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RESUMO 

ORELLANA AMM. Administração Intrahipocampal de Ouabaína ativa o NF-κB e a sinalização 
da proteína WNT em ratos. [dissertação (Mestrado em Farmacologia)] São Paulo: Instituto 
de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, 2012. 
 

A enzima Na+, K+-ATPase (Sódio Potássio Adenosina Trisfosfatase), é uma proteína de 

membrana altamente conservada em eucariotos, que através da hidrólise de uma molécula 

de ATP é capaz de gerar um gradiente eletroquímico, fundamental para manter o balanço 

osmótico das células, o potencial de repouso das membranas e a propriedade excitatória 

das células musculares e nervosas. Além de seu papel regulatório na homeostasia iônica, 

desempenha um papel na transdução de sinal e na ativação de transcrição gênica, 

modulando na presença de ouabaína o crescimento celular, migração e morte celular 

programada. A Ouabaína (OUA) é um esteróide cardiotônico, produzido no córtex da 

adrenal e no hipotálamo. Em linhas gerais, a sinalização da Na+, K+-ATPase promovida pela 

OUA parece ativar vias associadas à modulação de fatores de transcrição como a via da 

Src, MAPK, Ca2+ e NF-κB. Evidências indicam que o NF-κB exerça algum tipo de modulação 

na via canônica do WNT, no entanto os mecanismos moleculares ainda são desconhecidos. 

As vias de sinalização celular associadas à proteína WNT desempenham funções 

importantes durante a embriogênese e na homeostase de tecidos adultos, por estar 

relacionada ao processo de neurogênese. Assim, o objetivo do presente projeto é verificar 

se a administração intrahipocampal de ouabaína é capaz de modular a atividade das vias 

canônicas do NF-κB e da WNT. Estas vias foram estudadas em um decurso temporal 

imediato (1 -2 horas) e tardio (10, 24 e 48 horas) utilizando técnicas como Western 

Blotting, RT-PCR e Ensaio de Retardamento da Mobilidade Eletroforética para NF-κB 

(EMSA). Os resultados encontrados mostram que a OUA (10 nM) foi capaz de ativar a via de 

sinalização NF-κB, após 1 hora, 10, 24 e 48 horas, seguindo um comportamento oscilatório. 

A OUA também foi capaz de ativar a via canônica do WNT, sendo que 10 horas após a sua 

administração ocorreu aumento da fosforilação da proteína GSK-3β, enquanto que em 24 

horas, observamos aumento da translocação nuclear da β-CATENINA. Além disso, pode-se 

verificar aumento de BDNF ao longo de todo o decurso temporal.  Em resumo, 10 nM de 

OUA é capaz de ativar primeiramente a via do NF-κB e tardiamente a via canônica do WNT.   
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ABSTRACT 

 

ORELLANA AMM. Intrahippocampal injection of Ouabain activates NF-κB and WNT signaling 
pathways in rats. [Master thesis (Pharmacology)]. São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São Paulo, 2012. 
 

The enzyme Na+,K+-ATPase (Sodium Potassium Adenosine Trisfosfatase) is an integral 

membrane protein, highly conserved in eukaryotes, which through hydrolysis of one ATP 

molecule establishes the electrochemical gradient across the plasma membrane, which is 

essential to maintain the osmotic balance of cells, the resting membrane potential and the 

excitatory property of nerve and muscle cells. Besides its role in ion homeostasis, several 

recent studies suggest that this pump may also act as a signal transducer and transcription 

activator involved in cell growth, differentiation and programmed cell death. Ouabain 

(OUA), the ligand of Na+,K+-ATPase, is a steroid derivative that is produced by the adrenal 

cortex and hypothalamus. After OUA binding, the Na+,K+-ATPase signaling seems to 

activate pathways such as Src, MAPK, NF-κB and Ca2+. Some evidence indicate a possible 

crosstalk between the NF-κB signaling pathway and the canonical WNT pathway, however 

the molecular mechanisms are still unknown. The canonical WNT play important roles 

during embryogenesis and in adult tissue homeostasis, as it is related to neurogenesis 

process. The aim of this project is to verify if the intrahipocampal administration of OUA is 

able to modulate the activity of the canonical pathways of NF-κB and WNT. Both pathways 

were studied after 1 and 2 hours, and after 10, 24 and 48 hours by Western blot, RT-PCR 

and Electrophoretic mobility shift assays, that were used to determine changes in both 

canonical pathways. The results show that the OUA (10 nM) was able to activate the NF-κB 

signaling pathway after 1, 10, 24 and 48 hours following an oscillatory profile. The OUA 

was also able to activate the canonical WNT pathway, since after 10 hours there was an 

increased phosphorylation of GSK-3β protein, whereas in 24 hours, we observed increased 

nuclear translocation of β-CATENIN. Moreover, we found increased levels of BDNF 

throughout the time course. In summary, OUA 10 nM is able to first activate the NF-κB 

signaling pathway and later the canonical WNT pathway. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Na+, K+-ATPase 

  

 A enzima Na+,K+-ATPase (Sódio Potássio Adenosina Trisfosfatase) é uma proteína de 

membrana altamente conservada em eucariotos (Gloor, 1997) que estabelece e mantém 

altas concentrações intracelulares de K+ e baixas de Na+. Através da hidrólise de uma 

molécula de adenosina trifosfato (ATP), a enzima eletrogênica obtém a energia necessária 

para transportar 3 íons Na+ para o meio extracelular e 2 íons K+ para o meio intracelular. O 

gradiente eletroquímico gerado é fundamental para manter o equilíbrio osmótico das 

células, o potencial de repouso das membranas e a propriedade excitatória das células 

musculares e nervosas (Gloor, 1997; Blanco e Mercer, 1998) , além de ser responsável pela 

geração de energia que mantém ativo os transportadores secundários acoplados ao Na+, 

tais como a translocação de íons (H+, Ca2+, Cl-, PO3
4
-e SO2-

4), substratos (glicose e 

aminoácidos) e neurotransmissores por meio da membrana plasmática (Glynn, 1993; Blanco 

e Mercer 1998).   

 

1.2 As subunidades  

  

 Em 1978, o grupo de Marks e Seeds, realizava estudos sobre a sensibilidade da 

Na+,K+-ATPase à presença de inibidores (esteróides cardiotônicos, como por exemplo a 

Ouabaína), quando observou a existência de curvas de inibição heterogêneas. Baseado nos 

resultado deste trabalho, eles sugeriram a provável existência de isoenzimas na 

composição da bomba, dados confirmados em trabalhos posteriores (Marks e Seeds, 1978; 

Peterson et al., 1978; Sweadner, 1979). O termo isoenzima foi usado pela primeira vez em 

1959 por Markert e Moller, para designar proteínas diferentes que catalisavam as mesmas 

reações bioquímicas (Market e Moller, 1959). Com o advento da biologia molecular, 

diferentes isoformas foram identificadas na constituição das isoenzimas da Na+,K+-ATPase.   

 A Na+, K+-ATPase é uma proteína heterodimérica e integral de membrana composta 

por três subunidades: uma subunidade α, uma subunidade β altamente glicosilada e uma 

subunidade γ (Sweadner, 1979; Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Malik et al., 1996; Kaplan, 

2002). A subunidade α é responsável pelas propriedades catalíticas e de transporte da 

enzima, pois contém sítios de ligação para os íons, para os glicosídeos cardiotônico (como 

a Ouabaína) e para o ATP (Mercer, 1993; Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Pressley, 1996).  São 

conhecidas quatro isoformas da subunidade α: α1, α2, α3 e α4 (Shamraj e Lingrel, 1994) e 

quatro da subunidade β: β1, β2, β3 e βm (Blanco e Mercer, 1998; Geering, 2010). A 



 

 

 

subunidade β modula a afinidade da enzima pelos íons, favorecendo sua inserção na 

membrana, enquanto que a subunidade γ parece modular a afinidade aparente pelos íons e 

pelo ATP (Chow e Forte, 1995; Blanco e Mercer, 1998; Geering, 2008). De forma geral, a 

Na+,K+-ATPase possui um perfil tecido específico de expressão. Por exemplo, a subunidade 

α1 é expressa em todos os tecidos, incluindo neurônios e células da glia, porém no sistema 

nervoso central (SNC), os neurônios são os sítios de maior abundância da subunidade α3 

enquanto que as células da glia expressam preferencialmente a α2. A combinação α1β1 é 

encontrada em quase todos os tecidos do corpo, sendo a principal isoenzima do rim. A 

maioria dos neurônios expressa as subunidades α3 e β1, as células da glia expressam 

predominantemente α2 e β2 (em astrócitos) e β3 (em oligodendrócitos) (Blanco e Mercer, 

1998; Benarroch, 2011). A isoforma α1 é relativamente resistente à Ouabaína (OUA) e às 

espécies reativas de oxigênio (EROs), enquanto que as isoformas α2 e α3 são sensíveis à 

OUA e as EROs, em ratos (Karpova et al., 2010). O perfil de expressão das isoformas pode 

variar mediante desenvolvimento, alterações hormonais e durante processos patológicos 

(Blanco e Mercer, 1998).    

 

1.3 A enzima Na+, K+-ATPase e a Ouabaína  

  

 Alguns estudos sugerem que a enzima Na+, K+-ATPase, além de seu papel regulatório 

na homeostasia iônica, desempenha um papel na transdução de sinal e na ativação da 

transcrição gênica (Peng et al. 1996; Kometiani et al., 1998; Tian et al., 2001; Xie e Askari, 

2002), modulando na presença de OUA, o crescimento e migração celular e a morte celular 

programada (Abramowitz et al., 2003; Liu et al., 2004; Barwe et al., 2005).    

 A OUA é um glicosídeo cardiotônico, extraída da árvore africana Ouabaio e da 

planta Strophanthus gratus. Após uma série de estudos mostrarem que a adição exógena 

de esteróides cardiotônicos às células animais resultava em numerosas respostas 

fisiológicas e bioquímicas (Aizman et al., 2001; Schoner, 2002; Nesher et al., 2007; Larre e 

Cereijido, 2010), a OUA foi considerada um hormônio endógeno de mamíferos, produzido 

no córtex da adrenal e no hipotálamo (Schneider et al., 1998; Kawamura et al., 1999; 

Komiyama et al., 2001; Schoner, 2002). Níveis elevados de OUA circulantes, ainda na faixa 

de concentração nanomolar (nM), estão associados a alguns processos patológicos como 

falência renal crônica, hiperaldosteronismo, falência cardíaca congestiva e pré-eclâmpsia 

(Blaustein 1993, Hamlyn et al., 1998, Bagrov e Shapiro, 2008), e também associados às 

condições de crescimento e desenvolvimento, à gestação e à vida neonatal (doses que 

variam em relação ao período e ao organismo, mas sempre na faixa de picomolar a 



 

 

 

nanomolar) (Bagrov e Shapiro, 2008; Schoner, 2002; Schoner e Scheiner-Bobis, 2007).  

Especialmente no período de desenvolvimento fetal, a ligação da OUA a Na+,K+-ATPase 

parece desempenhar efeito protetor frente a situações deletérias como falta de nutrientes 

(Li et al., 2010), promovendo no feto o crescimento de dendritos no SNC (Desfrere et al., 

2009). Nesse contexto, estudos sugerem que a OUA em concentrações compatíveis com 

suas ações fisiológicas (entre 0,2 e 1,0 nM)  desempenha uma ação importante na atividade 

de fatores de crescimento (Graves et al., 1984; Blaustein, 1994; Hilton et al., 1996; Dvela 

et al., 2011).   

 De fato, podemos destacar que a OUA é capaz de regular a viabilidade celular, 

quando em concentrações da mesma ordem de magnitude de seus níveis circulantes 

(Bagrov et al., 2009; Dvela et al., 2011), o que sugere uma relevância fisiológica para o 

efeito exercido pelos esteróides cardiotônicos na viabilidade celular. Dvela et al. (2011), 

sugerem que a OUA endógena pode afetar a estimulação de crescimento mediada por 

outros fatores de crescimento. Entretanto, apesar das evidências mostrarem uma ampla 

intercomunicação entre fatores de crescimento com a Na+,K+-ATPase e com os esteróides 

cardiotônicos (Daniel et al., 2010; Kotova et al., 2002), os mecanismos envolvidos nessas 

interações ainda são desconhecidos. 

  O fato de a ligação entre OUA e a Na+,K+-ATPase  ocorrer com alta afinidade, 

justificaria as baixas doses de OUA capazes de desencadear a ativação de diferentes vias 

de sinalização. Estudos mostram que uma das vias ativadas é a IP3/Ca2+ (Inositol-

trifosfato/Cálcio). Quando a OUA se liga a Na+,K+ -ATPase promove uma mudança 

conformacional que favorece a interação direta de uma região conservada no N-terminal 

da subunidade α com a região N-terminal do receptor de canal de Ca2+ IP3R, presente no 

retículo endoplasmático, resultando em abertura e fechamento ritmados do canal. Além 

dessa interação, a OUA é capaz de promover a oscilação de Ca2+ por via dos canais de Ca2+-

voltagem dependentes (Aizman e Aperia, 2003; Zhang et al., 2006; Aperia, 2007). Ainda, a 

enzima Na+,K+ -ATPase é capaz de ativar a via da Src quinase (Tian et al., 2006), por meio 

das interações proteína-proteína. Essa interação se deve principalmente ao fato de estar 

localizada em cavéolas (Yuan et al., 2005; Tian et al., 2006; Nguyen et al., 2007; Cai et 

al., 2008). As cavéolas consistem em um subconjunto dos lipid rafts, definidas pela 

presença da proteína caveolina (Parton e Simons, 2007). O conceito de lipid raft foi 

introduzido em 1997, quando se postulou a interação entre esfingolipídios, colesterol e 

proteína, formando complexos para atuar no tráfego e na sinalização da membrana 

plasmática (Simon e Gerl, 2010). Assim ocorre a consequente transativação do receptor de 

fator de crescimento epidermal (EGFR), que leva a estimulação da via da MAPK (proteína 



 

 

 

quinase ativada por mitógeno) (Gerondakis, 1999). A via da MAPK, por sua vez pode ativar 

vários fatores de transcrição, tais como CREB (elemento de resposta ligado ao AMP cíclico) 

e o fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB), os quais estão associados a inúmeros 

fatores neurotróficos e citocinas (Xie e Askari, 2002; Aizman e Aperia, 2003). 

 

1.4 NF-κκκκB    

  

 Descoberto em 1986, o NF-κB quando ativo, possui a capacidade de ligar-se a uma 

sequência de 10 pares de bases na região promotora do gene que codifica a cadeia leve κ 

das moléculas de anticorpo das células B (Sen e Baltimore, 1986). Este fator é um dímero, 

geralmente constituído pelas subunidades RelA (também chamado p65) e p50 (Baeuerle e 

Baltimore, 1996; Siebenlist, 1997). Em mamíferos existem cinco membros da família do 

fator de transcrição NF-κB: RelA, RelB e c-Rel, e as proteínas precursoras NF-κB1 (p105) e 

NF-κB2 (p100) que são processadas a p50 e p52, respectivamente (Hayden e Gosh, 2004). 

As diferentes combinações de dímeros são responsáveis por ativar (por exemplo, pela ação 

do dímero p50/RelA) ou bloquear a expressão de genes distintos, como os homodímeros 

inibitórios p50/p50 e p52/p52 (Ghosh et al., 1998). Todos os elementos κB possuem um 

domínio homólogo Rel que é responsável pela ligação ao DNA e pela dimerização.  

 O fator de transcrição NF-κB é encontrado em uma variedade de tipos celulares, 

incluindo neurônios e microglia (Kaltschmidt et al., 1993). O NF-κB pode ser ativado por 

estímulos pró-inflamatórios, tais como lipopolissacarídeo (LPS), citocinas (por exemplo, 

fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1 beta (IL-1β)) e EROs (Glezer et al., 2003; 

Munhoz et al., 2006; Hoffmann e Baltimore, 2006; Mattson e Meffert, 2006). Na ausência 

de estímulo, os dímeros de NF-κB estão ligados às proteínas inibitórias IκB, que mantém o 

complexo NF-κB no citoplasma. Para que ocorra a ativação da via canônica do NF-κB, é 

necessário que o complexo de quinases IκB (IKK), formado por duas subunidades 

cataliticamente ativas IKKα, IKKβ, e pela subunidade regulatória NF-kB (essential modifier 

- NEMO) ou IKKγ, sejam ativados e promovam a fosforilação da proteína inibitória IκB que 

uma vez fosforilada, é ubiquitinada e degradada via proteassoma, liberando os dímeros de 

NF-κB, que consequentemente translocam para o núcleo (Perkins, 2007). A atividade 

transcricional nuclear do NF-κB é depois controlada por modificações pós-translacionais 

(Hayden e Gosh, 2004; Oeckinghaus et al., 2011) (Figura 2).  

 De forma geral, duas principais vias de ativação do NF-κB existem na célula. A via 

canônica é induzida pela maioria dos estímulos fisiológicos do NF-κB, como por exemplo, 



 

 

 

sinais emanados dos receptores de citocinas como o receptor do fator de necrose tumoral 

(TNFR), o receptor da interleucina-1 (IL-1R), os receptores de antígenos e receptores de 

reconhecimento de padrões moleculares associados à patógenos, incluindo o receptor do 

tipo Toll 4 (TLR4). A via canônica é caracterizada pela dependência dos elementos IKKβ e 

NEMO, levando principalmente à fosforilação do IκBα e à translocação nuclear de dímeros 

que em sua maioria contém a subunidade RelA. A via não canônica depende da fosforilação 

mediada pela IKKα, da subunidade p100 associada à RelB que leva ao processamento 

parcial da p100 gerando complexos p52/RelB. A via não canônica da sinalização do NF-κB é 

induzida por membros específicos da família de citocinas TNF, como o ligante de CD40, o 

fator ativador de célula B (BAFF) e linfotoxina β (Hayden e Gosh, 2004; Oeckinghaus et al., 

2011) (Figura 1).       

 O NF-κB, regula a expressão de genes que controlam a morte celular programada, a 

adesão celular, a proliferação, a inflamação e o remodelamento tecidual  (Gerondakis et 

al., 1999; Pahl, 1999; Hayden e Ghosh, 2004; Bonizzi e Karin, 2004; Pasparakis et al., 2006; 

Oeckinghaus et al., 2011). Dados da literatura mostram que a ativação da via do NF-κB 

pode modular a ativação da via canônica do WNT  (Gordon et al., 2005), em células 

embrionárias de drosófila e em linhagens celulares de rim, pâncreas e células tumorais de 

humanos. A relação funcional entre essas vias pode representar uma das chaves de 

controle de processos tumorais e neurodegenerativos (Kasperczyk et al., 2009). Dados da 

literatura indicam um papel dual do NF-κB no SNC em doenças neurodegenerativas, pois foi 

demonstrado que a ativação do NF-κB em neurônios promove sua sobrevivência, enquanto 

a ativação em células gliais e imunes medeiam processos patológicos inflamatórios  

(Camandola e Mattson, 2007).  

 A grande relevância do NF-κB decorre da quantidade de genes implicados em vários 

processos celulares que são regulados por esse fator de transcrição, tais como a Oxido 

Nítrico Sintase induzida (Nosi), Il-1β, Tnf, IκBα, além de genes relacionados à 

neuroproteção como o Fator Neurotrófico Derivado de Cérebro (Bdnf). Uma vez que a 

regulação da expressão destes genes tem consequências notáveis para o funcionamento 

cerebral, o NF-κB é também reconhecido como um importante modulador dos processos de 

desenvolvimento, de plasticidade, neurodegenerativos e inflamatórios (O'Neill e 

Kaltschmidt, 1997; Mattson e Camandola, 2001; Mattson e Meffert, 2006; Tang et al., 

2008). 

 Estudos recentes realizados em nosso laboratório mostraram que a após 1 hora da 

administração intrahipocampal de OUA em ratos ocorreu aumento na expressão de genes 

associados à sinalização inflamatória e possível neuroproteção através da modulação do 



 

 

 

NF-κB, em parte pela ação dos receptores glutamatérgicos tipo NMDA (N-metil-D-

Aspartato)(Kawamoto et al., 2012a). Além disso, estudos em cultura de células primárias 

de cerebelo de rato mostraram o envolvimento da via NMDA-Src-Ras-MAPK na ativação do 

NF-κB pela OUA (Sá Lima et al., em fase de publicação). Os resultados desses estudos 

confirmam a existência de um novo tipo de sinalização para a OUA no SNC (Kawamoto et 

al., 2012a). 

 

Figura 1 - Vias de sinalização canônica e não canônica do NF-κκκκB. Na ausência de estímulo, os dímeros do NF-
κB encontram-se ligados à proteína inibitória IκB, que retém o complexo inativo do NF-κB no 
citoplasma. Na presença de estimulo, a proteína IκB é degradada pela fosforilação mediada pelo 
complexo IκB quinase (IKK), constituído das subunidades cataliticamente ativas IKKα e IKKβ e pela 
subunidade regulatória NEMO. As proteínas IκB fosforiladas são alvo para a ubiquitinação e para a 
degradação via proteassoma, que libera os dímeros de NF-κB para translocar para o núcleo. A 
sinalização do NF-κB ocorre por duas vias distintas, a via canônica esquematizada a esquerda e a 
não canônica, esquematizada a direita.  

 

 
FONTE: Oeckinghaus et al. (2011). 
 

 

 

 

 



 

 

 

1.5 Via de sinalização WNT 

  

 As proteínas WNT constituem uma família de glicoproteínas secretadas que são 

importantes mediadores da comunicação celular, e que participam de diversos processos 

celulares, na embriogênese e na homeostase de tecidos adultos, inclusive do SNC 

(Inestrosa e Arenas, 2010) . A sinalização pela proteína WNT pode acontecer por meio de 

três vias conhecidas: a via canônica WNT/β-CATENINA e duas vias não canônicas, uma 

relacionada à polaridade celular e a outra relacionada à sinalização por Ca2+. No entanto, a 

mais estudada e conhecida é a via canônica WNT/β-CATENINA, altamente conservada entre 

espécies, que regula a estabilidade da β-CATENINA citoplasmática, permitindo sua 

translocação para o núcleo (Logan e Nusse, 2004).  

 No momento da estimulação por WNT, dois receptores de membrana distintos 

atuam para iniciar a sinalização: o receptor de sete alças transmembrana chamado 

Frizzled e o receptor de lipoproteína de baixa densidade tipo 5 ou 6 (LRP-6/-5) (Bhanot et 

al., 1996; Pinson et al., 2000; Wehrli et al., 2001; Huang e He, 2008; Fiedler et al., 2011), 

que formam um complexo que inicia uma cascata de interações moleculares, levando à 

estabilização citoplasmática do modulador transcripcional β-CATENINA. A β-CATENINA 

estável acumula-se no citoplasma e migra para o núcleo, aonde irá se complexar com 

membros da família do fator promotor de célula T/linfócito (TCF/LEF) (Fiedler et al., 

2011; Billic et al., 2007) , aumentando a expressão de genes como a Ciclina D1 (Tetsu e 

McCormick, 1999), c-Myc (He et al., 1998), VEGF (Fator de Crescimento do Endotélio 

Vascular), Endotelina-1, Dickkopf 1, TCF-1, dentre outros (Freese et al., 2010).  

 Na ausência de estímulo, a estabilidade da proteína β-CATENINA é comprometida 

devido a sua ligação ao supressor tumoral adenomatous polyposis coli (APC) que favorece a 

ação das quinases Glicogênio Sintase Quinase-3β (GSK-3β) e caseína quinase-1 (CK1), que 

fosforilam os resíduos serina e treonina na porção N-terminal da β-CATENINA, sinalizando 

sua degradação através do sistema ubiquitina-proteassoma. As proteínas AXINA, APC, GSK-

3β e CK-1 compõem o complexo de destruição (Huang e He, 2008; Fiedler et al., 2011).  

 Essa via regula o destino celular, a proliferação, a auto-renovação de células-tronco 

e progenitoras, a diferenciação, a transformação, a migração e a adesão celular (Angers e 

Moon, 2009). A sinalização anormal da WNT/β-CATENINA está associada ao aparecimento 

de câncer, osteoporose, a inflamação, ao envelhecimento e as doenças degenerativas 

(Logan e Nusse, 2004; Clevers, 2006; Huang e He, 2008; Hu et al., 2011). Mutações que 

levam ao aumento da estabilidade da β-CATENINA são observadas em tumores (Clevers et 



 

 

 

al., 2006; Barker et al., 2006), enquanto que a redução dos níveis de sinalização da β-

CATENINA parece estar associada a doenças neurodegenerativas (Terstappen et al., 2006; 

Verkaar et al., 2011).   

 Na fase de desenvolvimento, a via canônica da WNT parece estimular a divisão das 

células progenitoras resultando na expansão do tubo neural e na diferenciação dessas 

células em neurônios (Chenn e Walsh, 2002). Na fase adulta, a via da WNT participa no 

aumento da proliferação das células tronco neuronais (Lie et al., 2005; Wexler et al., 

2009). No SNC de mamíferos adultos, a neurogênese é considerada um processo ativo, que 

ocorre em duas regiões especifica do cérebro, a zona subgranular (SGZ) no giro denteado 

(hipocampo) e na zona subventricular (SVZ) no ventrículo lateral do prosencéfalo. A 

neurogênese engloba a proliferação celular e a especificação do destino das células 

neuronais progenitoras adultas, com subsequente diferenciação, maturação, 

movimentação e integração aos circuitos neuronais já existentes (Duan et al., 2008). 

Evidências sugerem que esses novos neurônios são essenciais para as funções cerebrais, 

como aprendizado, memória, olfato e modulação do humor (Lie et al., 2004).  

 Para regular a diferenciação de células e tecidos, a via WNT interage com outras 

vias de sinalização, como a Sonic Hedgehog (Liebner e Plate, 2010) e a NF-κB, dentre 

outras (Hu et al., 2011). Aparentemente, a GSK-3β, regulador negativo da β-CATENINA, 

tem papel central nessa interação, regulando positivamente o NF-κB pela modulação do 

IkB. Ainda, a β-CATENINA por si só interage com a subunidade p50 impedindo a ativação da 

via (Bournat et al., 2000; Hoeflich et al., 2000; Holmes et al., 2008; Vlantis et al., 2011). 

Recentemente, sugeriu-se que a β-CATENINA parece ser um potente estimulador da 

Na+,K+-ATPase. Sopjani et al. (2010) mostraram que o aumento da expressão de β-

CATENINA em ovócitos de Xenopus parece aumentar o fluxo de íons pela bomba, através de 

sua estimulação. Alguns trabalhos sugerem que essa estimulação deve ocorrer porque a β-

CATENINA é capaz de estimular o transporte e o aumento da expressão da proteína SGK1 

(serum- and glucocorticoid- inducible kinase1) (Naishiro et al., 2005; Dehner et al., 2008), 

que regula a atividade de uma variedade de canais iônicos, inclusive da Na+, K+-ATPase 

(Lang et al., 2006; Boehmer et al., 2008a, b; Schuetz et al., 2008; Gehring et al., 2009; 

Krueger et al., 2009; Laufer et al., 2009; Lang et al., 2009). Além disso, a SGK1 regula a 

atividade de uma série de enzimas e proteínas, como a GSK-3, a β-CATENINA, o NF-κB e o 

p53. (Lang et al., 2006, 2009;  Tai et al., 2009). A SGK1 ainda participa da sinalização do 

BDNF em ratos (Lang et al., 2006). O BDNF regula a sobrevivência neuronal, a plasticidade, 

o humor e a formação de memória de longa duração (Lang et al., 2006).  



 

 

 

 Apesar de muito estudada no desenvolvimento embrionário, pouco se sabe sobre o 

papel da sinalização induzida pela WNT no SNC adulto. Evidências indicam que a via de 

sinalização WNT modula aspectos fundamentais do SNC adulto, como a neurogênese, a 

estabilidade sináptica e a plasticidade em algumas áreas do cérebro, o que remete essa via 

a possíveis benefícios terapêuticos (Inestrosa e Arenas, 2010; Kawamoto et al., 2012b). 

Drogas capazes de modular a via WNT podem se tornar ferramentas para a regeneração e a 

neuroproteção e para o tratamento de doenças associadas à perda de neurônios como, por 

exemplo, as doenças de Alzheimer e Parkinson (Logan e Nusse, 2004; Clevers, 2006; Huang 

e He, 2008). 

 
Figura 2 - Esquema simplificado das vias de sinalização intracelular associadas à ação da proteína WNT nos 

receptores Frizzled (FZ).  A ligação da proteína WNT ao Fz ativa uma proteína citoplasmática 
denominada Dishevelled (DVL). A DVL ativada induz a separação de um complexo que consiste de 
AXIN, adenomatous polyposis coli (APC), glicogênio sintase quinase 3β (GSK-3β) e β-catenina. Nas 
células que não são estimuladas pela WNT, a GSK-3β fosforila a β-catenina que é então degradada 
pelo sistema proteassoma. Porém, a ativação da via resulta na inibição da GSK3β, que leva a um 
aumento nos níveis de β-catenina citoplasmática, que migra para o núcleo para formar o complexo 
da β-catenina com o fator de transcrição célula T específica (TCF) e com o fator reforçador 
(enhancer) do linfócito (LEF) que por sua vez, modula a transcrição de genes alvos. Além da via 
canônica ou WNT/β-catenina, outras duas vias podem ser ativadas pela DVL: a via da polaridade 
planar celular (PCP), e a via WNT/cálcio, sendo que existem evidências de que pode ocorrer um 
crosstalk entre estas vias. A proteína WNT pode sinalizar também via Tab1/Tak 1 (proteína quinase 
ativada pelo fator de crescimento TGF-β) que ativa NLK (proteína quinase do tipo nemo) e que por 
sua vez reprime a ativação do fator de transcrição NF-κB.   

 

FONTE: Scavone C (2012). 

 

 



 

 

 

6 CONCLUSÃO  

 Em conclusão, os nossos resultados sugerem que:  

1) A OUA foi capaz de ativar a via de sinalização do NF-κB após 1 hora, 10, 24 e 48 

horas, seguindo um comportamento oscilatório. 

2) A OUA também foi capaz de ativar a via canônica da WNT, sendo que 10 horas após 

a sua administração ocorreu aumento da fosforilação da proteína GSK-3β, enquanto que 

em 24 horas, observamos aumento da translocação nuclear da β-CATENINA. 

3)  A OUA (10 nM) induziu aumento de BDNF após 1 hora, 10, 24 e 48 horas.    

 Os nossos dados mostram, portanto, que a OUA é capaz de ativar primeiramente a 

via do NF-κB e tardiamente a via canônica da WNT.  Dados da literatura exploram das mais 

diversas formas a extensa intercomunicação entre as vias NF-κB e WNT/β-CATENINA, assim 

como mostram extensa comunicação dessas vias com outras, como a AKT, ERK, BDNF e 

Sonic Hedgehog (não explorada nesse trabalho). Assim, mais estudos são necessários para 

ampliar o conhecimento referente aos mecanismos envolvidos na ativação das vias NF-κB e 

WNT/β-CATENINA pela OUA, e qual o papel fisiológico dessas vias para a viabilidade celular 

e para o organismo nos processos neuroadaptativos e na senescência.    
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