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CAPÍTULO 1
Introdução
Os aminoácidos excitatórios são os principais neurotransmissores responsáveis pela transmissão sináptica rápida que ocorre no cérebro dos mamíferos. O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central. A sinalização glutamatérgica está envolvida em processos como a isquemia cerebral, a epilepsia e a aprendizagem, o que veio dar grande relevância prática ao estudo dos receptores do glutamato. 

Vários estudos têm sugerido um papel importante do neurotransmissor glutamato nos mecanismos subjacentes à morte neuronal observada em situações de isquemia. Nos últimos anos tem sido dada grande importância à investigação dos mecanismos de morte neuronal e às vias de sinalização que medeiam excitotoxicidade, sendo a excitotoxicidade definida como a toxicidade que resulta da estimulação excessiva dos receptores do glutamato. 
O trabalho apresentado nesta dissertação é uma contribuição para o conhecimento dos mecanismos de sinalização intracelular acoplados à resposta excitotóxica mediada por diferentes receptores ionotrópicos do glutamato. Em concreto, investigou-se a activação de factores de transcrição sensíveis a condições de stress oxidativo, nomeadamente a proteína activadora-1 (AP-1, activator protein-1), e o envolvimento de cinases de proteínas reguladas por sinais extracelulares na modulação da viabilidade celular, utilizando como modelo experimental células da retina de pinto em cultura submetidas a estímulos excitotóxicos. Utilizou-se também uma linha celular HEK 293, que expressa constitutivamente receptores AMPA constituídos pela subunidade GluR4flip (HEK-GluR4), para conhecer a participação dessa subunidade na mediação da resposta excitotóxica e na activação do factor de transcrição proteína activadora-1 (AP-1 activator protein-1).

Neste capítulo introdutório faz-se uma revisão breve dos conhecimentos actuais sobre as características dos receptores ionotrópicos do glutamato. São também apresentados, de forma sumária, os mecanismos de regulação da morte e sobrevivência celular, em particular os mecanismos associados à morte por excitotoxicidade, com realce para a contribuição dos receptores AMPA em fenómenos de neurodegenerescência selectiva. Neste capítulo, são também referidas as principais características dos factores de transcrição AP-1 e NF-B e, em especial, as evidências conhecidas do envolvimento do AP-1 na regulação da viabilidade celular. 

1.1  Receptores do glutamato
Os receptores do glutamato estão distribuídos por todo o sistema nervoso central. Existem dois tipos distintos de receptores do glutamato: os receptores ionotrópicos, que são constituídos por um complexo de proteínas que se combinam e formam um canal iónico permeável a catiões, e os receptores metabotrópicos, que exercem os seus efeitos através da ligação e activação de proteínas G que estão associadas a sistemas de segundos mensageiros intracelulares. Neste trabalho concentrámo-nos no estudo dos receptores ionotrópicos do glutamato.
Com base nas propriedades farmacológicas e fisiológicas os receptores ionotrópicos do glutamato foram subdivididos em três subtipos, os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), os receptores cainato (KA), e os receptores -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) (Hollmann & Heinemann, 1994; Michaelis, 1998).
1.1.1 Propriedades farmacológicas e fisiológicas dos receptores ionotrópicos do glutamato

1.1.1.1  Receptores AMPA e cainato
Os receptores AMPA e cainato participam na neurotransmissão excitatória rápida no sistema nervoso central. Os canais iónicos associados a estes receptores caracterizam-se fundamentalmente por serem permeáveis a sódio e potássio. Contudo, existem receptores AMPA e cainato que são também permeáveis a cálcio (Hollmann & Heinemann, 1994; Michaelis, 1998). A potência dos agonistas para os receptores AMPA é a seguinte: domoato~AMPA>glutamato>cainato. Os receptores AMPA dessensibilizam rapidamente e fortemente na presença de AMPA ou glutamato. O cainato induz uma dessensibilização muito rápida e parcial do receptor AMPA, pelo que as correntes induzidas pelo cainato parecem não sofrer dessensibilização (Patneau et al., 1993). Portanto, embora o AMPA seja um agonista mais potente do que o cainato, é o cainato que origina as respostas máximas devido às características de dessensibilização do receptor AMPA (Hollmann & Heinemann, 1994). Nos neurónios sensoriais aferentes, e nos neurónios dos gânglios das raízes dorsais dos mamíferos, a potência dos agonistas para os receptores cainato segue a seguinte ordem: domoato>cainato>>AMPA. Os receptores cainato são rapidamente dessensibilizados na presença de cainato (Michaelis, 1998). As quinoxalina-2,3-dionas, como por exemplo a 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), são antagonistas competitivos dos receptores AMPA e cainato, enquanto que as 2,3-benzodiazepinas GYKI 52466 e GYKI 53655 são antagonistas não competitivos, selectivos para os receptores AMPA (Paternain et al., 1995; Michaelis, 1998). As 2,3-benzodiazepinas, devido à sua selectividade, são muito úteis na discriminação entre as respostas dos receptores AMPA e as respostas dos receptores cainato. Outros agentes farmacológicos que permitem distinguir os receptores AMPA dos receptores cainato são a ciclotiazida (CTZ) e a concanavalina A. A ciclotiazida funciona como um modulador alostérico apenas dos receptores AMPA, suprimindo a sua dessensibilização, o que faz aumentar as respostas mediadas através do receptor (Partin et al., 1993; Michaelis, 1998). A concanavalina A suprime completamente a dessensibilização dos receptores cainato, mas não tem efeito sobre a dessensibilização dos receptores AMPA (Partin et al., 1993; Michaelis, 1998).
1.1.1.2  Receptores NMDA
Os receptores NMDA são os responsáveis pela componente lenta das correntes excitatórias pós-sinápticas mediadas por glutamato. Estes receptores ionotrópicos, além de serem permeáveis ao Na+ e ao K+, caracterizam-se por uma elevada permeabilidade ao Ca2+ (Michaelis, 1998). Os receptores NMDA têm a particularidade de serem tonicamente inibidos pelo Mg2+ presente no meio extracelular. Uma activação completa destes receptores requer a libertação do bloqueio pelo Mg2+. Uma vez que a inibição dos receptores NMDA pelo Mg2+ é dependente da voltagem, a activação rápida de receptores AMPA e cainato pelo glutamato, com a subsequente despolarização da membrana pós-sináptica, alivia a inibição dos receptores NMDA pelo Mg2+, proporcionando a sua activação. Nas sinapses neuronais os receptores AMPA e NMDA co-localizam-se na região pós-sináptica (Michaelis, 1998), o que facilita o processo de activação dos receptores NMDA. Os receptores NMDA são activados pelo glutamato e pelo NMDA, requerem como co-agonista a glicina, e dessensibilizam muito lentamente (Michaelis, 1998). In vivo estes receptores podem também ser activados por L-aspartato e por N-acetilaspartilglutamato (Hollmann & Heinemann, 1994). O MK-801 é um antagonista selectivo não competitivo dos receptores NMDA que bloqueia o canal do receptor (Michaelis, 1998).
1.1.2  Propriedades moleculares dos receptores ionotrópicos do glutamato
Em 1989 foi clonada a primeira subunidade dos receptores ionotrópicos do glutamato, a subunidade GluR1 dos receptores AMPA (Hollmann et al., 1989). Com base na informação da sequência de nucleótidos dessa subunidade rapidamente foram clonadas outras subunidades dos receptores, como sejam as subunidades GluR2-4 dos receptores AMPA, as subunidades GluR5-7 (de baixa afinidade) e KA1 e KA2 (de alta afinidade) dos receptores cainato, e as subunidades NMDAR1 e NMDAR2A-D dos receptores NMDA (Hollmann & Heinemann, 1994; Michaelis, 1998). No pinto foram clonadas também as subunidades GluR1-4, cujas sequências mostram grande homologia com as sequências das subunidades correspondentes em mamíferos (Paperna et al., 1996). Com base na sequência de aminoácidos destas proteínas e nas características hidrofóbicas de vários domínios, foi sugerido que os receptores ionotrópicos do glutamato fossem proteínas integrais da membrana, constituídas por um extenso terminal amínico extracelular, o terminal carboxílico intracelular, e 4 regiões transmembranares (M1-4). A segunda região transmembranar (M2) é um domínio hidrofóbico que forma uma ansa no interior da membrana plasmática em vez de a atravessar por completo. É este domínio hidrofóbico o responsável pela formação do canal iónico do receptor (Michaelis, 1998). Dois segmentos extracelulares associam-se entre si para formar o local de ligação para o neurotransmissor: o segmento S1, localizado na zona extracelular que precede o primeiro domínio transmembranar, e o segmento S2 situado na zona extracelular entre os domínios transmembranares M3 e M4 (Figura 1.1) (Michaelis, 1998). A forma nativa das subunidades GluR parece ser um complexo tetramérico (Mano & Teichberg, 1998; Rosenmund et al., 1998). 
1.1.2.1  Estrutura molecular dos receptores AMPA
Além das várias subunidades que podem constituir os receptores AMPA, a diversidade dos receptores é acentuada pela ocorrência de diferentes formas moleculares dessas subunidades, originadas por mecanismos de processamento do RNAm que as codifica. Assim, as subunidades dos receptores AMPA existem sob duas formas diferentes, criadas por incorporação alternativa de dois exões na região que codifica a zona que precede o domínio transmembranar M4 destas subunidades (Sommer et al., 1990). Estas duas formas são designadas por flip e flop e são conservadas nas subunidades GluR1-4. Estas duas formas alternativas das subunidades GluR exibem uma expressão diferencial durante o desenvolvimento do sistema nervoso central. A forma flip é expressa preferencialmente durante as fases iniciais do desenvolvimento enquanto que a forma flop aparece no período pós-natal de maturação do sistema nervoso (Monyer et al., 1991). Funcionalmente os receptores que contêm a forma flop das proteínas GluR1-4 exibem uma dessensibilização mais rápida quando são activados com glutamato do que os receptores constituídos pelas formas flip das proteínas (Sommer et al., 1990; Mosbacher et al., 1994). 
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Figura 1.1.  Representação esquemática da estrutura das subunidades dos receptores AMPA. Estão indicados os segmentos extracelulares que formam o local de ligação do agonista (S1 e S2), assim como a cassete flip/flop e os resíduos sujeitos a edição, com a indicação dos aminoácidos alternativos das versões não editada e editada. O local Q/R é editado na subunidade GluR2 e o local R/G é editado nas subunidades GluR2-4 dos receptores AMPA (adaptado de Dingledine et al., 1999). 
Um outro mecanismo responsável pelo aumento da diversidade dos receptores ionotrópicos do glutamato é a alteração da codificação de um resíduo de aminoácido, por edição do RNA. Um resíduo crítico que é editado é o resíduo de arginina (R 586) no domínio M2 da subunidade GluR2. Nas outras subunidades o aminoácido homólogo naquela posição é a glutamina (Q). A presença de GluR2 com um resíduo de arginina, em vez do resíduo glutamina, no local de edição Q/R do domínio hidrofóbico que forma o canal do receptor, diminui a permeabilidade ao Ca2+ (Hume et al., 1991; Hollmann & Heinemann, 1994; Michaelis, 1998). Um outro local de edição é o local R/G na zona extracelular que precede os módulos flip/flop, no qual é introduzido um codão para a glicina (G) em substituição do codão de arginina (R). O local de edição R/G ocorre nas subunidades GluR2-4 e em consequência da presença de glicina neste local há um aumento na velocidade de recuperação dos receptores após dessensibilização (Seeburg, 1996; Michaelis, 1998). 
Virtualmente todas as subunidades GluR2 no sistema nervoso central do rato têm um resíduo de arginina no local de edição Q/R, no domínio M2, em todos os períodos de vida. Este facto determina a baixa permeabilidade a iões divalentes característica dos receptores AMPA contendo a subunidade GluR2, uma vez que as características funcionais da subunidade GluR2 são dominantes mesmo em receptores heteroméricos (Geiger et al., 1995; Seeburg, 1996). Deste modo, em neurónios do sistema nervoso central a permeabilidade dos receptores AMPA ao Ca2+ é controlada preferencialmente através da regulação da expressão da proteína GluR2, em detrimento de um possível efeito resultante de regulação da edição no local Q/R (Geiger et al., 1995; Seeburg, 1996). A edição do RNA no local R/G das subunidades dos receptores AMPA aumenta ao longo do período de desenvolvimento, atingindo a expressão máxima no cérebro adulto de rato (Seeburg, 1996). Funcionalmente a dessensibilização e a velocidade de recuperação dos receptores AMPA determinam a excitabilidade dos locais pós-sinápticos em resposta a estímulos repetidos. Os receptores AMPA que recuperam rapidamente da dessensibilização estão aptos para transmitir a informação de estímulos rápidos e frequentes (Seeburg, 1996).
1.2  Morte celular nas doenças neurodegenerativas

Em muitas doenças neurológicas ocorre a morte excessiva de determinadas populações de neurónios. Por exemplo, a morte de neurónios do córtex cerebral e do hipocampo é responsável pela sintomatologia da doença de Alzheimer, a morte de neurónios dopaminérgicos da substancia nigra está subjacente à doença de Parkinson, a morte de neurónios do estriado está relacionada com a doença de Huntington, e a morte dos neurónios motores manifesta-se como esclerose lateral amiotrófica. A morte neuronal está ainda envolvida em situações agudas de neurodegenerescência, como no caso da isquemia cerebral ou do trauma cerebral. 
As investigações efectuadas para identificar factores genéticos ou ambientais responsáveis por estas doenças sugerem a existência de um mecanismo comum de morte celular, envolvendo stress oxidativo, alteração da homeostase do cálcio, disfunção mitocôndrial e activação de um grupo de proteases cisteínicas denominadas caspases (Mattson, 2000). Com a identificação dos mecanismos que promovem ou previnem a morte celular neuronal surgem oportunidades para conceber novas estratégias terapêuticas para as doenças neurodegenerativas, cuja incidência tem aumentado significativamente com o aumento do tempo médio de vida.

1.2.1  Mecanismos de morte celular: apoptose versus necrose
A morte celular é frequentemente definida com base em critérios morfológicos (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980). O termo apoptose, introduzido por Kerr e colaboradores (Kerr et al., 1972), tem sido usado para identificar morte celular caracterizada por condensação nuclear e citoplasmática, acompanhada pela condensação da cromatina em estruturas aproximadamente esféricas, largas e regulares, mantendo-se preservada a estrutura dos organitos citoplasmáticos. Numa fase posterior do processo de morte a célula desintegra-se em fragmentos rodeados de membrana plasmática, designados por corpos apoptóticos, que são geralmente fagocitados (Clarke, 1999). A morfologia apoptótica contrasta com a morfologia necrótica (Wyllie et al., 1980), cuja característica principal é a tumefacção, ocorrendo inicialmente uma dilatação e destruição parcial da membrana interna das mitocôndrias, e depois uma fragmentação do retículo endoplasmático em vesículas. No processo de necrose, devido à dilatação, geralmente há perda da integridade da membrana plasmática (Clarke, 1999). 

As alterações morfológicas que ocorrem devido ao processo de morte celular por apoptose estão associadas a cascatas de eventos bioquímicos, que incluem a mobilização de proteínas da família Bcl-2, o efluxo de proteínas mitocondriais, a activação de caspases, alterações na membrana plasmática, e danos no DNA, entre outros. Durante a apoptose, estes eventos ocorrem de uma forma sequencial e alguns deles são dependentes de energia, o que contrasta com a necrose que normalmente está envolvida em situações nas quais há um colapso energético rápido (Ankarcrona et al., 1995; Roy & Salpolsky, 1999). As células apoptóticas são rapidamente fagocitadas antes de ocorrer lise, evitando-se uma reacção inflamatória. A prevenção da libertação do conteúdo intracelular é particularmente importante no sistema nervoso, no qual a libertação de glutamato proveniente de células mortas pode originar excitotoxicidade nas células vizinhas. Por isto, a ocorrência de morte por apotose no sistema nervoso pode ser entendida como um mecanismo protector para o tecido envolvente (Leist & Nicotera, 1998; Mattson, 2000).

Embora a apoptose e a necrose sejam geralmente vistas como processos distintos de morte celular, tem sido mostrado que a apoptose e a necrose típicas representam apenas os extremos de uma larga gama de morfologias e eventos intracelulares possíveis para a morte celular (Portera-Cailliau et al., 1997; Leist & Nicotera, 1998; Nicotera et al., 1999; MacManus & Buchan, 2000). Frequentemente a intensidade do insulto inicial decide a prevalência da morte por apoptose ou por necrose (Bonfoco et al., 1995) sugerindo que, pelo menos alguns eventos, tal como um aumento do Ca2+ intracelular, poderão ser comuns a ambos os tipos de morte celular (Leist & Nicotera, 1998). Um outro factor importante na decisão do processo de morte celular é o estado energético da célula: quando os níveis de ATP são baixos, estímulos que tipicamente induzem apoptose podem causar morte por necrose (Leist et al., 1997).
1.2.2  Vias de sinalização na apoptose
A apoptose nos mamíferos é regulada pelas proteínas da família Bcl-2 (Bcl-2, B-cell lymphoma-2), pela proteína Apaf-1 (Apaf-1, apoptotic protease-activating factor 1), e por um grupo de proteases cisteínicas denominadas caspases (caspases, cysteinyl-aspartic-acid-proteases). As proteínas Bcl-2, Apaf-1 e caspases são homólogas aos produtos dos genes de morte celular de Caenorhabditis elegans, CED-9, CED-4 e CED-3, respectivamente. Os mecanismos de apoptose em C. elegans foram amplamente estudados e constituíram uma base de trabalho importante para o estudo da regulação da apoptose em mamíferos. Os neurónios partilham os mecanismos gerais de apoptose com todos os outros tipos de células (Yuan & Yankner, 2000). 
As caspases têm funções essenciais na iniciação e execução do processo apoptótico em muitos tipos de células. Estas proteases possuem um resíduo de cisteína no seu local activo e clivam os seus substratos após um resíduo de aspartato. As caspases foram classificadas com base na sua função como reguladoras de inflamação (ex: caspase-1), iniciadoras da apoptose (ex: caspase-8, -9), e executoras da apoptose (ex: caspase-3, -6, -7). Estas proteases são sintetizadas na forma de zimogéneos relativamente inactivos, que sofrem maturação proteolítica. Uma vez activadas, as caspases clivam de modo específico uma variedade de polipeptídeos intracelulares, incluindo elementos estruturais do núcleo (ex: lamina) e do citoplasma (ex: actina), componentes da maquinaria de reparação do DNA (ex: polimerase da poli-ADP-ribose, PARP), e outras proteínas como por exemplo o inibidor da desoxirribonuclease activada por caspases (CAD, caspase-activated deoxyribonuclease), o ICAD. A proteólise do ICAD pelas caspases, em particular pela caspase-3, leva à activação da CAD, a qual é responsável pela clivagem do DNA em pequenos fragmentos de oligonucleossomas, com tamanhos múltiplos de 200 bp, os quais podem ser observados numa electroforese de DNA em gel de agarose (Enari et al., 1998). Colectivamente, as cisões efectuadas pelas caspases impedem vias de sobrevivência e desmontam componentes arquitectónicos celulares importantes, contribuindo para a morfologia típica da morte celular por apoptose. A actividade das caspases pode ser regulada por interacções com proteínas endógenas com função inibidora das caspases, as proteínas IAP (IAP, inhibitor of apoptosis protein) (Earnshaw et al., 1999). 
A activação das caspases executoras pode ser efectuada através de duas vias de sinalização: na sequência da activação de “receptores de morte” e na sequência de eventos mitocondriais. A activação de “receptores de morte”, tal como o receptor Fas, através da ligação a proteínas adaptadoras, leva à activação da caspase-8, uma caspase iniciadora. Esta caspase pode depois activar, directa ou indirectamente, caspases executoras, tal como a caspase-3, e iniciar a apoptose independentemente de alterações mitocondriais. Na sequência de um estímulo tóxico, a perturbação da mitocôndria pode levar à libertação de citocromo c para o citosol. O citocromo c libertado liga-se ao Apaf-1 e induz a sua oligomerização na presença de dATP. Este complexo recruta e activa a caspase-9, que por sua vez vai activar a caspase-3. A caspase-3 inicia a fase de degradação na qual outras caspases executoras e vários substratos são clivados (Earnshaw et al., 1999; Mattson, 2000). 
A libertação de citocromo c pela mitocôndria é regulada pelas proteínas da família Bcl-2, que incluem membros pró- e anti-apoptóticos. Os membros anti-apoptóticos mais bem estudados são as proteínas Bcl-2 e Bcl-xL, enquanto que os membros pró-apoptóticos incluem a proteína Bax (Bax, Bcl-2-associated X-protein) e a Bad (Bad, Bcl-associated death promoter). A Bcl-2 e a Bcl-xL formam heterodímeros com membros pró-apoptóticos da família Bcl-2, impedindo-os de exercer funções pró-apoptóticas. O mecanismo pelo qual as várias proteínas da família Bcl-2 controlam a morte celular ainda não está completamente esclarecido. No entanto, foi sugerida a participação dos membros pró-apoptóticos na formação de poros na membrana externa da mitocôndria, de modo a permitir a libertação de citocromo c da mitocôndria (Mattson, 2000; Martinou & Green, 2001). 

Além do citocromo c, outras proteínas com funções pró-apoptóticas são libertadas da mitocôndria para o citosol. Uma delas é a proteína AIF (AIF, apoptosis inducing factor), a qual migra do citosol para o núcleo, sendo responsável pela fragmentação do DNA em fragmentos de elevado peso molecular (50 kbp) e pela condensação da cromatina. No entanto, o mecanismo pelo qual o AIF induz a condensação da cromatina e a fragmentação do DNA ainda não foi esclarecido. Porém, sabe-se que a ligação do AIF ao DNA é essencial para a execução destas funções pró-apoptóticas. Estudos recentes evidenciaram que a actividade do AIF ao nível do núcleo é independente da actuação de caspases (Susin et al., 1999; Candé et al., 2002). 

1.2.3  Mecanismos de sobrevivência celular
A perenidade dos neurónios através do período de vida permite ao sistema nervoso manter um funcionamento contínuo por longos períodos de tempo e codificar e guardar memórias de uma forma estável. Por isso, os mecanismos de sobrevivência são particularmente importantes nos neurónios. As neurotrofinas ou factores neurotróficos, como o factor neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), ou o factor de crescimento neuronal (NGF), podem proteger os neurónios da morte celular através da activação de receptores ligados à produção de proteínas promotoras de sobrevivência por intermédio de cascatas de cinases (Mattson, 2000). 
A activação dos receptores das neurotrofinas pode activar a cinase que fosforila o fosfatidilinositol na posição 3 (PI3K), o que desencadeia uma cascata de sinalização na qual é activada a Akt. A Akt actua sobre várias proteínas, incluindo reguladores da apoptose e factores de transcrição, promovendo a sobrevivência celular. Esta cinase de proteínas induz a fosforilação da Bad, o que permite a sua interacção com a proteína 14-3-3 que, deste modo, sequestra a Bad no citoplasma impedindo a sua acção pró-apoptótica. Além disto, a fosforilação dos factores de transcrição em cabeça de forquilha (Forkhead transcription factors) pela Akt regula negativamente sinais promotores de morte celular. Por outro lado, a fosforilação da proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMPc (CREB, CRE-binding protein) e a activação do factor de transcrição factor nuclear-B (NF-B), promovidas pela Akt, podem estimular vias de sobrevivência celular (Datta et al., 1997; Dudek et al., 1997; Brunet et al., 1999; Yuan & Yankner, 2000). Entre os genes alvo do NF-B estão incluídos os genes para a enzima superóxido dismutase (Mn-SOD), a proteína Bcl-2, e as proteínas IAP, as quais promovem a sobrevivência celular. Relativamente ao CREB, um dos genes alvo que pode contribuir para a sinalização de vias de sobrevivência é o gene para a neurotrofina BDNF.

Adicionalmente, a activação dos receptores das neurotrofinas desencadeia a activação da proteína Ras e, subsequentemente, a cascata de sinalização das cinases de proteínas activadas por agentes mitogénicos (MAPKs, mitogen activated protein kinases). Esta via de sinalização envolve a activação da Raf e posterior fosforilação e activação das cinases MEK (MEK, cinase da MAPK) e MAPK, sendo a MAPK também designada por ERK (ERK, cinase de proteínas regulada por sinais extracelulares). O efeito da sinalização através das MAPKs na sobrevivência celular é mediado, pelo menos em parte, através da activação de membros da família da cinase de proteínas RSK (RSK, ribosomal S6 kinase). Tal como a Akt, a RSK fosforila a Bad, e ambas as cinases podem actuar em sinergia inibindo a actividade pró-apoptótica da Bad. Além disto, RSKs podem activar o factor de transcrição CREB e desse modo estimular a sobrevivência celular (Bonni et al., 1999; Yuan & Yankner, 2000). Em resumo, as vias de sinalização através da PI3K-Akt e das MAPKs convergem no mesmo conjunto de proteínas e inibem a apoptose (Figura 1.2). 
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Figura 1.2.  Mecanismos de sobrevivência celular estimulados pelo NGF. A ligação de NGF ao receptor induz a autofosforilação do receptor, o que permite a associação de moléculas como a proteína adaptadora Shc que inicia cascatas de sinalização. A PI3K induz a activação da cinase de proteínas dependente de fosfatidilinositóis (PDK), e da Akt. A fosforilação do CREB e da IKK estimula a transcrição de factores de sobrevivência. A fosforilação da BAD, e dos factores de transcrição em cabeça de forquilha inibe a via de sinalização apoptótica. Numa via de sinalização paralela é activada a via da Ras-Raf-MEK-ERK, resultando na activação da RSK. A Bad e o CREB são também alvos da RSK, que pode assim actuar em sinergia com a Akt para a sobrevivência celular (adaptado de Yuan & Yankner, 2000).
As neurotrofinas não são os únicos factores que promovem a sobrevivência celular. Estudos recentes indicam que o Ca2+ é um mensageiro importante neste processo pois pode activar vias de sinalização que promovem a sobrevivência celular (Yuan & Yankner, 2000). O cálcio activa a transcrição por intermédio de diversos factores de transcrição, nomeadamente, a transcrição induzida pelo CREB, cujos genes alvo incluem o BDNF (Chawla et al., 1998; Hardingham et al., 2002; West et al., 2002). Quer o influxo de Ca2+ através de canais de cálcio sensíveis à voltagem do tipo L, quer o influxo de Ca2+ através dos receptores NMDA sinápticos, contribuem para a activação do CREB (Hardingham et al., 2002). Um outro exemplo de activação de vias de sinalização nas quais o Ca2+ é um mensageiro importante é o da activação da ERK, a qual pode contribuir para a sobrevivência celular, tal como já foi referido. Em vários sistemas neuronais a activação da ERK, induzida pela estimulação de receptores do glutamato, é dependente do influxo de cálcio através do canal associado aos receptores ionotrópicos do glutamato (Bading & Greenberg, 1991; Xia et al., 1996; Schwarzchild et al., 1999; Perkinton et al., 1999).
Após um insulto tóxico, são activados genes que promovem assim como genes que inibem a apoptose. É o balanço entre a expressão de genes pró- e anti-apoptóticos que provavelmente determina o destino das células expostas ao insulto tóxico. No sistema nervoso, a severidade do insulto afecta a actividade neuronal e o padrão de genes expressos (Banasiak et al., 2000). 
1.2.4  Isquemia no sistema nervoso central
A isquemia cerebral caracteriza-se por uma súbita redução do fluxo sanguíneo no cérebro. O acidente isquémico pode afectar todo o córtex cerebral, designando-se por isquemia global, ou resultar de uma redução transitória ou permanente do fluxo sanguíneo cerebral que é restrita ao território de uma artéria cerebral principal, designando-se por isquemia focal. A isquemia global ocorre geralmente em casos de paragem cardíaca, enquanto que a isquemia focal pode ser devida, entre outros factores, à formação de um trombo. A isquemia cerebral é a terceira causa de morte nas sociedades industrializadas, pelo que o estudo dos mecanismos patológicos que lhe estão associados se reveste de grande relevância clínica (Dirnagl et al., 1999; Hou & MacManus, 2002). Situações patológicas tais como a retinopatia hipertensa, o descolamento da retina, e a retinopatia diabética, podem levar a lesões isquémicas na retina. As células da retina do tipo amácrino são particularmente sensíveis à isquemia (Duarte et al., 1998). O insulto isquémico provoca situações de excitotoxicidade, morte celular e inflamação (Dirnagl et al., 1999).
1.2.4.1  Excitotoxicidade: efeito do glutamato e do cálcio
Na isquemia a diminuição do fluxo sanguíneo cerebral restringe a distribuição de substratos, particularmente a glicose e o oxigénio, comprometendo os níveis energéticos necessários para manter os gradientes iónicos. Com a depleção energética há uma despolarização da membrana dos neurónios, ocorrendo a libertação de neurotransmissores, nomeadamente do glutamato, para o espaço extracelular. A libertação de glutamato ocorre por um processo dependente de Ca2+ e também por inversão do transportador de glutamato. Em casos severos de isquemia, a libertação excessiva de glutamato ocorre essencialmente por inversão do transportador, que em vez de remover o glutamato do espaço extracelular liberta glutamato, aumentando a sua concentração extracelular (Rossi et al., 2000). O glutamato libertado activa os receptores do glutamato, permitindo o fluxo de iões através dos canais associados aos receptores ionotrópicos. A actividade excessiva dos receptores do glutamato contribui para um desequilíbrio do ambiente iónico intracelular, ocorrendo um aumento do cálcio intracelular e o influxo de Na+ e Cl- (Dirnagl et al., 1999; Sattler & Tymianski, 2000). A toxicidade que resulta da estimulação excessiva dos receptores do glutamato é designada por excitotoxicidade (Olney et al., 1971). Apesar dos mecanismos moleculares da toxicidade do glutamato não serem completamente conhecidos, há um consenso geral de que são dependentes de cálcio (Choi, 1988; Choi 1995; Sattler & Tymianski, 2000). 
O cálcio é um mensageiro intracelular que controla diversas funções celulares, nomeadamente a excitabilidade, a exocitose, e a actividade sináptica (Sattler & Tymiansky, 2000). Nos neurónios, a concentração citoplasmática de cálcio é controlada rigorosamente, assegurando uma sinalização específica e eficiente. A concentração citoplasmática de cálcio ([Ca2+]i) no estado basal permanece muito baixa, aproximadamente 100 nM. Desta forma, pequenos aumentos ou aumentos localizados na [Ca2+]i podem provocar a activação específica de uma enzima numa via de sinalização intracelular (Sattler & Tymianski, 2000). Os neurónios possuem diversos mecanismos para controlar a [Ca2+]i (Figura 1.3). A estimulação dos receptores do glutamato causa um aumento da [Ca2+]i, que é transitório devido à activação dos mecanismos de homeostase do Ca2+. As células nas quais os mecanismos de homeostase do Ca2+ falham apresentam posteriormente um aumento irreversível da [Ca2+]i, indicativo de uma toxicidade eminente (Randall & Thayer, 1992; Tymianski et al., 1993). 
Em situações de excitotoxicidade, o aumento excessivo do Ca2+ intracelular, excedendo a capacidade dos mecanismos de regulação, inicia uma série de eventos citoplasmáticos e nucleares, tais como a activação de proteases, lipases e endonucleases, que podem levar à morte celular (Figura 1.4). Na mitocôndria, a acumulação excessiva de Ca2+ leva a um aumento da produção de radicais livres e favorece o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, o que permite a libertação, entre outros factores, do citocromo c (Dirnagl et al., 1999; Sattler & Tymianski, 2000). 

Embora vários estudos indiquem que em situações de excitotoxicidade as mitocôndrias libertam citocromo c para o citosol, ocorrendo a activação de caspases, os mecanismos apoptóticos que precedem a libertação de citocromo c ainda não estão completamente esclarecidos. Contudo, mecanismos de sinalização nos quais o Ca2+ tem um papel primordial foram recentemente identificados. Nestes estudos observou-se que o aumento da [Ca2+]i, provocado pela estimulação excessiva com glutamato, causa a activação da calcineurina. Esta fosfatase desfosforila a Bad, favorecendo a sua dissociação das proteínas 14-3-3 e a migração para a mitocôndria onde interage com a Bcl-xL (Wang et al., 1999; Springer et al., 2000). A interacção da Bad com a Bcl-xL permite a libertação da Bax dos heterodímeros Bcl-xL-Bax, ficando a Bax disponível para formar homodímeros e promover a apoptose.
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Figura 1.3.  Representação esquemática da homeostase do Ca2+ em neurónios. 1 – Influxo de Ca2+ e de Na+ acompanhado do efluxo de K+ através de canais associados aos receptores, tais como os receptores do glutamato; 2 – Efluxo de Ca2+ via Ca2+-ATPase; 3 – Influxo de Ca2+ através de canais de cálcio sensíveis à voltagem; 4 – Efluxo de Ca2+ através do trocador Na+/ Ca2+; 5 – Sequestração e libertação do Ca2+ do retículo endoplasmático; 6 – Fluxos de Ca2+ através da membrana nuclear; 7 – Sequestração de Ca2+ pela mitocôndria; 8 – tamponização intracelular do Ca2+ por proteínas que complexam Ca2+ (Adaptado de Sattler & Tymianski, 2000). 
Nas lesões excitotóxicas, dependendo da intensidade do estímulo, pode ocorrer rapidamente após o insulto uma morte do tipo necrótico devido à tumefacção causada pelo influxo de Na+ e Cl-, e entrada de água. A morte neuronal por apoptose observa-se numa fase posterior, em células que sobreviveram aos efeitos imediatos do insulto excitotóxico (Choi, 1996; Clarke, 1999). Em situações de isquemia focal cerebral, a morte por necrose é predominante na zona do enfarte, na qual a intensidade do insulto é maior, enquanto que na zona de penumbra é preponderante a morte por apoptose (Clarke et al., 1999; Dirnagl et al., 1999). 

1.2.5  Receptores AMPA permeáveis ao Ca2+: um factor determinante na neurodegeneração selectiva?
Em vários tipos de doenças neurológicas observa-se uma degeneração selectiva das células neuronais. No entanto, ainda não há um conhecimento completo das bases moleculares responsáveis pela selectividade da degenerescência neuronal. Os neurónios mais vulneráveis nas situações de isquemia global e epilepsia são as células piramidais do hipocampo. Estes neurónios, e os neurónios colinérgicos do córtex frontal do cérebro, são também vulneráveis na doença de Alzheimer. Na esclerose lateral amiotrófica são os neurónios motores os que são preferencialmente afectados. 

Além do envolvimento em situações de isquemia, a excitotoxicidade contribui para a degenerescência neuronal em várias patologias, nomeadamente na doença de Alzheimer, na epilepsia e na esclerose lateral amiotrófica (Pellegrini-Giampietro et al., 1997; Morrison et al., 1998; Weiss & Sensi, 2000). Inicialmente os receptores NMDA foram considerados como os receptores ionotrópicos do glutamato responsáveis pelo perpetrar da doença nas situações de isquemia. Contudo, o facto de os antagonistas dos receptores AMPA/KA serem neuroprotectores eficazes in vivo evidenciou a importância dos receptores AMPA ou cainato em situações de isquemia, 
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Figura 1.4.  Cascata de eventos neurotóxicos activados na isquemia. A lesão isquémica inicia uma série de eventos que envolvem a depleção das reservas energéticas celulares, ocorrendo subsequentemente a despolarização da membrana de forma descontrolada e a libertação de glutamato quer por um processo dependente de Ca2+, quer por inversão do funcionamento do transportador do glutamato. A estimulação excessiva dos receptores do glutamato, o aumento do Ca2+ intracelular, a formação de espécies reactivas de oxigénio (ROS), e a activação de vários sistemas enzimáticos contribuem para as lesões neuronais e frequentemente levam à morte celular.
especialmente na isquemia global (Sheardown et al., 1990, 1993; Buchan et al., 1991; Gill et al., 1992; Gill & Lodge, 1997). Recentemente os receptores AMPA foram também implicados em doenças neurológicas crónicas tais como a doença de Alzheimer, a esclerose lateral amiotrófica e a esquizofrenia (Akbarian et al., 1995; Van den Bosch et al., 2000; Weiss & Sensi, 2000). 

Vários estudos in vitro revelaram que a activação de receptores do glutamato do tipo AMPA pode ser responsável pela excitotoxicidade em diversos sistemas neuronais, incluindo neurónios corticais (Larm et al., 1997; Jensen et al., 1998; John et al., 1999), células Purkinje do cerebelo (Brorson et al., 1995), neurónios do hipocampo (Ohno et al., 1997; Ralph et al., 2001), neurónios motores (Van den Bosch et al., 2000), e células da retina do tipo amácrino (Ferreira et al., 1998). Os neurónios que expressam receptores AMPA contendo preferencialmente a subunidade GluR4, nomeadamente os neurónios colinérgicos do córtex frontal do cérebro e os neurónios colinérgicos do núcleo reticular do tálamo, mostraram ser particularmente sensíveis à excitotoxicidade mediada pelos receptores AMPA (Page & Everitt, 1995). 
A entrada directa de Ca2+ através dos receptores AMPA pode causar morte neuronal (Van den Bosch et al., 2000; Jensen et al., 2001). A existência, em diferentes tipos de células neuronais, de receptores AMPA com diferentes permeabilidades ao Ca2+, pode ser um factor importante na selectividade da vulnerabilidade neuronal (Pellegrini-Giampietro et al., 1997; Weiss & Sensi, 2000). A permeabilidade ao Ca2+ dos receptores AMPA nativos está inversamente correlacionada com a abundância relativa da subunidade GluR2 na forma editada, observando-se uma maior permeabilidade ao Ca2+ na ausência de GluR2 (Geiger et al., 1995). A “hipótese do GluR2”, prediz que determinados insultos neurológicos levam à diminuição da expressão da subunidade GluR2 dos receptores AMPA e à formação de receptores AMPA permeáveis ao Ca2+ e, consequentemente, a um aumento da toxicidade do glutamato endógeno após um insulto neurológico (Figura 1.5) (Pellegrini-Giampietro et al., 1997).
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Figura 1.5.  Contribuição de receptores AMPA/KA permeáveis a Ca2+ (Ca-A/K) na neurodegenerescência associada com a isquemia ou a epilepsia: representação esquemática de mecanismos de toxicidade. (1) O glutamato é libertado de terminais sinápticos glutamatérgicos; (2) em situações de isquemia ou epilepsia pode ocorrer uma subexpressão selectiva da subunidade GluR2 dos receptores AMPA (representada a preto), o que origina um aumento relativo de receptores permeáveis a Ca2+; (3) aumento do Ca2+ intracelular devido à entrada de Ca2+ através de receptores AMPA/KA permeáveis a Ca2+; (4) a entrada de Ca2+ através dos receptores AMPA/KA pode resultar na disfunção mitocondrial e originar a formação de espécies reactivas de oxigénio (ROS). Dependendo da intensidade da disfunção mitocondrial, pode ocorrer necrose ou apoptose, sendo a sinalização apoptótica devida, em parte, à libertação de citocromo c (adaptado de Weiss & Sensi, 2000).
Esta hipótese tem sido utilizada para explicar alguns casos de neurotoxicidade selectiva observados em modelos animais de isquemia global transitória e de epilepsia. De facto, a isquemia global transitória em ratos induz a redução da expressão do RNAm que codifica a subunidade GluR2 dos receptores AMPA (Pellegrini-Giampietro et al., 1992; 1994; Gorter et al., 1997). Nestes estudos observou-se que a expressão do RNAm para a subunidade GluR2 foi selectivamente reduzida nas células piramidais da área CA1 do hipocampo, a área mais sensível à neurodegenerescência em situações de isquemia. De acordo com estas observações, verificou-se que após a isquemia os neurónios piramidais da área CA1 têm um maior influxo de cálcio através dos receptores AMPA (Gorter et al., 1997). Estas alterações ocorrem antes de se verificar qualquer sinal de morte neuronal, reforçando a ideia de que o influxo de Ca2+ através de receptores AMPA sem a subunidade GluR2 pode ser um factor importante na neurodegenerescência que ocorre posteriormente à isquemia global (Gorter et al., 1997). Resultados similares foram obtidos num modelo experimental de epilepsia. Em ratos adultos, a indução do estado epiléptico com cainato leva à diminuição da expressão da subunidade GluR2, especificamente nos neurónios piramidais da área CA3 do hipocampo, antes de se observar a sua degeneração (Friedman, 1998). No entanto, em ratos novos, os quais são resistentes aos danos causados pela epilepsia induzida com cainato, a expressão do RNAm para a subunidade GluR2 na área CA3 do hipocampo mantém-se constante, o que poderá contribuir para a sua sobrevivência (Friedman et al., 1997). Estas observações corroboram a “hipótese do GluR2” também neste modelo de excitotoxicidade. Contudo, alguns estudos põem em causa a “hipótese do GluR2”, uma vez que a diminuição preferencial da subunidade GluR2 na área CA1 do hipocampo, após a isquemia, nem sempre se verifica (Frank et al., 1995; Kjoller & Diemer, 2000). 
É interessante notar que em casos de isquemia global as células Purkinje do cerebelo são também selectivamente afectadas. Em culturas de neurónios do cerebelo de rato, de entre os vários neurónios, as células Purkinje expressam receptores AMPA que sofrem uma menor dessensibilização, tendo sido observado que estas células são selectivamente vulneráveis à toxicidade induzida por AMPA (Brorson et al., 1995). Recentemente observou-se que as células Purkinje humanas expressam mais abundantemente as formas flip de determinadas subunidades dos receptores AMPA do que as células granulares, sugerindo-se que também nos humanos os receptores AMPA nas células Purkinje têm uma dessensibilização mais lenta do que os das células granulares (Tomiyama et al., 1999). Estes estudos realçam a importância da cinética de dessensibilização dos receptores AMPA na modulação da resposta excitotóxica.

Por outro lado, nem todos os neurónios que possuem receptores AMPA permeáveis ao Ca2+ são igualmente propensos a degenerar em situações patológicas. Por isso, a vulnerabilidade dos neurónios que possuem receptores AMPA permeáveis a Ca2+ deve ser também modulada por factores adicionais, um dos quais é provavelmente o grau de inervação excitatória aferente. Outros factores poderão ser o número relativo destes receptores, e a sua velocidade de dessensibilização. Além disto, a distinta vulnerabilidade à excitotoxicidade pode também dever-se a diferenças na capacidade para controlar a acumulação de Ca2+ após a sua entrada na célula (Weiss & Sensi, 2000). 
1.2.6  Estratégias terapêuticas em situações de excitotoxicidade
Em situações de isquemia cerebral o objectivo principal do tratamento é impedir a morte dos neurónios que ocorre posteriormente ao acidente isquémico. Uma das estratégias utilizadas consiste em bloquear os receptores do glutamato, para evitar a progressão dos eventos excitotóxicos. A administração de antagonistas dos receptores NMDA, ou dos receptores AMPA, demonstrou efeitos protectores. No entanto, os antagonistas dos receptores NMDA têm uma janela temporal de eficácia terapêutica muito curta após o início da isquemia. Além disto, embora o bloqueio dos receptores do glutamato proteja da excitotoxicidade, a maioria dos antagonistas dos receptores do glutamato têm efeitos secundários indesejáveis. Assim, torna-se necessário conceber fármacos mais selectivos tendo como alvo, por exemplo, as subunidades dos receptores do glutamato que estão especificamente envolvidas no processo excitotóxico (Dirnagl et al., 1999). Para isto, é fundamental conhecer melhor os mecanismos intracelulares associados à excitotoxicidade e à morte neuronal em lesões isquémicas. A importância de tratamentos efectivos em situações de excitotoxicidade reflecte-se não só em situações de isquemia, como também em muitas outras doenças neurodegenerativas, nas quais se demonstrou o envolvimento de fenómenos excitotóxicos.
Os avanços recentes no conhecimento dos mecanismos moleculares da excitotoxicidade permitiram elaborar a hipótese de que esta é condicionada por vias de sinalização específicas, activadas de uma forma dependente de Ca2+ por moléculas que estão associadas aos receptores na membrana plasmática (Sattler & Tymianski, 2000). Segundo esta hipótese, o factor determinante para a susceptibilidade à morte celular mediada por Ca2+ não é a falência generalizada dos mecanismos de homeostase do Ca2+ causada por um excesso global de iões Ca2+ no meio intracelular, mas sim a via pela qual o Ca2+ entra na célula e a infra-estrutura molecular que lhe está acoplada (Tymianski et al., 1993; Ferreira et al., 1996; Sattler et al., 1998; Sattler & Tymianski, 2000). 
Neste contexto, foi recentemente demonstrado que um complexo multimolecular constituído pelas subunidades dos receptores NMDA, a proteína PSD-95 da densidade pós-sináptica (PSD, postsynaptic density), e as moléculas que lhe estão associadas, tal como a isoforma neuronal da sintase do oxido nítrico (nNOS), permite o acoplamento específico dos receptores NMDA com uma via de sinalização neurotóxica dependente de Ca2+ (Sattler et al., 1999; Sattler & Tymianski, 2000). Estes estudos indicam que a PSD-95 é necessária para o acoplamento eficiente dos receptores NMDA à nNOS. A nNOS é activada pelo influxo de Ca2+ através do receptor NMDA, formando-se óxido nítrico (NO) que pode ser responsável por efeitos tóxicos. Com base nestes estudos, foi recentemente utilizada no tratamento da isquemia cerebral uma estratégia de supressão da interacção entre as subunidades dos receptores NMDA e a PSD-95 (Aarts et al., 2002). Para o efeito, utilizaram-se peptídeos que ligam ao terminal carboxílico da subunidade NR2B ou ao domínio PDZ2 da PSD-95, impedindo a interacção entre a subunidade NR2B e a PSD-95. Esta estratégia permitiu dissociar a subunidade dos receptores NMDA das vias de sinalização neurotóxicas sem bloquear a actividade sináptica ou o influxo de cálcio. Estes peptídeos, aplicados antes ou 1 hora após a lesão isquémica, reduziram o volume do enfarte da isquemia focal em ratos, e melhoraram a sua função neurológica (Aarts et al., 2002). Devido à especificidade desta estratégia não se observaram graves efeitos secundários, pelo que a interacção NMDAR-PSD-95 será um alvo a ter em conta na concepção de fármacos para o tratamento da isquemia focal cerebral.
Na isquemia cerebral os neurónios que morrem posteriormente à lesão isquémica parecem ser particularmente vulneráveis à morte celular mediada por caspases. Em situações de isquemia focal no cérebro de rato, a administração de inibidores irreversíveis de caspases atenua não só o volume de tecido morto, como também diminui o défice neurológico, o que pode reflectir uma preservação funcional do tecido neuronal (Hara et al., 1997). Os inibidores das caspases reduzem a lesão mesmo quando administrados várias horas após um período curto de isquemia cerebral, facto que representa uma vantagem sobre os antagonistas dos receptores NMDA, que têm uma janela temporal de eficácia terapêutica estreita (Fink et al., 1998; Cheng et al., 1998). 
Em ratos submetidos a isquemia da retina ocorre a activação de diferentes caspases, de uma forma específica para cada tipo de célula da retina, e em particular nas células amácrinas verificou-se que as caspases do tipo 2 e do tipo 3 poderão actuar em paralelo (Singh et al., 2001). A inibição de caspases permite a preservação do tecido e das características funcionais também na isquemia da retina (Singh et al., 2001). A retinite pigmentosa é outra situação de neurodegenerescência da retina, caracterizada pela morte dos fotoreceptores por apoptose. Neste caso, a inibição de caspases também previne a morte celular e preserva a função visual (Davidson & Steller, 1998). 

O facto de recentemente se ter observado que a activação de algumas caspases ocorre apenas em situações patológicas oferece a possibilidade de no futuro se intervir terapeuticamente inibindo a morte celular patológica sem interferir com a apoptose que é necessária ao bom funcionamento fisiológico (Kang et al., 2000; Yuan & Yankner, 2000). Em situações de isquemia, a combinação de agentes anti-apoptóticos com outro tipo de tratamentos, incluindo fármacos trombolíticos, poderá ser vantajosa para aumentar a recuperação funcional do sistema nervoso central (Dirnagl et al., 1999; Hou & MacManus, 2002; Chauhan et al., 2003). 
1.3  Factores de Transcrição

O genoma de uma célula contém a informação necessária para produzir milhares de proteínas diferentes. Uma célula geralmente expressa apenas uma fracção dos seus genes e os diferentes tipos de células, num organismo multicelular, resultam da expressão de diferentes genes. 
O controlo da transcrição é um mecanismo primordial na regulação da expressão genética em eucariotas. Nestes organismos a transcrição de genes é regulada por factores de transcrição. Os factores de transcrição são proteínas que se ligam de forma específica a sequências de DNA que controlam a transcrição. A expressão de cada gene é em geral regulada por várias sequências de DNA que controlam a transcrição. Algumas destas sequências de DNA estão localizadas numa zona próxima do local de iniciação da transcrição (elementos próximos do promotor), enquanto que outras se podem localizar em locais mais distantes (“enhancers”) do gene. Nos eucariotas, os factores de transcrição ligam-se aos elementos próximos do promotor ou aos “enhancers” e actuam estimulando ou reprimindo a transcrição de genes. 
Os factores de transcrição contêm na sua estrutura um domínio de ligação ao DNA e um ou mais domínios de activação ou repressão da transcrição, estando estes domínios interligados por cadeias flexíveis de polipeptídeos. O domínio de ligação ao DNA reconhece a sequência específica de DNA de um elemento controlador da transcrição, e o domínio de activação ou repressão da transcrição interage com proteínas da maquinaria envolvida na transcrição, ou com outro factor de transcrição, aumentando ou diminuindo a velocidade de transcrição. Existem também factores de transcrição cuja forma de regular a transcrição compreende a indução de alterações na estrutura de condensação da cromatina. Modificações covalentes da estrutura dos factores de transcrição, tais como a fosforilação dos factores de transcrição, constituem mecanismos de regulação da sua actividade e localização celular.
1.3.1  Activação de factores de transcrição em função da actividade neuronal
A aptidão que os neurónios têm de converter estímulos transitórios em alterações de longa duração da função cerebral é fundamental no processo de aprendizagem de um indivíduo e na adaptação ao seu meio ambiente. A estes processos está subjacente a transcrição genética de uma forma dependente da actividade neuronal (West et al., 2002). Entre os genes regulados pela actividade neuronal encontram-se os genes de resposta imediata (IEG, Immediate Early Genes).
O cálcio é um segundo mensageiro crucial na conversão bioquímica da actividade sináptica em expressão genética. A elevação da concentração de cálcio intracelular regula a expressão de genes a diferentes níveis, nomeadamente na fase de iniciação da transcrição. Diferentes tipos de estímulos dão origem à expressão de genes distintos, muito provavelmente porque o sinal de cálcio associado a cada estímulo tem propriedades diferentes. Para a diversidade do sinal de cálcio contribuem as diferentes vias de entrada do cálcio nas células: o influxo de cálcio pode ocorrer por canais de cálcio sensíveis à voltagem, ou através de canais associados aos receptores ionotrópicos. Além disto, o aumento do cálcio intracelular pode também resultar da libertação de cálcio de reservatórios intracelulares. Por outro lado, o aumento da [Ca2+]i pode ter uma amplitude variável, pode ser transitório ou constante, e pode ser localizado nas dendrites ou atingir o núcleo. De facto, as características específicas de cada sinal de cálcio, que podem influenciar qualitativamente e quantitativamente a transcrição de genes, implicam a activação de vias de sinalização distintas, o que se deve também em parte a diferenças na localização intracelular das moléculas processadoras do sinal (Bading, 2000; Cruzalegui & Bading, 2000; West et al., 2002). A conversão dos sinais de cálcio em expressão genética é modulada principalmente por cascatas de sinalização através de cinases que estão acopladas à regulação da actividade de factores de transcrição (Cruzalegui & Bading, 2000; West et al., 2002).
Entre os factores de transcrição cuja actividade é modulada pela estimulação glutamatérgica encontra-se a proteína activadora-1 (AP-1) e o factor nuclear-B (NF-B). O aumento da concentração de cálcio intracelular pode levar a um aumento da actividade de ambos os factores de transcrição. As proteínas que fazem parte dos dímeros de AP-1 são reguladas pelas MAPKs e, por exemplo, a activação da ERK neuronal foi observada em resposta ao influxo de Ca2+ através dos receptores NMDA (Xia et al., 1996). A actividade do NF-B é, de uma forma geral, regulada pela interacção com proteínas inibitórias específicas, as IB. O aumento do Ca2+ intracelular é um dos sinais que pode desencadear a fosforilação e ubiquitinação das IB, o que permite a libertação do NF-B dos complexos com o inibidor (Ko et al., 1998). No entanto, as vias de sinalização pelas quais o influxo de Ca2+ activa o NF-B ainda não estão completamente esclarecidas. O AP-1 e o NF-B são sensíveis a condições de stress oxidativo e a sua actividade pode aumentar após isquemia cerebral (Tong et al., 1998; Clemens, 2000). Neste trabalho concentrámos a nossa atenção no estudo da actividade dos factores de transcrição AP-1 e NF-B em células da retina em cultura submetidas a estimulação excitotóxica. 

1.3.2  Factor de transcrição AP-1 

O factor de transcrição proteína activadora-1 (AP-1, activator protein-1) foi um dos primeiros factores de transcrição a ser identificado nos mamíferos (Angel & Karin, 1991). No entanto, as funções deste factor de transcrição estão ainda a ser esclarecidas. A actividade do AP-1 é induzida por diversos estímulos fisiológicos e patológicos, nomeadamente a isquemia. O AP-1 regula uma vasta gama de processos celulares, incluindo a proliferação celular, morte, sobrevivência e diferenciação (Shaulian & Karin, 2002). Contudo, nem sempre tem sido possível identificar os genes implicados nessas funções.
1.3.2.1  Estrutura do factor de transcrição AP-1

AP-1 é a designação usada para referir os factores de transcrição diméricos constituídos por proteínas das famílias Jun e Fos que reconhecem o local de ligação do AP-1 no DNA. As proteínas que constituem os dímeros de AP-1 caracterizam-se por possuírem um domínio rico em resíduos de aminoácidos com características básicas, que é responsável pela ligação ao DNA através de ligações electrostáticas que estabelecem com os grupos fosfato do DNA, e que está localizado contiguamente a um domínio responsável pela dimerização, rico em resíduos hidrofóbicos de leucina (bZIP, basic region-leucine zipper). A dimerização é necessária para uma ligação específica e de alta afinidade à sequência de DNA reguladora reconhecida pelo factor de transcrição. Os diferentes dímeros de AP-1 têm idênticas especificidades de ligação ao DNA mas diferem na sua eficiência para activar a transcrição (Chinenov & Kerppola, 2001).
Os complexos de AP-1 reconhecem dois tipos de sequências de DNA reguladoras nos promotores e “enhancers” dos genes, o elemento de resposta ao 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), TRE (TPA Response Element, 5’-TGA(C/G)TCA-3’), e o elemento de resposta ao monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), CRE (cAMP Response Element, 5’-TGACGTCA-3’). As proteínas que fazem parte dos dímeros de AP-1 pertencem às famílias Jun (c-Jun, Jun B, Jun D) e Fos (c-Fos, Fos B, Fra 1, Fra 2). O elemento c-Jun é o mais potente activador de transcrição dentro da família Jun. Ao contrário das proteínas Jun, as proteínas da família Fos não homodimerizam. No entanto, as proteínas Fos formam heterodímeros estáveis com as proteínas Jun, aumentando assim a sua actividade de ligação ao DNA (Chinenov & Kerppola, 2001; Shaulian & Karin, 2002). Entre as proteínas da família Fos, apenas as proteínas c-Fos e Fos B contêm domínios de activação da transcrição (Shaulian & Karin, 2002). As proteínas das famílias Fos e Jun podem ainda formar dímeros com outras proteínas, nomeadamente as que também possuem um domínio bZIP, tais como as proteínas da família ATF (por exemplo ATF 2). Os heterodímeros que incluem membros da família ATF ligam-se preferencialmente ao CRE (Chinenov & Kerppola, 2001; Shaulian & Karin, 2002).
1.3.2.2  Vias de sinalização que regulam a actividade do AP-1
A actividade do AP-1 é induzida por factores de crescimento, citocinas, neurotransmissores, componentes bacterianos e virais e por stress químico ou físico. Estes estímulos activam as cascatas de sinalização das cinases de proteínas activadas por agentes mitogénicos (MAPKs), as quais migram para o núcleo onde fosforilam substratos específicos, aumentando a actividade do AP-1. 
O soro e os factores de crescimento aumentam a actividade do AP-1 através da cascata de sinalização da ERK1/2, a qual leva à fosforilação dos factores TCF (complexo ternário, Ternary Complex Factor), nomeadamente o Elk 1, potenciando a sua actividade reguladora da transcrição (Shaulian & Karin, 2002). O Elk 1 activo liga-se ao promotor do gene c-fos no elemento de resposta ao soro (SRE, Serum Response Element), que também é reconhecido e ocupado pelo factor de resposta ao soro (SRF, Serum Response Factor). A activação da ERK1/2 e a estimulação da transcrição do gene c-fos foi ainda observada em resultado da estimulação glutamatérgica em neurónios do córtex cerebral em cultura (Xia et al., 1996). Por outro lado, as cinases de proteínas ERK1/2 podem fosforilar directamente as proteínas Fra 1 e Fra 2 em resposta à estimulação com soro. Uma contribuição adicional dos factores de crescimento do soro para a indução do AP-1, advém da fosforilação pela ERK5 do factor de transcrição MEF2C (monocyte-specific enhancer binding factor 2c), cuja activação aumenta a expressão de c-Jun (Shaulian & Karin, 2002). 
A indução do AP-1 por citocinas inflamatórias e por stress genotóxico é essencialmente mediada pelas cascatas de sinalização envolvendo a cinase do terminal amínico de c-Jun, JNK (JNK, c-Jun N-terminal Kinase), e pela cinase de proteínas p38 (Chang & Karin, 2001; Shaulian & Karin, 2002). A activação do AP-1 por estimulação excitotóxica com cainato pode também ser mediada através da via de sinalização da JNK e de c-Jun (Yang et al., 1997; Behrens et al., 1999). Uma vez activada, a JNK migra para o núcleo onde fosforila o c-Jun, aumentando a sua actividade reguladora da transcrição. A JNK também fosforila o ATF 2, o qual forma heterodímeros com c-Jun e se liga ao promotor do gene c-jun. A contribuição da p38 para a indução do AP-1 pode ser mediada pela fosforilação e activação do ATF 2, do MEF2C e do complexo ternário Elk 1 (Shaulian & Karin, 2002). 
1.3.2.3  Envolvimento do AP-1 na morte neuronal
O factor de transcrição AP-1 foi implicado quer na indução quer na prevenção da apoptose, dependendo o resultado final das células em causa, do período de desenvolvimento, e do tipo e duração do estímulo. As primeiras indicações de que o AP-1 pode estar envolvido nos processos apoptóticos surgiram de observações onde foi relacionada a indução de c-Fos e c-Jun com condições que resultam em morte celular. Por exemplo, no cérebro de ratos tratados com cainato, c-Fos é persistentemente induzido nas áreas do hipocampo em que posteriormente se observa apoptose neuronal (Smeyne et al., 1993). Para além disso, em ratinhos deficientes em c-Fos há uma diminuição da morte de neurónios do tipo foto-receptor, por apoptose, induzida por luz (Hafezi et al., 1997; Wenzel et al., 2000). Noutro sistema de apoptose neuronal, no qual neurónios do sistema nervoso simpático sofrem uma depleção de factores tróficos, a apoptose é precedida por um aumento da expressão de proteínas do factor de transcrição AP-1, nomeadamente c-Jun (Estus et al., 1994; Ham et al., 1995). Neste sistema, a inibição da actividade de c-Jun com um dominante negativo inibe a libertação de citocromo c e diminui a expressão da Bim, uma proteína pró-apoptótica da família Bcl-2, tendo-se observado uma protecção contra a apoptose neuronal (Whitfield et al., 2001). 
Recentemente surgiram várias evidências de que a via de sinalização JNK-c-Jun é importante na apoptose neuronal regulada por c-Jun. A expressão de um mutante de c-Jun, no qual os locais de fosforilação pela JNK, Ser63/73, foram alterados para Ala63/73, inibiu a apoptose induzida por remoção do factor de crescimento neuronal (NGF) em células PC12 (Le-Niculescu et al., 1999). Além disso, em ratinhos mutantes nos quais os resíduos de Ser63/73 foram alterados para Ala63/73 nos alelos de c-jun, observou-se resistência às convulsões epilépticas e à apoptose neuronal induzida por cainato (Behrens et al., 1999). Por outro lado, em ratinhos nos quais se fez a deleção do gene que codifica a isoforma JNK3, expressa especificamente no sistema nervoso, observou-se que a estimulação excitotóxica com cainato causa uma menor fosforilação de c-Jun, uma menor actividade de transcrição do AP-1, e uma diminuição da apoptose nos neurónios do hipocampo relativamente aos ratinhos controlo (Yang et al., 1997). No entanto, nem sempre a activação persistente da JNK está associada à apoptose neuronal (Herdegen et al., 1998).
A estimulação dos receptores do glutamato causa um aumento da actividade de ligação do AP-1 ao DNA em diversos sistemas neuronais, nomeadamente nos neurónios do estriado (Schwarzschild et al., 1997), nas células granulares do cerebelo (Hou et al., 1997; Kovács et al., 1999), nas células do córtex cerebral (Finiels et al., 1995), e nos neurónios do hipocampo de roedores (Kasof et al., 1995; Kitayama et al., 1999; Yoneda et al., 1999). Apesar da indução do factor de transcrição AP-1 estimulada pela activação dos receptores do glutamato estar associada à apoptose (Kaminska et al., 1994; Finiels et al., 1995; Kasof et al., 1995), actualmente ainda não está completamente esclarecida a função do AP-1 no processo de morte celular por excitotoxicidade.

1.3.3  Factor de transcrição NF-B

O factor de transcrição factor nuclear-B (NF-B), originalmente identificado em linfócitos B, actua como um mediador central da expressão de genes em resposta a agentes patogénicos ou citocinas inflamatórias. Alguns dos genes que respondem a este factor de transcrição foram já identificados, e entre eles incluem-se genes que codificam várias citocinas, moléculas de adesão celular, a isoforma indutiva da sintase do óxido nítrico (iNOS), a enzima superóxido dismutase (Mn-SOD), e ainda genes de proteínas reguladoras da apoptose, como a proteína inibidora de apoptose-1 (IAP-1), a proteína inibidora de apoptose-2 (IAP-2), a Bcl-xL, o ligando do Fas, e a p53 (Mattson et al., 2000; Ghosh & Karin, 2002). Uma das características do NF-B é ser um factor de transcrição rapidamente induzido, o que permite às células responder prontamente à presença de agentes infecciosos e a condições de stress através da sobreexpressão dos genes alvo do NF-B (Ghosh & Karin, 2002).
1.3.3.1 Estrutura do factor de transcrição NF-B

O factor de transcrição NF-B representa um grupo de proteínas estruturalmente relacionadas, que nos mamíferos inclui os seguintes elementos: Rel (c-Rel), Rel A (p65), Rel B, NF-B1 (p50 e o seu percursor p105) e NF-B2 (p52 e o seu precursor p100). As proteínas que fazem parte da família do NF-B podem existir como homodímeros ou heterodímeros, e embora a maioria dos dímeros de NF-B sejam activadores da transcrição, homodímeros de p50 ou p52 podem reprimir a transcrição (Ghosh & Karin, 2002). As proteínas do NF-B partilham um domínio de homologia Rel no terminal amínico que é responsável pela ligação ao DNA, pela dimerização, e pela associação com proteínas inibitórias do NF-B, as IB. De uma maneira geral, no estado basal a maioria dos dímeros de NF-B encontra-se ligada às proteínas IB e está sequestrada no citoplasma. Após estimulação e activação de vias de sinalização celular que causam a activação da cinase específica das proteínas IB, a IKK, as proteínas inibitórias do NF-B são fosforiladas, o que as torna num alvo para a ubiquitinação. Após ubiquitinação, as proteínas IB são rapidamente degradadas pelo proteasoma, libertando o NF-B, que migra para o núcleo e se liga ao DNA (Ghosh & Karin, 2002).
1.3.3.2 Envolvimento do NF-B em situações de neurodegenerescência
O NF-B é um factor de transcrição ubíquo, presente no sistema nervoso de uma forma constitutiva e indutiva. Entre os vários agentes que podem activar o factor de transcrição NF-B estão citocinas, factores neurotróficos, e neurotransmissores (Mattson et al., 2000). Por exemplo, a estimulação dos receptores do glutamato nas células granulares do cerebelo, ou a sua despolarização com KCl, induz a activação do NF-B (Guerrini et al., 1995; Kaltschmidt et al., 1995). A actividade do NF-B varia também durante o desenvolvimento do sistema nervoso. No cerebelo de rato, ocorre um pico de actividade durante o período de sinaptogénese, diminuindo posteriormente a actividade do NF-B (Kaltschmidt et al., 1995). 
O stress oxidativo e o aumento do cálcio intracelular são factores particularmente importantes na activação do NF-B e parecem ser pontos de convergência na morte neuronal em várias situações patológicas. Em situações de neurodegenerescência aguda, e em doenças neurodegenerativas crónicas, observou-se um aumento da actividade do NF-B em neurónios e células da glia (Mattson et al., 2000). Em situações de isquemia global transitória a actividade do NF-B aumenta nos neurónios CA1 do hipocampo de rato, observando-se uma intensa localização nuclear apenas nos neurónios em degenerescência (Clemens et al., 1997). Noutro modelo de excitotoxicidade, usando culturas primárias de neurónios de rato, a toxicidade induzida por glutamato foi acompanhada pela indução do NF-B, e o bloqueio da activação do NF-B pela aspirina ou por salicilatos conferiu neuroprotecção (Grilli et al., 1996). No entanto, outros trabalhos indicam que a activação do NF-B poderá ter uma função neuroprotectora. A inibição da ligação do NF-B ao DNA aumentou a morte neuronal nas áreas CA1 e CA3 do hipocampo de ratinho após estimulação excitotóxica com cainato (Yu et al., 1999). Além disso, os neurónios do hipocampo de ratinhos deficientes em p50 são mais sensíveis à excitotoxicidade do glutamato do que os neurónios do hipocampo de ratinhos controlo (Yu et al., 1999). 
Devido ao facto de o AP-1 e o NF-B serem modulados pela actividade neuronal e por serem activados em determinadas patologias do sistema nervoso, estes factores de transcrição desempenham provavelmente funções importantes em várias situações fisiológicas e patológicas. Um conhecimento mais aprofundado dos genes cuja expressão é activada por estes factores de transcrição permitirá identificar as suas funções e contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas em várias doenças neurológicas.

1.4  Objectivos do trabalho e modelos biológicos utilizados
O objectivo inicial deste trabalho foi estudar mecanismos intracelulares envolvidos na resposta excitotóxica em células da retina, após estimulação excessiva dos receptores ionotrópicos do glutamato. Nas células da retina de pinto em cultura, pequenos aumentos do Ca2+ intracelular, através do canal iónico dos receptores do glutamato, têm consequências diferentes na viabilidade celular em função do tipo de receptor activado (Ferreira et al., 1996). Este facto, juntamente com as evidências de que as células da retina de pinto são particularmente sensíveis à activação excitotóxica dos receptores AMPA (Ferreira et al., 1996, 1998), suscitou a necessidade de estudar a eventual activação de diferentes mecanismos de sinalização de excitotoxicidade por diferentes receptores ionotrópicos do glutamato. 

Numa segunda fase do trabalho, com base no conhecimento de que a estimulação excitotóxica mediada através dos receptores AMPA causa maior redução da viabilidade das células da retina do que a estimulação excitotóxica mediada pelos receptores NMDA, tivemos como objectivo conhecer os componentes moleculares dos receptores AMPA que podem estar envolvidos em vias de sinalização excitotóxicas. Uma vez que há indicação de que os neurónios que expressam de forma preferencial a subunidade GluR4 dos receptores AMPA são especialmente susceptíveis à excitotoxicidade (Page & Everitt, 1995), e porque as células da retina de pinto em cultura são particularmente ricas na subunidade GluR4, estudámos a contribuição desta subunidade na sinalização excitotóxica. 

A retina tem sido frequentemente utilizada como um modelo neuronal para estudar o sistema nervoso central porque se trata de um tecido de fácil acesso, cujas características fisiológicas e estruturais são bem conhecidas. Este modelo é particularmente útil para o estudo de eventos celulares mediados pelos receptores do glutamato pois possui um extenso circuito glutamatérgico. O glutamato é o neurotransmissor responsável pela transmissão sináptica nos principais circuitos da retina, entre os neurónios do tipo foto-receptor e as células ganglionares que formam o nervo óptico. Os neurónios do tipo foto-receptor recebem o sinal visual e passam a informação às células ganglionares através das células bipolares. O fluxo de informação visual através deste sistema glutamatérgico é modulado pela interacção com as células horizontais e as células amácrinas (Duarte et al., 1998). Na camada plexiforme interna da retina dos vertebrados, as células bipolares, as células amácrinas, e as células ganglionares estabelecem uma densa rede de interacções sinápticas. As células amácrinas expressam receptores do glutamato que são activados pelo glutamato libertado pelas células bipolares e, por sua vez, estas células podem libertar GABA e acetilcolina, entre outros neurotransmissores. A estimulação excessiva dos receptores do glutamato em situações de isquemia da retina causa a morte das células amácrinas, que são particularmente sensíveis à excitotoxicidade (Duarte et al., 1998; Chen et al., 1999). 

Neste trabalho foram utilizadas culturas primárias de neurónios da retina como um modelo neuronal para estudar eventos pós-receptor envolvidos na resposta excitotóxica. Estas culturas são ricas em células amácrinas colinérgicas (81,2 %), algumas das quais são também GABAérgicas (38,5 %) (Santos et al., 1998). Os receptores ionotrópicos do glutamato presentes nas células destas culturas foram caracterizados farmacologicamente, e sabe-se que existem receptores ionotrópicos do glutamato do tipo NMDA e AMPA (Duarte et al., 1996a; Carvalho et al., 1998; Duarte et al., 1998). Os receptores do tipo AMPA presentes nestas culturas são permeáveis ao Ca2+ (Duarte et al., 1996a; Carvalho et al., 1998), e têm na sua composição subunidades GluR3 e GluR4 (Carvalho et al., 2002). Estudos de excitotoxicidade efectuados com esta preparação biológica mostraram que a entrada de Ca2+ através do canal associado aos receptores ionotrópicos do glutamato, do tipo NMDA e do tipo não-NMDA, se correlaciona com a morte celular (Ferreira et al., 1996). 

Uma vez que os receptores do tipo AMPA presentes nas células da retina em cultura são permeáveis ao Ca2+, e porque nestas células a toxicidade mediada pelos receptores AMPA causa uma maior redução da viabilidade celular do que a toxicidade mediada pelos receptores NMDA, esta preparação biológica é um modelo experimental útil para o estudo dos mecanismos de sinalização acoplados à activação excitotóxica de receptores AMPA permeáveis ao Ca2+. 
Numa segunda fase do trabalho, em que procurámos estudar especificamente a contribuição da subunidade GluR4 dos receptores AMPA na resposta excitotóxica, utilizámos células 293 de rim de embrião humano, HEK 293 (HEK, Human Embryonic Kidney), que expressam constitutivamente receptores AMPA homoméricos constituídos por GluR4flip (HEK-GluR4). 
No nosso trabalho com células da retina de pinto em cultura observámos que nas condições de estimulação excitotóxica utilizadas houve uma diminuição da viabilidade celular, acompanhada de alterações da morfologia nuclear do tipo apoptótico. Verificámos também que a estimulação excitotóxica dos receptores do glutamato causou o aumento da ligação do factor de transcrição AP-1 ao DNA porém não alterou a actividade do factor de transcrição NF-B. Além disso, observámos que a estimulação dos receptores ionotrópicos do glutamato provocou um aumento da actividade da ERK. No entanto, apenas quando a estimulação excitotóxica foi efectuada com cainato a activação da ERK se correlacionou com a activação de uma via de sobrevivência, sugerindo a existência de uma especificidade nas vias de neuroprotecção acopladas a cada tipo de receptor.

Nas células HEK-GluR4 verificámos que a estimulação excessiva dos receptores AMPA constituídos por GluR4 induziu toxicidade de uma forma dependente de cálcio, e observámos alterações da morfologia nuclear do tipo apoptótico. A activação dos receptores homoméricos constituídos pela subunidade GluR4 causou um aumento da ligação do factor de transcrição AP-1 ao DNA apenas sob estimulação excitotóxica, sugerindo que este factor de transcrição pode estar envolvido nas vias de sinalização da resposta excitotóxica que estão acopladas à subunidade GluR4 dos receptores AMPA.
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