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RESUMO

Os receptores do glutamato medeiam a maioria da neurotransmissão excitatória no sistema nervoso central, e estão envolvidos em numerosos processos fisiológicos. No entanto, a sua estimulação em excesso pode causar toxicidade, um fenómeno que é designado por excitotoxicidade. A excitotoxicidade pode estar envolvida em várias situações patológicas, designadamente na isquemia. Para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas específicas é fundamental conhecer as vias de sinalização acopladas à morte neuronal que resulta da sobreactivação dos receptores do glutamato.
O objectivo da primeira parte deste trabalho foi identificar mecanismos intracelulares envolvidos na resposta excitotóxica, usando como modelo experimental culturas primárias de células da retina de embrião de pinto. Estas culturas são enriquecidas em células do tipo amácrino, as quais possuem receptores ionotrópicos do glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e não-NMDA. Nas células da retina em cultura, pequenos aumentos do cálcio intracelular, através do canal iónico dos receptores do glutamato, alteram diferenciadamente a viabilidade celular em função do tipo de receptor activado pela estimulação excitotóxica. Este facto suscitou o interesse em estudar a eventual activação de diferentes vias de sinalização de excitotoxicidade por diferentes receptores ionotrópicos do glutamato. 

Nas culturas de células da retina de pinto, a estimulação excessiva dos receptores ionotrópicos induziu uma diminuição da viabilidade celular. Estas células mostraram-se particularmente sensíveis à excitotoxicidade mediada pelos receptores -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato (AMPA). A estimulação com cainato 100 M ou glutamato 100 M, durante 1 hora, causou uma redução da viabilidade celular, determinada 20-22 horas após o estímulo pelo teste do MTT [MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio], de 44 % ou 26 %, respectivamente. A toxicidade provocada pelo cainato foi mediada através dos receptores AMPA, enquanto que a toxicidade provocada pelo glutamato foi mediada pelos receptores NMDA. Nas células da retina em cultura, 5 horas após a estimulação com glutamato 100 M, ou cainato 100 M, observaram-se alterações da morfologia nuclear do tipo apoptótico. 

A dessensibilização dos receptores AMPA condicionou a excitotoxicidade induzida pelo glutamato. Na presença de ciclotiazida (CTZ), 1 hora de estimulação com glutamato 100 M causou uma redução da viabilidade celular, determinada pelo teste do MTT, de aproximadamente 49 %. Nestas condições experimentais, a resposta excitotóxica foi essencialmente mediada através dos receptores AMPA e a intensidade do efeito tóxico foi idêntica à observada quando a estimulação excitotóxica foi feita com cainato.

A activação de factores de transcrição sensíveis a condições de stress oxidativo, tais como o factor nuclear-B (NF-B) e a proteína activadora-1 (AP-1, activator protein-1), pode estar associada à morte neuronal. Neste contexto, procurámos ver qual o efeito da estimulação excitotóxica na actividade destes factores de transcrição, em células da retina em cultura. Nesta preparação, 1 hora de estimulação com glutamato 100 M, ou cainato 100 M, induziu um aumento da ligação do factor de transcrição AP-1 ao DNA de uma forma dependente de cálcio. O aumento máximo da actividade do AP-1 observou-se 2 horas após a estimulação. A estimulação das células da retina com glutamato causou um aumento da actividade do AP-1 ligeiramente superior ao obtido quando a estimulação foi efectuada com cainato. Nestas células, a composição dos dímeros de AP-1 incluiu proteínas da família Fos, nomeadamente Fra-2, e as proteínas c-Jun e Jun D da família Jun. Nestas células, porém, a estimulação com glutamato 100 M, ou cainato 100 M, não aumentou a ligação do factor de transcrição NF-B ao DNA. 

Em vários sistemas neuronais a estimulação dos receptores do glutamato activa a cinase de proteínas regulada por sinais extracelulares (ERK). Esta cinase pode regular algumas das proteínas que compõem o factor de transcrição AP-1. Nas células da retina em cultura, a estimulação com glutamato 100 M, ou cainato 100 M, durante 2 minutos, foi suficiente para activar a ERK. A inibição da activação da ERK, com inibidores da MEK (MEK, cinase da MAPK), aumentou a toxicidade causada por estimulação com cainato 100 M, mas não alterou a toxicidade causada pela estimulação com glutamato 100 M. Os resultados indicam que a activação da ERK está relacionada com a activação de uma via de sinalização de sobrevivência celular apenas quando a estimulação excitotóxica é efectuada com cainato. 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.
Na primeira parte deste trabalho observámos que as células da retina em cultura são muito sensíveis à toxicidade mediada através dos receptores AMPA. Nestas células, os receptores AMPA são especialmente ricos na subunidade GluR4. Por isto, o objectivo da segunda fase do trabalho foi esclarecer se esta subunidade activa vias de sinalização excitotóxicas, e se esta subunidade está envolvida na activação do factor de transcrição AP-1. Para este efeito, usámos uma linha celular de rim de embrião humano (HEK 293), cujas células expressam constitutivamente receptores AMPA constituídos por GluR4flip (HEK-GluR4), de modo a poder distinguir a contribuição da subunidade GluR4 na resposta excitotóxica.
A estimulação de células HEK-GluR4 durante 1 hora com glutamato 1 mM, na presença de CTZ, diminuiu a viabilidade celular, determinada pelo teste do MTT, 20-22 horas após o estímulo, em aproximadamente 64 %. A intensidade do efeito tóxico foi dependente da concentração de glutamato e da concentração de cálcio extracelular, e a toxicidade foi mediada através dos receptores AMPA constituídos por GluR4. Na ausência de CTZ, a estimulação das células HEK-GluR4 durante 1 hora com glutamato 1 mM não provocou toxicidade, o que mostra que a toxicidade mediada através dos receptores AMPA contendo GluR4 é modulada pela dessensibilização dos receptores. Nestas células, 13 horas após o estímulo excitotóxico ocorreram alterações da morfologia nuclear do tipo apoptótico. Os resultados indicam que nas células HEK-GluR4 a subunidade GluR4 medeia excitotoxicidade. 
Nas células HEK-GluR4 a estimulação dos receptores AMPA com glutamato induziu um aumento da ligação do factor de transcrição AP-1 ao DNA apenas nas condições de estimulação em que o agonista causou excitotoxicidade, ou seja, quando a estimulação com glutamato 1 mM foi efectuada na presença de CTZ. O aumento da actividade do AP-1, mediado através dos receptores AMPA contendo GluR4, foi dependente de cálcio. Os dímeros de AP-1 nestas células incluíram proteínas da família Fos, nomeadamente Fra-2, e as proteínas c-Jun e Jun D da família Jun. Estes resultados sugerem que em receptores AMPA nativos a subunidade GluR4 pode estar associada a vias de sinalização de excitotoxicidade e indiciam que o factor de transcrição AP-1 está envolvido nos mecanismos intracelulares da resposta excitotóxica acoplados à subunidade GluR4 dos receptores AMPA.
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