi isolado pela 

primeira vez no final dos anos 1930, mas sua estrutura só foi elucidada na década de 1960 

(Scuderi, et al., 2009; Fernández-Ruiz et al., 2013). Desde o início dos estudos, realizados na 

década de 1970, um grande número de efeitos farmacológicos do CBD tem sido descrito 

(Scuderi, et al., 2009). Uma série de ações tem sido demonstrada para o CBD em estudos 

clínicos e pré-clínicos, incluindo anticonvulsivantes, sedativas, hipnóticas, ansiolíticas, 

antipsicóticas, anti-inflamatórias e neuroprotetoras (Zuardi, 2008). No entanto, os 

mecanismos responsáveis por esses efeitos continuam controversos e obscuros, sendo 

propostas numerosas vias de sinalização (Campos et al., 2017). 

A maioria dos efeitos exercidos pelos fitocanabinóides é mediada através de ação 

antagonista ou agonista em receptores específicos (Zuardi, 2008). Os tecidos de mamíferos 

expressam pelo menos dois tipos de receptores para canabinóides: CB1 e CB2 (Scuderi et al. 

2009). Diferentemente do THC, tem sido demonstrado que o CBD se liga com baixa 

afinidade aos receptores CB1 e CB2 (Scuderi et al., 2009), portanto, modos de ação do CBD 

independentes de CB1 e CB2 têm sido investigados. Evidências indicam que o CBD se liga 

em receptores vanilóides tipo 1 (Bisogno et al., 2001) e receptores serotoninérgicos 5-HT1A 

(Campos e Guimarães, 2008), o que poderia explicar alguns dos seus efeitos. Porém, o CBD 

pode exercer alguns efeitos que não são intercedidos por receptores, tais como: efeitos no 

sistema imunológico, no sistema circulatório e efeitos neuroprotetores (Zuardi, 2008).  

Nos últimos anos, nosso grupo de pesquisa tem estudado o CBD, observando a 

capacidade desse composto em reverter  o prejuízo de memória ocasionado pela sobrecarga de 

ferro (Fagherazzi et al., 2012) bem como alterações moleculares induzidas pelo tratamento 

neonatal com ferro (da Silva et al., 2014). Esses efeitos tornam o CBD uma droga com 

possível ação terapêutica em muitas doenças, entre elas as patologias que acometem o sistema 

nervoso. Nosso trabalho com o CBD resultou, ao longo do doutorado, na publicação de um 

capítulo  entitulado “Cannabidiol and Neuroprotection: Evidence from Preclinical Studies” 

no livro “Handbook of Cannabis and Related Pathologies”, abordando os efeitos 

neuroprotetores do CBD. A seguir, será apresentado esse trabalho realizado, visando melhor 

embasamento teórico sobre o envolvimento desse composto em patologias 

neurodegenerativas. 
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1.1.4.1 “Canabidiol e Neuroproteção: Evidências de Estudos Pré-Clínicos” 
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1.2 OBJETIVOS  

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos do tratamento neonatal com 

ferro sobre o metabolismo do ferro mitocondrial, bem como sobre o DNA mitocondrial e seus 

mecanismos epigenéticos. Também foram avaliadas enzimas relacionadas ao metabolismo 

energético e marcadores moleculares de apoptose em cérebros de ratos tratados com ferro. 

Também nos propusemos a caracterizar os mecanismos relacionados aos efeitos 

neuroprotetores do CBD sobre os parâmetros moleculares analisados neste modelo animal. 

  

1.2.2 Objetivos Específicos  

 

 Avaliar o efeito do tratamento com ferro no período neonatal sobre a expressão gênica 

e proteica das proteínas envolvidas no metabolismo de ferro mitocondrial (Ferritina 

mitocondrial e Mitoferrina 2) no hipocampo de ratos. 

 

 Avaliar o efeito do tratamento com ferro no período neonatal sobre as deleções no 

DNA Mitocondrial do Complexo I no hipocampo de ratos. 

 

 Avaliar o efeito do tratamento com ferro no período neonatal sobre a metilação e 

hidroximetilação do DNA mitocondrial no hipocampo de ratos. 

 

 Avaliar o efeito do tratamento com ferro no período neonatal sobre a atividade 

enzimática das enzimas Succinato desidrogenase e Creatina quinase (envolvidas no 

metabolismo energético) no hipocampo de ratos. 

 

 Avaliar o efeito do tratamento com ferro no período neonatal sobre a expressão 

proteica das proteínas da cascata apoptótica (Citocromo c, APAF1, Caspase 3, 

Caspase 8, Caspase 9 e PARP) no hipocampo de ratos. 

 

 Avaliar o efeito do tratamento crônico com CBD na idade adulta sobre a expressão 

gênica e proteica das proteínas envolvidas no metabolismo de ferro mitocondrial 
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(Ferritina mitocondrial e Mitoferrina 2) no hipocampo de ratos tratados com ferro no 

período neonatal. 

 

 Avaliar o efeito do tratamento crônico com CBD na idade adulta sobre as deleções no 

DNA Mitocondrial do Complexo I no hipocampo de ratos tratados com ferro no 

período neonatal. 

 

 Avaliar o efeito do tratamento crônico com CBD na idade adulta sobre a metilação e 

hidroximetilação do DNA mitocondrial no hipocampo de ratos tratados com ferro no 

período neonatal. 

 

 Avaliar o efeito do tratamento crônico com CBD na idade adulta sobre a expressão 

proteica das proteínas da cascata apoptótica (Citocromo c, APAF1, Caspase 3, 

Caspase 8, Caspase 9 e PARP) no hipocampo de ratos tratados com ferro no período 

neonatal. 

 

 Avaliar o efeito do tratamento crônico com CBD na idade adulta sobre a atividade 

enzimática das enzimas Succinato desidrogenase e Creatina quinase (envolvidas no 

metabolismo energético) no hipocampo de ratos. 
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CAPÍTULO 2
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Abstract  

Iron accumulation in the brain has been recognized as a common feature of both 

normal aging and neurodegenerative diseases. Cognitive dysfunction has been associated to 

iron excess in brain regions in humans. We have previously described that iron overload leads 

to severe memory deficits, including spatial, recognition, and emotional memory impairments 

in adult rats. In the present study we investigated the effects of iron overload on proteins 

involved in apoptotic pathways, such as Caspase 8, Caspase 9, Caspase 3, Cytochrome c, 

APAF1, and PARP in the hippocampus of adult rats, in an attempt to establish a causative 

role of iron excess on cell death in the nervous system, leading to memory dysfunction. 

Cannabidiol (CBD), the main non-psychotropic component of Cannabis sativa, was examined 

as a potential drug to reverse iron-induced effects on the parameters analyzed. Male rats 

received vehicle or iron carbonyl (30 mg/kg) from the 12th to the 14th postnatal days and were 

treated with vehicle or CBD (10 mg/kg) for 14 days in adulthood. Iron increased Caspase 9, 

Cytochrome c, APAF1, Caspase 3 and cleaved PARP, without affecting cleaved Caspase 8 

levels. CBD reversed iron-induced effects, recovering apoptotic proteins Caspase 9, APAF1, 

Caspase 3 and cleaved PARP to the levels found in controls. These results suggest that iron 

can trigger cell death pathways by inducing intrinsic apoptotic proteins. The reversal of iron 

effects by CBD indicates that it has neuroprotective potential through its anti-apoptotic action. 

 

Keywords: Cannabidiol; neuroprotection; intrinsic pathway; apoptosis; iron. 
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Introduction 

Iron accumulation has been described in normal ageing in several brain regions and cell 

types. However, in neurological disorders such as Alzheimer’s (AD), Parkinson’s (PD), and 

Huntington’s (HD) diseases, iron accumulates in selective brain areas such as the 

hippocampus, substantia nigra, cortex, and basal ganglia, regions relevant to disease-

associated neurodegenerative processes1,2,3.  

The exact mechanisms that underlie neurotoxicity induced by iron and other metals are 

not completely understood. In previous studies, we have established an animal model of brain 

iron loading, with oral administration of iron during the neonatal phase, period of maximal 

iron uptake by the brain4 to better characterize the effects of iron excess on brain function. We 

have previously described that iron overload, induces severe and persistent long-term 

impairments in spatial, recognition, and emotional memories5, 6, 7, 8, 9, 10,11. In molecular 

analyses, we found lipid peroxidation and oxidative damage associated with iron excess6, 

increased apoptotic markers, Par4 and Caspase 312,13, accumulation of ubiquitinated 

proteins14, and reactive gliosis15. Moreover, iron treatment in the neonatal period decreased 

acetylcholinesterase activity in the striatum8 and affected the regulation of iron homeostasis 

proteins in the hippocampus, cortex, and striatum of aged rats16. In addition, there was a 

decrease in synaptophysin levels, a marker of synaptic viability, and changes in DNM1L 

levels, a protein critically involved in mitochondrial dynamics in the hippocampus of iron-

treated rats13. We have also demonstrated that iron chelation prevented memory impairments 

and oxidative stress in aged rats, supporting the concept that cognitive deficits associated with 

aging might be related to iron accumulation in the brain17. 

Apoptosis is a major form of programmed cell death that has been implicated in 

neurodegenerative disorders18. Studies have consistently reported deregulations in the 

expression of apoptotic proteins in the brains of both PD and AD patients and in experimental 
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models of neurodegenerative disorders (for a review, see 19, 20). Among the stimuli known to 

trigger apoptosis are alterations of the redox balance and oxidative damage21, 22.  

Cannabidiol (CBD) is a compound currently being investigated as a potential therapeutic 

option for neurodegenerative disorders. CBD is the main non-psychotropic constituent of 

Cannabis sativa, corresponding to about 40% of the plant extract23.  Evidence indicates that 

CBD has antioxidant, antiapoptotic, and neuroprotective properties24, 25, 26, 27, 28, 29. Our 

previous studies showed that CBD is able to improve iron-induced memory deficits10 and 

regulate markers of synaptic viability and mitochondrial dynamics in the hippocampus of 

iron-overloaded rats13. 

The aim of the present study was to characterize the effects of iron loading on proteins 

critically involved with apoptotic processes in the hippocampal formation. Considering that 

CBD was able to restore memory in iron-treated rats, we examined possible neuroprotective 

effects of CBD against iron-induced deregulation of apoptotic players.  

 

Material and methods 

Animals 

Pregnant Wistar rats (CrlCembe:WI) were obtained from the Centro de Modelos 

Biológicos Experimentais (CeMBE) of the Pontifical Catholic University in Porto Alegre, RS, 

Brazil. After birth, each litter was adjusted within 48h to eight rat pups including offspring of 

both genders in about equal proportions and kept at standard laboratory conditions. At the age 

of three weeks, pups were weaned and the males were selected and raised in groups of three 

to five in individually ventilated cages with sawdust bedding. For postnatal treatments, 

animals were given standardized pellet food and tap water ad libitum.  

All experimental procedures were performed in accordance with the Brazilian 

Guidelines for the Care and Use of Animals in Research and Teaching (DBCA, published by 
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CONCEA, MCTI, Brazil) and approved by the Institutional Ethics Committee for the Use of 

Animals of the Pontifical Catholic University (CEUA 14/00409). All efforts were made to 

minimize the number of animals and their suffering. 

 

 Treatments 

Neonatal iron treatment 

The neonatal iron treatment has been described in detail elsewhere10, 13. Briefly, 12-

day-old rat pups received a single oral daily dose of vehicle (5% sorbitol in water, control 

group) or 30 mg/kg of body weight of Fe2+ (iron carbonyl, Sigma-Aldrich, São Paulo, Brazil) 

via a metallic gastric tube, over 3 days (postnatal days 12-14).  

 

 Cannabidiol 

Adult (three-month-old) rats, treated neonatally with either vehicle or iron as described 

above, received a daily intraperitoneal injection of vehicle (Tween 80 – saline solution 1:16 

v/v) or CBD (10 mg/kg, approximately 99.9% pure; kindly supplied by BSPG-Pharm, 

Sandwich, UK) for 14 consecutive days. Drug solutions were freshly prepared immediately 

prior to administration10, 13.  

Rats were euthanized by decapitation at 24h after the last injection of CBD. Brains 

were quickly dissected and hippocampi were isolated and stored at -80ºC for subsequent 

Western Blotting or enzyme-linked immunosorbent (ELISA) assays.  

 

Molecular Analyses  

Western Blotting Analysis 
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Proteins were extracted as previously described by da Silva and coworkers13. The 

supernatant was collected and the protein content was determined using Bradford assay30. 

Aliquots were stored at - 20 °C. 

Fifty µg of protein were separated on a 10% SDS polyacrylamide gel and transferred 

electrophoretically to a nitrocellulose membrane. Membranes were blocked with 5% albumin 

in TBS containing 0.05% Tween 20 and incubated overnight with one of the following 

antibodies: anti-Caspase 3 (Abcam, Cambridge, UK) at 1:500; anti-Caspase 9 (Abcam, 

Cambridge, UK) at 1:500; anti-PARP (Abcam, Cambridge, UK) at 1:200; anti-Cleaved-

Caspase 8 (Cell Signaling, Danvers, USA) at 1:600 and anti-Tubulin (Abcam, Cambridge, 

UK) at 1:20000. Goat polyclonal anti-rabbit IgG H&L (HPR) (Abcam, Cambridge, UK) 

secondary antibody was used and detected using ECL Western Blotting Substrate Kit 

(Abcam, Cambridge, UK). Pre-stained molecular weight protein markers (SuperSignal 

Molecular Weight Protein Ladder, Thermo Scientific, Rockford, USA) were used to 

determine the detected bands molecular weight and confirm antibodies target specificity. The 

densitometric quantification was performed using Chemiluminescent photo finder 

(Kodak/Carestream, model GL2200). Total blotting protein levels of samples were 

normalized according to each sample’s Tubulin protein levels (adapted from 13).  

 

 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

We used sandwich-ELISA commercial kits to measure hippocampal APAF1 and 

Cytochrome c proteins (LSBio, Seattle, USA). Briefly, hippocampi were finely minced and 

homogenized in 750 µL of PBS with a glass homogenizer on ice. Cells were lysed by 3 cycles 

of freeze (-20°C) / thaw (room temperature). Homogenates were centrifuged at 5000×g for 5 

minutes and the supernatant was collected for assaying. One hundred µL of standard, blank 

and samples were tested in duplicate and the optical density was determined using a 
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microplate reader set to 450 nm. The standard curve demonstrated a direct relationship 

between optical density and APAF1 or Cytochrome c concentrations. Results were expressed 

as nanograms of APAF1 or Cytochrome c per μg of protein obtained from tissue 

homogenates. Total protein was measured by Bradford’s method using bovine serum albumin 

as protein standard30. 

  

Statistical analysis  

The results were analyzed using SPSS 20.0 and expressed as means ± S.E.M. Levene's 

test of equality of variances was used in order to test the assumption of homogeneity of 

variance. Statistical comparisons were performed using one-way analysis of variance 

(ANOVA), followed by Tukey’s post hoc test, when necessary. In all comparisons, p values 

below 0.05 were considered as indicative of statistical significance. 

 

Results  

Aiming to evaluate the effects of iron loading in the neonatal period on apoptosis, we 

first examined the effects of iron treatment on Caspase 3, which is a caspase of the final 

common pathway of apoptosis, activated both by extrinsic and intrinsic apoptotic pathways, 

and cleaved PARP, one of several known cellular substrates cleaved by Caspase 3.  

Statistical comparisons using ANOVA revealed significant differences among the 

groups when protein levels of Caspase 3 were measured by western blot (F(3, 16) = 7.74, p < 

0.01, Fig. 1A). Post hoc comparisons between groups indicated that neonatal iron treatment 

significantly increased Caspase 3 in comparison to the control group (p < 0.01). CBD was 

able to completely reverse iron-induced effects on Caspase 3, since measures from the iron-

CBD group were statistically different from those of the iron-vehicle group (p < 0.01), but not 

from the control group (p= 0.995). In order to confirm the activation of Caspase 3 we 
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quantified the ratio of cleaved PARP to total PARP. One way ANOVA revealed a significant 

difference among the groups (F(3, 15) = 22.96, p < 0.0001, Fig. 1B). Neonatal iron treatment 

significantly increased cleaved PARP in comparison to the control group (p < 0.0001), while 

CBD treatment in adulthood reversed this effect. The iron-CBD group presented significantly 

lower cleaved PARP in relation to total PARP than the iron-vehicle group (p < 0.0001) and 

was not significantly different from the control group (p = 0.949).   

We also analyzed the effects of neonatal iron loading and adult treatment with CBD on 

Caspases 8 and 9, initiator caspases to extrinsic and intrinsic apoptotic pathways, respectively. 

The ANOVA revealed no significant differences among the groups when protein levels of 

cleaved-Caspase 8 were measured by western blot (F(3, 14) = 0.44, p = 0.726, Fig. 2A). 

However, statistical comparisons using one-way ANOVA revealed significant differences in 

Caspase 9 protein levels among the groups (F(3, 12) = 19.05, p < 0.0001, Fig. 2B). Post hoc 

comparisons between groups indicated that neonatal iron treatment induced a significant 

increase in Caspase 9 protein levels in comparison to the control group, which received 

sorbitol in the neonatal period and vehicle in adulthood (p < 0.0001). The reversion effects of 

CBD were also observed, considering that the group that received iron in the neonatal period 

and CBD in adulthood (iron-CBD) showed statistically significant differences in Caspase 9 

levels in comparison to the group that received iron in the neonatal period and vehicle in adult 

age (p = 0.001), and this group was not significantly different from the control group (p = 

0.281). 

In order to confirm the involvement of the intrinsic apoptotic pathway, we then 

decided to investigate the effects of excessive iron on Cytochrome c levels, a protein released 

when mitochondrial membrane permeability is altered, involved in apoptosis initiation. 

Statistical comparisons of Cytochrome c levels demonstrated a significant difference among 

the groups (F(3, 12) = 13.80, p < 0.0001, Fig. 3). When groups were compared using Tukey’s 
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post hoc test, results revealed that neonatal iron treatment induced a significant increase in 

Cytochrome c levels when compared to the control group (Sorb-Veh, p < 0.05). The iron-

treated group that received CBD in adulthood had also significantly higher Cytochrome c 

levels when compared to the control group (p = 0.001), suggesting that CBD was not able to 

reverse the effects of iron loading on Cytochrome c protein levels. 

 We also aimed to investigate the long-term consequences of neonatal iron loading 

and adult treatment with CBD on APAF1 protein levels, an adapter protein responsible for the 

formation of apoptosome and activation of pro-caspases in the intrinsic pathway. A statistical 

comparison of APAF levels using one-way ANOVA showed significant differences among 

the groups (F(3, 18) = 39.9, p < 0.0001, Fig. 4). Post hoc comparisons between groups indicated 

that neonatal iron treatment significantly increased APAF1 levels in comparison to the control 

group, which received sorbitol in the neonatal period and vehicle in adulthood (p < 0.0001).  

The iron-treated group that received CBD in adult age showed statistically significant 

differences in APAF1 when compared to the group that received vehicle in adult age (p < 

0.0001) and no significant differences were observed in comparison to the control group (p = 

0.829), indicating that CBD was able to completely reverse iron-induced effects on APAF1. 

 

Discussion  

The present results showed that neonatal iron-treatment led to significant changes in 

the concentration of apoptotic proteins, increasing all intrinsic apoptotic pathway proteins 

analyzed. Iron has the ability to exchange single electrons with many different substrates and, 

as a result of the participation of iron in Fenton chemistry, this metal can lead to the 

generation of reactive oxygen species (ROS)31. ROS triggers oxidative stress, inducing lipid 

peroxidation and DNA damage that can lead to impaired cell viability and initiation of 

signaling pathways crucial for cell survival and cell death32. 
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 Aiming to gain a better understanding of the mechanisms involved and trying to 

establish a possible causative role of iron overload in apoptosis, we have investigated key 

players in the apoptotic pathway in the hippocampus of adult rats submitted to iron overload 

in the neonatal period. Previous studies performed by our research group have shown that 

neonatal iron treatment induces lipid peroxidation and increases mitochondrial superoxide 

generation in the hippocampus, cortex, and substantia nigra6, 33 and protein carbonylation in 

the substantia nigra34. In line with the present results, in previous studies we have also 

observed an increase in apoptotic markers, Caspase 3 and Par4 in the brains of iron-treated 

rats12, 13. Corroborating the present findings, You and colleagues35 found that excess of iron in 

the substantia nigra increased oxidative stress levels, promoting apoptosis through the Bcl-2 / 

Bax pathway and the activated Caspase 3 pathway in an animal modelo f PD. In cultures of 

hippocampal slices exposed to iron, ROS formation and lipid peroxidation were increased, in 

association with Cytochrome c and Caspase 3-dependent apoptotic pathways36. Iron overload 

in the neonatal period induces severe hippocampus-dependent memory deficits, indicating 

hippocampal dysfunction5, 6, 7, 8, 9, 11, 14, while studies performed in humans have correlated 

iron accumulation in selective brain regions with poor performance in cognitive tests (for a 

review, see 37). Based on these findings, we suggest that iron-induced increased apoptosis 

might lead to functional deficits observed in our animal model and in patients, implicating 

iron in the pathogenesis of memory dysfunction associated to aging and neurodegenerative 

disorders.  

 The present findings show that iron-overload led to increases in APAF1, Caspase 3, 

Caspase 9, Cytochrome c, and cleaved PARP levels. Although we have not performed a direct 

measurement of apoptosis, increased cleaved PARP levels have been considered a marker of 

apoptosis because this protein is the substrate of activated caspases38. In agreement, 

upregulation of Caspase 3 gene expression in a model of cognitive impairment induced by 
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sevoflurane was associated with increased cleaved PARP levels39. While Caspase 3 is an 

effector caspase, being part of the final common pathway of apoptosis, Cytochrome c, APAF 

1, and Caspase 9 integrate the intrinsic apoptotic pathway. Interestingly, no alterations in 

cleaved-Caspase 8 levels were found, confirming that there was no activation of extrinsic 

apoptosis pathways. On the other hand, we found increases in Caspase 9, Cytochrome c and 

APAF1 levels, suggesting that the intrinsic pathway is most significantly affected by iron 

overload. Since mitochondria are the main source of ROS, they are expected to become an 

important target of oxidative damage, which could explain functional alterations in these 

organelles in pathological conditions40. Moreover, mitochondria play a key role in regulating 

the intrinsic apoptotic pathway, and there is evidence indicating that iron affects 

mitochondrial homeostasis13, 41, thus supporting the concept that iron effects are most 

pronounced in the intrinsic pathway. Nonetheless, more studies on the effects of iron on the 

extrinsic pathway are warranted.  

 Nowadays, many studies are being performed with CBD aiming to analyze its 

therapeutic properties and mechanisms of action. In this study, we showed the neuroprotective 

effects of the adult treatment with CBD on apoptotic markers in rats treated neonatally with 

iron. We observed that CBD was able to rescue APAF1, Caspase 9, Caspase 3, and cleaved 

PARP levels. Only Cytochrome c levels were not rescued to control levels. Notwithstanding, 

taken together the present findings suggest that CBD was able to protect from apoptosis by 

reducing Caspase 3 and cleaved PARP levels, proteins that participate in the effector phase of 

apoptosis, which culminates in cell death. 

 Although the mechanisms of action of CBD have not been completely elucidated, 

among the actions proposed for CBD is its antioxidant capacity42. In 2016, Chen and 

colleagues43 found that CBD treatment was able to protect cells in cultures exposed to H2O2 to 

generate oxidative stress against apoptotic, inflammatory, and oxidative activities, suggesting 
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that CBD acts by modulating these pathways. Using a mouse model of ischemia, investigators 

found that CBD attenuated oxidative damage, increased antioxidant defenses, improved 

mitochondrial function and energetic metabolism, and regulated apoptotic markers in 

hippocampal neurons44. Previously, we studied the effects of CBD in rats submitted to iron 

overload and observed that CBD recovered mitochondrial dynamic and synaptic viability, 

besides reducing Caspase 3 in the hippocampus of adult rats13. Since we could observe the 

anti-oxidant, anti-apoptotic, and mitochondrial preservation properties related to 

neuroprotection, it is clear that no single mechanism will explain the remarkable 

pharmacological profile of CBD45. Therefore, the mechanism of action of CBD must include 

the modulation of several pathways that, together, improve cellular metabolism and confer 

neuroprotection, which may account for rescuing the functional deficits observed in this 

model10. 

In summary, we have shown that iron treatment in the neonatal period disrupts the 

apoptotic intrinsic pathway. This finding may place iron excess as a central component in 

neurodegenerative processes since many neurodegenerative disorders are accompanied by 

iron accumulation in brain regions. Moreover, indiscriminate iron supplementation to toddlers 

and infants, modeled here by iron overload in the neonatal period, has been considered a 

potential environmental risk factor for the development of neurodegenerative disorders later 

in life46. Our findings also strongly suggest that CBD has neuroprotective effects, at least in 

part by blocking iron-induced apoptosis even at later stages, following iron overload, which 

puts CBD as a potential therapeutic agent in the treatment of neurodegenerative diseases.  
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Figure captions  

Figure 1 – Iron treatment increases and CBD restores Caspase 3 and cleaved-PARP 

levels 

(A) Western Blotting of Caspase 3 and (B) ratio of cleaved PARP to total PARP  in the 

hippocampus of rats treated neonatally with sorbitol or iron and treated with vehicle or CBD 

chronically in the adulthood (3 months of age).  Fifty µg of protein were separated on SDS-

PAGE and probed with specific antibodies, normalized to Tubulin. Representative Western 

Blots for Caspase 3, cleaved PARP, total PARP and Tubulin are shown in the upper panel. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Tukey HSD post-hoc. 

Data expressed as mean ± S.E.M. N = 4 - 6 per group. * p < 0.01 differences between 

sorbitol-vehicle (Sorb-Veh) vs iron-vehicle (Fe-Veh); ** p < 0.0001 differences between 

Sorb-Veh  vs Fe-Veh . # p < 0.01 difference between Fe-Veh vs iron-CBD (Fe-CBD); ## p < 

0.0001 difference between iron-vehicle vs iron-CBD.  

 

Figure 2 – Iron treatment increases and CBD restores Caspase 9 levels, without affecting 

cleaved-Caspase 8  

(A) Western Blotting of cleaved-Caspase 8 and (B) Caspase 9 in the hippocampus of rats 

treated neonatally with sorbitol or iron and treated with vehicle or CBD chronically in the 

adulthood (3 months of age). Fifty µg of protein were separated on SDS-PAGE and probed 

with specific antibodies and normalized to Tubulin. Representative Western Blots for 

cleaved-Caspase 8, Caspase 9 and Tubulin are shown in the upper panel. Statistical analysis 

was performed using one-way ANOVA followed by Tukey HSD post-hoc. Data expressed as 

mean ± S.E.M. N = 4-5 per group. * p < 0.0001 indicates a significant increase in Caspase 9 

protein expression in the iron-vehicle (Fe-Veh) group compared to controls. # p ≤ 0.001 
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indicates a significant decrease in Caspase 9 protein expression in the iron-CBD (Fe-CBD) 

group compared to Fe-Veh. 

 

Figure 3 – Iron treatment increases Cytochrome c levels 

Cytochrome c protein expression by ELISA assay in the hippocampus of rats treated 

neonatally with sorbitol or iron and treated with vehicle or CBD chronically in the adulthood 

(3 months of age). Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by 

Tukey HSD post-hoc. Data expressed as mean ± S.E.M. N = 4 per group. * p < 0.05 indicates 

a significant increase in Cytochrome c protein expression in the iron-vehicle (Fe-Veh) group 

compared to controls. ** p ≤ 0.001 indicates a significant increase in Cytochrome c  protein 

expression in the iron-CBD (Fe-CBD) group compared to controls. 

 

Figure 4 – Iron treatment increases and CBD restores APAF1 levels  

APAF1 protein expression by ELISA assay in the hippocampus of rats treated neonatally with 

sorbitol or iron and treated with vehicle or CBD chronically in the adulthood (3 months of 

age). Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Tukey HSD 

post-hoc test. Data expressed as mean ± S.E.M. N = 5-6 per group. * p < 0.0001 indicates a 

significant increase in APAF1 protein expression in the iron-vehicle (Fe-Veh) group 

compared to controls. # p < 0.0001 indicates a significant decrease in APAF1 protein 

expression in the iron-CBD (Fe-CBD) group compared to Fe-Veh. 

 

 

 

 

 



66 

 

Figure 1 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

 

Figure 2 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

 

Figure 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 

 

Figure 4 
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CAPÍTULO 3
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3.1 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O ferro é um metal essencial para muitos processos biológicos como, por exemplo, 

para o transporte de oxigênio, síntese de DNA e geração de ATP (Bogdan et al., 2016). A 

homeostasia desse metal deve ser altamente regulada, pois, tanto a deficiência quanto o 

excesso de ferro podem ser nocivos ao organismo e estar associados a doenças neurológicas 

(Biasiotto et al., 2016). O excesso de ferro tem sido observado durante o envelhecimento 

cerebral normal e em doenças neurodegenerativas e, embora a etiologia dessas doenças não 

esteja completamente elucidada, acredita-se que o potencial oxidativo do ferro via reação de 

Fenton esteja relacionado à neurodegeneração (Ward et al., 2014). Apesar de ser aceita a 

relação do excesso de ferro nas doenças neurodegenerativas, os mecanismos de ação pelos 

quais esse metal causa seus efeitos deletérios ainda não estão completamente elucidados. 

Nosso grupo de pesquisa tem analisado os efeitos da sobrecarga de ferro em ratos 

durante o período neonatal, tendo encontrado prejuízos na memória de reconhecimento e na 

consolidação de memória aversiva (Schröder et al., 2001; de Lima et al., 2005; 2007; Perez et 

al., 2010; Rech et al., 2010; Fagherazzi et al., 2012; Garcia et al., 2013). Em análises 

moleculares, já observamos que a sobrecarga de ferro induz aumento de proteínas apoptóticas 

(Miwa et al., 2011; da Silva et al., 2014), gliose reativa (Fernandez et al., 2011), 

ubiquitinação de proteínas (Figueiredo et al., 2016), alterações em marcadores de viabilidade 

sináptica e dinâmica mitocondrial (da Silva et al., 2014), que podem estar relacionados com o 

aumento de danos oxidativos ocasionados pelo ferro (de Lima et al., 2005). 

Visando ampliar o conhecimento a respeito dos mecanismos de ação relacionados ao 

excesso de ferro cerebral e assim contribuir para um melhor entendimento do estresse 

oxidativo nas doenças neurodegenerativas, esse trabalho teve como objetivo analisar o 

acúmulo de ferro sobre mecanismos mitocondriais. Nosso olhar voltado às mitocôndrias deve-

se ao fato dessas organelas serem de suma importância para o aporte energético do sistema 

nervoso, além do envolvimento dessa organela em manter a homeostasia do ferro celular e o 

equilíbrio de espécies reativas de oxigênio. Uma vez que o acometimento dessas patologias 

neurológicas vem aumentando progressivamente com o envelhecimento da população, 

analisamos o potencial terapêutico do CBD nesses ratos com sobrecarga de ferro, na 

expectativa de contribuir na busca de estratégias de prevenção e tratamento para essas 

doenças. 
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Inicialmente, analisamos as deleções do DNA mitocondrial do complexo I nos 

hipocampos de ratos tratados com ferro no período neonatal. Pudemos observar que o ferro 

provocou um aumento significativo nas deleções do DNA mitocondrial, sendo que o 

tratamento com CBD na idade adulta não foi capaz de recuperar esses danos causados. 

Também analisamos os mecanismos epigenéticos do DNA mitocondrial desse nosso modelo 

animal. Verificamos que o ferro ocasionou uma redução nos padrões de metilação e 

hidroximetilação e o CBD, apesar de não apresentar eficácia para reverter o conteúdo de 5mC 

para níveis similares ao grupo controle, foi capaz de reverter o conteúdo de 5hmC do DNA 

mitocondrial após tratamento com ferro. Embora estudos analisando o perfil do DNA 

mitocondrial em doenças neurodegenerativas sejam realizados, a sua contribuição no processo 

ainda não está muito bem compreendida (Pinto e Moraes, 2014). Quanto à epigenética 

mitocondrial, estudos ainda são primitivos tanto em sua fisiologia quanto em patologias 

(Manev et al., 2012). Porém, em um estudo pioneiro, Dzitoyeva e colaboradores (2012) 

demonstraram que o próprio envelhecimento diminui a hidroximetilação do DNA 

mitocondrial no córtex frontal de camundongos e neurônios primários de camundongos em 

cultura. Em nosso modelo de sobrecarga de ferro, pudemos observar alterações no genoma, 

que possivelmente estão relacionadas ao estresse oxidativo induzido por esse metal. Essas 

modificações no DNA mitocondrial podem afetar diretamente a cadeia respiratória, 

comprometendo o metabolismo dessas organelas e desencadeando funcionamento celular 

inadequado. A reversão do padrão de 5hmC após o tratamento com CBD nos leva a propor a 

epigenética como mecanismo de ação para esse composto. 

A investigação do perfil gênico e proteico das proteínas Mitoferrina 2 e Ferritina 

mitocondrial foi realizada na tentativa de entender como a mitocôndria faz a manipulação do 

ferro no seu interior, uma vez que existe restrita informação a esse respeito em situações de 

envelhecimento e doença. Hipocampos de ratos com sobrecarga de ferro apresentaram 

redução nos níveis gênicos e proteicos da Ferritina mitocondrial, enquanto que o tratamento 

na idade adulta com CBD restaurou os níveis proteicos da Ferritina mitocondrial, apesar de 

em níveis gênicos não ter apresentado alterações. Já em relação à Mitoferrina 2, o tratamento 

com ferro no período neonatal, bem como o tratamento com CBD na idade adulta, não alterou 

a expressão dessa proteína tanto em nível gênico quanto em nível proteico. Observa-se que a 

Ferritina mitocondrial é expressa preferencialmente em tecidos com alta atividade metabólica 

e apresentaria papel na proteção das mitocôndrias contra danos oxidativos ocasionados por 

ferro livre ao invés de armazenamento de ferro (Levi e Arosio, 2004). É possível que a 

sobrecarga de ferro no período neonatal tenha induzido alterações precoces nos níveis dessa 
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proteína e a incapacidade de manter o aumento desses níveis ao longo da vida pode contribuir 

para danos mitocondriais induzidos pelo ferro. Os mecanismos de modulação da Ferritina 

mitocondrial permanecem desconhecidos, mas propomos que esteja relacionado a suas 

propriedades antioxidantes e neuroprotetoras. Existem mecanismos finamente regulados pela 

disponibilidade de ferro que controlam a expressão de proteínas de transporte de ferro celular, 

como o receptor de transferrina, por exemplo. Entretanto, os mecanismos que regulam a 

expressão de proteínas relacionadas ao transporte do ferro na mitocôndria não estão 

esclarecidos. Nossos resultados indicaram que a sobrecarga com ferro no período neonatal 

não alterou a expressão da Mitoferrina 2 no hipocampo dos ratos na idade adulta. Outros 

estudos são necessários para que os mecanismos que regulam a expressão desta proteína 

sejam melhor compreendidos.  

Nossos estudos prévios observaram que o ferro ocasiona alterações em proteínas 

envolvidas na dinâmica mitocondrial em cérebros de ratos (da Silva et al., 2014). Somando-se 

a isso, nesse trabalho pudemos verificar as modificações promovidas pelo ferro no genoma 

mitocondrial. Logo, investigamos a atividade enzimática de enzimas envolvidas na produção 

energética celular para analisar se essas transformações mitocondriais culminariam em um 

prejuízo energético para a maquinaria celular. Não foram encontradas diferenças estatísticas 

na atividade da enzima Creatina quinase; no entanto, a atividade da Succinato desidrogenase 

mostrou-se reduzida após tratamento neonatal com ferro. Apesar de não apresentar diferenças 

estatísticas com o grupo ferro, o tratamento com CBD também não apresentou diferenças com 

o grupo controle, sugerindo uma reversão parcial na atividade da enzima após administração 

desse composto. O efeito negativo do ferro na Succinato desidrogenase possivelmente se dá 

pela sua capacidade oxidativa, podendo ser comprovado, pelo menos em parte, o mecanismo 

antioxidante do CBD. O comprometimento de enzimas responsáveis pela bioenergética 

celular implica em mais disfunções celulares, que, em último caso, irão desencadear 

mecanismos de morte celular (Grimm e Eckert, 2017). 

Marcadores de morte celular foram analisados para verificarmos se as alterações 

mitocondriais induzidas pelo ferro poderiam culminar em morte celular no sistema nervoso, 

característica clássica das patologias neurodegenerativas. Visando constatar que mecanismos 

de morte celular via apoptose haviam sido ativados, verificamos a expressão das proteínas 

Caspase 3 e PARP. Encontramos níveis aumentados de Caspase 3 em ratos tratados com ferro 

no período neonatal. Como analisamos a Caspase 3 total, e não somente a clivada, buscamos 

observar a razão entre PARP clivada e PARP total, uma vez que esta proteína é um dos 

principais substratos da Caspase 3, verificando que o tratamento com ferro também aumenta 
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os níveis dessa proteína clivada, sendo indicativo de ativação da via apoptótica. Análises 

seguintes objetivaram verificar qual via apoptótica estaria sendo ativada: a extrínseca, pela 

ativação da Caspase 8, ou a intrínseca, pela ativação da Caspase 9. Não foram observados 

resultados significativos nos níveis da Caspase 8 clivada, enquanto que a Caspase 9 

apresentou aumento em sua expressão em ratos tratados com ferro. Duas outras proteínas da 

via intrínseca, Citocromo c e APAF1, também foram investigadas. Verificou-se que o 

tratamento com ferro induziu a elevação das expressões de ambas as proteínas. Nossos 

estudos prévios já nos mostravam indicativo de ativação de vias apoptóticas induzida pelo 

ferro, ao verificarmos expressão de Caspase 3 elevada (da Silva et al., 2014). Apesar de o 

tratamento com CBD na idade adulta não ter revertido os níveis elevados do Citocromo c, 

todos os outros parâmetros apresentaram reversão da expressão para níveis similares ao 

controle, estabelecendo um possível mecanismo anti-apoptótico para o CBD. 

Em conclusão, esse trabalho permitiu maiores esclarecimentos acerca dos mecanismos 

utilizados pelo ferro para a indução de uma gama de efeitos deletérios, como por exemplo, 

déficits de memória e morte celular. Uma sobrecarga de ferro no período neonatal, momento 

em que o cérebro está mais suscetível e passa por etapas fundamentais de desenvolvimento, 

permite uma série de modificações celulares que, em estágios posteriores, como no caso do 

envelhecimento, poderão desencadear situações patológicas. As mitocôndrias são organelas 

extremamente dependentes desse metal para o desenvolvimento de suas funções e esse 

trabalho nos permitiu observar que elas se tornam um dos principais alvos de ataque quando 

ocorre perda da homeostasia do ferro celular. A compreensão do funcionamento de todos os 

mecanismos envolvidos com essas organelas, tanto em níveis fisiológicos quanto em níveis 

patológicos, é essencial para o entendimento de condições relacionadas ao envelhecimento e 

doenças, além de permitir estratégias mais efetivas de prevenção e tratamento. O CBD, 

atualmente, é um foco de estudo para as doenças relacionadas ao sistema nervoso. Apesar de 

vários potenciais terapêuticos propostos para esse composto, ainda não se tem a compreensão 

completa dos mecanismos de ação pelos quais ele age no organismo. Temos estudado o CBD 

há alguns anos na expectativa de um melhor entendimento dessa droga. Nossos resultados 

nesse trabalho sugerem que o CBD pode exercer seu papel neuroprotetor a partir de 

mecanismos antioxidantes, anti-apoptóticos e talvez até epigenéticos. Como muitos tópicos 

abordados nesse trabalho ainda possuem estudo primitivo, necessitamos que mais abordagens 

sejam realizadas para possuirmos maior entendimento de toda a mecânica que envolve a 

sobrecarga de ferro e o uso terapêutico do CBD. 
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3.2 CONCLUSÕES 

 

 Hipocampos de ratos tratados com ferro no período neonatal apresentaram redução nas 

expressões gênica e proteica da Ferritina mitocondrial, proteína responsável pelo 

armazenamento de ferro nas mitocôndrias. Já as expressões gênica e proteica da 

Mitoferrina 2, proteína responsável pelo transporte de ferro para dentro das 

mitocôndrias, não sofreram modificações. Logo, observou-se que uma sobrecarga de 

ferro ocasiona alterações no metabolismo do ferro mitocondrial. 

 

 O tratamento crônico com CBD na idade adulta foi capaz de reverter a expressão 

proteica de Ferritina mitocondrial em hipocampos de ratos tratados com ferro 

neonatal, embora não tenha apresentado mesma capacidade de reversão a nível gênico. 

A Mitoferrina 2 não apresentou modificações nos hipocampos após tratamento crônico 

com CBD. Verificou-se, então, que o CBD tem ação sobre o metabolismo do ferro 

mitocondrial. 

 

 As deleções no DNA mitocondrial do Complexo I sofreram aumento em hipocampos 

de ratos tratados com ferro no período neonatal, mostrando a capacidade desse metal 

em ocasionar danos mitocondriais a nível gênico. 

 

 A administração crônica de CBD na idade adulta não foi capaz de reverter o aumento 

das deleções no DNA mitocondrial do Complexo I em hipocampo de ratos tratados 

com ferro no período neonatal. 

 

 Hipocampos de ratos tratados com ferro neonatal apresentaram redução nos padrões 

de metilação e hidroximetilação do DNA mitocondrial, sugerindo possível efeito do 

ferro na epigenética mitocondrial. 

 

 CBD crônico na idade adulta mostrou capacidade de reversão dos efeitos causados 

pelo ferro sobre a hidroximetilação mitocondrial em hipocampos de ratos, embora não 

tenha sido eficaz para reverter os padrões de metilação. Mostrou-se aqui uma potencial 

ação do CBD sobre mecanismos epigenéticos mitocondriais.  
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 Administração neonatal de ferro acarretou redução da atividade enzimática da 

Succinato desidrogenase em hipocampos de ratos, apesar de nenhum efeito ter sido 

observado na atividade enzimática da Creatina quinase. Logo, o ferro mostrou ter 

impacto sobre a bioenergética celular. 

 

 Tratamento crônico com CBD na idade adulta apresentou capacidade de reversão 

parcial da atividade enzimática da Succinato desidrogenase em hipocampos de ratos 

após o tratamento neonatal com ferro, enquanto nenhum efeito foi verificado na 

atividade enzimática da Creatina quinase. Aqui, o CBD revelou-se apto em recuperar a 

bioenergética celular, mesmo que de forma parcial. 

 

 Ferro administrado neonatalmente ocasionou aumento da expressão proteica das 

proteínas apoptóticas Citocromo c, APAF1, Caspase 3, Caspase 9 e PARP clivada nos 

hipocampos de ratos, enquanto a expressão proteica da Caspase 8 clivada não foi 

alterada. Percebeu- se aqui a ação do ferro sobre proteínas apoptóticas envolvidas na 

via intrínseca e na via efetora. 

 

 CBD administrado cronicamente na idade adulta reverteu a expressão proteica das 

proteínas apoptóticas Caspase 3, Caspase 9, APAF1 e PARP em hipocampos de ratos 

neonatalmente tratados com ferro.Verificou-se o efeito anti-apoptótico do CBD.  
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