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CAPÍTULO 6
Conclusões Gerais
Nas culturas de células da retina de pinto, enriquecidas em células amácrinas, a estimulação excessiva dos receptores ionotrópicos do glutamato causa morte celular. A toxicidade induzida por estimulação com glutamato 100 M é mediada pelos receptores NMDA, enquanto que a toxicidade induzida pelo cainato 100 M é mediada pelos receptores AMPA. A estimulação de diferentes receptores ionotrópicos do glutamato causa diferentes níveis de toxicidade, sendo o cainato a excitotoxina mais eficaz para as células da retina de pinto em cultura. Nestas células, após a estimulação excitotóxica com glutamato ou cainato ocorrem alterações da morfologia nuclear do tipo apoptótico. 
A dessensibilização dos receptores AMPA condiciona a toxicidade induzida pelo glutamato nas células da retina de pinto em cultura. Quando a dessensibilização dos receptores AMPA é bloqueada com ciclotiazida há um aumento da toxicidade causada pelo glutamato, verificando-se uma diminuição da viabilidade celular idêntica à que se regista quando a estimulação excitotóxica é efectuada com cainato. Na presença de CTZ, a toxicidade induzida pelo glutamato é mediada essencialmente pelos receptores AMPA.
A estimulação excitotóxica das células da retina de pinto em cultura aumenta a ligação do factor de transcrição AP-1 ao DNA, de uma forma dependente de cálcio. O aumento da actividade do AP-1 observado quando a estimulação é efectuada com glutamato é ligeiramente superior ao registado quando a estimulação é efectuada com cainato. A composição dos dímeros de AP-1 inclui proteínas da família Fos, nomeadamente Fra-2, e as proteínas c-Jun e Jun D da família Jun. Nestas células, a estimulação dos receptores do glutamato nas condições experimentais usadas não causa o aumento da ligação do factor de transcrição NF-B ao DNA. Contudo, ambos os factores de transcrição estudados são sensíveis às condições de stress intracelular, o que sugere que nas células da retina de pinto em cultura a activação do AP-1 é um evento específico da resposta excitotóxica. 
A estimulação das células da retina com glutamato ou cainato aumenta a fosforilação da ERK. Porém, apenas a activação da ERK induzida pela estimulação excitotóxica com cainato se correlaciona com a activação de uma via de sinalização de sobrevivência. Os nossos resultados sugerem que nas células da retina de pinto os mecanismos que medeiam morte celular e neuroprotecção são específicos para a excitotoxicidade resultante da activação de receptores NMDA ou AMPA.

Os resultados obtidos com culturas de células da retina de pinto, enriquecidas em células amácrinas, corroboram a importância dos receptores AMPA na resposta excitotóxica. Esta preparação mostrou ser um bom modelo para o estudo da excitotoxicidade mediada através dos receptores AMPA num sistema nativo. Todavia, para distinguir a contribuição da subunidade GluR4 dos receptores AMPA na resposta excitotóxica usámos a linha celular HEK-GluR4. A estimulação das células HEK-GluR4 com glutamato, na presença de CTZ, causa uma diminuição da viabilidade celular, sendo o efeito tóxico inibido pelo CNQX. Estes resultados indicam que a subunidade GluR4 dos receptores AMPA medeia excitotoxicidade. Nestas células, após o estímulo excitotóxico ocorrem alterações da morfologia nuclear do tipo apoptótico.
Nas células HEK-GluR4 a estimulação dos receptores AMPA com glutamato provoca um aumento da ligação do factor de transcrição AP-1 ao DNA apenas nas condições de estimulação em que o agonista causa excitotoxicidade. O aumento da actividade do AP-1 foi inibido por CNQX. Os dímeros de AP-1 nestas células incluem proteínas da família Fos, nomeadamente Fra-2, e as proteínas c-Jun e Jun D da família Jun. A diminuição da viabilidade celular e o aumento da actividade do AP-1, mediados pela subunidade GluR4 após estimulação excitotóxica, são eventos dependentes de cálcio. Os nossos resultados sugerem que o factor de transcrição AP-1 está envolvido nos mecanismos intracelulares da resposta excitotóxica que estão acoplados à subunidade GluR4 dos receptores AMPA, e indiciam que em receptores AMPA nativos a subunidade GluR4 pode estar associada a vias de sinalização de excitotoxicidade.
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