Excitotoxicidade em células HEK-GluR4


________________________________________________________________ Capítulo 4

CAPÍTULO 4

A estimulação excitotóxica de receptores AMPA contendo a subunidade GluR4 causa a activação do factor de transcrição AP-1

4.1 Introdução

Os estudos efectuados em culturas primárias de células da retina de pinto, constituídas essencialmente por células amácrinas, mostraram que estas células são particularmente sensíveis à excitotoxicidade que é mediada através dos receptores AMPA (Ferreira et al., 1996, 1998; Santos et al., 2001). Nestas células os receptores AMPA são constituídos pelas subunidades GluR3 e GluR4 (Carvalho et al., 2002). Comparando a expressão de GluR4 no cérebro total de pinto, ou no córtex cerebral de rato, com a expressão de GluR4 nos neurónios da retina de pinto em cultura, constatou-se que os neurónios da retina são particularmente ricos nesta subunidade dos receptores AMPA (Carvalho et al., 2002). De um modo geral, a expressão preferencial da subunidade GluR4 parece ser uma característica comum aos receptores AMPA que medeiam neurotransmissão rápida, tendo sido também associada à excitotoxicidade em neurónios do núcleo reticular do tálamo, e em neurónios colinérgicos do córtex frontal do cérebro (Page & Everitt, 1995). A camada interna da retina é muito susceptível aos estímulos excitotóxicos e as células amácrinas aí presentes parecem ser dos neurónios da retina mais susceptíveis à excitotoxicidade mediada pelos receptores não-NMDA (Chen et al., 1999; Heidinger et al., 1999). Este conjunto de observações sugeriu-nos que a expressão preferencial da subunidade GluR4 nas células da retina de pinto em cultura poderá estar relacionada com a maior susceptibilidade das células amácrinas aos estímulos excitotóxicos, nomeadamente aos que são mediados pelos receptores AMPA. Por isso, com o objectivo de distinguir a contribuição da subunidade GluR4 para a excitotoxicidade, nos estudos subsequentes procurámos usar um modelo celular que permitisse discriminar a participação da subunidade GluR4 na resposta excitotóxica. Assim, nesta parte do trabalho usámos uma linha de células HEK 293 que expressa constitutivamente a subunidade GluR4flip (HEK-GluR4). As características electrofisiológicas dos canais constituídos por GluR4flip, expressos em células HEK 293 são muito semelhantes às observadas numa parte da população de receptores AMPA presentes nas células granulares do cerebelo (Wyllie et al., 1993; Swanson et al., 1997). 

4.2  Resultados

4.2.1  Caracterização da linha celular HEK-GluR4

Na fase inicial do trabalho com a linha celular HEK-GluR4 procurámos confirmar a expressão constitutiva da subunidade GluR4 dos receptores AMPA, e por outro lado, investigar se a expressão da subunidade GluR4 nas células HEK-GluR4 dá origem à formação de receptores funcionais, tal como descrito anteriormente (Iizuka et al., 2000; Nishimura et al., 2000).

4.2.1.1  Expressão da subunidade GluR4 dos receptores AMPA nas células HEK-GluR4

Para estudar a expressão da subunidade GluR4 dos receptores AMPA em células HEK-GluR4, foi realizado um ensaio de Western. Prepararam-se extractos totais e extractos membranares de células HEK-GluR4 e, paralelamente, prepararam-se também extractos totais de células HEK 293 não transfectadas. Quarenta µg de proteína de extractos totais e de extractos membranares das células HEK-GluR4, ou 50 µg de proteína de extractos totais de células HEK 293 não transfectadas, foram analisados por SDS-PAGE, seguida de Western Blot com um anticorpo contra a subunidade GluR4 dos receptores AMPA. Os resultados obtidos, representados na figura 4.1, mostraram imunorreactividade contra a subunidade GluR4 nos extractos totais e nos extractos membranares das células HEK-GluR4, indicando que a proteína é expressa nestas células. As células HEK 293 não transfectadas não expressaram a subunidade GluR4 dos receptores AMPA. 
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Figura 4.1. Expressão da subunidade GluR4 dos receptores AMPA em células HEK-GluR4. No ensaio de Western foram analisados por SDS-PAGE (7,5% de acrilamida) 40 µg de proteína de extracto total (1) e de extracto membranar (2) de células HEK-GluR4, e 50 µg de proteína de extracto total de células HEK 293 não transfectadas (3), seguindo-se o Western Blot com um anticorpo contra a subunidade GluR4 dos receptores AMPA (diluição 1:400). As experiências foram efectuadas em duas preparações independentes, tal como descrito na secção 2.5.

4.2.1.2  A estimulação dos receptores AMPA em células HEK-GluR4 causa um aumento da concentração de cálcio intracelular

Para confirmar que a expressão da subunidade GluR4 dos receptores AMPA nas células HEK-GluR4 leva à formação de receptores funcionais mediu-se a alteração da [Ca2+]i em células HEK-GluR4 estimuladas com glutamato. 

Nas células da retina de pinto em cultura, cujos receptores AMPA são enriquecidos na subunidade GluR4 (Carvalho et al., 2002), a estimulação com os agonistas dos receptores ionotrópicos do glutamato, nomeadamente AMPA e cainato, induz um aumento da concentração de cálcio livre intracelular, [Ca2+]i (Duarte et al., 1996a). Nestas células, o aumento da [Ca2+]i induzido por cainato envolve o influxo de Ca2+ através de canais de cálcio sensíveis à voltagem, e a entrada de Ca2+ através do canal iónico do receptor AMPA (Duarte et al., 1996a; Carvalho et al., 1998). Nas células HEK-GluR4, os receptores AMPA constituídos pela subunidade GluR4 são permeáveis a Ca2+, e a estimulação destas células com AMPA na presença de CTZ causa um aumento da [Ca2+]i (Iizuka et al., 2000). Por isso, a determinação da [Ca2+]i em resposta à estimulação dos receptores AMPA constitui um bom parâmetro para avaliar a actividade dos receptores expressos constitutivamente nas células HEK-GluR4. 

As células HEK-GluR4 em suspensão foram incubadas com a sonda Fura 2/AM 5 µM, em meio salino (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, Ca2+ 2,5 mM, MgCl2 1,5 mM, pH 7,4), durante 45 minutos, a 37°C. Após a incubação, as células foram lavadas e foi determinada a concentração de Ca2+ livre intracelular em meio salino. As células HEK-GluR4 foram pré-incubadas durante 3 minutos com ciclotiazida 100 µM e depois estimuladas com glutamato 100 µM. No registo da figura 4.2 a [Ca2+]i basal das células HEK-GluR4 foi de aproximadamente 60 nM, e o aumento da [Ca2+]i induzido por estimulação com glutamato foi de aproximadamente 80 nM. Estes resultados indicam que os receptores AMPA expressos pelas células HEK-GluR4 estão activos.
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Figura 4.2. Aumento da [Ca2+]i em células HEK-GluR4 estimuladas com glutamato. Registo representativo do influxo de Ca2+ estimulado por glutamato em células HEK-GluR4, na presença de CTZ. As células HEK-GluR4 em suspensão foram incubadas com Fura-2/AM 5 µM em meio salino (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, Ca2+ 2,5 mM, MgCl2 1,5 mM, pH 7,4), durante 45 minutos, a 37°C. As células foram depois lavadas e determinou-se a [Ca2+]i em meio salino, a 37°C, tal como descrito na secção 2.6. As células foram pré-incubadas durante 3 minutos com CTZ 100 µM e depois expostas ao glutamato 100 µM.

4.2.2  Excitotoxicidade em culturas de células HEK-GluR4

4.2.2.1  Efeito da estimulação dos receptores AMPA constituídos pela subunidade GluR4 na viabilidade celular

Para averiguar se a subunidade GluR4 dos receptores AMPA poderá mediar excitotoxicidade, usámos a linha celular HEK-GluR4, na qual receptores homoméricos constituídos por GluR4 são expressos constitutivamente e se encontram activos.

As células HEK-GluR4 foram estimuladas durante 1 hora, a 37°C, com glutamato 100 µM ou 1 mM, em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4), com Ca2+ 2,5 mM, e sem Mg2+. Após lavagens, as células foram colocadas a 37°C, em meio de cultura sem soro, e ao fim de 20-22 horas foi determinada a viabilidade celular com o teste do MTT. Como se pode ver na figura 4.3 A, a estimulação com glutamato 100 µM ou 1 mM não causou uma diminuição da viabilidade celular. No entanto, quando a estimulação foi efectuada na presença de ciclotiazida (CTZ), um inibidor da dessensibilização dos receptores AMPA, observou-se um efeito tóxico dependente da concentração de glutamato. Na presença de CTZ 100 µM, a estimulação com glutamato 100 µM ou 1 mM causou uma diminuição da viabilidade celular, relativamente ao controlo, de 19,8 ± 3,4 % ou 64,4 ± 2,2 %, respectivamente (Fig. 4.3 A). A CTZ isoladamente não teve efeito tóxico significativo.

Usando as condições experimentais em que obtivemos um efeito tóxico máximo, investigámos se nas células HEK-GluR4 o CNQX, um antagonista dos receptores AMPA, previne a toxicidade induzida por glutamato na presença de CTZ. Na figura 4.3 B encontram-se representados os resultados obtidos. Nas condições experimentais usadas o CNQX 50 µM bloqueou 92,6 % do efeito tóxico causado pela estimulação com glutamato 1 mM na presença de CTZ 100 µM. O valor da redução do MTT obtido para as células HEK-GluR4 estimuladas com glutamato e CTZ, na presença de CNQX, não tem uma diferença estatisticamente significativa do valor da redução do MTT obtido para as células incubadas apenas com CTZ e CNQX. 

Estes resultados mostram que a estimulação excitotóxica dos receptores AMPA constituídos por GluR4 causou uma diminuição da viabilidade das células HEK-GluR4, sugerindo que in vivo a subunidade GluR4 pode mediar eventos da resposta excitotóxica em sistemas neuronais nos quais a composição dos receptores AMPA inclua esta subunidade.
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Figura 4.3. Efeito da estimulação dos receptores AMPA constituídos pela subunidade GluR4 na viabilidade das células HEK-GluR4. (A) Efeito do glutamato na viabilidade das células HEK-GluR4. As células HEK-GluR4 foram expostas, a 37°C, durante 1 hora, a glutamato 100 µM ou 1 mM, em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4), com Ca2+ 2,5 mM, sem Mg2+, na presença ou na ausência de CTZ 100 µM. Após a incubação as células foram lavadas e colocadas em meio de cultura sem soro, durante 20-22 horas, a 37°C, efectuando-se depois o teste do MTT tal como descrito na secção 2.3.1. (B) Efeito do CNQX na viabilidade de células HEK-GluR4 submetidas a estimulação tóxica. As células HEK-GluR4 foram expostas a glutamato 1 mM e CTZ 100 µM, na presença ou ausência de CNQX 50 µM, nas condições descritas em A. As células foram depois colocadas a 37°C, em meio de cultura sem soro, tendo-se efectuado o teste do MTT 20-22 horas após o estímulo. Sempre que a CTZ ou o CNQX foram usados foi efectuada uma pré-incubação de 5 minutos com estes compostos. As células controlo foram submetidas a incubações idênticas mas na ausência de fármacos, e a redução do MTT obtida nessas condições foi considerada como 100 % em cada preparação. As barras correspondem aos valores médios ± S.E. do número indicado de experiências independentes, realizadas em triplicado. O asterisco indica uma diferença significativa relativamente ao controlo. * P<0,05; ** P<0,01.

Testou-se também o efeito de estimulações mais prolongadas com glutamato, durante 24 horas, na viabilidade das células HEK-GluR4 (tabela 4.1). As células foram estimuladas com glutamato em meio de cultura sem soro, na presença de Ca2+ 2,5 mM, a 37°C. O teste do MTT foi efectuado imediatamente após o estímulo. O efeito tóxico dependeu da concentração de glutamato e, tal como no observado no protocolo de estimulação de 1 hora, o glutamato só causou toxicidade na presença de ciclotiazida, e a intensidade do efeito tóxico dependeu da concentração de glutamato. Para facilitar um paralelismo com os estudos efectuados em neurónios da retina, os estudos subsequentes foram efectuados usando períodos de estimulação de 1 hora.

Tabela 4.1. Efeito de estímulos glutamatérgicos de 24 horas na viabilidade celular das células HEK-GluR4. 

	
	Redução do MTT 

(% do controlo)

	Glutamato 100 µM
	95,9 ± 2,1 (n=7)

	Glutamato 100 µM + CTZ 100 µM
	84,2 ± 2,1 (n=7)**

	Glutamato 1 mM
	94,4 ± 2,7 (n=6)

	Glutamato 1 mM + CTZ 100 µM
	68,1 ± 3,7 (n=6)** a)

	CTZ 100 µM
	90,88 ± 1,4 (n=6)*


As células HEK-GluR4 foram estimuladas com glutamato durante 24 horas, em meio de cultura sem soro, com Ca2+ 2,5 mM, na presença ou na ausência de CTZ. No fim do período de estímulo realizou-se o teste do MTT, tal como descrito na secção 2.3.1. As células controlo foram submetidas a tratamento idêntico mas na ausência de fármacos e a redução do MTT obtida nessas condições foi considerada como 100 % em cada preparação. Foi efectuada uma pré-incubação de 5 minutos com CTZ sempre que esta foi usada. Na tabela estão assinalados os valores médios ± S.E. do número indicado de experiência independentes, realizadas em triplicado. O asterisco indica uma diferença significativa relativamente ao controlo. * P<0,05; ** P<0,01. a) Indica uma diferença significativa (P<0,001) relativamente a glutamato 100 µM + CTZ 100 µM.

No conjunto de estudos preliminares efectuados em células HEK-GluR4 observámos também que a intensidade do efeito tóxico do glutamato dependeu, entre outros factores, da concentração de ciclotiazida. Como se pode ver na tabela 4.2, a estimulação excitotóxica durante 1 hora, a 37°C, com glutamato 1 mM, em meio de sódio com Ca2+ 1 mM e sem Mg2+, causou uma diminuição da viabilidade celular, relativamente ao controlo, de 18,1 ± 2,8 % ou 36,0 ± 2,4 %, na presença de CTZ 30 µM ou 100 µM, respectivamente. Nestes ensaios a viabilidade celular foi determinada pelo teste do MTT, 20-22 horas após o estímulo. 

Tabela 4.2. Efeito tóxico do glutamato em função da concentração de CTZ.

	
	Redução do MTT
(% do controlo)

	Glutamato 1 mM
	94,9 ± 2,9 (n=7)

	Glutamato 1 mM + CTZ 30 µM
	81,9 ± 2,8 (n=7)**

	Glutamato 1 mM + CTZ 100 µM
	64,0 ± 2,4 (n=6)** a)

	CTZ 30 µM
	94,0 ± 1,6 (n=6)

	CTZ 100 µM
	90,1 ± 1,5 (n=7)**


As células HEK-GluR4 foram estimuladas a 37°C, durante 1 hora, com glutamato em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) com Ca2+ 1 mM e sem Mg2+, na presença ou na ausência de CTZ. Após a incubação as células foram lavadas e colocadas em meio de cultura sem soro, a 37°C, durante 20-22 horas, tendo-se efectuado depois o teste do MTT, tal como descrito na secção 2.3.1. As células controlo foram submetidas a tratamento idêntico mas na ausência de fármacos e a redução do MTT obtida nessas condições foi considerada como 100 % em cada preparação. Foi efectuada uma pré-incubação de 5 minutos com CTZ sempre que esta foi usada. Na tabela estão assinalados os valores médios ± S.E. do número indicado de experiências independentes, realizadas em triplicado. O asterisco indica uma diferença significativa relativamente ao controlo. ** P<0,01. a) Indica uma diferença significativa (P<0,001) relativamente a glutamato 1 mM + CTZ 30 µM.

4.2.2.2  Nas células HEK-GluR4 a morte celular causada pela estimulação excitotóxica é do tipo apoptótico

Uma vez que observámos que nas células HEK-GluR4 os receptores AMPA constituídos pela subunidade GluR4 podem mediar excitotoxicidade, investigámos o tipo de morte celular que ocorre quando estas células são submetidas a estímulos excitotóxicos. Para isso, fizemos uma análise da morfologia nuclear de células HEK-GluR4 submetidas durante 1 hora, a 37°C, a glutamato 1 mM em meio de sódio com Ca2+ 2,5 mM e sem Mg2+, na presença de CTZ 100 µM. Após o estímulo as células foram lavadas, e colocadas em meio de cultura sem soro, durante 13 horas. No fim deste período as culturas foram fixadas com paraformaldeído 4 %, incubadas com o marcador de DNA Hoescht 33342, e observadas ao microscópio de fluorescência. Como se pode ver na figura 4.4, as células HEK-GluR4 em situações controlo (Fig. 4.4 – 1 e 3) apresentaram núcleos com fluorescência difusa. No entanto, após exposição a um estímulo excitotóxico (fig. 4.4 - 2) algumas células exibiram um núcleo mais brilhante, com a cromatina condensada e nalguns casos fragmentada, de menores dimensões que os núcleos controlo. Quando o estímulo excitotóxico foi efectuado na presença de CNQX 50 µM (Fig. 4.4 – 4) as células HEK-GluR4 exibiram uma morfologia nuclear idêntica à observada nas células controlo, mostrando que o CNQX protege as células HEK-GluR4 da toxicidade resultante da activação de receptores AMPA, de acordo com o verificado nos ensaios de viabilidade celular efectuados com o teste do MTT. Estes resultados sugerem que a excitotoxicidade mediada pelos receptores AMPA constituídos por GluR4 pode induzir a morte de células HEK-GluR4 por um processo do tipo apoptótico.
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Figura 4.4. Morte celular por um processo do tipo apoptótico em células HEK-GluR4 submetidas a excitotoxicidade. Imagens de microscopia de fluorescência representativas da morfologia nuclear de células HEK-GluR4 marcadas com Hoescht 33342. As células HEK-GluR4 foram submetidas durante 1 hora, a 37°C, a glutamato 1 mM e CTZ 100 µM, em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4), com Ca2+ 2,5 mM e sem Mg2+, na presença ou na ausência de CNQX 50 µM. Em seguida as células foram lavadas e colocadas em meio de cultura sem soro, a 37°C, durante 13 horas. Após este período as células foram fixadas com paraformaldeído 4 %, e incubadas com Hoescht 33342 15 µg/ml em PBS, e a morfologia nuclear foi analisada por microscopia de fluorescência, tal como descrito na secção 2.3.3. As células controlo foram incubadas em condições idênticas mas na ausência de fármacos. Foi efectuada uma pré-incubação de 5 minutos com CTZ e CNQX sempre que estes compostos foram usados. 1 – controlo; 2 – Glutamato 1 mM + CTZ 100 µM; 3 – CTZ 100 µM + CNQX 50 µM; 4 – Glutamato 1 mM + CTZ 100 µM + CNQX 50 µM. Todas as imagens foram adquiridas com uma ampliação de 400 x. A seta a amarelo indica um núcleo com a cromatina condensada e a seta a branco indica um núcleo com a cromatina fragmentada. As experiências foram efectuadas em duplicado.

4.2.2.3  Nas células HEK-GluR4 a intensidade do estímulo excitotóxico é dependente da concentração de cálcio

A toxicidade resultante da estimulação excessiva dos receptores do glutamato em células neuronais é um fenómeno dependente de Ca2+ (Sattler & Tymianski, 2000). Por isso investigámos se nas células HEK-GluR4, à semelhança dos sistemas neuronais, a excitotoxicidade mediada pelos receptores AMPA contendo a subunidade GluR4 é dependente de cálcio. 

As células HEK-GluR4 foram expostas, durante 1 hora, a 37°C, a glutamato 1 mM, na presença ou na ausência de CTZ 100 µM. As incubações foram efectuadas em meio de sódio na ausência de Ca2+ e com Mg2+ 1 mM, ou alternativamente, em meio de sódio com 1 mM ou 2,5 mM de Ca2+. Em seguida as células foram lavadas e colocadas a 37°C, em meio de cultura sem soro, e o teste do MTT foi efectuado 20-22 horas após o estímulo. Na figura 4.5 encontram-se representados os resultados obtidos. Tal como descrito na secção 4.2.2.1, o glutamato diminuiu significativamente a viabilidade celular apenas na presença de CTZ, e a toxicidade observada dependeu da concentração de Ca2+ extracelular. Em células estimuladas com glutamato 1 mM, na presença de CTZ 100 µM, a redução do MTT foi de 87,8 ± 2,9 %, 64,0 ± 2,4 % ou 35,6 ± 2,2 % relativamente ao controlo, para células estimuladas na ausência de Ca2+, ou na presença de Ca2+ 1 mM ou 2,5 mM, respectivamente. Estes resultados mostram que nas células HEK-GluR4 a excitotoxicidade mediada por receptores AMPA constituídos por GluR4 é dependente de Ca2+, e sugerem que nos sistemas neuronais a influência das subunidades dos receptores AMPA sobre a permeabilidade ao cálcio do canal associado ao receptor, poderá determinar a susceptibilidade à excitotoxicidade.


[image: image3.wmf]0

25

50

75

100

- Ca

2+

(n=7)

(n=7)

(n=7)

(n=7)

(n=7)

*

(n=7)

**

(n=7)

*

(n=5)

**

···

(n=6)

**

···

Glu 1 mM

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Ca

2+

1 mM

Ca

2+

2,5 mM

CTZ 100

m

M

Redução do MTT

(% do controlo)


Figura 4.5. A intensidade do estímulo excitotóxico é dependente da concentração de Ca2+ extracelular. As células HEK-GluR4 foram expostas, durante 1 hora, a 37°C, a glutamato 1 mM, na presença ou na ausência de CTZ 100 µM. As incubações foram efectuadas em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) com Mg2+ 1 mM, e sem Ca2+ adicionado ou, alternativamente, com Ca2+ 1 mM ou 2,5 mM. Fez-se uma pré-incubação de 5 minutos com CTZ sempre que esta esteve presente durante a estimulação com glutamato. Após o estímulo as células foram colocadas em meio de cultura sem soro. O teste do MTT efectuou-se 20-22 horas após o estímulo, tal como descrito na secção 2.3.1. Foram preparados controlos para cada uma das situações experimentais, de acordo com a respectiva concentração de Ca2+. As células controlo foram incubadas na ausência de fármacos e a redução do MTT obtida nessas condições foi considerada como 100 % em cada preparação. As barras correspondem aos valores médios ± S.E. do número indicado de experiências independentes, realizadas em triplicado. O asterisco indica uma diferença significativa relativamente ao controlo, e o círculo uma diferença significativa relativamente à experiência em que se testou o efeito do glutamato. Um símbolo, P<0,05; Dois símbolos, P<0,01; Três símbolos, P<0,001. 

4.2.3  Estudo da ligação do factor de transcrição AP-1 ao DNA em células HEK-GluR4 

4.2.3.1  Nas células HEK-GluR4 o aumento da actividade do AP-1 correlaciona-se com a estimulação excitotóxica com glutamato

Neste trabalho observámos que em culturas primárias de células da retina, cujos receptores AMPA são ricos na subunidade GluR4, estímulos excitotóxicos causaram a activação do factor de transcrição AP-1. Por outro lado, utilizando células HEK-GluR4, verificámos que os receptores AMPA constituídos por GluR4 podem mediar excitotoxicidade. Por isso fomos investigar, nas células HEK-GluR4, se a estimulação de receptores AMPA constituídos por GluR4 pode estar envolvida na activação do AP-1. Investigou-se também se a activação do AP-1 se correlaciona com a estimulação excitotóxica com glutamato.

As células HEK-GluR4 foram estimuladas durante 1 hora, a 37°C, com glutamato 1 mM, em meio de sódio com Ca2+ 2,5 mM e sem Mg2+, na presença ou ausência de CTZ 100 µM. Após o estímulo as células foram colocadas em meio de cultura sem soro, a 37°C, por períodos de 2, 4 ou 6 horas, no fim dos quais se prepararam extractos nucleares. Oito µg de proteína nuclear foram usados na análise da ligação do AP-1 ao DNA, pelo EMSA. Como se pode ver na figura 4.6 A e B, para qualquer um dos tempos em análise, o glutamato 1 mM causou um aumento da actividade do AP-1 exclusivamente quando a estimulação foi efectuada na presença de CTZ 100 µM, ou seja, nas condições experimentais em que a estimulação glutamatérgica causou toxicidade. A actividade do AP-1 foi máxima 4 horas após o estímulo com glutamato 1 mM na presença de CTZ 100 µM. Uma vez que a estimulação das células HEK-GluR4 com glutamato 1 mM na ausência de CTZ não causou um aumento de actividade do factor de transcrição AP-1 (Fig. 4.6 A e B), nem toxicidade (Fig. 4.3), os resultados sugerem que nas células HEK-GluR4 o aumento de actividade do AP-1 se correlaciona com a resposta excitotóxica.

4.2.3.2  Nas células HEK-GluR4 o aumento da actividade do AP-1 devido à excitotoxicidade é mediado pelos receptores AMPA constituídos por GluR4 

Para demonstrar que nas células HEK-GluR4 o aumento da actividade do AP-1, induzido por estimulação excitotóxica, é mediado pelos receptores AMPA constituídos por GluR4, as células HEK-GluR4 foram estimuladas durante 1 hora, a 37°C, com glutamato 1 mM e CTZ 100 µM, em meio de sódio com Ca2+ 2,5 mM e sem Mg2+, na presença ou na ausência de CNQX 50 µM. As células foram depois colocadas em meio de cultura sem soro, por um período de 4 horas. Em seguida prepararam-se extractos nucleares e analisaram-se 8 µg de proteína nuclear pelo EMSA. Quando a estimulação excitotóxica com glutamato e CTZ foi efectuada na presença do CNQX não ocorreu um aumento da ligação do AP-1 ao DNA (Fig. 4.7). Estes resultados mostram que a activação prolongada dos receptores AMPA constituídos por GluR4 está envolvida na activação do factor de transcrição AP-1. 
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Figura 4.6. Nas células HEK-GluR4 a ligação do AP-1 ao DNA aumenta após estimulação prolongada com glutamato. (A) Autorradiografia representativa do estudo da ligação do AP-1 ao DNA após estimulação das células HEK-GluR4 com glutamato: estudo em função do tempo. As células HEK-GluR4 foram expostas, durante 1 hora, a 37°C, a glutamato 1 mM, em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) com Ca2+ 2,5 mM e sem Mg2+, na presença ou na ausência de CTZ 100 µM. As células foram depois lavadas e colocadas em meio de cultura sem soro. Após um período de incubação de 2, 4 ou 6 horas, a 37°C, prepararam-se extractos nucleares. Para cada uma das situações experimentais as células controlo foram submetidas a incubações idênticas mas na ausência de fármacos. Foi feita uma pré-incubação de 5 minutos com CTZ sempre que esta foi utilizada. Oito µg de proteína nuclear foram analisados no EMSA. (a) Representa o controlo, (b) glutamato 1 mM, (c) glutamato 1 mM + CTZ 100 µM, (d) CTZ 100 µM, FP (free probe) o oligonucleótido livre. 1 e 2 Representam ensaios de competição com o oligonucleótido não marcado para Oct-1 (1) ou AP-1 (2), usando a amostra controlo obtida 2 h após incubação na ausência de estímulo. (B) Quantificação da ligação do AP-1 ao DNA em células HEK-GluR4 estimuladas tal como descrito em A, usando o software ImageQuant (Molecular Dynamics). As barras correspondem à média ± S.E. do número indicado de experiências independentes. À intensidade da banda correspondente ao controlo foi atribuído arbitrariamente o valor 1 em cada preparação. O asterisco indica uma diferença significativa relativamente ao controlo e o círculo uma diferença significativa relativamente ao glutamato 1 mM, na respectiva situação experimental. Três símbolos, P< 0,001. 
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Figura 4.7. A estimulação excitotóxica de receptores AMPA constituídos por GluR4 aumenta a actividade do AP-1. (A) Autorradiografia representativa da ligação do AP-1 ao DNA após estimulação das células HEK-GluR4, durante 1 hora, a 37°C, com glutamato 1 mM e CTZ 100 µM, em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) com Ca2+ 2,5 mM e sem Mg2+, na presença ou na ausência de CNQX 50 µM. Após o estímulo as células foram colocadas em meio de cultura sem soro, e os extractos nucleares foram preparados após uma incubação de 4 horas a 37°C. As células controlo foram submetidas a incubações idênticas mas na ausência de fármacos. Foi feita uma pré-incubação de 5 minutos com CTZ e CNQX sempre que estes agentes foram utilizados. Oito µg de proteína nuclear foram analisados no EMSA, que foi efectuado tal como descrito na secção 2.4. (B) Quantificação da ligação do AP-1 ao DNA em células HEK-GluR4 estimuladas tal como descrito em (A), usando o software ImageQuant (Molecular Dynamics). As barras correspondem à média ± S.E. do número indicado de experiências independentes e à intensidade da banda correspondente ao controlo foi atribuído arbitrariamente o valor 1 em cada preparação. O asterisco indica uma diferença significativa relativamente ao controlo e o círculo uma diferença significativa relativamente à condição experimental em que foi usado glutamato + CTZ + CNQX. Dois símbolos, P<0,01; Três símbolos, P< 0,001. 

4.2.3.3  Nas células HEK-GluR4 a activação do factor de transcrição AP-1 é dependente de cálcio

Nos estudos efectuados com células da retina em cultura observámos que estímulos excitotóxicos causaram a activação do factor de transcrição AP-1 de uma forma dependente de Ca2+. Por isso investigámos se nas células HEK-GluR4 o aumento da actividade do AP-1, induzido por estimulação excitotóxica dos receptores AMPA contendo GluR4, é também dependente de Ca2+. 

As células HEK-GluR4 foram estimuladas durante 1 hora, a 37°C, com glutamato 1 mM e CTZ 100 µM, em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) com Mg2+ 1 mM e sem Ca2+, ou alternativamente, em meio de sódio com Ca2+ 2,5 mM. Em seguida as culturas foram lavadas e colocadas em meio de cultura sem soro, e após uma incubação de 4 horas, a 37°C, prepararam-se os extractos nucleares. Oito µg de proteína nuclear foram analisados pelo EMSA. Na figura 4.8 encontram-se representados os resultados obtidos. A análise estatística dos valores absolutos obtidos na quantificação da autorradiografia, para a situação controlo, na presença ou na ausência de Ca2+, mostrou que não ocorreram diferenças estatisticamente significativas na ligação do AP-1 ao DNA entre os controlos, ou seja, a actividade basal do AP-1 foi idêntica em células incubadas na presença ou ausência de Ca2+. Contudo, para as células estimuladas com glutamato e CTZ observou-se uma diferença significativa, do aumento da actividade do AP-1, entre as células estimuladas na presença ou na ausência de Ca2+. A estimulação das células HEK-GluR4 com glutamato 1 mM e CTZ 100 µM, na presença de cálcio, causou um aumento de actividade do AP-1 relativamente ao controlo de 2,8 vezes. Quando a estimulação foi efectuada na ausência de cálcio o aumento da actividade do AP-1 relativamente ao controlo foi apenas de 1,6 vezes. Estes resultados mostram que nas células HEK-GluR4 a activação do AP-1 depende de cálcio.
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Figura 4.8. Nas células HEK-GluR4 a estimulação excitotóxica causa a activação do AP-1 de uma forma dependente de cálcio. (A) Autorradiografia representativa da ligação do AP-1 ao DNA após estimulação das células HEK-GluR4 durante 1 hora, a 37°C, com glutamato 1 mM e CTZ 100 µM, em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) sem Ca2+ e com Mg2+ 1 mM, ou alternativamente, em meio de sódio com Ca2+ 2,5 mM. Após o estímulo as células foram colocadas em meio de cultura sem soro, e ao fim de 4 horas a 37°C, prepararam-se os extractos nucleares. As células controlo foram submetidas a incubações idênticas mas na ausência de fármacos. Foi feita uma pré-incubação de 5 minutos com CTZ sempre que esta foi utilizada. Oito µg de proteína nuclear foram analisados pelo EMSA, que foi efectuado tal como descrito na secção 2.4. (a) Representa o controlo, (b) representa o estímulo com glutamato 1 mM + CTZ 100 µM. (B) Quantificação da ligação do AP-1 ao DNA em células HEK-GluR4 estimuladas tal como descrito em A, usando o software ImageQuant (Molecular Dynamics). As barras correspondem à média ± S.E. do número indicado de experiências independentes e à intensidade da banda correspondente ao controlo foi atribuído arbitrariamente o valor 1 em cada preparação. O asterisco indica uma diferença significativa relativamente ao controlo da respectiva situação experimental, e o círculo uma diferença significativa relativamente à condição experimental em que foi usado glutamato + CTZ na ausência de Ca2+. Dois símbolos, P<0,01; três símbolos, P< 0,001.

4.2.3.4  Composição do factor de transcrição AP-1 nas células HEK-GluR4

Com o objectivo de conhecer a composição do factor de transcrição AP-1, presente nas células HEK-GluR4, efectuámos ensaios de “supershift” com anticorpos dirigidos contra proteínas da família Fos e da família Jun, e também contra ATF 2.

As células HEK-GluR4 foram estimuladas durante 1 hora, a 37°C, com glutamato 1 mM e CTZ 100 µM, em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) com Ca2+ 2,5 mM e sem Mg2+. As células controlo foram submetidas a uma incubação idêntica mas na ausência de fármacos. As culturas foram depois lavadas e colocadas em meio de cultura sem soro, e ao fim de 4 horas a 37°C prepararam-se os extractos nucleares. Doze µg de proteína nuclear foram incubados com 3 µg de anticorpo (Ac), durante 2 horas, a 4°C, antes da incubação com o oligonucleótido para o AP-1. O EMSA foi depois efectuado tal como descrito na secção 2.4. 

A figura 4.9 é uma autorradiografia representativa dos resultados obtidos. São visíveis bandas de “supershift”, nos ensaios em que se usaram os anticorpos contra c-Jun, Jun D, e Fra 2, quer nas células controlo quer nas células submetidas a estimulação excitotóxica. Contudo, a intensidade das bandas foi maior nos extractos preparados a partir de células estimuladas, o que está de acordo com o facto da actividade de ligação do AP-1 ao DNA aumentar após o estímulo excitotóxico. O aparecimento de uma banda de “supershift” para c-Jun e Jun D foi acompanhado de uma diminuição da banda específica da ligação AP-1-oligonucleótido. Os anticorpos contra c-Fos (que reconhece as várias proteínas da família Fos), Jun B e ATF 2 causaram uma diminuição da banda específica correspondente à ligação AP-1-oligonucleótido, quer nas células controlo quer nas células submetidas à estimulação excitotóxica, mas não se observou uma banda de “supershift”. Estes resultados sugerem que as proteínas Jun B e ATF 2 podem fazer parte dos dímeros de AP-1 nas células HEK GluR4, no entanto, nestes casos a ligação do anticorpo à proteína estará a dificultar a posterior ligação do factor de transcrição ao DNA, com uma consequente diminuição da banda específica da ligação do factor de transcrição ao oligonucleótido. Os resultados mostram que os dímeros de AP-1 nas células HEK-GluR4 são constituídos por proteínas da família Fos, nomeadamente Fra 2, e pelas proteínas c-Jun e Jun D da família Jun. Os dímeros de AP-1 poderão ainda incluir Jun B e ATF 2. Nas células HEK-GluR4, para as condições experimentais usadas, não se observaram diferenças no padrão de proteínas do AP-1 entre as células controlo e as células submetidas a estimulação excitotóxica.
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Figura 4.9. Composição do factor de transcrição AP-1 nas células HEK-GluR4. Autorradiografia representativa do ensaio de “supershift” para as subunidades do AP-1 em células HEK-GluR4 expostas durante 1 hora, a 37°C, a glutamato 1 mM e CTZ 100 µM, em meio de sódio (NaCl 132 mM, KCl 4 mM, glicose 6 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) com Ca2+ 2,5 mM e sem Mg2+. Após o estímulo as células foram colocadas em meio de cultura sem soro, e ao fim de 4 horas a 37°C prepararam-se os extractos nucleares. As células controlo foram submetidas a idêntico tratamento mas na ausência de fármacos. Foi feita uma pré-incubação de 5 minutos com CTZ sempre que esta foi usada. Doze µg de proteína nuclear foram incubados com 3 µg de anticorpo (Ac), durante 2 horas, a 4°C, antes da incubação com o oligonucleótido para o AP-1. O EMSA foi depois efectuado tal como descrito na secção 2.4. As setas indicam a posição das bandas de “supershift” correspondentes aos complexos (anticorpo - factor de transcrição - oligonucleótido). A análise de “supershift” foi efectuada em duas preparações independentes.
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