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Discussão

5.1  Excitotoxicidade nas células da retina de pinto em cultura e em células HEK-GluR4
5.1.1 Estímulos excitotóxicos causam morte celular do tipo apoptótico nas células da retina de pinto em cultura
Estudos previamente efectuados no nosso laboratório demonstraram que a viabilidade das células da retina de pinto em cultura diminui após exposição a estímulos excitotóxicos (Ferreira et al., 1996, 1998). No entanto, não tinha sido apurado o tipo de morte celular – apoptose versus necrose - que ocorre nas células da retina em cultura após um insulto excitotóxico. Neste trabalho analisámos a morfologia nuclear das células da retina para estudar o tipo de morte celular que ocorreu após estimulação excitotóxica das culturas. As células da retina de pinto expostas durante 1 hora a estimulação excitotóxica com glutamato 100 µM, ou cainato 100 µM, sofreram morte celular do tipo apoptótico, tendo-se verificado um aumento do número de neurónios que apresentou a cromatina condensada e nalguns casos fragmentada, em núcleos picnóticos (Fig. 3.3). Outros grupos também observaram que a estimulação excitotóxica das células da retina pode causar morte do tipo apoptótico. Em retina intacta de coelho a estimulação com cainato, ou NMDA, causou picnose e fragmentação do DNA nas células da camada nuclear interna da retina e na camada das células ganglionares (Perez et al., 1997; Kwong & Lam, 2000). Em retina de rato, a estimulação com NMDA causou fragmentação de DNA especialmente na camada nuclear interna da retina, tendo sido sugerido que nestas condições ocorre morte das células amácrinas por apoptose (Lam et al., 1999a). Noutro estudo em que as células da retina de rato foram submetidas a isquemia-reperfusão, verificou-se que durante o processo de morte celular por apoptose há activação de duas famílias de caspases, nomeadamente a caspase-1 e a caspase-3. A imunorreactividade para a caspase-3 foi detectada predominantemente na camada nuclear interna da retina, e a imunorreactividade para a caspase-1 foi detectada essencialmente na camada nuclear externa (Katai & Yoshimura, 1999). Quer o nosso trabalho, quer os outros estudos referidos, apontam para o facto das células da retina poderem sofrer um processo de morte celular do tipo apoptótico após estímulos excitotóxicos. No entanto, para concluir mais inequivocamente sobre o processo de morte celular, será conveniente obter uma caracterização morfológica mais detalhada, por microscopia electrónica. 
5.1.2 A resposta excitotóxica das células da retina de pinto em cultura é mediada pelos receptores ionotrópicos do glutamato
A diminuição da viabilidade celular em culturas de células da retina de pinto submetidas a estímulos excitotóxicos foi também avaliada pelo teste do MTT. Usando este ensaio investigámos quais os receptores do glutamato envolvidos na resposta excitotóxica. Os nossos resultados mostram o envolvimento dos receptores ionotrópicos do glutamato na toxicidade induzida por glutamato 100 M e cainato 100 M. Dos dois agonistas dos receptores do glutamato usados o cainato foi o que causou maior toxicidade. O tipo de receptor ionotrópico do glutamato que mediou a excitotoxicidade dependeu do agonista dos receptores do glutamato utilizado. Estes resultados estão de acordo com outros estudos efectuados em células da retina de pinto em cultura (Ferreira et al., 1996, 1998).
Neste trabalho verificámos que a toxicidade induzida pelo glutamato foi mediada essencialmente através dos receptores NMDA, uma vez que a diminuição da viabilidade celular foi completamente revertida por MK-801, um antagonista não-competitivo selectivo para os receptores NMDA (Fig. 3.4). Além disso, a utilização conjunta de MK-801 e de CNQX não conferiu um efeito protector adicional relativamente ao obtido apenas na presença de MK-801. No entanto, a estimulação das células da retina com glutamato, além de activar os receptores NMDA, causou também a activação dos receptores AMPA pois na presença de LY 303070, um antagonista não-competitivo selectivo para os receptores AMPA, observámos uma diminuição do efeito tóxico do glutamato de aproximadamente 49,8 % (Fig. 3.4). Estes resultados sugerem que a activação dos receptores AMPA contribui indirectamente para a toxicidade do glutamato, uma vez que não se observou um efeito protector adicional pela utilização conjunta de antagonistas dos receptores NMDA e não-NMDA. De facto, a estimulação dos receptores não-NMDA despolariza as células da retina e causa a libertação de glutamato endógeno, o qual pode eventualmente contribuir para a morte celular por activação dos receptores NMDA. Efectivamente, foi demonstrado em diversos sistemas neuronais que a estimulação de neurónios glutamatérgicos com cainato induz a libertação de glutamato (Ferkany et al., 1982; Ferkany & Coyle, 1983; Young et al., 1988). Nomeadamente, em preparações de agregados de retina de pinto, observou-se que a estimulação com cainato causa a libertação de glutamato endógeno (Duarte et al., 1996b), e em culturas de células da retina de pinto em monocamada, observou-se a libertação de [3H]D-aspartato estimulada por cainato ou AMPA, o que sugere que a activação dos receptores AMPA/KA pode levar à libertação de glutamato endógeno nas células da retina em cultura (Duarte et al., 1996b; Santos et al., 1996). Noutros estudos de excitotoxicidade, em culturas de neurónios do hipocampo de rato (Ohno et al., 1997, 1998), e em neurónios do córtex cerebral de ratinho (Jensen et al, 1999), observou-se uma contribuição dos receptores NMDA na toxicidade induzida por cainato, e foi sugerido que esta contribuição se deve à libertação de glutamato endógeno, após estimulação dos receptores AMPA, e subsequente estimulação dos receptores NMDA. 
O facto de os receptores AMPA dessensibilizarem muito rapidamente na presença do glutamato poderá justificar que, nestas condições experimentais, a toxicidade induzida por glutamato seja mediada essencialmente por receptores NMDA. Noutros sistemas neuronais, tais como os neurónios do hipocampo de rato (Moudy et al., 1994; Ohno et al., 1997) ou em células granulares do cerebelo de rato (Cebers et al., 1997), também se observou que a toxicidade induzida por glutamato foi inteiramente mediada pelos receptores NMDA, pois a excitotoxicidade foi completamente prevenida pelo MK-801. 

Nas culturas de células da retina de pinto a estimulação com cainato 100 M causou maior toxicidade do que a estimulação com glutamato 100 M (Fig. 3.3 e Fig. 3.4). Um maior efeito tóxico do cainato relativamente a outros agonistas dos receptores ionotrópicos do glutamato foi também observado noutros estudos efectuados em células da retina de pinto em cultura (Ferreira et al., 1996), em retina de pinto intacta (Chen et al., 1999), ou em retina de rato (Izumi et al., 1995). 
A excitotoxicidade induzida pelo cainato foi mediada através dos receptores AMPA, uma vez que a diminuição da viabilidade celular, determinada pelo teste do MTT, foi completamente revertida pelo LY 303070, um antagonista não-competitivo selectivo para os receptores AMPA. Além disso, não observámos qualquer efeito protector do MK-801 em neurónios da retina submetidos a uma estimulação excitotóxica com cainato (Fig. 3.4). Estes resultados confirmam observações prévias em células da retina de pinto em cultura, que mostram que o LY 303070 previne completamente a toxicidade causada por cainato (Ferreira et al., 1998). Foi também observado que o LY 303070 bloqueia o influxo de 45Ca2+ estimulado por cainato (Ferreira et al., 1998). Estes resultados indicam que os receptores AMPA são os receptores não-NMDA envolvidos na resposta excitotóxica ao cainato nas células da retina em cultura. A contribuição dos receptores AMPA para a toxicidade induzida por cainato foi também observada em culturas de neurónios de hipocampo de rato (Ohno et al., 1997, 1998; Ambrósio et al., 2000), e em culturas de neurónios do córtex cerebral de ratinho (Jensen et al., 1999), embora em alguns destes estudos (Ohno et al., 1997, 1998; Jensen et al., 1999) a activação dos receptores NMDA também tenha contribuído para excitotoxicidade induzida por cainato. O facto de a excitotoxicidade induzida por cainato ser essencialmente mediada por receptores AMPA, nas células da retina de pinto, torna esta preparação um bom modelo experimental para o estudo dos mecanismos de excitotoxicidade acoplados aos receptores AMPA.
A diferença na intensidade da resposta excitotóxica mediada pelos diferentes tipos de receptores ionotrópicos do glutamato, nas células da retina em cultura, deve-se provavelmente ao facto de as vias de sinalização excitotóxicas associadas a cada tipo de receptor serem diferentes. Nas células da retina de pinto em cultura, foi demonstrado que a toxicidade induzida por cainato e NMDA se correlaciona em ambos os casos com o influxo de cálcio através dos receptores ionotrópicos do glutamato do tipo NMDA e não-NMDA (Ferreira et al., 1996). No entanto, as vias de sinalização dependentes de cálcio que estão acopladas a cada um dos receptores poderão diferir. De facto, existem evidências indicando que em culturas de neurónios da medula espinal (Tymianski et al., 1993), e em culturas primárias de neurónios do córtex cerebral (Sattler et al., 1998), os fenómenos de excitotoxicidade são dependentes de cálcio, sendo a via de entrada do cálcio mais importante na determinação da toxicidade do que a quantidade de cálcio que entra nos neurónios. Nos neurónios do córtex cerebral, a mesma quantidade de cálcio pode causar diferentes graus de toxicidade em função da via de entrada na célula. De igual modo, observou-se que a estimulação de células da retina com potássio (50 mM) não causa alterações da viabilidade celular, apesar de estimular um maior influxo de 45Ca2+ do que o glutamato (Ferreira et al., 1996). Estes resultados suportam o conceito de que a via de entrada do Ca2+ é um factor muito importante na determinação da toxicidade. Recentemente foi demonstrado que proteínas submembranares, tal como a proteína da densidade pós-sináptica-95 (PSD-95), fazem o acoplamento dos receptores NMDA a um sistema de proteínas efectoras, com função na neurotoxicidade, conferindo especificidade à sinalização excitotóxica mediada pelo Ca2+ que entra através do receptor NMDA (Sattler et al., 1999; Aarts et al., 2002). Em neurónios do hipocampo de rato, a influência da activação dos receptores NMDA na viabilidade celular (sobrevivência versus morte) depende mais da localização dos receptores que são activados do que do grau de estimulação (Hardingham et al., 2002). Nesta preparação verificou-se que a estimulação de receptores NMDA sinápticos está acoplada a sinais de sobrevivência, enquanto que a estimulação de receptores NMDA extra-sinápticos está associada à morte celular, sendo o efeito mediado pelos últimos receptores dominante (Hardingham et al., 2002). A diferença entre a resposta celular mediada pelos receptores NMDA sinápticos e extra-sinápticos deve-se provavelmente à existência de complexos de sinalização distintos acoplados aos receptores, e reforça a hipótese da existência de mecanismos intracelulares específicos para cada complexo de receptores (Hardingham et al., 2002; Riccio & Ginty, 2002).
À semelhança do que acontece com os receptores NMDA, também as proteínas associadas aos receptores AMPA, directa ou indirectamente, poderão estar associadas especificamente a vias de sinalização excitotóxicas, tendo já sido sugerido que o sistema de mensageiros secundários acoplado aos receptores AMPA poderá ser diferente do utilizado pelos receptores NMDA, (Iihara et al., 2001). Entre as várias proteínas que interagem directamente com os receptores AMPA ao nível sináptico encontra-se a proteína GRIP (GRIP, Glutamate Receptor Interacting Protein). Recentemente foi identificada, no cérebro de rato, a proteína GRASP-1 que interage especificamente com a GRIP através de um domínio PDZ (Ye et al., 2000). Foi sugerido que a sinalização acoplada à GRASP-1 possa modular a sinalização pela ras neuronal e a localização sináptica dos receptores AMPA (Ye et al., 2000). Um conhecimento profundo das proteínas que integram os complexos dos receptores AMPA, e a sua contribuição para a sinalização excitotóxica, poderá ser muito útil para desenvolvimento de estratégias terapêuticas selectivas.
5.1.3 A dessensibilização dos receptores AMPA modula a toxicidade causada por glutamato nas células da retina de pinto em cultura
A activação dos receptores AMPA, por estimulação com AMPA ou com glutamato, causa uma rápida e prolongada dessensibilização desses receptores. Pelo contrário, a estimulação com cainato induz uma invulgarmente rápida, ainda que mais fraca, dessensibilização do receptor, pelo que as correntes induzidas por cainato parecem não reflectir uma dessensibilização do receptor AMPA (Patneau et al., 1993; Hollmann & Heinemann, 1994, Bettler & Mulle, 1995; Yamada, 1998). Neste trabalho mostramos que nas células da retina de pinto em cultura a toxicidade causada por estimulação com glutamato aumentou na presença de ciclotiazida (CTZ), um inibidor da dessensibilização dos receptores AMPA (Fig. 3.5). A redução do MTT em células estimuladas com glutamato na presença de CTZ foi idêntica à redução do MTT em células estimuladas com cainato, cujo efeito tóxico é mediado através dos receptores AMPA. Esta observação complementa outros estudos in vitro efectuados em neurónios do hipocampo de rato (May & Robinson, 1993), em células Purkinje do cerebelo (Brorson et al., 1995), e em células da retina de pinto em cultura (Ferreira et al., 1998), nos quais se verificou que a estimulação com AMPA, na presença de CTZ, causa uma diminuição da viabilidade celular idêntica à que se verifica quando a estimulação excitotóxica é efectuada com cainato. 
Nas células da retina de pinto, na presença de CTZ, a toxicidade induzida pelo glutamato foi essencialmente mediada pelos receptores AMPA, embora também tenha sido observada a participação dos receptores NMDA (Fig. 3.5). O efeito neuroprotector máximo foi obtido na presença de LY 303070 e MK-801, tendo sido inibido nestas condições 91,3 % do efeito tóxico causado pela estimulação com glutamato na presença de CTZ. Isoladamente o LY 303070 preveniu aproximadamente 72,1 % do efeito tóxico. No entanto, quando se usou MK-801 isoladamente não se observou qualquer efeito neuroprotector. A ausência de efeito neuroprotector do MK-801 foi também observada quando as células da retina foram estimuladas com cainato, situação na qual a toxicidade é mediada através dos receptores AMPA (Fig. 3.4). Estes factos sugerem o efeito tóxico mediado pelos receptores AMPA se pode sobrepor ao efeito tóxico mediado pelos receptores NMDA, pelo que a contribuição dos receptores NMDA para a excitotoxicidade é detectada mais facilmente após o bloqueio dos receptores AMPA.
Por outro lado, foi descrita uma interacção mediada por cálcio entre os receptores NMDA e os não-NMDA em neurónios do corno dorsal de rato (Kyrozis et al., 1995), e em neurónios do hipocampo de rato (Medina et al., 1994). Nestes sistemas neuronais observou-se que os receptores não-NMDA inibem reversivelmente os receptores NMDA, de uma forma dependente de cálcio, sendo o influxo de Ca2+ através do canal associado ao receptor AMPA suficiente para causar a dessensibilização dos receptores NMDA adjacentes. Foi sugerido que a dessensibilização dos receptores NMDA, de uma forma dependente de cálcio, poderá ser relevante fisiologicamente na protecção contra a excitotoxicidade durante estados de hiperexcitação neuronal, uma vez que este mecanismo poderá inibir um maior, e potencialmente mais tóxico, influxo de cálcio através dos receptores NMDA (Medina et al., 1999). Nas células da retina em cultura, a estimulação dos receptores AMPA na presença de CTZ leva a um aumento do influxo de 45Ca2+ superior ao que é observado na ausência de CTZ (Ferreira et al., 1998). Esse incremento no influxo de Ca2+ poderá causar uma maior dessensibilização dos receptores NMDA. Esta hipótese fornece uma explicação alternativa para o facto de nas células da retina, estimuladas com glutamato na presença de CTZ, não se observar um efeito neuroprotector apenas com MK-801, sendo necessário bloquear os receptores AMPA para se verificar uma contribuição excitotóxica dos receptores NMDA. 
Noutros sistemas neuronais, nomeadamente em neurónios do hipocampo de rato (Moudy et al., 1994), e em células granulares do cerebelo de rato (Cebers et al., 1997), na presença de CTZ, também se observou um aumento da toxicidade induzida por glutamato, que nesta situação é mediada essencialmente através dos receptores AMPA/KA. Nas células granulares do cerebelo, Cebers e colaboradores (Cebers et al., 1997) observaram uma relação entre o aumento da [Ca2+]i, determinada em células individuais, e o aumento da toxicidade induzido por glutamato na presença de CTZ. Também em culturas de neurónios da retina de pinto estimuladas com AMPA, o influxo de 45Ca2+ e o efeito neurotóxico aumentaram quando a estimulação foi efectuada na presença de CTZ (Ferreira et al., 1998). Estas observações, conjuntamente com o facto de nesta preparação neuronal, constituída essencialmente por células do tipo amácrino, os receptores AMPA serem permeáveis ao cálcio (Duarte et al., 1996a, 1998; Carvalho et al., 1998), sugerem que o aumento de toxicidade, verificado quando as células da retina de pinto são estimuladas com glutamato na presença de CTZ, se deve provavelmente a um aumento da concentração de cálcio intracelular. No entanto, não podemos excluir a hipótese de outros factores, além do aumento da concentração de cálcio intracelular, poderem estar também a contribuir para o aumento do efeito tóxico quando a estimulação é efectuada na presença de CTZ. Efectivamente, em estudos in vitro em neurónios do córtex cerebral de ratinho (Iihara et al., 2001), e em neurónios NT2-N de origem humana (Itoh et al., 1998), foi sugerido que a permeabilidade ao cálcio não é a única determinante na toxicidade, sendo também importante considerar, entre outros factores, o aumento do influxo de sódio na excitotoxicidade mediada pelos receptores AMPA.
5.1.4  Neurotoxicidade selectiva
5.1.4.1  Envolvimento da subunidade GluR4 dos receptores AMPA na resposta excitotóxica

Nas células da retina de pinto em cultura, dos vários agonistas dos receptores ionotrópicos do glutamato, o cainato é a excitotoxina mais eficaz, e o seu efeito tóxico é mediado através dos receptores AMPA (Ferreira et al., 1996, 1998; Santos et al., 2001). Por isso, torna-se interessante investigar a relação entre as subunidades que compõem os receptores AMPA nas células da retina de pinto em cultura e os mecanismos de toxicidade que lhes possam estar associados. 
As culturas primárias de células da retina de pinto são muito enriquecidas em células amácrinas colinérgicas (81,2 %; Santos et al., 1998), cujos receptores AMPA são constituídos por GluR3 e GluR4, sendo particularmente ricos em GluR4 (Carvalho et al., 2002). Noutras células neuronais, tais como os neurónios do núcleo reticular do tálamo, e os neurónios colinérgicos do córtex frontal do cérebro, nas quais há uma expressão preferencial da subunidade GluR4, há evidências de uma maior vulnerabilidade à excitotoxicidade mediada pelos receptores AMPA (Weiss et al., 1994; Page & Everitt, 1995). Entre as várias células da retina, as células amácrinas são das mais vulneráveis à excitotoxicidade (Chen et al., 1999; Heidinger et al., 1999; Lam et al., 1999b). Por isso, achámos pertinente estudar a contribuição da subunidade GluR4 para a resposta excitotóxica mediada pelos receptores AMPA. Com este objectivo usámos a linha celular HEK-GluR4, que expressa constitutivamente receptores AMPA homoméricos constituídos pela subunidade GluR4flip, de forma a isolar a contribuição desta subunidade em fenómenos de excitotoxicidade. A escolha da variante flip da subunidade GluR4 pareceu-nos a mais interessante, pois é provável que esta variante exista nas culturas de neurónios da retina, em face dos resultados obtidos com CTZ, que interfere selectivamente com a forma flip das subunidades GluR. Por outro lado, porque a forma flip origina receptores com cinéticas de dessensibilização lentas, pode determinar a extensão da resposta excitotóxica, sendo esta uma outra razão para a escolha da forma GluR4flip. 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 nativos das células granulares do cerebelo (Wyllie et al., 1993; Swanson et al., 1997). Nos receptores AMPA homoméricos de GluR4flip, expressos em células HEK-GluR4, a estimulação com cainato causa baixas condutâncias, menores do que as determinadas quando o AMPA foi utilizado como agonista dos receptores (Swanson et al., 1997). Por este motivo, no trabalho que realizámos com as células HEK-GluR4 utilizámos apenas o glutamato como agonista dos receptores AMPA. 
As células HEK-GluR4 utilizadas neste trabalho expressam a subunidade GluR4 dos receptores AMPA (Fig. 4.1), e possuem receptores homoméricos de GluR4 activos, cuja estimulação com glutamato, na presença de CTZ, leva a um aumento da [Ca2+]i (Fig. 4.2). Estes resultados confirmam estudos prévios que demonstram que a linha celular HEK-GluR4 expressa receptores AMPA funcionais (Iizuka et al., 2000; Nishimura et al., 2000). Neste trabalho, mostrámos que receptores AMPA homoméricos, constituídos pela subunidade GluR4flip, mediaram a resposta excitotóxica das células HEK-GluR4 (Fig. 4.3), tendo o efeito tóxico dependido do grau de dessensibilização do receptor (Fig. 4.3 e tabela 4.2), e da concentração do agonista (Fig. 4.3 e tabela 4.1). A toxicidade induzida por estimulação com glutamato 1 mM na presença de CTZ 100 µM foi prevenida por CNQX, o que demonstrou que o efeito tóxico foi mediado pelos receptores AMPA expressos nas células HEK-GluR4 (Fig. 4.3). Observámos também que a toxicidade mediada pelos receptores AMPA constituídos por GluR4 depende de cálcio, tendo-se verificado um aumento da toxicidade com o aumento da concentração de cálcio extracelular (Fig. 4.5). Verificámos ainda, com base na análise da morfologia nuclear (Bonfoco et al., 1997; Yan & Paul, 1997), que após estimulação com glutamato 1mM na presença de CTZ 100 µM, condições nas quais com o teste do MTT determinámos uma diminuição da viabilidade celular, ocorreu morte de células HEK-GluR4 por um processo do tipo apoptótico (Fig. 4.4). A presença de CNQX durante a estimulação excitotóxica preveniu as alterações da morfologia nuclear, que são também um indicador da diminuição da viabilidade celular (Fig. 4.4). Portanto, à semelhança do que acontece nos sistemas neuronais, nomeadamente nas células da retina em cultura, a excitotoxicidade mediada através dos receptores AMPA nas células HEK-GluR4, é dependente de cálcio e pode conduzir a alterações da morfologia nuclear condizentes com um processo de morte celular do tipo apoptótico. 
Os nossos resultados sugerem que a subunidade GluR4flip pode modular a resposta excitotóxica em sistemas neuronais nos quais os receptores AMPA incluam esta subunidade, e apontam para a importância do influxo de cálcio, através do canal associado ao receptor AMPA, na resposta excitotóxica. A hipótese de que nas células HEK-GluR4 o influxo de Ca2+ ocorre através do receptor AMPA, quando as células são estimuladas com glutamato, é apoiada por outros estudos nos quais se observou que em células HEK 293, que expressam receptores AMPA, os estímulos com K+ (40 mM) não alteram a [Ca2+]i (Utz & Verdoorn, 1997). Assim, o nosso trabalho com células HEK-GluR4 corrobora os estudos que sugerem que a subunidade GluR4 poderá ter um papel importante na mediação de excitotoxicidade. 
Quer os neurónios do núcleo reticular do tálamo, que expressam exclusivamente a subunidade GluR4 (Keinänen et al., 1990; Page & Everitt, 1995), quer os neurónios colinérgicos do córtex frontal do cérebro, que expressam preferencialmente a subunidade GluR4 (Page & Everitt, 1995), são altamente susceptíveis à neurotoxicidade induzida por AMPA (Weiss et al.,1994; Page & Everitt, 1995), tendo sido proposto que a elevada vulnerabilidade dos neurónios colinérgicos do córtex frontal do cérebro ao cainato se deve ao influxo de cálcio através de receptores AMPA/KA permeáveis a cálcio (Yin et al., 1994).
Os neurónios motores são um outro exemplo de um sistema neuronal em que há expressão preferencial da subunidade GluR4 (Vandenberghe et al., 2001), e no qual os receptores AMPA permeáveis a cálcio poderão estar envolvidos na resposta excitotóxica (Van den Bosch et al., 2000). Foi demonstrado que a acumulação excessiva de cálcio na mitocôndria, e a produção de radicais livres, em consequência da exposição ao AMPA ou ao cainato, é uma das manifestações do processo neurodegenerativo mediado pelos receptores AMPA/KA nos neurónios motores (Carriedo et al., 2000). Foi proposto que a neurodegenerescência selectiva de neurónios motores, relativamente aos outros neurónios da medula espinal, que ocorre por exemplo em situações de esclerose lateral amiotrófica, se deve à menor expressão da subunidade GluR2 nos neurónios motores, e consequentemente, à possibilidade de existirem receptores AMPA com uma elevada permeabilidade ao Ca2+ (Williams et al., 1997; Shaw & Ince, 1997). 
No entanto, existem dados contraditórios na literatura relativamente à expressão da subunidade GluR2 e à maior permeabilidade ao Ca2+ dos receptores AMPA em neurónios motores. Vários grupos observaram a expressão de RNAm e da proteína GluR2 em neurónios motores de rato e de humano (Tomiyama et al., 1996; Grossman et al., 1999; Vandenberghe et al., 2000a; Vandenberghe et al., 2001), contudo, a ausência de GluR2 foi referida noutros trabalhos (Williams et al., 1997; Bar-Peled et al., 1999). Estudos electrofisiológicos sobre as características dos receptores AMPA relacionadas com a abundância relativa da subunidade GluR2, indiciaram que os neurónios motores de rato são relativamente deficientes em GluR2, comparativamente com os neurónios do corno dorsal, e apoiam a hipótese da abundância relativa de GluR2 em receptores AMPA funcionais ser o factor determinante para a vulnerabilidade selectiva dos neurónios motores em condições de excitotoxicidade in vitro (Van Damme et al., 2002). Porém, noutros estudos verificou-se que os receptores AMPA presentes nos neurónios motores em cultura não possuem diferenças significativas nem na permeabilidade ao Ca2+, nem na abundância da forma editada da subunidade GluR2, nem ainda na dessensibilização, relativamente aos receptores AMPA presentes nos neurónios do corno dorsal da medula espinal de rato (Vandenberghe et al., 2000a, 2000b). Todavia foi observada uma maior densidade de corrente mediada pelos receptores AMPA nos neurónios motores, o que sugeriu uma maior densidade de receptores AMPA funcionais nos neurónios motores relativamente aos neurónios do corno dorsal (Vandenberghe et al., 2000b). Por isso, foi proposto que a maior densidade de corrente, que é responsável por um maior influxo de cálcio através dos receptores AMPA, combinada com o facto de os neurónios motores possuírem uma menor capacidade de tamponizar o Ca2+ do que outras populações neuronais (Palecek et al., 1999), poderá explicar a maior susceptibilidade dos neurónios motores à excitotoxicidade mediada pelos receptores AMPA (Vandenberghe et al., 2000b).
Estudos efectuados em neurónios motores individuais mostraram que a imunorreactividade para as subunidades GluR2 e GluR4 está concentrada em regiões específicas, as quais estão na sua maioria localizadas nas sinapses dendríticas. Embora na maioria dos grupos de receptores AMPA haja colocalização das subunidades GluR2 e GluR4, uma minoria significativa de grupos de receptores mostrou imunorreactividade apenas para a subunidade GluR2 ou GluR4 (Vandenberghe et al., 2001). Estes resultados evidenciam um modelo no qual coexistem grupos de receptores contendo a subunidade GluR2, e grupos de receptores sem a subunidade GluR2, nas sinapses dos neurónios motores (Vandenberghe et al., 2001). Este modelo apoia estudos prévios que indiciaram que nos neurónios motores a subunidade GluR2 está excluída de um subconjunto de receptores AMPA, e que sugeriram que a activação deste subconjunto de receptores permeáveis ao cálcio pode ser o factor responsável pela morte selectiva dos neurónios motores relativamente aos neurónios do corno dorsal (Van den Bosch et al., 2000). 
A importância da subunidade GluR2 na viabilidade dos neurónios motores foi também corroborada por estudos com ratinhos transgénicos, nos quais foi sobreexpresso um gene para GluR2 com uma mutação no local Q/R, que permite que os receptores AMPA contendo esta subunidade serem permeáveis ao Ca2+ (Feldmeyer et al., 1999). Neste trabalho observou-se que os ratinhos transgénicos desenvolveram uma degeneração dos neurónios motores numa fase tardia da vida.

Os vários estudos referidos apontam para que a vulnerabilidade selectiva à excitotoxicidade dependa, entre outros factores, de diferenças no padrão de expressão dos receptores AMPA entre as várias populações neuronais. As diferenças estruturais entre os vários receptores AMPA traduzem-se em diferenças funcionais, e nomeadamente as diferenças na composição dos receptores AMPA que permitam uma maior permeabilidade ao cálcio, ou ainda diferenças que permitam cinéticas mais lentas de dessensibilização dos receptores, podem contribuir para a maior vulnerabilidade dos neurónios à excitotoxicidade mediada através dos receptores AMPA. 
Diversos estudos indicam também que a composição estrutural dos receptores AMPA pode ser alterada em determinadas condições, quer in vitro (Gorter et al., 1997; Ying et al., 1997; Jensen et al., 2001), quer em situações patológicas in vivo (Pellegrini-Giampietro et al., 1992, 1994; Friedman, 1998; Grossman et al., 1999; Tomiyama et al., 2002). Nomeadamente, estudos efectuados em pacientes com esclerose lateral amiotrófica mostraram uma redução da forma editada (Q/R) da subunidade GluR2 no corno ventral da espinal medula (Takuma et al., 1999). Além disso, nesta patologia observou-se uma redução do RNAm que codifica as isoformas flop das subunidades dos receptores AMPA no corno ventral da espinal medula. Estes resultados sugerem que os neurónios motores nos pacientes com esclerose lateral amiotrófica possuem receptores AMPA com uma dessensibilização mais lenta do que o observado nos indivíduos controlo (Tomiyama et al., 2002). 
Estes trabalhos, juntamente com o nosso, salientam a importância do influxo de cálcio através de receptores AMPA, nomeadamente através de receptores AMPA que contêm a subunidade GluR4, nos mecanismos de morte neuronal excitotóxica. Perante estas observações é de salientar a utilidade das culturas de neurónios da retina de pinto como modelo experimental para o estudo dos mecanismos de excitotoxicidade acoplados aos receptores AMPA permeáveis a cálcio. Além disso, será interessante no futuro investigar se alterações na estrutura dos receptores AMPA poderão estar envolvidas nalgumas das patologias da retina. O modelo experimental das células HEK-GluR4 tem a vantagem de permitir isolar a contribuição da subunidade GluR4flip nos mecanismos de toxicidade mediados por receptores AMPA permeáveis a cálcio.
5.2 Activação de factores de transcrição sensíveis às condições de stress intracelular após estimulação excitotóxica
5.2.1 A estimulação excitotóxica das células da retina de pinto causa a activação selectiva do factor de transcrição AP-1

Neste trabalho estudámos a actividade de ligação ao DNA de dois factores de transcrição sensíveis às condições de stress intracelular, o AP-1 e o NF-B, e mostrámos que nas células da retina de pinto em cultura a estimulação excitotóxica aumentou significativamente a actividade do factor de transcrição AP-1, sem no entanto alterar a actividade do factor de transcrição NF-B (Fig. 3.6 e Fig. 3.10). Este resultado sugere que a activação do AP-1 é um evento específico da resposta excitotóxica e corrobora observações efectuadas noutros sistemas neuronais, nos quais se verificou que a activação dos receptores do glutamato induz um aumento da ligação do AP-1 ao DNA, mas não altera a ligação do NF-B ao DNA. Assim, em culturas de neurónios do córtex frontal do cérebro de rato observou-se que o glutamato activou o factor de transcrição AP-1 (Condorelli et al., 1994), mas não o factor de transcrição NF-B (Lukasiuk et al., 1995). Além disso, em extractos nucleares do cérebro total de ratinhos injectados na região dos ventrículos cerebrais com NMDA, não se observaram alterações significativas na actividade de ligação do NF-B ao DNA. No entanto, nas mesmas condições observou-se um aumento da actividade de ligação do AP-1, e do CREB, ao DNA (Yoneda & Ogita, 1994). 
Neste estudo observámos que nas células da retina em cultura a estimulação excitotóxica com glutamato causou um aumento da actividade do AP-1 ligeiramente superior àquele que é induzido por estimulação excitotóxica com cainato, tendo-se verificado o aumento máximo da actividade do AP-1 duas horas após o estímulo (Fig. 3.6). A incubação das células da retina com os antagonistas dos receptores ionotrópicos do glutamato (MK-801 e CNQX; LY 303070) induziu um aumento da actividade do AP-1 (Fig. 3.7), pelo que não pudemos determinar quais os receptores ionotrópicos do glutamato que contribuíram para o aumento da actividade do AP-1 após estimulação excitotóxica. 
Contudo, há evidências que indiciam que o aumento do AP-1 observado após estimulação excitotóxica é uma consequência da activação dos receptores do glutamato. Nas células da retina em cultura, na ausência de cálcio, nem o glutamato nem o cainato aumentaram a actividade de ligação do AP-1 ao DNA (Fig. 3.8), o que sugere que o aumento da actividade do AP-1, causado por estimulação excitotóxica, é um evento mediado pelos receptores do glutamato. Efectivamente, estudos realizados noutras culturas neuronais mostraram que o influxo de Ca2+ através do canal associado a receptores ionotrópicos do glutamato, ou através de canais de cálcio do tipo L, tem uma função determinante na activação dos genes de resposta imediata (IEG), e na activação da transcrição induzida por estimulação dos receptores do glutamato (Lerea et al., 1992; Lerea & McNamara, 1993; Bading et al., 1993, 1995; Xia et al., 1996; Griffiths et al., 1998). Nas células da retina de pinto em cultura os agonistas dos receptores ionotrópicos do glutamato aumentam a [Ca2+]i através do influxo de cálcio pelos canais dos receptores ionotrópicos, e pelos canais de cálcio sensíveis à voltagem (Duarte et al., 1996a; Carvalho et al., 1998). Portanto, os estudos previamente publicados, juntamente com os nossos resultados, sugerem que nas células da retina de pinto submetidas a estimulação excitotóxica há um envolvimento dos receptores ionotrópicos do glutamato no aumento da ligação do AP-1 ao DNA. O facto da inibição de um efeito tónico do glutamato poder ser um factor de stress intracelular poderá justificar o aumento da actividade do factor de transcrição AP-1 causado pelos antagonistas dos receptores do glutamato. 
O envolvimento dos receptores ionotrópicos do glutamato na activação do AP-1 foi demonstrado em vários sistemas neuronais. Em culturas de células granulares do cerebelo de rato, estimuladas com os agonistas dos receptores ionotrópicos do glutamato, observou-se um aumento da actividade de ligação do AP-1 ao DNA mediado através dos receptores NMDA e não-NMDA (Hou et al., 1997; Kovács et al., 2000), e em culturas de neurónios do estriado de rato, o glutamato estimulou a transcrição de um gene repórter sob o controlo do AP-1, pelo menos em parte através da activação dos receptores NMDA (Schwarzschild et al, 1997). 
Estudos in vivo corroboram a observação de que estímulos excitotóxicos podem aumentar a actividade do AP-1. Nomeadamente, verificou-se que a administração sistémica de cainato aumentou a actividade do AP-1 nos neurónios do hipocampo de roedores, nas células piramidais da área CA1 e CA3 (Kaminska et al., 1994; Kasof et al., 1995; Kitayama et al., 1999; Yoneda et al., 1999). 
A activação do factor de transcrição AP-1, induzida por estimulação excitotóxica, foi associada ao processo de morte celular por apoptose em alguns sistemas neuronais. De facto, em culturas de neurónios do córtex cerebral de rato observou-se que após estimulação excitotóxica ocorreu um aumento persistente da ligação do AP-1 ao DNA, que precedeu o aparecimento de células com morfologia apoptótica, tendo sido sugerido que a activação do factor de transcrição AP-1 poderá estar envolvida na apoptose neuronal (Finiels et al., 1995). Em estudos efectuados in vivo, nos quais se induziu excitotoxicidade com cainato, o aumento de actividade do AP-1 observado no hipocampo de rato foi também associado ao processo de morte neuronal por apoptose (Kaminska et al., 1994). No nosso trabalho, em culturas de células da retina de pinto, constituídas essencialmente por células do tipo amácrino, o aumento da actividade de ligação do AP-1 ao DNA, após estimulação excitotóxica, precedeu o aparecimento de células com características do tipo apoptótico, o que sugere que a activação do factor de transcrição AP-1 poderá estar envolvida na morte celular dos neurónios da retina. 
Além dos estímulos excitotóxicos, outro tipo de estímulos indutores de apoptose neuronal podem causar a activação do factor de transcrição AP-1. Na retina de ratinho, nas células do tipo foto-receptor, está descrito que a activação do AP-1 está associada à morte por apoptose induzida por luz, sendo a proteína c-Fos essencial neste processo apoptótico (Hafezi et al., 1997, 1999; Wenzel et al., 2000). Nos neurónios do sistema nervoso simpático, a privação de factores tróficos causa morte neuronal por apoptose. Neste sistema, 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), tendo-se observado que a inibição da actividade de c-Jun, com um dominante negativo, inibiu a libertação de citocromo c para o citosol e protegeu os neurónios da apoptose (Whitfield et al., 2001). Além do mais, observou-se que nos neurónios do sistema nervoso simpático privados de factores tróficos ocorreu um aumento da expressão da proteína Bim, um dos membros pró-apoptóticos da família Bcl-2. O aumento da expressão da Bim foi também inibido pelo dominante negativo de c-Jun, o que sugeriu que a actividade do AP-1 é necessária para o aumento da expressão desta proteína neste paradigma de apoptose (Whitfield et al., 2001). Um outro modelo de apoptose neuronal é o das células granulares do cerebelo privadas de sinais de sobrevivência. Também neste caso o estímulo apoptótico induz um aumento da expressão de c-Jun, e a expressão de um dominante negativo de c-Jun protege os neurónios da apoptose (Watson et al., 1998). 
Diferentes heterodímeros Fos/Jun têm um potencial diferente para activar a transcrição (Angel & Karin, 1991; Herdegen & Leah, 1998; Pennypacker, 1998). Consequentemente, diferentes padrões de dimerização das proteínas das famílias Fos e Jun, induzidos por diferentes estímulos, são responsáveis por uma regulação diferencial do processo de transcrição. Neste trabalho, o ensaio de “supershift” revelou que nos complexos de AP-1, nas células da retina de pinto em cultura, participaram proteínas da família Fos, nomeadamente Fra-2, e as proteínas c-Jun, e Jun D da família Jun. Eventualmente as proteínas Jun B e ATF 2 poderão também fazer parte dos complexos de AP-1 presentes nestas células. O padrão de proteínas do factor de transcrição AP-1 observado nas células controlo e nas células submetidas a estímulos excitotóxicos foi idêntico. Contudo, não podemos excluir a possibilidade de que outros membros da família Fos não analisados possam fazer parte dos complexos de AP-1, e que estes contribuam selectivamente para os dímeros do factor de transcrição após um estímulo tóxico. Além disso, não podemos eliminar a hipótese de existirem diferentes combinações das proteínas que contribuem para os dímeros de AP-1 nas células controlo e nas células estimuladas. Uma situação semelhante foi descrita em culturas de células granulares do cerebelo de rato expostas a um inibidor do transportador de glutamato, nas quais não se observaram diferenças qualitativas nos complexos de AP-1 induzidos por activação dos receptores NMDA, relativamente aos complexos de AP-1 presentes nas células controlo (Kovács et al., 1999). No entanto, noutros estudos em células granulares do cerebelo, e em neurónios do hipocampo, foram obsevadas alterações qualitativas e quantitativas na composição dos complexos do AP-1, que foram associadas ao processo de morte por excitotoxicidade (Kaminska et al., 1994; Kasof et al., 1995; Yoneda et al., 1999; Lidwell & Griffiths, 2000).
5.2.2 A estimulação excitotóxica de receptores AMPA contendo a subunidade GluR4 activa o factor de transcrição AP-1
Neste estudo mostrámos que nas células HEK-GluR4 a estimulação excitotóxica de receptores AMPA constituídos por GluR4 causou a activação do factor de transcrição AP-1. A estimulação de células HEK-GluR4 com glutamato aumentou a actividade de ligação do AP-1 ao DNA apenas na presença de CTZ, ou seja, exclusivamente nas condições em que a estimulação glutamatérgica causou toxicidade, tendo-se verificado o aumento máximo da actividade do AP-1 4 horas após a estimulação excitotóxica (Fig. 4.6). O antagonista dos receptores AMPA, CNQX, preveniu o aumento da actividade de ligação do AP-1 ao DNA induzido por estimulação excitotóxica (Fig. 4.7), evidenciando que o aumento de actividade do factor de transcrição AP-1 observado nas células HEK-GluR4 foi mediado através dos receptores AMPA. Nestas células, o aumento da actividade do AP-1, induzido por estimulação com glutamato na presença de CTZ, dependeu de cálcio (Fig. 4.8), tal como nos sistemas neuronais, nomeadamente nas células da retina de pinto em cultura. Através do ensaio de “supershift” verificámos que nos complexos de AP-1 em células HEK-GluR4 participaram proteínas da família Fos, nomeadamente Fra 2 e as proteínas c-Jun e Jun D. Eventualmente as proteínas Jun B e ATF 2 poderão também fazer parte dos complexos de AP-1 nestas células (Fig. 4.9). Nas células HEK-GluR4 também não se observaram diferenças qualitativas no padrão de proteínas do factor de transcrição AP-1 entre as células controlo e as células submetidas a estimulação excitotóxica (Fig. 4.9). Contudo, não podemos excluir a possibilidade de diferentes combinações das proteínas que contribuem para os dímeros de AP-1 nas células controlo e nas células estimuladas.
Os resultados obtidos com as células HEK-GluR4 sugerem que mecanismos de sinalização acoplados à subunidade GluR4 estão associados à activação do factor de transcrição AP-1. Mostrámos ainda que nas células HEK-GluR4 a activação do AP-1 se correlaciona com a resposta excitotóxica, o que é também apoiado pelo facto de o aumento de actividade do AP-1 preceder o aparecimento de células com morfologia do tipo apoptótico (Fig. 4.4). Será interessante verificar se a activação do factor de transcrição AP-1, mediada através da subunidade GluR4, está envolvida em vias de sinalização de toxicidade. Para este efeito pretendemos transfectar as células HEK-GluR4 com um dominante negativo de c-Jun, uma das proteínas presentes nos complexos de AP-1 quer nas células da retina quer nas células HEK-GluR4, de forma a inibir a activação deste factor de transcrição. Poderemos depois analisar o sentido das alterações da viabilidade celular que ocorrem após estimulação excitotóxica de células HEK-GluR4 em que a transcrição regulada pelo AP-1 se encontre inibida. Além disso, será interessante estudar em situações de excitotoxicidade se a transcrição de proteínas que intervêm no processo de apoptose, como por exemplo a Bim, poderá ser regulada pelo AP-1.
5.3 Sinalização celular por cinases de proteínas activadas por agentes mitogénicos (MAPKs)
5.3.1 Activação da ERK como um mecanismo de neuroprotecção contra a excitotoxicidade induzida por cainato em células da retina de pinto

As vias de sinalização através de cinases de proteínas activadas por agentes mitogénicos (MAPKs) podem estar envolvidas na proliferação e diferenciação celular, assim como em processos de morte celular (Chang & Karin, 2001). Uma vez que as MAPKs podem contribuir para a expressão e activação de algumas das proteínas dos complexos do factor de transcrição AP-1, e porque nas células da retina de pinto observámos a activação do factor de transcrição AP-1 após estimulação excitotóxica, investigámos se nas células da retina de pinto em cultura a estimulação glutamatérgica induz a activação da cinase de proteínas regulada por sinais extracelulares (ERK1/2), e a relação desta via de sinalização com a viabilidade celular. 
Neste estudo mostrámos que nas culturas de células da retina de pinto ocorreu um aumento da fosforilação da ERK após estimulação com glutamato ou cainato. Dois minutos de estimulação com glutamato ou cainato foram suficientes para aumentar a fosforilação da ERK. O cainato induziu um aumento da fosforilação da ERK ligeiramente superior ao observado quando a estimulação foi efectuada com glutamato, para os tempos de estimulação analisados (Fig. 3.12). O nosso trabalho reforça estudos efectuados em neurónios do hipocampo (Bading & Greenberg, 1991; Kurino et al., 1995), neurónios do estriado (Schwarzschild et al., 1999), e em neurónios do córtex cerebral de rato (Xia et al., 1996; Jiang et al., 2000), nos quais se observou ocorrer a activação da ERK, de uma forma dependente de cálcio, após estimulação glutamatérgica, nomeadamente por activação dos receptores NMDA. Embora a estimulação com AMPA ou cainato não active a ERK em neurónios do hipocampo (Kurino et al., 1995), nos neurónios do estriado estimulados com AMPA ou cainato observou-se um aumento da activação da ERK, de uma forma dependente de cálcio, mediado por receptores AMPA permeáveis ao Ca2+ (Perkinton et al., 1999).
Neste trabalho mostrámos ainda que a activação da ERK em resposta à estimulação com os agonistas dos receptores do glutamato tem efeitos diferenciados na viabilidade das células da retina em cultura. Efectivamente, observámos que apesar da inibição da MEK não ter alterado a toxicidade induzida por glutamato, quando as células da retina foram estimuladas com cainato a inibição da MEK causou uma maior diminuição da viabilidade celular (Fig. 3.13). Estes resultados sugerem que nos neurónios da retina de pinto uma via de sinalização envolvendo a ERK poderá ser activada como um mecanismo de neuroprotecção contra a excitotoxicidade específica do cainato. 
Nas células da retina em cultura o efeito tóxico do glutamato e do cainato é mediado pela activação de receptores ionotrópicos do glutamato distintos. Por isso, o efeito diferenciado da ERK na viabilidade celular, após estimulação excitotóxica com glutamato ou cainato, poderá ser devido quer a diferenças na magnitude dos estímulos excitotóxicos, e consequentemente a padrões de activação da ERK distintos, quer ao facto de os diferentes receptores do glutamato eventualmente activarem diversas vias de sinalização intracelular com diferentes consequências na viabilidade celular. 
Por outro lado, não podemos excluir que diferenças na localização dos receptores NMDA e dos receptores AMPA possam também contribuir para o efeito diferenciado da sinalização pela ERK nas células da retina submetidas a estímulos excitotóxicos. Neste contexto não deixa de ser interessante referenciar estudos em neurónios do hipocampo de rato, nos quais se observou que a entrada de cálcio através da estimulação de receptores NMDA sinápticos está acoplada a vias de sinalização anti-apoptóticas, associadas à activação do factor de transcrição CREB, enquanto que a entrada de cálcio através da estimulação de receptores NMDA extra-sinápticos está associada à inibição da sinalização através do CREB, e à morte celular (Hardingham et al., 2002). Esses resultados mostram que a localização do receptor que é estimulado, e portanto o local de entrada do cálcio, é um factor determinante no destino neuronal. 
Outros estudos mostraram também que a ERK pode sinalizar vias de sobrevivência celular. Assim, observou-se que em neurónios do córtex cerebral, nos quais se induziu neurotoxicidade por danos ao DNA com camptotecina, a ERK foi activada e a inibição desta via de sinalização aumentou a apoptose induzida por camptotecina (Hetman et al., 1999). Em estudos in vivo, nos quais se induziu isquemia focal, verificou-se um aumento da fosforilação da ERK em neurónios que sobrevivem à lesão isquémica, tendo sido sugerido que a activação desta via de sinalização pode estar envolvida na sobrevivência neuronal após isquemia cerebral (Irving et al., 2000). Noutros trabalhos observou-se ainda que a activação da ERK por exposição ao H2O2, ou a baixas doses de radiação, conferiu protecção contra a toxicidade destes estímulos (Guyton et al., 1996; Carter et al., 1998). 
Nas células granulares do cerebelo a sinalização através da via da ERK, estimulada por neurotrofinas, pode contribuir para a sobrevivência celular através da activação da RSK, que por sua vez cataliza a fosforilação da proteína Bad no resíduo de serina 112, suprimindo a sua acção pró-apoptótica (Bonni et al., 1999). A RSK pode ainda fosforilar a CREB no resíduo de serina 133, contribuindo também desta forma para a sobrevivência das células granulares do cerebelo (Bonni et al., 1999). 

Contudo, há também estudos que indiciam que a activação da ERK pode estar envolvida em vias de sinalização neurotóxicas. De facto, em neurónios do hipocampo, após a indução de convulsões, detectou-se um aumento da actividade da ERK, e a inibição da MEK com PD 98059 reduziu a neurotoxicidade, sugerindo que a via de sinalização da ERK neste sistema está em parte envolvida na morte neuronal (Murray et al., 1998). Também em neurónios do córtex cerebral de rato a inibição da MEK conferiu protecção contra a morte por apoptose induzida por glutamato (Jiang et al., 2000). Além disso, em ratinhos nos quais se causou isquemia focal ocorreu a activação da via de sinalização MEK-ERK, tendo a inibição da MEK conferido elevada neuroprotecção (Alessandrini et al., 1999). Por outro lado, diversos estudos mostraram que a inibição da MEK não afectou a sobrevivência neuronal em condições de excitotoxicidade. De facto, a administração prévia de PD 98059 não alterou a viabilidade celular dos neurónios da área CA1 e CA3 do hipocampo em situações de isquemia transitória global (Sugino et al., 2000), e nos neurónios do estriado a activação da ERK não alterou a morte celular mediada pelos receptores AMPA (Perkinton et al., 1999).
No nosso trabalho estudámos ainda a influência da via de sinalização através da cinase de proteínas p38 na viabilidade das células da retina submetidas a estímulos excitotóxicos. Nestas células, o inibidor da p38, SB 203580, não alterou a viabilidade celular das culturas submetidas a estímulos tóxicos com glutamato ou cainato (Fig. 3.13), sugerindo que a via de sinalização através da p38 não está envolvida na resposta excitotóxica das células da retina de pinto. Embora não se tenha observado uma activação da cinase de proteínas p38 nos neurónios do estriado submetidos a estimulação glutamatérgica (Schawrzschild et al., 1997), e no cérebro de ratinhos submetidos a isquemia (Alessandrini et al., 1999), há estudos noutros sistemas neuronais que evidenciam a activação da p38 na resposta excitotóxica ao glutamato ou à isquemia (Kawasaki et al., 1997; Irving et al., 2000; Sugino et al., 2000). 
Em súmula, propomos que nas células da retina de pinto as respostas excitotóxicas induzidas por glutamato ou por cainato são mediadas por diferentes vias de sinalização intracelular. Efectivamente, verificámos que a toxicidade induzida por glutamato 100 M ou por cainato 100 M foi mediada por diferentes receptores ionotrópicos do glutamato, tendo sido maior a intensidade da resposta excitotóxica causada pelo cainato. Além disso, embora a estimulação com glutamato 100 M ou com cainato 100 M tenha provocado, em ambos os casos, um aumento da fosforilação da ERK, apenas quando a estimulação excitotóxica se fez com cainato a activação da ERK se correlacionou com a activação de uma via de sinalização neuroprotectora. Por outro lado, o glutamato causa um aumento ligeiramente maior na activação do factor de transcrição AP-1 do que o cainato. Os nossos resultados sugerem que nas células da retina de pinto em cultura as vias de sinalização que medeiam a morte celular em condições de excitotoxicidade, e a neuroprotecção, são específicas para cada estímulo. Propomos também que a subunidade GluR4 presente nos receptores AMPA das células da retina poderá estar acoplada a vias de sinalização excitotóxicas, e à transcrição regulada pelo AP-1, pois verificámos que nas células HEK-GluR4 receptores AMPA constituídos por GluR4 mediaram excitotoxicidade e activaram o factor de transcrição AP-1 de forma correlacionada com a resposta excitotóxica.
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