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RESUMO 

 

MENDES, C.E. Estudo das células gliais entéricas imunorreativas aos receptores P2X2 e 

P2X7 do íleo de ratos submetidos à isquemia e reperfusão intestinal. 2013. 114 f. 

Dissertação (Mestrado em Ciências Morfofuncionais) - Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

A resposta do sistema nervoso entérico a diversas lesões acarreta a ativação das células gliais 

entéricas. Essa ativação tem sido sugerida como um mecanismo de sinalização precoce, 

responsável pela degeneração neuronal subsequente. Este trabalho tem como objetivo analisar 

o efeito da isquemia e reperfusão intestinal (I/R-i) sobre as células gliais entéricas, neurônios 

e receptores purinérgicos P2X2 e P2X7. A isquemia intestinal foi obtida pela obstrução do 

fluxo sanguíneo dos vasos ileais no período de 35 minutos, seguida pelos períodos de 

reperfusão de 0 hora (h), 24 h e 14 dias. Os tecidos foram preparados por métodos 

imunohistoquímicos de duplas marcações dos receptores P2X2 e P2X7 com Hu (pan-neuronal) 

e S100 (marcador glial), e marcações de Hu com proteína fibrilar ácida glial (GFAP marcador 

glial)/DAPI (marcador nuclear) e S100 com GFAP/DAPI. As análises qualitativas e 

quantitativas das contagens de duplas marcações, densidades, área dos perfis e proliferação 

celular foram obtidas dos microscópios de fluorescência e de Confocal de Varredura à Laser. 

Os resultados quantitativos demonstraram: a) os neurônios e células gliais do plexo 

mioentérico foram imunorreativos (-IR) aos receptores P2X2 e P2X7; b) houve diminuição nas 

densidades das células aos receptores P2X2-IR e P2X7-IR, neurônios Hu-IR nos grupos I/R-i 0 

h, 24 h e 14 dias; c) houve aumento na densidade das células gliais entéricas S100-IR e 

GFAP-IR; d) na área do perfil de neurônios Hu-IR não apresentaram diferenças significantes, 

no entanto a área do perfil das células gliais S100-IR apresentaram uma diminuição nos 

grupos I/R-i; e) foi detectado proliferação de células gliais entéricas S100-IR e GFAP-IR nos 

grupos I/R-i 0 h e 24 h. O presente estudo demonstrou que a I/R-i está associada com a perda 

significativa de neurônios, alterações da expressão de receptores purinérgicos e aumento de 

células gliais entéricas e estas alterações podem contribuir para disfunções na motilidade 

intestinal. 

 

Palavras-chave: Isquemia intestinal. Reperfusão. Células gliais entéricas. Receptores 

purinérgicos. Sistema nervoso entérico. 
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ABSTRACT 

 

MENDES, C.E. Study of enteric glial cells immunoreactive for P2X2 and P2X7 receptors 

in the ileum of rats subjected to ischemia and reperfusion. 2013. 114 f Master thesis 

(Ciências Morfofuncionais) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2013. 

The enteric nervous system response to various injuries involves the activation of enteric glial 

cells. This activation has been suggested as an early signaling mechanism precise, responsible 

for the subsequent neuronal degeneration. The aim of the work was to analyze the effect of 

ischemia and reperfusion (I/R-i) on enteric glial cells, neurons and purinergic P2X2 and P2X7 

receptors. Intestinal ischemia was obtained by the obstruction of blood flow in the vessels 

ileal period of 35 minutes followed by reperfusion periods of 0 hour (h), 24 h and 14 

days.Tissues were prepared by immunohistochemical methods of double labeling of P2X2 and 

P2X 7 with Hu (pan-neuronal) and S100 (glial marker); and Hu with glial fibrillary acidic 

protein (GFAP glial marker) / DAPI (nuclear marker) and S100 with GFAP / DAPI. The 

qualitative and quantitative analyzes of colocalization, density, profiles area and cell 

proliferation were obtained from fluorescence microscopes and the Confocal Scanning Laser. 

Quantitative results have shown: a) neurons and glial cells were immunoreactive to P2X2 and 

P2X7; b) a decrease in density of cells immunoreactive (-IR) P2X2 and P2X7 receptors, as 

well as Hu-IR neurons in the Groups I/R-i 0 h, 24 h and 14 days; c) an increase in the density 

of enteric glial cell S100-IR and GFAP-IR; d) in the profile area of Hu-IR neurons showed no 

significant differences, however the area profile glial cells S100-IR showed a decrease in 

Groups I/R-I; e) detected enteric glial cell proliferation S100-IR and GFAP-IR in Groups   

I/R-i 0 h and 24 h. This study showed that I/R-i is associated with significant loss of neurons, 

alteration of the expression of purinergic receptors and increased enteric glial cells and these 

changes may contribute to intestinal motility disorders. 

 

Key words: Intestinal ischemia. Reperfusion. Enteric glial cells. Purinergic receptors. Enteric 

nervous system. 
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1.1 Isquemia e Reperfusão Intestinal (I/R-i) 

 

 A isquemia é uma condição de interrupção no suprimento de oxigênio e nutrientes 

para uma determinada área durante um período, devido a uma deficiência de fornecimento de 

sangue, o que pode acarretar a morte tecidual (SANTOS; PONTES; GOMES, 2006). A 

isquemia pode ser classificada como total ou parcial. Quando é total apresenta fluxo arterial 

insuficiente para manter a vida celular e tecidual, quando parcial, mantém a viabilidade 

celular, porém com o risco de evoluir para morte celular, dependendo do tipo de tecido lesado 

e do tempo de isquemia (D´ALECY; ZELENOCK, 1990). 

 A isquemia intestinal é uma emergência abdominal com risco de vida, e seu 

prognóstico dependente crucialmente de um diagnóstico e tratamento rápido para prevenir um 

enfarte substancial do intestino. A taxa de mortalidade manteve-se elevada ao longo da última 

década variando entre 60%-80% e as incidências vêm aumentando consideravelmente 

(VOLLMAR; MENGER, 2011). 

 I/R-i desempenha um papel fundamental em muitas doenças associadas com elevada 

taxa de mortalidade e de morbidade, tais como transplante, trombose mesentérica aguda 

venosa ou arterial, embolismo e obstrução intestinal (HAGLUND; BERGQVIST, 1999; 

MASSBERG; MESSMER, 1998; SOYDAN et al., 2009).  

Doenças intestinais inflamatórias frequentemente podem levar a episódios de 

isquemia, como a Doença de Crohn e isquemia aguda mesentérica (HAGLUND; 

BERGQVIST, 1999; THORNTON; SOLOMON, 2002). Além disso, I/R-i de vasos 

intestinais são recorrentes em pacientes hospitalizados, especialmente aqueles que estão nas 

unidades de terapias intensivas (OLDENBURG et al., 2004).  

 A isquemia aguda representa o primeiro nível de dano, por causa da diminuição dos 

níveis de oxigênio nos tecido que provoca um acúmulo de lactato e com isso leva a uma 

diminuição do pH celular. Com transporte da membrana celular prejudicado causa influxo de 

cálcio (Ca
2+

) para o meio intracelular, que provoca ativação de enzimas e acúmulo de 

mediadores pró-inflamátorios (MARRETA et al., 2012). Outros mecanismos podem ocorrer e 

sujeitar o intestino a um aumento de estresse oxidativo, com ativação subsequente de espécie 

reativa de oxigênio (ROS) e espécie reativa de nitrogênio (RNS) (CAMPOLO et al., 2013). 

Diversos outros mecânicos também podem acontecer como: lesão da mucosa intestinal, 

aumento da permeabilidade microvascular, perda de fluidos na luz intestinal, liberação de 

hidrolases lisossômicas e aumento de proteólise (RIBEIRO; YOSHIDA, 2005). 
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As células endoteliais e os leucócitos, elementos fundamentais na lesão de reperfusão, 

já são afetados na isquemia, sofrendo alterações que se intensificarão na reperfusão. A 

relevância dessas alterações torna-se ainda maior pelo fato dessas células estarem presentes 

em todos os tecidos, tornando-os vulneráveis à lesão de reperfusão. Quando expostas à 

hipóxia, as células endoteliais alteram seus citoesqueletos e suas formas, gerando pequenos 

poros intercelulares. A presença destes poros determina um aumento da permeabilidade do 

endotélio, com formação de edema tecidual (OGAWA et al., 1990). 

Os resultados da isquemia estão associados às alterações morfológicas e funcionais 

derivadas da necrose tecidual. Nas últimas décadas têm-se estudado também os aspectos de 

morte celular programada. As alterações provocadas pela falta de suprimento sanguíneo 

desencadeiam processos metabólicos celulares que induzem a célula a sua autodestruição sem 

a característica reação inflamatória, conhecido como fenômeno de apoptose. Portanto, a 

necrose e apoptose celular podem ser utilizadas como indicadores das alterações de tecidos 

submetidos à isquemia (HENGARTNER, 2000; JONES; GORES, 1997; LOCKSHIN; 

ZACHERI, 2002). 

 Morfologicamente, necrose diferencia-se de apoptose, pois na necrose a célula 

aumenta seu volume, a membrana plasmática colapsa e a célula é lesada. Durante a apoptose a 

célula diminui o seu perfil celular, seu núcleo condensa e há uma desintegração e forma-se 

um “corpo apoptótico”. Na apoptose são observados aspectos bioquímicos como a ativação de 

proteases (caspases) e a fragmentação oligonucleosomal do DNA, na necrose estes eventos 

usualmente não estão presentes (HUPPERTZ; FRANK; KAUFMANN, 1999; 

PROSKURYAKOV; KONOPLYANNIKOV; GABAI, 2003). 

 Segundo alguns autores (CARAMELO et al., 1996; GARCIA-CRIADO et al., 1998) o 

período de reperfusão que é o restabelecimento do fluxo sanguíneo é, na realidade, tão ou 

mais deletério que o período isquêmico, pois causa a geração e liberação para a circulação 

portal e sistêmica de uma série de mediadores químicos como por exemplo, o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), interleucinas (Ils) 1, 6 e 10 e o óxido nítrico (NO) que afetam o 

metabolismo localmente, no intestino e em órgãos distantes (CORNEJO et al., 2002; 

HARWARD et al., 1993).  

Vários são os mecanismos propostos para explicar o dano induzido ao órgão ou tecido 

pelo fenômeno isquemia com reperfusão (I/R), entre os quais, podem ser incluídos anóxia, o 

influxo celular de Ca
2+

, a depleção de adenosina 5’ trifosfato (ATP), a disfunção 

mitocondrial, a liberação de espécies ativas do oxigênio (EAO) durante a reperfusão, o 

acúmulo de neutrófilos e outros elementos celulares leucocitários e não leucocitários, com 
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subsequente liberação adicional de EAO e enzimas líticas (BONVENTRE, 1993; 

CARAMELO et al., 1996; CHAN et al., 1999; DEFRAIGNE et al., 1994). 

Alguns estudos vêm demonstrando quão agressivo é o processo de reperfusão. Os 

autores Parks e col. (1982) observaram que 3 horas de isquemia seguida por uma hora de 

reperfusão causava maiores danos na mucosa intestinal do que quatro horas seguidas de 

isquemia.  

Outros estudos mostram que lesões isquêmicas resultam no edemaciamento de células 

endoteliais, no fechamento dos capilares e redução prolongada do fluxo sanguíneo intestinal 

após a reperfusão (HAGLUND; BERGQVIST, 1999; TAKADA et al., 1998).  

A I/R-i têm consequências funcionais onde incluem o comprometimento de absorção 

de nutrientes, déficit na motilidade e mudanças nos circuitos neurais entéricos (GIARONI et 

al., 2012). 

Estudos sobre a I/R-i têm sido realizados no sistema nervoso entérico, Lindeström e 

Ekblad (2004) analisaram mudanças estruturais nos neurônios entéricos do íleo de ratos 

submetidos a I/R. Nesses estudos foram observadas alterações nos números de neurônios 

acidófilos. Foi observado processo de morte celular nos neurônios dos plexos submucoso e 

mioentérico, porém não foram estudadas as classes dos neurônios afetadas e seu código 

químico. Também, os autores Piao et al. (1999) verificaram por microscopia óptica e 

eletrônica alterações nos neurônios mioentéricos de ratos com isquemia de 4 horas, porém não 

foi determinado o código químico.  

Calcina et al. (2005) verificaram que uma isquemia seguida por uma reperfusão de 24 

horas, levou a um aumento significativo no número de neurônios mioentéricos imunorreativos 

ao VIP (peptídeo intestinal vasoativo) e à NOS (óxido nítrico sintase). Rivera et al. (2009), 

demonstraram que após 24 horas de I/R-i em cobaias ocorreu edemaciamento dos neurônios 

do plexo mioentérico imunorreativos à NOS e uma diminuição na área do perfil celular dos 

neurônios imunorreativos à calbindina. Em outro trabalho Rivera et al. (2012) observaram em 

camundongos knoukout para à NOS que após a I/R-i danos na mucosa e músculo foram mais 

severos, que ocorreu maior infiltração de neutrófilos nas primeiras 24 horas, dados 

imunohistoquímico mostraram que houve uma perda significativa da proteína contrátil, α-

actina e a parte funcional mostrou que houve uma redução maior da atividade contrátil basal 

do músculo longitudinal e respostas contráteis a estimulação dos nervos ou com um agonista 

muscarínico, nesses animais. 

Milano et al. (2008) observaram que a I/R-i aumentava a expressão do mRNA dos 

receptores purinérgicos P2X7 e P2Y2 em diferentes órgãos, como os rins e pulmões. No 
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entanto, não foi verificada alteração com diferença significativa no intestino. Isto pode ter 

ocorrido porque os autores utilizaram o intestino como um todo e não foi analisada a presença 

dos receptores nas diversas partes, como no sistema nervoso entérico, camadas musculares e 

vilosidades.  

Paulino et al. (2011) demonstram que a isquemia da artéria mesentérica superior 

(AMS) com 4 horas de reperfusão acarreta alterações morfológicas nos neurônios do plexo 

mioentérico que expressam o receptor P2X2  e resultados de isquemia de ramos da artéria ileal 

demonstraram alterações nos neurônios que expressam o receptor P2X7 (PALOMBIT et al., 

2013).  

A ativação de receptores purinérgicos como o P2X7 por ATP exógeno pode ser outro 

mecanismo de estímulo para a morte celular. Em determinadas células, o ATP pode induzir a 

formação de poros na membrana plasmática, por ativação do receptor P2X7, levando a um 

aumento de íons dentro da célula, com desencadeamento de necrose e/ou apoptose e 

consequentemente morte celular (PROSKURYAKOV; KONOPLYANNIKOV; GABAI, 

2003). 

A função neural deste receptor está tendo uma grande importância, devido sua 

presença no sistema nervoso. Dados indicam o envolvimento deste receptor na regulação de 

diversas funções neurais, como a modulação de liberação de neurotransmissores e a ativação 

da microglia e astroglia. Além disso, há indícios que o receptor P2X7 possa ter um potencial 

terapêutico em locais de desordens no sistema nervoso, como na I/R, na doença de Alzheimer 

e na dor neuropática (SPERLÁGH et al., 2006, SPERLÁGH; KOFALVI; DEUCHARS, 

2002).  

Sabendo que as purinas são os mediadores mais onipresentes de comunicação 

neurônio-glia, e ativar os nervos entéricos provoca liberação de ATP e posterior ativação de 

receptores P2 em vários paradigmas experimentais, evidências sugerem que células gliais 

entéricas só respondem a liberação de ATP a partir de nervos entéricos de populações 

distintas e em circunstâncias específicas de comunicação neurônio-glia (GULBRANSEN; 

SHARKEY, 2012).  

Mendes et al. (2013) observaram no modelo de I/R-i, que no gânglio entérico há 

presença de células imunorreativas somente ao receptor P2X2 que não possuíam 

características neuronais, sendo possivelmente células gliais entéricas.  

Evidências indicam que doenças intestinais inflamatórias são caracterizadas por 

mudanças que afetam não só células epiteliais e imunológicas, mas também outros 
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componentes celulares como as células gliais entéricas (BRADLEY; PARR; SHARKEY, 

1997; CIRILLO et al., 2011). 

Alguns estudos demonstram que as células gliais entéricas respondem a estímulos 

exógenos pró-inflamatórios e a mediadores liberados por células do sistema imunológico, 

através da liberação de citocinas pró-inflamatórias, tais como a Il-6. Estes dados sugerem que 

as células gliais entéricas, participam ativamente do surgimento e desenvolvimento de 

inflamações intestinais (CIRILLO et al., 2011; VON BOYEN; STEINKAMP, 2011). 

 

1.2 Sistema Nervoso Entérico 

 

O sistema nervoso autônomo (SNA) possui três divisões: simpático, parassimpático e 

sistema nervoso entérico (SNE). O SNE é a parte mais complexa e diferencia-se tanto 

estruturalmente como funcionalmente de qualquer outro componente do SNA, por ser 

considerado um sistema comparável ao sistema nervoso central (SNC). Ele tem a capacidade 

de mediar atividades de forma independente do SNC, e inclui uma série de redes neurais, 

necessárias para um circuito reflexo completo (CABARROCAS; SAVIDGE; LIBLAU, 2003; 

FURNESS, 2006; FURNESS, 2012; LARANJEIRA; PACHNIS, 2009). 

Este sistema consiste de feixes nervosos interconectados e gânglios que estão 

localizados na parede do tubo digestório, pâncreas e sistema biliar. O mesmo é constituído por 

um vasto número de neurônios com diversas morfologias e fenótipos neuroquímicos, e células 

glias, que estão organizados em dois plexos ganglionares, o plexo mioentérico e o plexo 

submucoso (Figura 1) (FURNESS, 2006; FURNESS, 2012; PHILLIPS et al., 2004). 

 

Figura 1 - Representação esquemática da distribuição dos plexos ganglionares. 

 

Fonte: Adaptado de Furness, 2006. 
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O plexo mioentérico (plexo de Auerbach) localiza-se entre a camada muscular 

longitudinal externa e a camada do músculo circular, presente por todo trato digestório, do 

esôfago ao reto. O plexo mioentérico é constituído essencialmente por três plexos: o plexo 

primário, que é uma estrutura grosseira, suas malhas variam de tamanho e formas, mas exibe 

um arranjo longitudinal; o plexo secundário que é composto de feixes de fibras nervosas mais 

delgadas e estão intimamente ligados ao plexo primário, estes dois plexos encontram-se entre 

a camada muscular circular e longitudinal; e o plexo terciário tem malhas de fibras muito 

finas e está relacionado com o plexo secundário, e encontra-se dentro da camada muscular 

circular (FURNESS, 2006; SISU et al., 2008). 

O plexo submucoso é proeminente no intestino delgado e grosso e divide-se em plexo 

submucoso interno (plexo de Meissner) abaixo da mucosa, plexo submucoso externo (plexo 

de Schabadash ou de Henle) junto à camada circular do músculo e o plexo intermediário 

posicionado entre os plexos submucoso e externo (Figura 2). Suas malhas são menores que o 

plexo mioentérico, suas fibras interconectadas são mais finas e o gânglio é menor. Este plexo 

localiza-se ao longo do intestino, sendo que um plexo fica próximo do músculo e o outro 

próximo da mucosa (FURNESS, 2006; FURNESS, 2012). 

 

Figura 2 - Representação esquemática do SNE do intestino delgado. 

 

 

Fonte: Adaptado de FURNESS, 2012. 
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Nesses dois plexos ganglionares podem ser encontrados diferentes tipos de neurônios 

como: neurônios motores, interneurônios, e neurônios aferentes primários intrínsecos que são 

fundamentais para controlar as funções gastrintestinais (FURNESS, 2000; SAYEGH; 

RITTER, 2003). A rede neural do plexo mioentérico está envolvida na regulação reflexa das 

atividades contráteis da musculatura externa, enquanto que a rede neural do plexo submucoso 

tem um papel direto no controle de secreção e absorção, através dos neurônios motores que 

regulam a atividade secretomotora e vasomotora da mucosa (LOMAX; FURNESS, 2000; 

SONG; COSTA; BROOKES, 1998). 

Os plexos entéricos seguem um padrão ao longo do trato digestório, porém diferenças 

quanto à densidade e ao tamanho dos neurônios, bem como a forma dos gânglios, podem ser 

encontrados no mesmo segmento do trato gastrintestinal dos animais de mesma espécie e com 

diferentes idades (MATINI; MAYER; PELLEGRANI, 1997; MCKEOWN; CHOW; 

YOUNG, 2001; QU et al., 2008) ou submetidos a diferentes condições experimentais, como a 

inflamação ou desnutrição (BOYER et al., 2005; CASTELUCCI et al., 2002b; DE GIORGIO 

et al., 2004; GIROTTI et al., 2013; GOMES et al., 2006; GREGGIO et al., 2010; MISAWA et 

al., 2010; PONTELL et al., 2009), isquemia intestinal (BOBNA, 2011; PALOMBIT et al., 

2013; PAULINO et al., 2011; RIVERA et al., 2009), obesidade (MIZUNO et al., 2012) e 

colite ulcerativa (DA SILVA, 2011). 

A identificação dos neurônios entéricos é imprescindível para compreender o seu 

papel fisiológico (FURNESS, 2012). Essa identificação pode ser feita por métodos 

imunohistoquímicos, morfológicos, eletrofisiológicos, farmacológicos e técnica de traçadores 

retrógrados (BREHMER et al., 2004; HENS et al., 2001; SAYEFH; RITTER, 2003). 

Aliando esses diferentes métodos, Furness (2000) descreveu dezessete tipos de 

neurônios entéricos, quatorze destes encontrados no intestino delgado de cobaia. Há 

diferenças desses neurônios quanto ao código químico, morfologia, projeções e identificações 

fisiológicas. Dependendo da região do trato gastrintestinal onde se situam, os neurônios 

podem controlar a motilidade, o transporte de fluidos da mucosa e do fluxo sanguíneo local 

(FURNESS, 2006; 2012).  

Os diferentes tipos de neurônios entéricos podem ser classificados em: neurônios 

motores (4, 5, 6, 7), interneurônios (1, 8, 9, 10) e neurônios aferentes intrínsecos primários 

(IPANs) (2, 11), neurônios secretomotores e vasomotores do plexo submucoso (12, 13, 14, 

15) (Figura 3) (FURNESS, 2000).  

Os neurônios motores são divididos em: neurônios excitatórios e neurônios inibitórios 

da musculatura lisa do intestino, estes podem ser encontrados no plexo mioentérico e estão 
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envolvidos na motilidade e neurônios secretomotores/ vasodilatadores que são encontrados no 

plexo submucoso e são responsáveis pela inervação da mucosa e pela regulação da secreção, 

absorção e do fluxo sanguíneo (FURNESS, 2000; 2006). 

Os interneurônios são identificados por neurônios, com direção oral (ascendente), que 

são neurônios colinérgicos e estão relacionados com os reflexos propulsivos no intestino e 

três tipos de neurônios com direção anal (descendentes), não colinérgicos, que estão 

envolvidos com a motilidade reflexa local (FURNESS, 2000; 2006; LOMAX; ZHANG; 

FURNESS, 2000).  

Os IPANs são neurônios sensoriais, com morfologia Dogiel tipo II (corpos celulares 

grandes com superfície lisa), com propriedades eletrofisiológicas de neurônios AH, que são 

identificados pela hiperpolarização seguida pelo potencial de ação. Enquanto os neurônios 

motores e interneurônios apresentam a morfologia Dogiel Tipo I (corpos celulares pequenos 

com múltiplos e curtos dendritos e com um axônio) e com padrão eletrofisiológico de 

neurônios S que são células que apresentam impulsos sinápticos rápidos (BREHMER et al., 

1999; BROOKES et al., 1995; FURNESS, 2000; 2006; FURNESS; COSTA, 1987; LOMAX; 

ZHANG; FURNESS, 2000). 

 

Figura 3 - Representação esquemática dos 14 tipos de neurônios do SNE. 

 

Fonte: Adaptado de FURNESS, 2006. 
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1.3 Células Gliais Entéricas 

 

 No SNE as informações sobre as células gliais entéricas ainda são escassas, os plexos 

nervosos do trato gastrintestinal são supridos com células gliais entéricas e estes gânglios 

apresentam-se como uma estrutura compacta, circundada por uma membrana e isolada de 

tecido conectivo, onde todos os espaços são ocupados por neurônios e estruturas gliais 

(GABELLA, 1970). 

Essas células gliais são pequenas, apresentam-se com formato de estrela com 

numerosos processos e formas, não sintetizam mielina e exibem semelhanças morfológicas e 

moleculares com os astrócitos do SNC (CABARROCAS; SAVIDGE; LIBLAU, 2003; 

HAGSTRÖN; OLSSON, 2010). 

Por muito tempo acreditava-se que a única função das células gliais entéricas era 

proporcionar suporte aos neurônios entéricos (Figura 4). Com o passar dos anos estudos vêm 

demonstrando que as células gliais entéricas têm papel neuroprotetor (LAKHAN; 

KIRCHGESSNER, 2010), capacidade de comunicação com os neurônios (enviar e responder 

sinais). Esta comunicação bi-direcional (neurônio-glia/ glia-neurônio) é essencial para o bom 

funcionamento do sistema nervoso durante o seu desenvolvimento e ao longo da vida 

(GOMES et al., 2009) e também têm funções importantes para o controle das funções 

gastrintestinais (ABDO et al., 2010; GULBRANSEN; SHARKEY, 2012; KIMBALL; 

MULHOLLAND, 1995). 
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Figura 4 - Distribuição das células gliais entéricas no SNE.  

 

 

Fonte: Adaptado de BASSOTI, 2007. 

 

Essas diferentes funções das células gliais entéricas no trato gastrintestinal incluem:  

  Proporcionar estabilidade a esse sistema, por responder ativamente ao estímulo 

mecânico e podendo ajustar-se estruturalmente e metabolicamente ao stress mecânico que a 

parede intestinal sofre (RÜHL, 2005; RÜHL; NASSER; SHARKEY, 2004); 

  Criar um microambiente protetor, por meio de tamponamento do meio extracelular, 

via absorção de cátions (RÜHL, 2005; RÜHL; NASSER; SHARKEY, 2004); 

  Regulação da barreira intestinal, devido à aproximação das células gliais entéricas 

com as células epiteliais do intestino e aos vasos sanguíneos do plexo submucoso, permitem 

que as mesmas mantenham a integridade da mucosa, permeabilidade intestinal e inibição de 

proliferação de células epiteliais intestinais (FLAMANT et al., 2011; SAVIDGE et al., 2007); 

  Liberação de fatores tróficos como, fator neurotrófico derivado de célula glial 

(GDNF), que está relacionada com o desenvolvimento e sobrevivência de neurônios entéricos 

(BASSOTTI et al., 2007b; RODRIGUES et al., 2011);  

 Estão relacionadas com a neurotransmissão, devido à expressão de Glutamina 

sintetase (GS), que tem um papel na sinalização glutamatérgica e L-arginina (um importante 

precursor de óxido nítrico), que tem um papel na sinalização nitrérgica e expressão de 
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purinoreceptores como, P2Y4, e P2X7 (BASSOTTI, et al., 2007; KASZAKI et al., 2012; 

VANDERWIDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003); 

  Homeostase neuronal, a perda de células gliais entéricas podem causar alterações 

neuroquímicas dos neurônios e, além disso, elas se distribuem nos gânglios de forma que um 

déficit de sua função poderia afetar a organização neuronal, como a coordenação da sua 

função (BASSOTTI et al., 2007b; RÜHL; NASSER; SHARKEY , 2004). 

As células gliais entéricas maduras expressam proteína fibrilar ácida glial (GFAP), 

vimentina e S100 e para sua identificação utiliza-se frequentemente métodos 

imunohistoquímicos como a marcação de células que expressam GFAP e S100 

(HAGSTRÖM; OLSSON, 2010; RÜHL; NASSER; SHARKEY, 2004).  

No SNE a GFAP é considerada um marcador de células gliais entéricas e sua 

expressão é modulada por proliferação de células gliais entéricas, diferenciação e inflamação 

(CIRILLO et al., 2011). O aumento dos níveis de GFAP em processos inflamatórios tem sido 

relatado e essas observações indicam que a expressão de GFAP é dinamicamente regulada e 

reflete o estado funcional de uma célula glial entérica, mas são necessários mais estudos para 

compreender melhor suas funções (RÜHL, 2005; RÜHL; NASSER; SHARKEY, 2004). 

A S100 é uma proteína ligante de cálcio que pode ser encontrada no 

citoplasma/núcleo. É o marcador que tem sido mais utilizado, é considerado um pan-glial no 

SNE, e tem algumas funções, como a regulação da estrutura e função do citoesqueleto e a 

homeostase de cálcio no citoplasma das células gliais entéricas (GONZALEZ-MARTINEZ et 

al., 2003; HSIEH et al., 2004; RÜHL, 2005). 

A resposta do sistema nervoso para diversas lesões acarreta na ativação das células 

gliais entéricas (LOPACHIN; ASCHNER, 1993; O'CALLAGHAN, 1993). Essa ativação tem 

sido sugerida como um mecanismo de sinalização precoce, responsável pela degeneração 

neuronal subsequente (GIULIAN; LI; KEENEN, 1994). Estudos têm demonstrado que as 

anormalidades estruturais ou bioquímicas das próprias células gliais entéricas poderiam 

contribuir nas desordens gastrintestinais, e que isto poderia atrair células imunes para o SNE e 

com isso, levar a uma neurodegeneração (CABARROCAS; SAVIDGE; LIBLAU, 2003). 

Como se sabe, as células gliais entéricas interagem com as células endoteliais e imunes e que, 

problemas nesta interação poderiam contribuir para a etiopatogenia de doenças intestinais 

inflamatórias (DE GIORGIO et al., 2004; SAVIDGE et al., 2007; VASINA et al., 2006). 

Além disso, vêm sendo mostrado que as células gliais entéricas protegem os neurônios 

entéricos do stress oxidativo e estão envolvidas no controle do fenótipo neuronal entérico e 

nas funções motora do SNE. Trabalhos recentes indicam que as células gliais entéricas têm 
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potencial neurogênico e são capazes de gerar neurônios entéricos em resposta a lesões 

(BOESMANS et al., 2012). 

 

1.4 Receptores Purinérgicos  

 

O conceito para neurotransmissão purinérgica foi proposto em 1972, depois que o 

ATP foi identificado como um neurotransmissor liberado pelos neurônios não adrenérgicos e 

não colinérgicos inibitórios do intestino (BURNSTOCK, 2008). 

O ATP é uma molécula biológica que tem como papel intracelular ser fonte de energia 

e extracelular ser uma molécula sinalizadora (BURNSTOCK, 2008). O ATP é liberado pelas 

células sendo rapidamente hidrolisado pelas ecto-nucleotidases existentes na fenda sináptica, 

dando origem a produtos biologicamente ativos, como adenosina difosfato (ADP), adenosina 

monofosfato (AMP) e a adenosina (OLIVEIRA; COUTINHO-SILVA; SILVA, 2013; 

ZIMMERMANN, 2000). 

Têm sido descritas elevadas concentrações de ATP em subpopulações de neurônios 

mioentéricos de diferentes regiões do intestino. Após um estímulo adequado, o ATP é 

liberado dos neurônios entéricos, com consequente ativação de receptores específicos 

existentes nos neurônios entéricos e no músculo liso, que podem promover a excitação ou 

inibição da atividade muscular (GIARONI et al., 2002; ZIZZO; MULÉ; SERIO, 2007).  

Embora o catabolismo extracelular do ATP pela via das ecto-nucleotidases contribua 

parcialmente para a concentração de nucleotídeos no plexo mioentérico (CORREIA-DE-SÁ 

et al., 2006), este pode ser importante em diversas situações patológicas como a isquemia 

intestinal, inflamação, quando os níveis de ATP extracelular estão aumentados (DUARTE-

ARAÚJO et al., 2009). 

A partir de estudos farmacológicos foi definida em 1978 a primeira divisão dos 

receptores purinérgicos em P1 e P2 que são ativados pela adenosina e ATP, respectivamente 

(BURNSTOCK, 1978). 

Os receptores P1 são subdivididos de acordo com suas características moleculares, 

farmacológicas e bioquímicas em quatro subtipos A1, A2A, A2B e A3. Os receptores A1 são 

abundantemente expressos no plexo mioentérico do trato gastrintestinal e têm um papel 

importante sobre o controle da motilidade (CHRISTOFI et al., 2001).  

Os receptores P2 subdividem-se em receptores P2X que são canais iônicos e P2Y que 

são receptores acoplados a proteína G (ABBRACHIO et al., 2009; FREDHOLM et al., 1997; 

RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). 
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Os receptores P2Y são compostos por sete domínios hidrofóbicos transmembranares, 

com cadeias amino-terminal (extracelular) e carboxi-terminal (intracelular) curtas. Na família 

dos receptores P2Y existem 8 subtipos diferentes (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14), que são aceitos na 

literatura como P2Y funcionalmente expressos em mamíferos (ABBRACCHIO et al., 2003; 

BURNSTOCK; KNIGHT, 2004; GITTERMAN; EVANS, 2000; MARTEU et al., 2003;). 

Os receptores P2X são receptores ionotrópicos permeáveis a cátions (Na
+
, K

+
 e Ca

2+
) 

cuja velocidade de abertura é de aproximadamente 10 ms (NORTH; SURPRENANT, 2000), 

possuem duas regiões transmembrana, com terminais amino e carboxi localizados 

intracelular, sendo que a maior porção da proteína é extracelular (DI VIRGILIO et al., 1998) 

(Figura 5). Atualmente foram clonados, caracterizados farmacologicamente e aceitos como 

válidos sete tipos diferentes na família dos receptores P2X (P2X1, 2, 3, 4, 5, 6, 7). Os receptores 

P2X são encontrados em células musculares lisas, neurônios, células gliais e apresentam um 

papel de mediador na neurotransmissão excitatória rápida nos SNC e sistema nervoso 

periférico (SNP) (ABBRACCHIO et al., 2009; COLLO et al., 1996; RALEVIC; 

BURNSTOCK, 1998). 

A unidade funcional do receptor P2X, assim como outros canais iônicos, é uma 

proteína oligomérica composta por mais de uma subunidade. Evidências funcionais e 

bioquímicas mostram que as subunidades dos receptores P2X podem formar complexos 

monoméricos e heteroméricos, como P2X2/P2X3, P2X1/P2X5 e P2X4/P2X6 (NORTH; 

SURPRENANT, 2000) e a combinação dos diferentes subtipos de receptores podem ter 

diferentes características dos receptores e aumentar a diversidade para a seletividade com os 

antagonistas e agonistas, transmissão de sinalização, propriedades dos canais e 

dessensibilização (VOLONTÉ; D’AMBROSI, 2009). 

 

Figura 5 - Esquema da arquitetura geral das subunidades dos receptores P2X e P2X7 

 

 

Fonte: Di Virgilio et al.,1998. 
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O receptor P2X2 está distribuído amplamente no SNC e SNP e tem demonstrado um 

papel na transmissão da dor, mediação das respostas ventilatórias à hipóxia e o peristaltismo 

do intestino delgado (TITTLE; HUME, 2008). A sua caracterização também pode ser descrita 

por causa da seletividade e permeabilização para cátions, sensibilidade ao ATP, modulação de 

prótons e propagação cinética (DING; SACHS, 1999; NORTH; SURPRENANT, 2000). 

Componentes purinérgicos de potencial pós-sináptico excitatório rápido mediado por 

receptor P2X2 são observados em neurônios entéricos do íleo e cólon, com maior proporção 

de transmissão purinérgica encontrada no íleo de cobaias. No íleo a transmissão sináptica 

purinérgica é rápida e está presente principalmente em vias descendentes, incluindo a 

transmissão para interneurônios e neurônios motores inibitórios (ROBERTS et al., 2012). 

No SNE, Castelucci et al. (2002) demonstraram pela primeira vez que apenas 25% dos 

neurônios do plexo mioentérico do íleo de cobaias são imunorreativos para o receptor P2X2; 

esta imunorreatividade foi observada em neurônios específicos, tais como neurônios motores 

inibitórios e IPANs no gânglio mioentérico imunorreativos à NOS e a calbindina. Outra 

subunidade localizada é o tipo P2X3, tendo sido esta reportada em neurônios mioentéricos de 

cobaias (POOLE et al., 2002) e do cólon de humanos (YIANGOU et al., 2001); esta 

subunidade ocorre em associação com o P2X2 nos gânglios da raiz dorsal, trigeminal, inferior 

do nervo vago e no SNE (CHEN et al., 1995; COLLO et al., 1996; LEWIS et al., 1995; 

XIANG; BURNSTOCK, 2004;).  

A imunorreatividade ao receptor purinérgico P2X2 também foi observada por 

Castelucci, Robbins e Furness (2003), em terminações nervosas laminares intra-ganglionares 

(IGLEs) associados aos gânglios mioentéricos por todo o trato gastrintestinal de 

camundongos. As IGLEs são terminações mecano-sensoriais especializadas de neurônios 

aferentes do nervo vago que consiste em um grande número de lamelas semelhantes a 

pequenas placas. As IGLES têm origem de um simples axônio, interconectado com outro e 

formam uma cobertura descontínua de partes do gânglio entérico (BERTHOUD; 

NEUHUBER, 2000; POWLEY et al., 1994; ZAGORODNYUK; BROOKES, 2000). 

Estudos têm demonstrado alterações no código químico do receptor P2X2 de animais 

desnutridos e renutridos no íleo (MISAWA et al., 2010) e cólon distal (GIROTTI et al., 

2013), de camundongos obesos (MIZUNO et al., 2012), isquemia/reperfusão intestinal 

(BOBNA, 2011; PALOMBIT et al., 2013) e colite ulcerativa (DA SILVA, 2011). 

O receptor P2X7 é um membro da família P2X que possui várias características que o 

diferenciam de outros membros da família dos receptores P2X (KIM et al., 2001; STAGG; 

SMYTH 2010). A ativação do receptor homomérico requer concentrações de ATP que são 
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mais ou menos de 10-100 vezes maiores do que as necessárias para ativar os outros receptores 

P2X, sua ativação plena é atingida em concentrações de ordem milimolar de ATP (KIM et al. 

2001; VERKHRATSKY et al., 2009). Além disso, este receptor possui uma cauda carboxi-

terminal maior do que os outros P2X e uma série de polimorfismos (STAGG; SMYTH, 

2010). 

Baixas concentrações de ATP ativam os canais iônicos do receptor P2X7 para tornar-

se permeável aos íons de pequeno porte, enquanto que, quando exposto a altas concentrações 

de ATP ou, durante um longo período, pode ter seu canal iônico convertido em um grande 

poro transmembrana não-seletivo que permite a passagem não só de cátions, mas também de 

moléculas pequenas de até 900 daltons de tamanho, que em última análise, causa a morte 

celular (BURNSTOCK et al., 2006; STAGG; SMYTH, 2010). 

Este receptor participa na regulação da permeabilidade celular, liberação das citocinas 

ou na apoptose. É expresso em células lineares hematopoiéticas, monócitos, macrófagos e na 

microglia. Inicia apoptose em vários tipos celulares que podem ser modificados durante a 

gravidez e o envelhecimento (COUTINHO-SILVA et al., 1999; SCHULZE-LOHOFF et al., 

1998; SLATER; BARDEN; MURPH, 2000a, b). Além disso, está envolvido nas interações 

neuro-imunes e influencia na produção das citocinas (FERRARI et al., 2000; SOLLE et al., 

2001). A ativação do receptor P2X7 conduz a mudanças rápidas nas concentrações 

intracelulares de cálcio, liberação das citocinas pró-inflamatórias e interleucinas. Dados 

recentes sobre esse receptor sugerem também um papel específico em estados inflamatórios, 

neuropáticos da dor e na sinalização nociceptiva em estados crônicos da dor e seu potencial 

terapêutico (DONNELLY-ROBERTS et al., 2007). 

As mudanças na expressão dos receptores purinérgicos P2X1-7 são frequentemente 

observados nos diferentes tipos celulares e tecidos, não somente como uma consequência da 

maturação neuronal e diferenciação, mas também das várias condições patológicas como: 

após diferentes espécies de injúrias agudas no SNC. Os mecanismos purinérgicos podem estar 

envolvidos nas etiopatogenias de muitas condições neurodegenerativas, especialmente por 

causa da grande liberação extracelular de ATP, adenosina e outros neurotransmissores 

(BURNSTOCK et al., 2011; FRANKE et al., 2004; FRANKE; ILLES, 2006).  

Com relação à marcação de receptores nas células gliais entéricas, foram observados 

em condições normais do intestino delgado e grosso de ratos e cobaias a presença de 

receptores purinérgicos P2X7 e P2Y4 (GULBRANSEN; SHARKEY, 2009; 

VANDERWIDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003; VAN NASSAUW et al., 2006) 
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e em condições experimentais como isquemia/reperfusão e colite ulcerativa foram observados 

a presença de receptores P2X2 e P2X7 (BOBNA, 2011; DA SILVA, 2011). 

A presença de receptores purinérgicos em células gliais no SNA tem sido relatada 

anteriormente: o ATP afeta as células de Schwann no nervo vago isolado de ratos (IRNICH et 

al., 2001); os receptores P2X7 funcionais estão presentes em culturas de células de Schwann 

de camundongos (COLOMAR; AMEDEE, 2001), e os resultados de Vanderwinden, 

Timmermans e Schiffmann (2003) foram os primeiros a mostrar a presença de um receptor 

purinérgico em células gliais entéricas. Estes autores demonstraram que cada célula glial 

imunorreativa a S100 identificada individualmente apresentou imunorreatividade para o 

receptor P2X7. 

 A importância deste trabalho esta em contribuir de maneira original, para o 

entendimento dos efeitos da isquemia com diferentes períodos de reperfusão sobre as células 

gliais entéricas imunorreativas a S100 e GFAP e aos receptores P2X2 e P2X7. 
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6 CONCLUSÕES 
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Com base nos objetivos estabelecidos, a metodologia empregada e os resultados obtidos, 

conclui-se que: 

 

1. Os receptores purinérgicos P2X2 e P2X7 foram identificados tanto em neurônios como em 

células gliais entéricas em todos os grupos estudados e foram afetados pela I/R-i; 

2. As células gliais entéricas apresentaram colocalização parcial com S100 e GFAP; 

3. A I/R-i provocou perda de neurônios; 

4. A I/R-i levou a um aumento na quantidade de células gliais entéricas S100-IR e GFAP-IR; 

5. A I/R-i não alterou a área do perfil dos neurônios Hu-IR; 

6. A I/R-i provocou diminuição da área do perfil das células gliais entéricas S100-IR; 

7. A I/R-i levou a proliferação de células gliais entéricas;  

8. O grupo Sham apresentou alterações na dupla marcação, densidade e área do perfil, como 

provável consequência de manipulação visceral; 

9. A isquemia dos vasos ileais com diferentes períodos de reperfusão demonstrou ser um 

modelo experimental importante para o estudo do SNE, sendo que esta pode provocar 

alterações na densidade, morfologia e induzir proliferação de células gliais entéricas. 
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