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A espermidina (SPD) é uma poliamina endógena com estrutura policatiônica 
presente no sistema nervoso central (SNC) de mamíferos. A SPD regula muitos 
processos biológicos, como o influxo de cálcio através dos receptores 
glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA), o qual tem sido associado com a 
ativação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) e da via de sinalização da guanosina 
mono fosfato cíclica/proteína quinase dependente de GMPc (GMPc/PKG). Sabe-se 
que uma diminuição da atividade da Na+,K+-ATPase, bem como a sua expressão, 
prejudica diretamente a sinalização de neurotransmissores, comprometendo tanto 
aprendizado e a memória. A enzima Na+,K+-ATPase estabelece os gradientes de 
Na+ e K+ através da membrana de células excitáveis e desta forma mantém o 
potencial de membrana e contribui para o controle do volume e do pH celular. No 
entanto, não está bem definido se a SPD modula a atividade da Na+,K+-ATPase no 
hipocampo de ratos. Neste estudo foi investigado se SPD altera a atividade da 
Na+,K+-ATPase em fatias de hipocampo de ratos, e o possível mecanismo envolvido 
neste processo. As fatias e o homogeneizado de hipocampo foram incubados com 

SPD (0,05-10 M) por 30 minutos. SPD (0,5 e 1 M) diminuíram a atividade da 
Na+,K+-ATPase em fatias, mas não no homogeneizado de hipocampo. MK-801 (100 

μM), um antagonista não competitivo do receptor NMDA, arcaína (0,5 M), um 
antagonista do sítio de ligação das poliaminas no receptor NMDA, e L-NAME (100 

μM), um inibidor da NOS, preveniram o efeito inibitório da SPD (0,5 M). ODQ (10 
μM), um inibidor da enzima guanilato ciclase, e KT5823 (2 μM), um inibidor da 
proteína quinase dependente de GMPc, também preveniram o efeito inibitório da 
SPD sobre a atividade da Na+,K+-ATPase. SPD (0,5 e 1,0 μM) aumentaram os níveis 
de NO2 plus NO3 (NOx) nas fatias de hipocampo. MK-801 (100 μM) e arcaína (0,5 
μM) preveniram o efeito da SPD (0,5 μM) sobre conteúdo de NOx. Estes resultados 
sugerem que a diminuição da atividade da Na+,K+-ATPase induzida pela SPD 
envolve a via de sinalização NMDA/NOS/GMPc/PKG. 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Espermidina; Na+,K+-ATPase; Receptor NMDA; Óxido Nítrico; PKG, 
Hipocampo. 
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Spermidine (SPD) is an endogenous polyamine with polycationic structure present in 
the central nervous system of mammals. SPD regulates biological processes, such 
as Ca2+ influx by glutamatergic N-methyl-D-aspartate receptor (NMDA receptor), 
which has been associated with nitric oxide synthase (NOS) and cGMP/PKG 
pathway activation and a decrease of Na+,K+-ATPase activity in rats cerebral córtex 
synaptossomes. Decreased Na+,K+-ATPase activity, as well as decreased enzyme 
expression, directly impairs neurotransmitter signaling with deleterious 
consequences on learning and memory. The enzyme Na+,K+-ATPase establishes 
Na+ and K+ gradients across membranes of excitable cells and by this means 
maintains membrane potential and  controls intracellular pH and volume. However, it 
has not been defined whether SPD modulates Na+,K+-ATPase activity in the 
hippocampus. In this study we investigated whether SPD alters Na+,K+-ATPase 
activity in slices of hippocampus from rats, and possible underlying mechanisms. 
Hippocampal slices and homogenates were incubated with SPD (0.05-10 μM) for 30 
minutes. SPD (0.5 and 1 μM) decreased Na+,K+-ATPase activity in slices, but not in 
homogenates. MK-801 (100 μM), a non-competitive antagonist of NMDA receptor, 
arcaine (0.5 μM), an antagonist of the polyamine binding site at the NMDA receptor, 
and L-NAME (100 μM), a nitric oxide synthase inhibitor, prevented the inhibitory 
effect of SPD (0.5 μM). ODQ (10 μM), a guanylate cyclase inhibitor, and KT5823 (2 
μM), a protein kinase G inhibitor, also prevented the inhibitory effect of SPD on 
Na+,K+-ATPase activity. SPD (0.5 and 1.0 μM) increased NO2 plus NO3 (NOx) levels 
in slices, MK-801 (100 μM) and arcaine (0.5 μM) prevented the effect of SPD (0.5 
μM) on the NOx content. These results suggest that SPD-induced decrease of 
Na+,K+-ATPase activity involves NMDA/NOS/cGMP/PKG pathway. 
 
 
 
 
 
 
Key-words: Spermidine; Na+,K+-ATPase; NMDA receptor; Nitric oxide; PKG; 
Hippocampus. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

forma de manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As seções Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão e Referências encontram-se no próprio manuscrito 

e representa a íntegra deste estudo. 

 O item Conclusões encontra-se no final desta dissertação e apresenta 

interpretações e comentários gerais sobre o manuscrito contido neste trabalho. 

 As referências referem-se somente às citações que aparecem nos itens 

Introdução, Revisão Bibliográfica, Conclusões desta dissertação. 

 O manuscrito está estruturado de acordo com as normas da revista científica 

para o qual foi submetido: European Journal of Pharmacology 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As poliaminas putrescina, espermidina e espermina são aminas alifáticas que 

apresentam em sua estrutura grupamentos aminos protonados em pH fisiológico. 

Tal fenômeno confere às poliaminas uma estrutura policatiônica e as mesmas 

podem ser encontradas em diferentes tecidos (Carter, 1994). A poliamina 

espermidina (SPD) está amplamente distribuída no sistema nervoso central (SNC) e 

suas concentrações atingem os níveis de 0,5 mol por grama de tecido em 

hipocampo de ratos (Anderson, Crossland et al., 1975; Seiler e Schmidt-

Glenewinkel, 1975). Dentre suas propriedades biológicas, a SPD interage com sítios 

aniônicos de macromoléculas modulando o crescimento e a diferenciação celular. 

Além disso, SPD pode modular a atividade de canais iônicos (Johnson, 1996), 

incluindo canais de K+, receptores glutamatérgicos do tipo -amino-3-hidroxi-5-metil-

4-isoxazol-propiónico (AMPA) (Pellegrini-Giampietro, 2003) e N-metil-D-aspartato 

(NMDA) (Anderson, Crossland et al., 1975; Carter, 1994; Williams, 1997a; b; Janne, 

Alhonen et al., 2005; Williams, 2009a).  

De fato, evidências neuroquímicas e eletrofisiológicas mostram que as 

poliaminas modulam duplamente os receptores NMDA (Williams, Zappia et al., 1994; 

Rock e Macdonald, 1995; Williams, 1997b). Desta forma, poliaminas em baixas 

concentrações (micromolares) aumentam a ligação de [3H]MK-801 e [3H]TCP no 

receptor NMDA, enquanto que em altas concentrações não alteram a ligação destes 

ligantes, resultando numa curva de concentração dose-resposta bifásica (Ransom e 

Stec, 1988; Sacaan e Johnson, 1990; Williams, 1997a; b).  

A ativação do receptor NMDA se caracteriza pelo influxo de Ca2+, o qual é 

essencial para a ativação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) e conseqüente 
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síntese de óxido nítrico (NO) (Prast e Philippu, 2001). O óxido nítrico é um gás 

neurotransmissor que possui a propriedade de estimular a enzima guanilato ciclase 

(GC) e com isso promover um aumento nos níveis intracelulares de GMP cíclico 

(GMPc) (Rubin e Ferrendelli, 1977; Garthwaite e Balazs, 1978), que é um segundo 

mensageiro necessário para ativar a proteína quinase dependente de GMPc (PKG).  

Dentre os efeitos da PKG na neurotransmissão incluem aumento da liberação 

de neurotransmissores, dentre eles glutamato (Woody, Bartfai et al., 1986; 

Branisteanu, Popescu et al., 1988; Akamatsu, Inenaga et al., 1993), e a capacidade 

de atuar como alvo pré-sináptico para mensageiros retrógrados no potencial de 

longa duração (LTP) (Anderson, Crossland et al., 1975; Zhuo, Hu et al., 1994; 

Arancio, Kandel et al., 1995). Além disso, tem sido relatado o possível papel da PKG 

na regulação da atividade da enzima Na+,K+-ATPase (Pontiggia, Winterhalter et al., 

1998; Munhoz, Kawamoto et al., 2005). 

A Na+,K+-ATPase (EC 3.6.3.9) é uma enzima presente na membrana 

plasmática que desempenha um importante papel na manutenção da homeostase 

dos eletrólitos intracelulares em todos os tecidos restabelecendo os gradientes de 

Na+ e K+, extra e intracelular (Skou e Esmann, 1992). Além disso, a Na+,K+-ATPase 

contribui para a manutenção do volume, do pH e das concentrações de Ca2+ 

intracelulares, além do transporte de biomoléculas dependentes das concentrações 

de Na+ (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Lingrel, Van Huysse et al., 1994).  

Tem sido descrito que o aumento nas concentrações de Ca2+ intracelular 

induzidas por glutamato diminuem da atividade da Na+,K+-ATPase em 

sinaptossomas do córtex cerebral e hipocampo de ratos, e o L-NAME, um inibidor da 

NOS, impede essa inibição da Na+,K+-ATPase pelo glutamato (Avrova, Shestak et 

al., 1999). Contudo, achados conflitantes têm sido reportados a respeito do efeito da 
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PKG sobre a atividade da Na+-K+-ATPase, nos quais a PKG aumenta ou diminui a 

atividade desta enzima dependendo do modelo animal bem como o tipo de tecido 

analisado (Nathanson, Scavone et al., 1995; Scavone, Scanlon et al., 1995; 

Scavone, Glezer et al., 2000; Munhoz, Glezer et al., 2003; Munhoz, Kawamoto et al., 

2005; Scavone, Munhoz et al., 2005).  

É sabido que uma diminuição da atividade da Na+,K+-ATPase, bem como a 

sua expressão, prejudica diretamente a sinalização de neurotransmissores, 

comprometendo tanto o aprendizado e a memória quanto a atividade locomotora e 

ansiedade de ratos (Dos Reis, De Oliveira et al., 2002; Moseley, Williams et al., 

2007). Experimentos in vitro mostram que o inibidor da Na+,K+-ATPase, a oubaína, 

aumenta o influxo de Ca2+  em fatias de encéfalo de ratos (Fujisawa, Kajikawa et al., 

1965), induz a liberação de glutamato por transporte reverso de Na+ na medula 

espinhal (Li e Stys, 2001) e causa morte em células hipocampais em ratos (Lees, 

Lehmann et al., 1990). Em contrapartida, também foi encontrado que a inibição da 

Na+,K+-ATPase potencializa a neurotransmissão (Scuri, Lombardo et al., 2007) e 

aumenta as correntes evocadas por receptores NMDA no hipocampo (Zhang, Guo et 

al., 2011) bem como a expressão destes receptores no córtex e hipocampo de ratos 

(Bersier, Pena et al., 2008; Bersier e Rodriguez De Lores Arnaiz, 2009). 

Visto que nenhum estudo mostrou se baixas concentrações (micromolares) 

de SPD modulam a atividade da enzima Na+,K+-ATPase, o presente estudo 

investigou se a poliamina SPD altera a atividade da Na+,K+-ATPase em hipocampo 

de ratos, e se a síntese de óxido nítrico e a via de sinalização 

NMDA/NOS/GMPc/PKG está envolvida neste efeito.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Verificar o efeito da espermidina sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase 

em hipocampo de ratos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

1)  Verificar se a SPD altera a atividade da enzima Na+,K+-ATPase. 

 

2) Investigar o envolvimento do receptor NMDA no efeito da SPD sobre a 

atividade da enzima Na+,K+-ATPase. 

 

3) Avaliar se a enzima NOS e se a síntese de NO estão envolvidas no efeito da 

SPD sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase. 

 

4) Verificar se a via de sinalização GMPc/PKG está envolvida no efeito da SPD 

sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Poliaminas e a sua estrutura 

 

O termo “poliaminas” é amplamente empregado para designar uma família de 

moléculas constituída pela putrescina, espermidina (SPD) e espermina, as quais 

estão presentes em células procarióticas e eucarióticas, plantas e animais (Thomas 

e Thomas, 2001). Quanto a sua caracterização estrutural, sabe-se que a putrescina 

é uma di-amina primária (1,4-butano diamina), espermidina é uma tri-amina (mono-

N-3- aminopropil-1,4-diaminobutano), e espermina é uma tetra-amina (bis-N-3- 

aminopropil-1,4-diaminobutano). Estas aminas alifáticas simples são conectadas por 

átomos de nitrogênio e possuem respectivamente uma, duas ou três cadeias 

carbonadas flexíveis (Carter, 1994; Williams, 1997b).  

Os grupos amino das poliaminas são fortemente básicos, e em pH fisiológico 

encontram-se totalmente protonados conferindo a estas moléculas seu caráter 

policatiônico (Usherwood, 2000). A estrutura das poliaminas pode ser observada na 

figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura química das poliaminas (adaptado de Willians, 1997b).  

 

 



                                                                                                                           Revisão Bibliográfica  24 

 

3.2 Síntese e metabolismo das poliaminas 

  
A principal fonte de substrato para a síntese das poliaminas é originado no 

metabolismo de aminoácidos provenientes da alimentação (Teti, Visalli et al., 2002). 

O precursor para a síntese de poliaminas endógenas é o aminoácido ornitina. No 

sistema nervoso central (SNC), a ornitina é formada a partir da ação hidrolítica da 

enzima arginase sobre o aminoácido arginina. A partir da formação da ornitina pela 

arginase, a síntese das poliaminas é iniciada (Carter, 1994). 

A putrescina, primeira poliamina produzida no ciclo, é formada a partir de uma 

reação de descarboxilação da ornitina através da enzima ornitina descarboxilase 

(ODC). Uma vez formada, a putrescina serve como precursor imediato para a 

síntese de SPD e espermina. A produção de SPD requer um grupo aminopropil que 

é fornecido pela ação de duas enzimas: a S-adenosilmetionina descarboxilase 

(SAMDC), que descarboxila a S-adenosilmetionina (SAM), e a espermidina sintase, 

uma enzima transferase que catalisa a transferência do grupamento aminopropil da 

SAM para a putrescina. O produto da ação destas duas enzimas é a SPD, principal 

precursor para a síntese de espermina (Tabor, Rosenthal et al., 1958; Tabor e 

Tabor, 1984; Urdiales, Medina et al., 2001).   

A formação da espermina também requer um grupamento aminopropil que é 

fornecido pela ação da SAMDC sobre a SAM, e a espermina sintase promove a 

transferência deste aminopropil para a SPD formando espermina (Tabor, Rosenthal 

et al., 1958; Tabor e Tabor, 1984; Urdiales, Medina et al., 2001).  

Esta rota de síntese de poliaminas é reversível, ou seja, a espermina pode ser 

convertida em SPD e esta em putrescina. O primeiro passo desta interconversão é a 

acetilação da espermina ou SPD na posição N1, catalisada pela enzima 

espermidina/espermina acetiltransferase (SSAT). Após este passo, a poliamina 

acetilada sofre quebra oxidativa, por ação da enzima poliamina oxidase (PAO), 

liberando os grupos aminopropil provenientes da S-adenosilmetionina 

descarboxilada (SAM-D) para formar SPD e putrescina. O produto destas reações 

permanece no ciclo e pode ser reutilizado na síntese das poliaminas (Urdiales, 

Medina et al., 2001; Seiler, 2004). A síntese e o metabolismo das poliaminas podem 

ser visualizados na figura 2. 
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Figura 2. Rotas de metabolismo e interconversão das poliaminas (Coffino, 2001) 

  

3.3 Papel fisiológico das poliaminas  

 

Devido a sua natureza policatiônica, as poliaminas interagem com moléculas 

aniônicas. Estas interações eletrostáticas das poliaminas com as macromoléculas 

são responsáveis por grande parte de suas funções (Janne, Alhonen et al., 2005). 

Entre seus papéis fisiológicos destacam-se a modulação do crescimento e da 

diferenciação celular (Tabor e Tabor, 1984), apoptose celular (Thomas e Thomas, 

2001), estabilização dos ácidos desoxirribonucleico e ribonucleico (Igarashi e 

Kashiwagi, 2000), regulação da expressão gênica (Celano, Baylin et al., 1989). Além 

disso, as poliaminas estão envolvidas promovendo a síntese de proteínas 

(Kashiwagi, Yamaguchi et al., 1990; Igarashi, Saisho et al., 1997; Yoshida, 

Meksuriyen et al., 1999) e contribuindo para uma melhor função mitocondrial e 

metabolismo energético (Lenzen, Hickethier et al., 1986; Lenzen, Munster et al., 

1992) .  
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As poliaminas são descritas como importantes sinalizadores intracelulares no 

SNC e estudos têm apontado seu papel como neurotransmissores e 

neuromoduladores (Williams, Romano et al., 1989; Williams, Romano et al., 1991; 

Carter, 1994; Williams, 1997b; 2009b) uma vez que as poliaminas seguem os 

seguintes critérios:  

a) as poliaminas são armazenadas em vesículas sinápticas; b) são liberadas 

de maneira Ca2+ dependente, através de um estímulo químico ou elétrico; c) existe 

um sistema de recaptação de alta afinidade para as poliaminas o qual regula seus 

níveis extracelulares bem como o tempo de efeito; d) dentre os alvos de ação das 

poliaminas se encontram canais iônicos (Williams, 1997a; b) tais como, canais de K+ 

retificadores de entrada, receptores AMPA, cainato e NMDA (Pellegrini-Giampietro, 

2003).  

3.4 Poliaminas e o receptor NMDA 

  

O receptor N-metil-D-aspartarto (NMDA) é um receptor glutamatérgico 

formado por subunidades heteroméricas denominadas NR1, NR2 (A-D) e NR3 (A-B). 

Estas subunidades se agrupam formando um poro central com condutância seletiva 

para Ca2+, Na+ e K+. Quando o potencial de membrana está em repouso, o poro do 

receptor NMDA está bloqueado por íons Mg2+
 

os quais impedem a passagem de 

outros íons através do canal. Devido a uma despolarização prévia da membrana, 

decorrente da ativação de receptores glutamatérgicos AMPA, o Mg2+
 

é deslocado do 

poro permitindo a corrente de íons, ou seja, influxo de Ca2+
 

e Na+ e efluxo de K+  

(Cotman, Monaghan et al., 1988; Scatton, 1993; Lau e Zukin, 2007; Paoletti e 

Neyton, 2007)  

De fato, evidencias neuroquímicas e eletrofisiológicas demonstram que as 

poliaminas modulam duplamente os receptores NMDA (Williams, Zappia et al., 1994; 

Rock e Macdonald, 1995; Williams, 1997b). Tem sido descrito que as poliaminas em 

baixas concentrações micromolares aumentam a ligação de [3H]MK-801 e [3H]TCP 

para o receptor NMDA, enquanto que em altas concentrações não alteram a ligação 

destes ligantes, resultando numa curva de concentração dose-resposta bifásica 

(Ransom e Stec, 1988; Sacaan e Johnson, 1990; Williams, 1997a; b). A estrutura do 

receptor NMDA pode ser visualizada na figura 3. 
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Figura 3. Receptor NMDA (Rang. et. al., 2001) 

 

O influxo de Ca2+ decorrente da ativação do receptor NMDA ( Figura 3) é 

responsável pela ativação de diferentes vias de sinalização intracelulares. Dentre 

elas se destacam a via NOS/GMPc/PKG. A ativação do receptor NMDA se 

caracteriza pelo influxo de Ca2+, o qual é essencial para a ativação da NOS e 

conseqüente síntese de NO (Prast e Philippu, 2001).  

3.5 O óxido nítrico  

 

O óxido nítrico (NO) é um gás neurotransmissor que possui a propriedade de 

estimular a enzima guanilato ciclase (GC) e com isso promover um aumento nos 

níveis intracelulares de GMPc (Rubin e Ferrendelli, 1977; Garthwaite e Balazs, 

1978), que é um segundo mensageiro necessário para ativar a PKG.  

A atuação do NO como mensageiro nas células do SNC foi inicialmente 

observada quando o glutamato, via receptores NMDA, estimulou a formação de NO 

em culturas de células granulares de cerebelo (Garthwaite, Charles et al., 1988). 

Desde então, estudos relacionando a ativação de receptores NMDA com a produção 

de NO ganharam grande destaque tanto no contexto fisiológico (Ledo, Barbosa et 

al., 2005) quanto nos processos de excitotoxicidade encontrados em diversas 

patologias cerebrais (Schroter, Andrabi et al., 2005; Moncada e Bolanos, 2006; 
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Scott, Bowman et al., 2007; Girouard, Wang et al., 2009), dentre elas a Doença de 

Alzheimer (Fernandez-Vizarra, Fernandez et al., 2004; Aliev, Palacios et al., 2009). 

O NO é neuromodulador das funções do SNC, que atua como um mensageiro 

retrógrado, uma vez que é produzido enzimaticamente em células pós-sinápticas e 

difunde-se para atuar em células pré-sinápticas (Garthwaite, 1991; 1995; Vincent, 

2010). O caráter apolar do NO permite a sua difusão pelas membranas biológicas 

sem a necessidade de transportadores e, nos neurônios, a sua síntese é estimulada 

pela ativação do receptor NMDA e pelo influxo de Ca2+ através deste receptor 

glutamatérgico (Prast e Philippu, 2001; Vincent, 2010).  

 As enzimas NOS constituem um grupo de isoenzimas responsáveis pela 

síntese do NO. Três isoformas de NOS são conhecidas e todas apresentam uma 

relativa homologia, embora também possuam algumas peculiaridades e sejam 

produtos de genes distintos. A nNOS (neuronal), ou NOS I, foi a primeira a ser 

clonada em cerebelo de ratos; em seguida a NOS II, também chamada de iNOS 

(induzível) foi obtida de macrófagos; e a eNOS (endotelial), ou NOS III, foi 

encontrada nas células endoteliais (Yun, Dawson et al., 1996; Kopff e Kowalczyk, 

2002; Forstermann e Sessa, 2011). Tanto a nNOS quanto a iNOS podem ser 

encontradas em células hipocampais (Doyle e Slater, 1997) 

 A síntese do NO se dá a partir do aminoácido arginina. A formação do 

complexo Ca2+/Calmodulina serve como cofator para a NOS, e numa reação 

dependente de NADPH, o NO é formado junto com o aminoácido citrulina (Nelson e 

Cox, 2011). A reação pode ser vista na figura 4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Reação catalisada pela NOS para a formação de NO (adaptado de Nelson and Cox, 2011). 
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3.6 Via de sinalização GMPc/PKG 

  

 O NO reage com Fe2+
 encontrado no grupamento heme presente na estrutura 

de diversas proteínas e que também é utilizado como cofator de enzimas, ligando-se 

reversivelmente. Desta forma o NO é capaz de inibir a própria NOS (Assreuy, Cunha 

et al., 1993) agindo como um regulador de sua síntese, ou ativar a guanilato ciclase 

solúvel (GCs), também denominada receptor de NO (Bellamy, Wood et al., 2000; 

Bellamy e Garthwaite, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Envolvimento do receptor NMDA na via de sinalização NOS/GMPc/PKG (Kimura, Reynolds 
et al., 2000). 
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A estimulação da enzima GC pelo NO promove a produção e aumento nos 

níveis de GMPc intracelular, e foi o primeiro mecanismo de ação descrito para o NO. 

Este segundo mensageiro modula diretamente a atividade de certos canais iônicos 

controlados por nucleotídeos e também ativa a PKG (Bellamy, Wood et al., 2000; 

Prast e Philippu, 2001; Bellamy e Garthwaite, 2002).  

Embora os mecanismos pelo qual o NO e o GMPc modulam a função neural 

ainda não estejam bem estabelecidos, a ativação da PKG e a fosforilação de 

proteínas intracelulares representam um importante papel em processos fisiológicos 

neuronais (Wang e Robinson, 1995; 1997). Dentre os efeitos biológicos ocasionados 

pela síntese de NO e ativação da via de sinalização GMPc/PKG está o 

estabelecimento do potencial de longa duração (LTP) em neurônios hipocampais. 

Tem sido demonstrado que um análogo do GMPc, o dibutiril GMPc, reverte a 

inibição da LTP em neurônios tratados com L-NAME, um inibidor da NOS (Haley, 

Wilcox et al., 1992). Além disso, inibidores das enzimas GC e PKG produzem 

inibição da LTP também em fatias de hipocampo (Zhuo, Hu et al., 1994). Outros 

estudos também apontam o envolvimento da PKG na regulação das correntes de 

canais de Ca2+ (Meriney, Gray et al., 1994), canais de K+ (Furukawa, Barger et al., 

1996), e na liberação de neurotransmissores (Akamatsu, Inenaga et al., 1993; 

Pineda, Kogan et al., 1996), como, por exemplo, a acetilcolina (Branisteanu, 

Popescu et al., 1988).  

 

3.7 Na+,K+-ATPase 

 

A Na+,K+-ATPase (Sodium/potassium-exchanging ATPase/EC 3.6.3.9) é uma 

enzima presente na membrana plasmática que desempenha um importante papel na 

manutenção da homeostase dos eletrólitos intracelulares em todos os tecidos. A 

partir de um sistema de transporte ativo movido pela hidrólise de moléculas de ATP, 

esta ATPase restabelece os gradientes de Na+ e K+, extra e intracelular (Skou e 

Esmann, 1992) e com isso, contribui para a manutenção do volume, do pH,  das 

concentrações de Ca2+ intracelulares, além do transporte de biomoléculas 

dependentes das concentrações de Na+ (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Lingrel, Van 

Huysse et al., 1994). Esta enzima foi descoberta pelo pesquisador Jens Christian 

Skou que descreveu a atividade ATPásica desta enzima sobre a influência de 
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cátions em nervos periféricos no ano de 1957 (Skou, 1957). Esta descoberta rendeu 

a Skou, no ano de 1997, o prêmio Nobel de Química. 

 A Na+,K+-ATPase é membro da família das ATPases, um grupo de proteínas 

integradas à membrana caracterizadas por um número conservado de seqüências 

específicas de aminoácidos, que  hidrolizam o ATP e apresentam domínios 

hidrofóbicos responsáveis por formar as α-hélices transmembrana (Burnay, 

Crambert et al., 2003; Li, Crambert et al., 2003; Crambert, Schaer et al., 2004). Além 

disso, esta família também se caracteriza por apresentar um intermediário protéico 

fosforilado durante as reações do ciclo catalítico (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; 

Lingrel, Van Huysse et al., 1994; Kaplan, 2002). Também fazem parte desta família  

as enzimas Ca2+-ATPase, Mg2+-ATPase e H+-ATPase. 

  

3.8 Estrutura e função da Na+,K+-ATPase 

 

A Na+,K+-ATPase  apresenta 3 subunidades denominadas α, β e γ. A unidade 

funcional mínima desta enzima requer um heterodímero composto por uma 

subunidade α e uma subunidade β. Este dímero pode estar co-localizado na 

subunidade γ, também conhecida como proteínas da família FXYD (Kaplan, 2002; 

Jorgensen, 2003; Jorgensen, Hakansson et al., 2003).  

A subunidade α possui uma massa molecular de aproximadamente 113 kDa e 

aproximadamente 1020 resíduos de aminoácidos. Pelo menos 4 isoformas distintas 

já foram descritas: α1, α2, α3 e α4, sendo que estas se distribuem de maneira 

diferente conforme o tipo de tecido. A isoforma α1 ocorre em quase todas as células; 

a α2 é predominante em células musculares cardíacas e esqueléticas, neurônios e 

tecido adiposo; a α3 ocorre no cérebro e coração e a α4 especificamente nos 

testículos e epidídimo (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Lingrel, Van Huysse et al., 1994; 

Blanco, Sanchez et al., 1998). Na subunidade α encontram-se os sítios de ligação 

para os íons Na+, K+ e o ATP. Além dos seus substratos, também apresenta o sítio 

alvo para glicosídios cardiotônicos, como o inibidor oubaína (Lingrel e Kuntzweiler, 

1994; Lingrel, Van Huysse et al., 1994; Kaplan, 2002). As diferenças entre as 

isoformas da subunidade α são mínimas, mas no que diz respeito à sensibilidade a 

inibidores como a oubaína, as isoformas α2 e α3 são muito mais sensíveis tendo um 
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IC50 de 28,4 ηM, enquanto que a isoforma α1 apresenta um IC50 de 89,4 µM (Nishi, 

Fisone et al., 1999; Nishi, Snyder et al., 1999).  

A subunidade β é formada por aproximadamente 300 resíduos de 

aminoácidos e possui um tamanho de 55 kDa (Jorgensen, Hakansson et al., 2003). 

Possui 3 isoformas: β1, expressa predominantemente em todos os tecidos; β2, 

expressa predominantemente no tecido muscular esquelético e em neurônios; β3, 

expressa no fígado, rins e pulmão (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Lingrel, Van Huysse 

et al., 1994; Kaplan, 2002). A subunidade β apresenta apenas um domínio 

transmembrana  e sua dissociação da subunidade α demonstrou perda da atividade 

ATPásica. Com isto, sugere-se que a subunidade β exerça um importante papel na 

estabilização da conformação ótima da subunidade α na membrana plasmática 

(Beggah, Beguin et al., 1999) e cooperando durante as alterações conformacionais 

no ciclo reacional da enzima (Kaplan, 2002; Jorgensen, Hakansson et al., 2003; 

Horisberger, 2004).  

A subunidade γ é a menor subunidade da Na+,K+-ATPase apresentando um 

peso molecular de  aproximadamente 12 kDa e possuindo 50 resíduos de 

aminoácidos. Sabe-se que esta isoforma encontra-se em maior predominância em 

células renais (Therien, Karlish et al., 1999) e a dissociação da subunidade γ do 

dímero αβ confere a enzima uma maior afinidade para íons Na+ e K+ do que quando 

está associada a subunidade γ (Arystarkhova, Wetzel et al., 1999). Além disso, a 

subunidade γ atua como um alvo modulatório da Na+,K+-ATPase (Beguin, Wang et 

al., 1997). 

Na figura 7A, os 10 domínios transmembranas da Na+,K+-ATPase são 

representados com α-hélices. O domínio autuador (A, em vermelho) é constituído 

pelo primeiro segmento NH2 terminal e o loop entre os segmentos 2 e 3. 

O domínio de fosforilação (P, em azul) é composto das partes proximais e 

distais do loop intracelular entre os segmentos 4 e 5. Neste domínio se encontra o 

resíduo de aspartil D376 em que o fosfato do ATP é temporariamente transferido. O 

domínio do nucleotídeo (N, em verde) é composto por um laço intracelular que forma 

uma espécie de “bolsão” para a ligação do ATP. A subunidade β tem um único 

segmento transmembrana  e uma curta porção NH2 terminal intracelular. Porém, seu 

domínio extracelular é maior e apresenta vários sítios de glicosilação. As 

subunidades α e  β podem estar associadas a subunidade γ, pertencente a família 

de proteínas FXYD (Horisberger, 2004). 
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A figura 6B ilustra a estrutura tridimensional da Na+,K+-ATPase mostrando os 

3 diferentes domínios: autuador (laranja), fosforilação (azul), nucleotídeo (verde). 

 

Figura 6. Estrutura esquemática (A) e tridimensional (B) da Na
+
,K

+
-ATPase e seus domínios 

(Horisberger, 2004). 

 

3.9 Ciclo reacional da Na+,K+-ATPase 

 

 Em condições fisiológicas a Na+,K+-ATPase transfere três íons Na+ para o 

meio extracelular, dois íons K+ para o meio intracelular, hidrolisando uma molécula 

de ATP. Entretanto, esta enzima apresenta um complexo mecanismo de reação, 

sendo dividido em 4 etapas fundamentais e 2 estados conformacionais. O primeiro 

estado conformacional (E1) refere-se ao estado desfosforilado, com alta afinidade 

para íons Na+. O segundo estado conformacional (E2) refere-se ao estado 

fosforilado, com alta afinidade para K+ (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Lingrel, Van 

Huysse et al., 1994; Kaplan, 2002). Tal mecanismo pode ser esquematizado 

conforme a figura 7. 
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Figura 7. Ciclo catalítico da enzima Na
+
,K

+
-ATPase (Horisberger, 2004). 

 

 Inicialmente, a enzima encontra-se desfosforilada. O ATP liga-se ao domínio 

nucleotídeo (N) (1). Em seguida, ocorre a ligação de 3 íons sódio na face interna da 

enzima (2). Após a ligação dos íons Na+, ocorre a hidrólise do ATP com a 

transferência de um grupo Pi para o domínio fosfato (P) (3). A enzima fosforilada 
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sofre uma alteração conformacional expondo o sítio de ligação para Na+ para o meio 

extracelular (4). Em seguida, os íons Na+ são liberados para o meio extracelular, 

contra o seu gradiente de concentração e os sítios de ligação para íons K+ são 

expostos ao meio extracelular (5). No próximo passo, 2 íons K+ ligam-se a enzima 

(6). A ligação dos íons K+ promove a desfosforilação da Na+,K+-ATPase (7). A 

desfosforilação da enzima promove uma alteração conformacional expondo o sítio 

com os íons K+ para o meio intracelular (8). A enzima desfosforilada apresenta baixa 

afinidade por íons K+, liberando-os para o meio intracelular contra seu gradiente de 

concentração (9) (Horisberger, 2004). 

 

3.10 Regulação da Na+,K+-ATPase 

  

A fosforilação de resíduos de aminoácidos é amplamente utilizada na 

regulação da atividade enzimática. A Na+,K+-ATPase é um importante alvo de 

fosforilação por apresentar resíduos alvo para diferentes proteínas quinases e assim 

manter a homeostase dos gradientes eletroquímicos neuronais (Yingst, 1988; 

Therien e Blostein, 2000; Poulsen, Morth et al., 2010). Desta forma, a fosforilação 

destes resíduos permite o controle sobre a atividade da Na+,K+-ATPase, e tal 

mecanismo vem sendo amplamente investigado (Han, Bossuyt et al., 2010; Poulsen, 

Morth et al., 2010).  

Dentre as proteínas quinases capazes de modificar a atividade da Na+,K+-

ATPase, as mais estudadas são a proteína quinase dependente de AMPc (PKA) e a 

proteína quinase C (PKC) (Han, Bossuyt et al., 2010; Poulsen, Morth et al., 2010). 

No entanto, estudos tem apontado um importante papel da PKG sobre a atividade 

desta enzima (Scavone, Scanlon et al., 1995; Scavone, Glezer et al., 2000; Munhoz, 

Kawamoto et al., 2005; Scavone, Munhoz et al., 2005).  

Dentre os resíduos encontrados na Na+,K+-ATPAse encontram-se os de 

serina (Ser) 27, 63, 68 e, o mais descrito, 943. Além destes, a enzima possui 

também um resíduo de tirosina (Tyr) 10 e treonina (Thr) 96 (Poulsen, Morth et al., 

2010), que podem ser visualizados na figura 8. 
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Figura 8. Resíduos alvos para fosforilação por proteínas quinases (Poulsen et al, 2010). 

 

Dentre todos estes resíduos, já se observou um maior envolvimento da PKA 

(Fisone, Cheng et al., 1994; Beguin, Beggah et al., 1996; Cheng, Fisone et al., 1997; 

Sweadner e Feschenko, 2001; Oliveira, Furian et al., 2009; Han, Bossuyt et al., 

2010), e da PKC (Beguin, Beggah et al., 1994; Cheng, Hoog et al., 1997; 

Pedemonte, Pressley et al., 1997; Feraille, Beguin et al., 2000; Rangel, Malaquias et 

al., 2001; Han, Bossuyt et al., 2010) em fosforilar a Na+-K+-ATPase. 

 O papel da PKG sobre a Na+,K+-ATPase não está bem elucidado (Scavone, 

Scanlon et al., 1995; Scavone, Glezer et al., 2000; Scavone, Munhoz et al., 2005). 

Estudos têm mostrado que a ativação da PKG aumenta a atividade da Na+,K+-

ATPase em Xenopus oocytes (Fotis, Tatjanenko et al., 1999), fatias da traquéia, 

estriado e cerebelo de ratos (Scavone, Glezer et al., 2000; Munhoz, Kawamoto et al., 

2005; Scavone, Munhoz et al., 2005), e diminui a atividade desta enzima em células 

endoteliais cerebrais (Pontiggia, Winterhalter et al., 1998), da córnea, da íris e do 

plexo coróide de bovinos (Ellis, Nathanson et al., 2000; Ellis, Nathanson et al., 2001). 

Estes resultados mostram um efeito conflitante sobre a ativação da PKG e a 

atividade da Na+,K+-ATPase, uma vez que tal efeito varia conforme o tecido e 

modelo animal utilizado. Embora a PKG possa modular a atividade da Na+,K+-

ATPase, ainda permanece desconhecido se o mecanismo de ação da PKG sobre a 
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atividade da Na+,K+-ATPase se dá por uma fosforilação direta nos resíduos de 

aminoácidos da enzima, ou por atuar indiretamente através da fosforilação de 

proteínas quinases/fosfatases e estas, por sua vez, atuariam sobre a Na+,K+-

ATPase. 

Quanto a regulação da Na+,K+-ATPase, é sabido que uma diminuição da sua 

atividade, bem como da sua expressão, prejudica diretamente a sinalização de 

neurotransmissores, comprometendo tanto aprendizado e a memória quanto 

atividade locomotora e ansiedade de ratos (Dos Reis, De Oliveira et al., 2002; 

Moseley, Williams et al., 2007). Experimentos in vitro mostraram que o inibidor da 

Na+,K+-ATPase, oubaína, aumenta o influxo de Ca2+  em fatias de encéfalo de ratos 

(Fujisawa, Kajikawa et al., 1965), induz a liberação de glutamato por transporte 

reverso de Na+ na medula espinhal (Li e Stys, 2001) e causa morte em células 

hipocampais em ratos (Lees, Lehmann et al., 1990). Em contrapartida, também foi 

encontrado que a inibição da Na+,K+-ATPase potencializa a neurotransmissão 

(Scuri, Lombardo et al., 2007) e aumenta as correntes evocadas por receptores 

NMDA no hipocampo (Zhang, Guo et al., 2011), bem como a expressão destes 

receptores no córtex e hipocampo de ratos (Bersier, Pena et al., 2008; Bersier e 

Rodriguez De Lores Arnaiz, 2009). 

 

3.11 Poliaminas e a Na+,K+-ATPase 

 

Alguns estudos têm mostrado o efeito de poliaminas sobre a atividade da 

Na+,K+-ATPase (Tashima e Hasegawa, 1975; Heinrich-Hirsch, Ahlers et al., 1977; 

Tashima, Hasegawa et al., 1977; Quarfoth, Ahmed et al., 1978; Tashima, Hasegawa 

et al., 1981; Charlton e Baylis, 1990). Têm-se discutido que a natureza policatiônica 

das poliaminas confere a elas a propriedade de modificar a atividade cinética da 

Na+,K+-ATPase (Tashima e Hasegawa, 1975; Heinrich-Hirsch, Ahlers et al., 1977; 

Tashima, Hasegawa et al., 1977; Quarfoth, Ahmed et al., 1978; Tashima, Hasegawa 

et al., 1981; Charlton e Baylis, 1990). Tal efeito se dá através das cargas positivas 

que as poliaminas apresentam em pH fisiológico, o que permite a sua interação com 

domínios ricos em resíduos de aminoácidos carregados negativamente na Na+,K+-

ATPase (Johnson, Kuntzweiler et al., 1995; Kuntzweiler, Wallick et al., 1995).  
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Desta forma, conforme se aumenta gradativamente o número de cargas 

positivas da poliamina, maior é o seu efeito inibitório sobre a Na+,K+-ATPase 

(Heinrich-Hirsch, Ahlers et al., 1977; Quarfoth, Ahmed et al., 1978). Isto porque foi 

demonstrado que as poliaminas diminuem a afinidade aparente da Na+,K+-ATPase 

por íons Na+ competindo pelo seu sítio de ligação, bloqueando a formação do estado 

da enzima fosforilada (E-P), o qual é dependente de Na+. Portanto, as poliaminas 

limitam as reações do ciclo enzimático da Na+,K+-ATPase (Quarfoth, Ahmed et al., 

1978; Silva, Masui et al., 2008). 

Evidências experimentais suportam que SPD e espermina em concentrações 

na faixa de mM diminuem a atividade da Na+,K+-ATPase em membranas 

microssomais de ratos por competição com cátions monovalentes (Quarfoth, Ahmed 

et al., 1978). Outro estudo demonstra que altas concentrações de SPD e espermina 

(>100 µM) diminuem a atividade da Na+,K+-ATPase obtida de encéfalo de pintos 

(Gallus domesticus). Neste estudo a putrescina não apresentou efeito (Heinrich-

Hirsch, Ahlers et al., 1977).  

Baseado nestes achados, a hipótese para explicar tal efeito inibitório das 

poliaminas se dá pelo fato de atuarem como inibidores competitivos com cátions 

uma vez que um aumento nas concentrações de Na+, Mg2+ e ATP no meio reacional 

reverte essa inibição induzida pelas poliaminas (Tashima e Hasegawa, 1975; 

Heinrich-Hirsch, Ahlers et al., 1977; Tashima, Hasegawa et al., 1977; Tashima, 

1981).  

 

3.12 Hipocampo 

  

A poliamina espermidina (SPD) está amplamente distribuída no sistema 

nervoso central (SNC) e suas concentrações atingem os níveis de 0,5 mol por 

grama de tecido em hipocampo de ratos (Anderson, Crossland et al., 1975; Seiler e 

Schmidt-Glenewinkel, 1975). O hipocampo está localizado no lobo temporal medial e 

possui grande importância nos processos cognitivos, sendo fundamental para a 

consolidação da memória. Esta estrutura cerebral apresenta a forma de cavalo 

marinho e possui duas camadas de neurônios: uma chamada de corno de Anon 

(CA); outra, giro denteado (DG). Para serem processadas, as informações chegam 

ao hipocampo através do córtex entorrinal (EC) por um feixe de neurônios chamados 
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via perforante. O ramo colateral de Schaffer (SC), no entanto, atua como fonte de 

saída das informações processadas no hipocampo (ver Figura 9) (Teyler e 

Discenna, 1986; Watts e Thomson, 2005). 

 

 

Figura 9. Vias de comunicação no hipocampo (Chevaleyre e Siegelbaum, 2010).  

 

 Estudos com manipulações farmacológicas e bioquímicas no hipocampo 

podem alterar a memória de ratos em diferentes tarefas (Izquierdo, Fin et al., 1995; 

Bernabeu, Schmitz et al., 1996; Berlese, Sauzem et al., 2005). Neste contexto, foi 

demonstrado que a administração intrahipocampal de SDP melhora a memória em 

ratos na tarefa da esquiva inibitória e que a arcaína, um antagonista das poliaminas 

para o receptor NMDA, previne seu efeito (Rubin, Boemo et al., 2000; Guerra, Mello 

et al., 2011). Além disso, também foi descrito que a síntese de óxido nítrico (Guerra, 

Mello et al., 2006) e que a ativação da PKA e da proteína ligante do elemento 

responsivo ao AMPc (Guerra et al 2011) estão envolvidas na melhora da memória 

induzida pela SPD.  

Visto que a SPD possui importante papel no hipocampo modulando o receptor 

NMDA e atuando em processos de aprendizado e memória, compreender os efeitos 

biológicos da SPD sobre a Na+,K+-ATPase e o envolvimento de vias de sinalização 

intracelulares neste efeito assume uma grande importância biológica. 
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Abstract  
 

Spermidine (SPD) is an endogenous polyamine with polycationic structure present in 

the central nervous system of mammals. SPD regulates biological processes, such 

as Ca2+ influx by glutamatergic N-methyl-D-aspartate receptor (NMDA receptor), 

which has been associated with nitric oxide synthase (NOS) and cGMP/PKG 

pathway activation and a decrease of Na+,K+-ATPase activity in rats cerebral córtex 

synaptossomes. Na+,K+-ATPase establishes Na+ and K+ gradients across 

membranes of excitable cells and by this means maintains membrane potential and  

controls intracellular pH and volume. However, it has not been defined whether SPD 

modulates Na+,K+-ATPase activity in the hippocampus. In this study we investigated 

whether SPD alters Na+,K+-ATPase activity in slices of hippocampus from rats, and 

possible underlying mechanisms. Hippocampal slices and homogenates were 

incubated with SPD (0.05-10 μM) for 30 minutes. SPD (0.5 and 1 μM) decreased 

Na+,K+-ATPase activity in slices, but not in homogenates. MK-801 (100 μM), a non-

competitive antagonist of NMDA receptor, arcaine (0.5 μM), an antagonist of the 

polyamine binding site at the NMDA receptor, and L-NAME (100 μM), a nitric oxide 

synthase inhibitor, prevented the inhibitory effect of SPD (0.5 μM). ODQ (10 μM), a 

guanylate cyclase inhibitor, and KT5823 (2 μM), a protein kinase G inhibitor, also 

prevented the inhibitory effect of SPD on Na+,K+-ATPase activity. SPD (0.5 and 1.0 

μM) increased NO2 plus NO3 (NOx) levels in slices, MK-801 (100 μM) and arcaine 

(0.5 μM) prevented the effect of SPD (0.5 μM) on the NOx content. These results 

suggest that SPD-induced decrease of Na+,K+-ATPase activity involves NMDA 

receptor/NOS/cGMP/PKG pathway. 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Spermidine; Na+,K+-ATPase; NMDA receptor; Nitric oxide; PKG; 

Hippocampus. 
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1. Introduction  

 

Spermidine (SPD) is an aliphatic polyamine, which is present at high 

concentrations in the brain (Carter, 1994), particularly in the hippocampus (Anderson, 

Crossland et al., 1975; Seiler e Schmidt-Glenewinkel, 1975; Liu, Gupta et al., 2008). 

SPD interacts with anionic domains of macromolecules, modulating ion channel 

activity (Johnson, 1996), including those of glutamatergic α-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazole propionate (AMPA) (Pellegrini-Giampietro, 2003) and  N-methyl-

D-aspartate  (NMDA) receptors (Anderson, Crossland et al., 1975; Carter, 1994; 

Reynolds e Rothermund, 1995; Williams, 1997a; b; Janne, Alhonen et al., 2005).  

Accumulating body of evidence suggests that polyamines dually modulate the 

NMDA receptor (Williams, Zappia et al., 1994; Rock e Macdonald, 1995; Williams, 

1997b). Polyamines enhance [3H]MK-801 and [3H]TCP binding to the NMDA receptor 

at low micromolar concentrations but, at high concentrations, do not alter the binding 

of these ligands (Ransom e Stec, 1988; Sacaan e Johnson, 1990; Williams, 1997a; 

b). Accordingly, while low concentrations of polyamines enhance NMDA-evoked 

currents, high concentrations produce less enhancement or inhibit such currents 

(Sprosen e Woodruff, 1990; Rock e Macdonald, 1995; Williams, 1997b).  

NMDA receptor activation causes Ca2+ influx and nitric oxide synthase (NOS) 

activation with consequent nitric oxide (NO) production (Prast e Philippu, 2001). NO 

stimulates guanylate cyclase (GC), increasing intracellular cyclic GMP (cGMP) levels 

(Rubin e Ferrendelli, 1977; Garthwaite e Balazs, 1978), which activates cGMP-

dependent protein kinase (PKG). PKG-mediated effects on neurotransmission 

include inhibition of Ca2+ currents (Meriney, Gray et al., 1994), increase of firing rate 

and neurotransmitter release  (Woody, Bartfai et al., 1986; Branisteanu, Popescu et 

al., 1988; Akamatsu, Inenaga et al., 1993). PKG has been implicated in long term 

potentiation  (Anderson, Crossland et al., 1975; Zhuo, Hu et al., 1994; Arancio, 

Kandel et al., 1995) and in Na+,K+-ATPase activity regulation (Pontiggia, Winterhalter 

et al., 1998; Munhoz, Glezer et al., 2003; Munhoz, Kawamoto et al., 2005). 

Na+,K+-ATPase (EC 3.6.3.9) plays a key role in the maintenance of 

intracellular electrolyte homeostasis (Skou e Esmann, 1992), and decreased enzyme 

activity or expression directly impairs signaling, with deleterious consequences on 

behavior (Dos Reis, De Oliveira et al., 2002; Moseley, Williams et al., 2007). The 

Na+,K+-ATPase inhibitor ouabain increases calcium influx in brain slices (Fujisawa, 
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Kajikawa et al., 1965), induces glutamate release in the spinal cord (Li e Stys, 2001) 

and causes hippocampal cell death in rats (Lees, Lehmann et al., 1990). In addition, 

glutamate decreases Na+,K+-ATPase activity synaptosomal fractions, an effect that is 

prevented by L-NAME (Avrova, Shestak et al., 1999). Moreover, it has been reported 

that, while PKG increases Na+,K+-ATPase activity in Xenopus oocytes (Fotis, 

Tatjanenko et al., 1999), proximal trachea, striatum and cerebellum slices of rats 

(Scavone, Glezer et al., 2000; Munhoz, Kawamoto et al., 2005; Scavone, Munhoz et 

al., 2005), it decreases enzyme activity in brain endothelial cells (Pontiggia, 

Winterhalter et al., 1998), cornea, iris, lens and choroid plexus of bovine (Ellis, 

Nathanson et al., 2000; Ellis, Nathanson et al., 2001).  

Accumulating evidence suggests that NO and SPD signaling pathways 

converge to cGMP/PKG pathway activation. However, until the present moment, no 

study has addressed whether SPD modulates Na+,K+-ATPase activity. Therefore, the 

aim of this study was to investigate whether SPD alters Na+,K+-ATPase activity, and 

determine whether NMDA receptor/NOS/cGMP/PKG pathway is involved in such an 

effect. 

 

 

2. Material and methods 

 

2.1. Animals 

 

 Male Wistar rats (250-300 g), housed in plastic cages (five per cage) and 

maintained on a 12 h light/dark cycle (lights on at 07:00 AM), in a temperature and 

humidity controlled environment were used. Food and water were available ad libitum 

(Guabi, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil). All animal experimentation reported 

in this study was conducted in accordance with Brazilian law No. 11.794/2008, which 

is in agreement with the Policies on the Use of Animals and Humans in Neuroscience 

Research, revised and approved by the Society for Neuroscience Research in 

January 1995 and with the Institutional and National regulations for animal research 

(process 068/2011). All efforts were made to reduce the number of animals used, as 

well as minimize their suffering. 
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2.2. Reagents 

  

 MK-801 (dizocilpine), N-[3-aminopropyl]-1.4-butanediamine trihydrochloride 

(spermidine); Nω-nitro-l-arginine methyl ester (L-NAME); 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-

alpha] quinoxalin-1-one (ODQ); 2,3,9,10,11,12-hexahydro-10R-methoxy-2,9-

dimethyl-1-oxo-9S,12R-epoxy-1H-diindolo[1,2,3-fg:3’,2’,1’-kl]pyrrolo[3,4-i][1,6] benzo-

diazocine-10-carboxylic acid methyl ester (KT5823) were obtained from Sigma (St 

Louis, MO, USA). The 1,4-diguanidinobutane sulfate (arcaine) was obtained from 

Pfaltz & Bauer (Waterbury, CT, USA). KT5823 and arcaine were dissolved in 100 % 

dimethyl sulfoxide and then diluted with artificial cerebrospinal fluid (aCSF), in such a 

way that dimethyl sulfoxide concentration did not exceed 0.05 % in the incubated 

solution.  

 

2.3. Preparation of slices 

 

Animals were killed by decapitation and the hippocampus was immediately 

dissected and used for the preparation of slices (400 µm thick) with a McIlwain tissue 

chopper. Slices were suspended in a pre-gassed (carbogen) aCSF containing (in 

mM): 1.25 NaH2PO4; 22 NaH2CO3; 1.8 MgCl2; 129.0 NaCl; 1.8 CaCl2; 3.5 KCl; 10 D-

glucose, and pH was adjusted to 7.4 with carbogen. The viability of hippocampal 

slices was assessed after preparation by measuring lactate dehydrogenase activity 

with a standard commercial kit (Labtest, Porto Alegre, RS, Brasil). Hippocampal 

slices were viable for 60 min after preparation, and all experiments were performed in 

30 or 60 min. 

 The effect of SPD (0.05-10 μM) and drugs on hippocampal Na+,K+-ATPase 

activity was investigated by incubating 8–10 slices for 30 or 60 min at 37ºC. After the 

incubation period, the medium was discarded and the slices were rinsed and gently 

homogenized in ice-cold 10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, for determination of Na+,K+-

ATPase activity. Drug concentrations used in this study were determined based on 

pilot experiments. 

In those experiments designed to study the effect of SPD on Na+,K+-ATPase 

activity in homogenates, 8-10 hippocampal slices were homogenized and incubated 

with pre-gassed (carbogen) aCSF containing SPD (0.5-1 μM) for 30 minutes. Then 

the homogenate was diluted in ice-cold 10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, for 
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determination of Na+,K+-ATPase activity. To investigate whether an intracellular 

component can block the inhibitory effect of SPD on the activity of Na+,K+-ATPase, 8-

10 slices were incubated with tissue homogenate with pre-gassed (carbogen) aCFS 

containing SPD (0.5-1 μM) for 30 minutes. Then the homogenate was discarded and 

the slices were washed and homogenized in ice-cold 10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, 

for determination of Na+,K+-ATPase activity. 

  

2.4. Na+,K+-ATPase activity measurement 

 

Na+,K+-ATPase activity was measured as previously described (Wyse, Streck 

et al., 2000) with minor modifications. Briefly, the assay medium consisted of (in mM) 

30 Tris-HCl buffer (pH 7.4), 0.1 EDTA, 50 NaCl, 5 KCl, 6 MgCl2 and 50 μg of protein 

in the presence or absence of ouabain (1 mM), in a final volume of 350 μL. The 

reaction was started by the addition of adenosine triphosphate to a final 

concentration of 3 mM. After 30 min at 37ºC, the reaction was stopped by the 

addition of 70 μL of 50 % (w/v) trichloroacetic acid. Saturating substrate 

concentrations were used, and reaction was linear with protein and time. Appropriate 

controls were included in the assays for non-enzymatic hydrolysis of ATP. The 

amount of inorganic phosphate (Pi) released was quantified colorimetrically, as 

previously described (Fiske e Subbarow, 1925), using NaH2PO4 as reference 

standard. Specific Na+,K+-ATPase activity was calculated by subtracting the ouabain-

insensitive activity from the overall activity (in the absence of ouabain) and expressed 

in nmol of Pi/min/mg of protein. 

 

2.5. Assay of NOx (NO2 plus NO3) as a marker of NO synthesis 

 

For NOx determination, an aliquot (200 µL) was homogenized in 200 mM 

Zn2SO4 and acetonitrile (96%, HPLC grade). After, the homogenate was centrifuged 

at 16,000 x g for 20 min at 4 ºC and supernatant was separated for analysis of the 

NOx content as previously described (Miranda, Espey et al., 2001). The resulting 

pellet was suspended in NaOH (6 M) for protein determination.  
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2.6. Protein determination 

 

Protein content was determined colorimetrically (Bradford, 1976)  using bovine 

serum albumin (1 mg/mL) as standard.  

 

2.7. Statistical analyses 

 

Data were analyzed by a one- or two-way ANOVA. Post hoc analyses were 

carried out by the Student–Newman–Keuls (SNK) test. A probability of P < 0.05 was 

considered significant. All data are expressed as mean ± SEM.   

 

 

3. Results 

 

3.1. SPD decreases the Na+,K+-ATPase activity in hippocampal slices 

  

Figure 1 shows the effect of a 30 min- (Fig. 1A) or a 60 min-incubation  (Fig. 

1B) with SPD (0.05-10 μM) and (0.5-1 μM) respectively, on the activity of Na+,K+-

ATPase in slices of hippocampus. Statistical analysis (one-way ANOVA followed by 

SNK Test) revealed that 30 min- and 60 min-incubation with SPD, at the 

concentrations of 0.5 and 1 μM decreased Na+,K+-ATPase activity when compared 

with respective controls [F (6,42)=13.290, P < 0.001, Fig. 1A] and F [(2,12)=25.990, 

P < 0.001, Fig. 1B]. Figure 1C shows the results of the experiment designed to 

investigate whether SPD (0.5 and 1 μM) altered Na+,K+-ATPase activity by directly 

interacting with the enzyme in hippocampal homogenates. In this experimental 

condition SPD did not decrease Na+,K+-ATPase activity [F (2,12)=0.074, P > 0.05, 

Fig. 1C] suggesting that SPD-induced decrease of Na+,K+-ATPase activity is not a 

direct effect on the enzyme and requires intact cells. Figure 1D shows the results of 

the experiment designed to investigate whether an intracellular component can block 

the inhibitory effect of SPD (0.5 and 1 μM) on the activity of Na+,K+-ATPase. In this 

experimental condition SPD decrease Na+,K+-ATPase activity [F (2,12)=9.236, P < 

0.01, Fig. 1D], suggesting that the exposure of SPD to intracellular content by 
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incubating the slices plus homogenate does not prevent the inhibitory effect of SPD 

(0.5 and 1 μM) on the Na+,K+-ATPase activity in slices.  

 

3.2. MK-801 and arcaine prevent the inhibitory effect of SPD 

 

Figure 2 shows the effect of incubation of SPD (0.5 M) and MK-801 (100 M) 

on Na+,K+-ATPase activity of rat hippocampal slices (Fig. 2A). Statistical analysis 

(two-way ANOVA) showed a significant vehicle or spermidine versus vehicle or MK-

801 interaction [F (1,20)=11.410, P < 0.05, Fig. 2A], suggesting that  co-incubation 

with  a non-competitive antagonist of the NMDA receptor prevents SPD-induced 

decrease of Na+,K+-ATPase activity. Figure 2 shows the effect of co-incubation of 

SPD (0.5 M) and arcaine (0.5 M) on Na+,K+-ATPase activity of rat hippocampal 

slices (Fig. 2B). Statistical analysis (two-way ANOVA) showed a significant vehicle or 

spermidine versus vehicle or arcaine interaction [F (1,24)=4.540, P < 0.05, Fig. 2B], 

suggesting that  co-incubation with  an antagonist of the polyamine-binding site at the 

NMDA receptor prevents SPD-induced decrease of Na+,K+-ATPase activity.  

 

3.3. L-NAME prevents the inhibitory effect of SPD 

 

Figure 3 shows the effect of the co-incubation of SPD (0.5 M) and of L-NAME 

(100 μM), NOS inhibitor, on Na+,K+-ATPase activity in hippocampal slices.  Statistical 

analysis (two-way ANOVA) showed a significant vehicle or spermidine versus vehicle 

or L-NAME interaction [F (1,20)=7.976, P < 0.05, Fig. 3], suggesting that  co-

incubation of L-NAME prevents the decrease of Na+,K+-ATPase activity induced by 

spermidine.  

 

3.4. ODQ prevents the inhibitory effect of SPD 

 

Figure 4 shows the effect of the co-incubation of SPD (0.5 M) and ODQ (10 

μM), a GC inhibitor, on Na+,K+-ATPase activity in hippocampal slices. Statistical 

analysis (two-way ANOVA) showed a significant vehicle or spermidine versus vehicle 

or ODQ interaction [F (1,28)=7.397, P < 0.05, Fig. 4], suggesting that the incubation 

with ODQ prevents the decrease of Na+,K+-ATPase activity induced by spermidine. 
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3.5. KT5823, PKG inhibitor, prevents the inhibitory effect of SPD 

 

Figure 5 shows the effect of the co-incubation of SPD (0.5 M) and  KT-5823 

(2 μM), a cGMP-dependent protein kinase selective inhibitor, on Na+,K+-ATPase 

activity of hippocampal slices.  Statistical analysis (two-way ANOVA) showed also a 

significant vehicle or spermidine versus vehicle or KT-5823 interaction [F 

(1,24)=9.385, P < 0.05, Fig. 5], suggesting that the incubation with KT-5823 also 

prevents the decrease of Na+,K+-ATPase activity induced by spermidine. 

 

3.6. SPD increases the NOx content in slices of hippocampus 

 

Figure 6 shows the effect of a 30 min incubation with SPD (0.5 and 1.0 μM) on 

the NOx content in slices of hippocampus. Statistical analysis (one-way ANOVA 

followed by SNK Test) revealed that 30 min-incubation with SPD, at the 

concentrations of 0.5 and 1 μM increased NOx content when compared with 

respective control [F (2,20)=17.16, P < 0.001, Fig. 6]  

 

3.7. MK-801 and arcaine prevents the increasing the NOx content induced by SPD 

 

Figure 7A shows the effect of incubation of SPD (0.5 M) and MK-801 (100 

M) on NOx content in slices of hippocampus. Statistical analysis (two-way ANOVA) 

showed a significant vehicle or spermidine versus vehicle or MK-801 interaction [F 

(1,22)=6.720, P < 0.05, Fig. 7A], suggesting that co-incubation with  a non-

competitive antagonist of the NMDA receptor prevents SPD-induced increase of NOx 

levels. Figure 7B shows the effect of co-incubation of SPD (0.5 M) and arcaine (0.5 

M) on NOx content of rat hippocampal slices. Statistical analysis (two-way ANOVA) 

showed a significant vehicle or spermidine versus vehicle or arcaine interaction [F 

(1,22)=4.840, P < 0.05, Fig. 7B], suggesting that  co-incubation with an antagonist of 

the polyamine-binding site at the NMDA receptor prevents SPD-induced increase of 

NOx levels. 
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4. Discussion 

 

In this study we showed that spermidine decreases Na+,K+-ATPase activity in 

hippocampal slices of rats. We also showed that MK-801, arcaine, L-NAME, ODQ 

and KT5823 prevented the inhibitory effect of SPD on Na+,K+-ATPase activity. 

Interestingly, SPD did not alter Na+,K+-ATPase activity in hippocampal homogenates 

but decreases Na+,K+-ATPase activity when incubated with slices plus homogenate. 

In addition, SPD increases the NOx levels in hippocampal slices and this effect was 

prevented by MK-801 and arcaine.  

It has been shown that the polycationic nature of polyamines confers them the 

property of modifying the activity of many enzymes, among them, the Na+,K+-ATPase 

(Tashima e Hasegawa, 1975; Heinrich-Hirsch, Ahlers et al., 1977; Tashima, 

Hasegawa et al., 1977; Quarfoth, Ahmed et al., 1978; Tashima, Hasegawa et al., 

1981; Charlton e Baylis, 1990). It has been previously argued that polyamine positive 

charges may interact with the cationic-binding domains of the Na+,K+-ATPase, 

classically described to be rich in acidic amino acid residues in mammals (Johnson, 

Kuntzweiler et al., 1995; Kuntzweiler, Wallick et al., 1995). Accordingly, the effect of 

polyamines increases with the number of positive charges in the molecule (Heinrich-

Hirsch, Ahlers et al., 1977; Quarfoth, Ahmed et al., 1978). It has been described that 

polyamines decrease the apparent affinity of the Na+,K+-ATPase for Na+ in the 

cytoplasmic site, blocking the formation of phosphoenzyme state formation (E-P), 

which is Na+-dependent. The polyamines also stabilize the Na+,K+-ATPase 

phosphorylated intermediate, limiting the rate and the  reaction cycle of this ATPase 

(Quarfoth, Ahmed et al., 1978; Silva, Masui et al., 2008).  

Experimental evidence supports that both SPD and spermine (SPM), in the 

mM range, inhibit Na+,K+-ATPase activity in rat brain microsomal membranes by 

competing with the monovalent activating cations involved in the ATPase reaction 

(Quarfoth, Ahmed et al., 1978). Other studies performed with chick (Gallus 

domesticus) brain demonstrated that 40 μM SPM inhibited nearly 50% of the Na+,K+-

ATPase activity, while 100 μM SPD caused an inhibition of 20% (Heinrich-Hirsch, 

Ahlers et al., 1977). The same study has shown that putrescine is devoid of effect. 

Heinrich-Hirsch and colleagues (1977) have suggested that this effect of polyamines 

is due to  a competitive inhibition with cations, since increasing Na+, Mg2+ and ATP 

concentrations reverses the inhibition. 
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The currently described inhibitory effect of SPD on Na+,K+-ATPase activity 

was observed only in hipocampal slices, suggesting that SPD requires an intact 

cellular system. Alternatively, one might argue that an intracellular component could 

block the inhibitory effect of SPD on Na+,K+-ATPase activity. We have investigated 

this possibility by incubating slices with tissue homogenates and SPD. Due to the 

polycationic nature of polyamine, negatively charged biomolecules present in the 

intracellular content could act as possible chelators of polyamines. Co-incubation of 

the SPD with slices plus homogenized hippocampal slices does not prevent the 

inhibitory effect of SPD on the Na+,K+-ATPase activity in slices, showing that 

intracellular components do not block the inhibitory effect of SPD. 

 Since SPD positively modulates NMDA receptor conductance, we 

investigated whether the inhibitory effect of SPD on the Na+,K+-ATPase activity 

involved NMDA receptor-mediated mechanisms. MK-801, a non-competitive 

antagonist of the NMDA receptor, and arcaine, an antagonist of the polyamine 

binding site at the NMDA receptor, prevented the inhibitory effect of SPD on Na+,K+-

ATPase activity induced by SPD. This result suggests the involvement of NMDA 

receptor in this effect. 

Previous studies have shown that NMDA decreases Na+,K+-ATPase activity in 

rats and mice cerebellum granule cells, and that this effect is attenuated by AP5 and 

MK-801, both antagonists of the NMDA receptor (Bulygina, Lyapina et al., 2002; 

Boldyrev, Bulygina et al., 2003; Boldyrev, Bulygina et al., 2004). These data 

corroborate the results presented in this study, in which the NMDA receptor 

activation decreased Na+,K+-ATPase activity. Curiously, a significant increase of free 

calcium concentration ([Ca2+]i) coupled to a decrease of Na+,K+-ATPase activity was 

found in synaptosomes from rat cerebral cortex and hippocampus after their 

exposure to glutamate (Tiurina, Sokolova et al., 1998; Avrova, Shestak et al., 1999). 

The presence of L-NAME in the incubation medium prevented the increase of [Ca2+]i 

induced by glutamate and the inactivation of Na+,K+-ATPase (Avrova, Shestak et al., 

1999). These studies suggest the involvement of NMDA receptors and nitric oxide 

synthase in glutamate-induced decrease of Na+,K+-ATPase activity. 

It is known that NMDA receptor activation increases NO synthesis by 

increasing NOS activity (Sattler, Xiong et al., 1999; Prast e Philippu, 2001). NO is a 

retrograde messenger which diffuses through the cellular membranes and most of 

NO-mediated physiological processes are thought to occur through the activation of 

http://en.wikipedia.org/wiki/NMDA_receptor_antagonist
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guanylate cyclase and PKG (East e Garthwaite, 1991). We found that L-NAME, a 

nitric oxide synthase inhibitor, prevented the inhibitory effect of SPD on the Na+,K+-

ATPase, indicating the involvement of NOS in this effect. These results are also in 

agreement with those studies that have shown that L-NAME prevents the decrease 

in Na+,K+-ATPase activity induced by arginine  (Wyse, Bavaresco et al., 2001; 

Delwing, Delwing et al., 2008), and suggest that nitric oxide decreases  Na+,K+-

ATPase activity.  

Furthermore, we show that SPD increased levels of nitrate and nitrite (NOx) 

when incubated with slices of hippocampus. Co-incubation of SPD with MK-801 and 

arcaine showed that both prevent the increase of the content of NOx in slices. These 

results show that SPD increases the content of NOx and this effect occurs through 

the activation of NMDA receptor. In line with this view ODQ, a guanylate cyclase 

inhibitor, and KT5823, a PKG inhibitor, prevented the inhibitory effect provided by 

SPD, further supporting the role of cGMP/PKG pathway in the currently described 

decrease of Na+,K+-ATPase activity by SPD.  

Fotis and colleagues (1999) have shown that PKG phosphorylates Na+,K+-

ATPase, and by this means decreases activity in mammalian kidney cells and 

Xenopus oocytes. Although there is evidence that PKG directly phosporylates the 

alpha subunit of the enzyme in oocytes, the target aminoacid residues are curretly 

unknown. Moreover, it is not known whether brain Na+,K+-ATPase is phosphorylated 

by PKG. Therefore, it is also possible that indirect mechanisms, unrelated to direct 

PKG-mediated phosphorylation of the pump modulated Na+,K+-ATPase. In fact, there 

is evidence supporting that nNOS-derived NO activates extracellular signal-regulated 

kinase (ERK) (Gallo e Iadecola, 2011). Since ERK pathway can modulate Na+,K+-

ATPase activity depending on the tissue and animal used (Krasnikova, 1991; Al-

Khalili, Kotova et al., 2004; Zhong, Kotova et al., 2004; Khundmiri, Ameen et al., 

2008), one might speculate its involvement in the currently reported effect of SPD. In 

addition, signaling pathway cGMP/PKG might activate protein phosphatase-1 which 

has been described to increase the activity of Na+,K+-ATPase in rat cerebellar slices, 

probably because sodium pump dephosphorylation accelerates enzyme catalytic 

cycle (Kawamoto, Munhoz et al., 2008). Therefore, further studies are necessary to 

clarify this point. 

While the exact mechanisms by which SPD decreases Na+,K+-ATPase activity 

are not determined, the current study presents convincing evidence supporting a role 
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for NMDA receptor/NOS/cGMP/PKG pathway in this effect. The currently reported 

modulation of Na+,K+-ATPase activity suggests this enzyme as a NMDA receptor 

target that may underlie some effects of glutamate. In this study (see Fig. 8), 

spermidine inhibits activity of Na+, K+-ATPase in slices of rat hippocampus via NMDA 

receptor and MK-801, arcaine, L-NAME, ODQ and KT5823 prevents this effect, 

suggesting that NMDA receptor/NO/cGMP/PKG mechanisms are involved in the 

effect of SPD on Na+, K+-ATPase activity. 
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Figure and legends 
 

Figure 1 

 

Fig. 1. 

Effect of a 30 min (A) or a 60 min-incubation (B) with spermidine (0.05-10 M) and 

(0.5-1 μM) respectively, on Na+,K+-ATPase activity of rat hippocampal slices. It is 

also shown the effect of a 30 min-incubation with spermidine (0.5 and 1 M) on 

Na+,K+-ATPase activity of rat hippocampal homogenates (C) and rat hippocampal 

slices plus homogenates (D). Data are mean ± SEM for n = 7 (A), n = 5 (B), n = 5 (C) 

and n = 5 (D) in each group. *Indicates a significant difference compared with control 

group. 
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Figure 2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. 

Effect of co-incubation of spermidine (0.5 M) and MK-801 (100 M) (A) or 

spermidine (0.5 M) and arcaine (0.5 M) (B) on Na+K+-ATPase activity of rat 

hippocampal slices. Data are mean ± SEM for n = 6 (A) and  n = 7 (B) in each group.  

*Indicates a significant difference compared with control group. 
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Figure 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. 

Effect of co-incubation of spermidine (0.5 M) and L-NAME (100 M) on Na+,K+-

ATPase activity of rat hippocampal slices. Data are mean ± SEM for n = 6 in each 

group. *Indicates a significant difference compared with control group.  
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Figure 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. 

Effect of co-incubation of spermidine (0.5 M) and 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-alpha] 

quinoxalin-1-one (ODQ, 10 M) on Na+,K+-ATPase activity of rat hippocampal slices. 

Data are mean ± SEM for n = 8 in each group. *Indicates a significant difference 

compared with control group.  
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Figure 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. 

Effect of co-incubation of spermidine (0.5 M) and KT-5823 (2 M) on Na+K+-ATPase 

activity of rat hippocampal slices. Data are mean ± SEM for n = 7 in each group. 

*Indicates a significant difference compared with control group.  
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Figure 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. 

Effect of a 30 min incubation with spermidine (0.5 -1 M) on NOx content of rat 

hippocampal slices. Data are mean ± SEM for n = 10 in each group. *Indicates a 

significant difference compared with control group.  
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Figure 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. 

Effect of co-incubation of spermidine (0.5 M) and MK-801 (100 M) (A) or 

spermidine (0.5 M) and arcaine (0.5 M) (B) on NOx content of rat hippocampal 

slices. Data are mean ± SEM for n = 7 in each group.  *Indicates a significant 

difference compared with control group. 
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Figure 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  8. 

NMDA receptor/NOS/cGMP/PKG pathway decreases Na+,K+-ATPase activity. 

Spermidine, by activating NMDA receptor increases NOS activity and NO synthesis. 

MK-801 (100 M), arcaine (0.5 M), L-NAME (100 μM), ODQ (10 μM), KT5823 (2 

μM) prevented the inhibitory effect of SPD on Na+,K+-ATPase activity. The exact 

mechanisms by which PKG decreases Na+,K+-ATPase activity are not determined. 
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5. CONCLUSÕES 
 

 Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir 

que: 

 

1) A SPD diminuiu a atividade da Na+,K+-ATPase somente em fatias de 

hipocampo, evidenciando a necessidade de um sistema celular intacto para 

seu efeito. 

 

2) O receptor NMDA está envolvido na inibição da atividade da Na+,K+-ATPase 

induzida por SPD uma vez que MK-801 e arcaína previniram este efeito. 

 

3) A síntese de NO e a NOS estão envolvidas no efeito inibitório da  Na+,K+-

ATPase induzida pela SPD uma vez que SPD aumentou o NOx nas fatias de 

hipocampo e MK801 e arcaína previniram este efeito. Além disso, L-NAME 

previniu o efeito inibitório induzido pela SPD sobre a Na+,K+-ATPase. 

 

4) A via de sinalização GMPc/PKG está envolvida na inibição da atividade da 

Na+,K+-ATPase induzida por SPD uma vez que ODQ e KT5823 previniram a 

diminuição da atividade da Na+,K+-ATPase.  

 

5) A espermidina, através do receptor NMDA e da via de sinalização 

NOS/GMPc/PKG, possui um papel modulatório sobre a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase no hipocampo de ratos. 
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