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RESUMO 

 

MENDES, C. E. Estudo do efeito dos antagonistas do receptor P2X7 e Panexina-1 nas 

células gliais entéricas no protocolo de isquemia e reperfusão intestinal. 2017. 166 p. Tese 

(Doutorado em Ciências Morfofuncionais) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

Evidências recentes indicam uma interação na comunicação glia-neurônio que contribui para 

a manutenção neuronal e que alterações nessas células (funcionais ou morfológicas) podem 

exercer um papel nas disfunções gastrintestinais. E é sabido que a isquemia e reperfusão 

intestinal (I/R) são eventos clínicos graves e comuns que desempenham papel fundamental 

em muitas doenças associadas com elevada taxa de mortalidade e morbidade e podem ocorrer 

a partir de diferentes fatores fisiopatológicos, que por consequência afetam os neurônios e 

células gliais entéricas. O ATP está envolvido na regulação de diversos processos 

fisiopatológicos, podendo ser co-liberado com outros neurotransmissores e sua sinalização 

extracelular pode acontecer via receptores da família P2X e P2Y. O receptor P2X7 tem papel 

em diversos eventos intracelulares e atua conjuntamente com o canal de Panexina-1. Este 

projeto visa estudar os efeitos dos antagonistas Brilliant Blue G (BBG) e de Probenecida (PB) 

nas células gliais entéricas do íleo de ratos que expressam o receptor P2X7 e Panexina-1 na 

I/R. Os vasos ileais foram ocluídos por 45 minutos com uma pinça vascular não traumática. 

Os períodos de reperfusão foram de 24 horas, 14 dias e 28 dias. Após a isquemia, os animais 

foram tratados com BBG (grupo I/R BBG), PB (I/R PB) ou Salina (I/R Salina). Os resultados 

de duplas marcações demonstraram que o receptor P2X7 estava presente em células gliais 

entéricas (S100β) e neurônios (Hu); que houve fenótipos diferentes de células glias entéricas, 

algumas células são imunorreativas (-IR) somente a S100β ou somente a GFAP e que, a 

Panexina-1 estava presente em células gliais entéricas (GFAP). As análises de densidade 

(células/cm
2
) demonstraram diminuição do número de células-IR ao receptor P2X7, 

Panexina-1 e Hu no grupo I/R Salina, porém quando feito tratamento com BBG ou PB houve 

recuperação do número dessas células. Com as células gliais entéricas ocorreu aumento do 

número de células glias (S100β e GFAP) no grupo I/R Salina, no entanto, com o tratamento 

houve o reestabelecimento dessas células a parâmetros normais. A área do perfil celular (µm
2
) 

dos neurônios Hu-IR apresentaram aumento no grupo de 28 dias e as células gliais S100β-IR 

apresentaram comportamento diferente dependendo do período, com 24 h de reperfusão as 

células gliais entéricas apresentaram diminuição da área, no entanto, com 14 dias e 28 dias de 

reperfusão apresentaram aumento da área. Com análise de microscopia eletrônica de 

transmissão foi possível visualizar a interação neurônio-glia em todos os grupos estudados. 

Houve alterações na expressão proteica de P2X7 e Panexina-1 e na atividade contrátil do 

intestino. Conclui-se que e a I/R afetou morfologicamente e funcionalmente o intestino, e que 

o uso de BBG e de PB foi eficaz na recuperação de células gliais entéricas e neurônios e, que 

os mesmos podem ser alvos terapêuticos no tratamento de doenças do trato gastrintestinal. 

 

Palavras-chave: Plexo Mioentérico. Íleo. Célula Glial Entérica. Brilliant Blue G. 

Probenecida.  

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

MENDES, C. E. Study of the effect of P2X7receptor and Pannexin-1 antagonists on 

enteric glial cells in the intestinal ischemia and reperfusion protocol. 2017. 166 p. Ph. D. 

thesis (Morphofuctional Sciences) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2017. 

Recent evidence indicates an interaction in glia-neuron communication that contributes to 

neuronal maintenance and that changes in these cells (functional or morphological) may play 

a role in gastrointestinal dysfunctions. It is known that intestinal ischemia and reperfusion 

(I/R) are serious and common clinical events that play a fundamental role in many diseases 

associated with a high mortality and morbidity and can occur from different 

pathophysiological factors, which consequently affect the neurons and enteric glial cells. ATP 

is involved in the regulation of several pathophysiological processes and can be co-released 

with others neurotransmitters and its extracellular signaling can occur via P2X and P2Y 

family receptors. The P2X7 receptor plays a role in several intracellular events and acts with 

the Pannexin-1 channel. This study aims to study the effects of Brilliant Blue G (BBG) and 

Probenecid (PB) antagonists on the enteric glial cells of the ileum of rats expressing the P2X7 

receptor and Pannexin-1 on I/R. The ileal vessels were occluded for 45 minutes with non-

traumatic vascular tweezers. The reperfusion periods were 24 hours, 14 days and 28 days. 

After ischemia, the animals were treated with BBG (group I/R BBG), PB (I/R PB) or Saline 

(Saline I/R). The results of double labeling demonstrated that the P2X7 receptor was present 

in enteric glial cells (S100β) and neurons (Hu); there were different phenotypes of enteric 

glial cells, some cells were immunoreactive (-IR) only to S100β or only GFAP and Pannexin-

1 was present in enteric glial cells (GFAP). Density (cell/cm
2
) analyzes showed a decrease in 

the number of IR-cells to the P2X7 receptor, Pannexin-1 and Hu in the Salina I/R group, but 

after treated with BBG or PB there was recovery of the number of these cells. There was an 

increase in the number of glial cells (S100β and GFAP) in the Salina I/R group, however, 

with the treatment there was the reestablishment of these cells. The cell profile area (μm
2
) of 

the Hu-IR neurons showed increase in the group of 28 days and the enteric glial cells S100β-

IR presented different behavior depending on the period, with 24 h reperfusion the enteric 

glial cells presented decrease of the area, however, with 14 days and 28 days of reperfusion 

increased area. Scanning electron microscopy analysis showed the neuron-glia interaction in 

all the studied groups. There were changes in the protein expression of P2X7 receptor and 

Pannexin-1, and also changes in the contractile activity of the intestine. It is concluded that 

I/R affected morphologically and functionally the intestine, and that the use of BBG and PB 

has been effective in the recovery of enteric glial cells and neurons and that they may be 

therapeutic targets in the treatment of diseases of the gastrointestinal tract 

 

Key words: Myenteric Plexus. Ileum. Enteric Glial Cell. Brilliant Blue G. Probenecid. 

 

  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

  



 
 

1.1 Sistema Nervoso Entérico 

 

 O sistema nervoso entérico (SNE) é a maior divisão do sistema nervoso autônomo 

(SNA) e consiste em aproximadamente 100 milhões de neurônios entéricos que são cercados 

por 1 - 7 vezes o número de células gliais entéricas, dependendo da espécie (GRUBIŠIĆ; 

GULBRANSEN, 2016; GULBRANSEN, 2014). Os neurônios e as células gliais entéricas são 

derivados de precursores que se originam na crista neural, migram para o intestino e passam 

por um longo processo de desenvolvimento e maturação (BURNS; PACHNIS, 2009; 

GERSHON, 2010). 

 Portanto, o SNE engloba os circuitos neurais intrínsecos do trato gastrintestinal (TG), 

que estão organizados em uma vasta rede de gânglios interligada e distribuída em dois plexos, 

mioentérico e submucoso (Figura 1) (FURNESS, 2006; KABOURIDIS et al., 2015). 

 O plexo mioentérico (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 

(FURNESS, 2006; SISU et al., 2008). Este plexo está envolvido na regulação reflexa das 

atividades contráteis do músculo circular e longitudinal, justamente por estar mais próxima ao 

músculo (LOMAX; FURNESS, 2000).  

 No entanto, o plexo submucoso (de Meissner) é encontrado predominante no intestino 

delgado e grosso, apresenta um gânglio menor e suas fibras interconectadas são mais finas 

quando comparadas ao plexo mioentérico (FURNESS, 2012; FURNESS, 2006). Tem papel 

direto no controle de secreção e absorção, através de neurônios motores que regulam a 

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

COSTA; BROOKES, 1998). 

 Assim, o SNE regula a maioria dos aspectos fisiológicos do TG, tais como peristalse, 

fornecimento de sangue para a parede do intestino, secreção e constituí uma rede na via 

neuro-endócrino bi-direcional que ligam o sistema digestório e o cérebro (COLLINS et al., 

2014; FURNESS, 2006; KABOURIDIS et al., 2015). 

Estes plexos podem sofrer alterações frente a diversos protocolos como: 

desnutrição/renutrição (CASTELUCCI et al., 2002a; GIROTTI et al., 2013; MISAWA et al., 

2010), obesidade (MIZUNO et al. 2014, 2012) e isquemia/reperfusão (MAROSTI et al., 

2015; MENDES et al., 2015; PALOMBIT et al., 2013; PAULINO et al., 2011) e inflamação 

intestinal (DA SILVA et al., 2015).   

 

 



 
 

Figura 1 - Representação esquemática do SNE do intestino delgado. 

 

 

  

Fonte: Adaptado de Grubišić, Gulbransen, 2016. 

 

1.2 Células Gliais Entéricas 

  

 No SNE as informações sobre as células gliais entéricas precisam ser melhores 

esclarecidas, os plexos nervosos do trato gastrintestinal são supridos com células gliais 

entéricas, essas células abrangem diversas populações de células neuroectodermal que são 

essenciais para a organização e funcionamento do sistema nervoso (GABELLA, 1970; 

KABOURIDIS et al., 2015; VERKHRATSHY; BUTT, 2007).  

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

numerosas ramificações e processos que se misturam com os neurônios e com os feixes de 

axônios, não sintetizam mielina, possuem uma serie de canais iônicos dependente de 

voltagem, além disso, expressam receptores de neurotransmissores, tais como purinérgicos, 

adrenérgicos, receptores metabotrópicos do glutamato e são, portanto, capazes de modular a 

transmissão sináptica, com isso essas células exibem semelhanças morfológicas e moleculares 

com os astrócitos do sistema nervoso central (SNC) (CABARROCAS; SAVIDGE; LIBLAU, 

2003; CLAIREMBAULT et al., 2014; HAGSTROM; OLSSON, 2010; NASSER et al., 2007; 

NASSER; HO; SHARKEY, 2006). 

Para a identificação das células gliais entéricas utilizam-se frequentemente métodos 

imunohistoquímicos como a marcação de células que expressam proteína fibrilar ácida glial 

(GFAP) e/ou proteína ligante de cálcio S100/S100β. Visto que células gliais entéricas 



 
 

maduras expressam esses tipos de proteína (HAGSTRÖM; OLSSON, 2010; RÜHL; 

NASSER; SHARKEY, 2004).  

A expressão de GFAP é modulada por proliferação de células gliais entéricas, 

diferenciação e inflamação (CIRILLO et al., 2011) e S100 é uma proteína ligante de cálcio 

que pode ser encontrada no núcleo/citoplasma e têm 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).  

 Apesar de todas as células gliais entéricas terem o indicativo de serem derivadas a 

partir de uma base comum de células progenitoras da crista-neural, é os microambientes 

únicos da parede do intestino que irão definir o fenótipo final dessas células. Portanto, as 

células gliais entéricas representam morfologicamente e funcionalmente, subtipos específicos 

dependendo da sua localização na parede intestinal (DULAC et al., 1991; GULKBRANSEN, 

SHARKEY, 2012; LARANJEIRA et al., 2009). 

 Com base nas características morfológicas e localização, as células gliais entéricas são 

subdivididas em: intraganglionares (residem dentro dos gânglios mioentéricos e submucoso), 

subepiteliais (dentro de feixes intraganglionares, fibras nervosas, abaixo das células epiteliais 

da mucosa) e intramusculares (associadas com as fibras nervosas intercaladas entre as células 

do músculo liso) (GULKBRANSEN, SHARKEY, 2012) (Figura 2). 

 

Figura 2 - Populações de células gliais entéricas no SNE. 

  

 
Fonte: Adaptado de Gulkbransen, Sharkey, 2012. 
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 Além de seu papel de suporte e nutrição para os neurônios, as células gliais entéricas 

regulam a transmissão sináptica (BASSOTTI et al., 2007; CLARKE; BARRES, 2013), 

medeiam a comunicação entre o sistema nervoso e imunológico (JENSEN; MASSIE; DE 

KEYSER, 2013), cria um microambiente protetor (RÜHL, 2005; RÜHL; NASSER; 

SHARKEY, 2004), fazem regulação da barreira intestinal (FLAMANT et al., 2011; 

SAVIDGE et al., 2007), liberação de mediadores gliais como, glutationa, fator neurotrófico 

derivado de célula glial (GDNF) (BASSOTTI et al., 2007b; NEUNLIST et al., 2014; 

RODRIGUES et al., 2011) e homeostase neuronal (BASSOTTI et al., 2007b; RÜHL; 

NASSER; SHARKEY, 2004).  

 O déficit de células gliais entéricas estão associadas com desordens degenerativas, 

inflamatórias, além de desordens no desenvolvimento do sistema nervoso (KABOURIDIS et 

al., 2015; SKAPER; FACCI; GIUSTI,  2014). No entanto, trabalhos recentes indicam que as 

células gliais entéricas têm potencial neurogênico e são capazes de gerar neurônios entéricos 

em resposta a lesões (BOESMANS et al., 2012). 

 Com este conjunto de "funções" as células gliais entéricas tem papel como regulador 

central dos processos homeostáticos do intestino que são necessários para o bom 

funcionamento deste órgão (NEUNLIST et al., 2014) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 3 - Células gliais entéricas como regulador central dos processos homeostáticos no 

SNE. 

 

 

 

Em condições fisiológicas, as células gliais entéricas regulam várias funções neuronais como a neuroproteção, 

expressão de neuromediadores, ou renovação neuronal via liberação de diferentes mediadores. Além disso, as 

células gliais entéricas são reguladores centrais na homeostase da barreira epitelial intestinal através da liberação 

de gliomediadores específicos (GSNO, 15DPG2, TGF-β1, pro-EGF). Com stress ambientais pode ocorrer gliose 

entérica reativa (semelhante à astrogliose no cérebro), o que poderia contribuir para o desenvolvimento de 

inflamação intestinal, mas também concomitantemente na proteção/reparação de lesões neuronais/barreira 

intestinal. Em situações com morte de células gliais entéricas, pode contribuir para a degeneração neuronal ou 

disfunções da barreira intestinal, características que são observadas em algumas doenças intestinais ou extra-

intestinais crônicas. 

Fonte: Adaptado de Neunlist et al., 2014. 

 

1.3 Receptores Purinérgicos 

 

 Purinas (adenina, guanina e uridina) podem atuar como moléculas de sinalização na 

forma dos seus nucleotídeos 5’ trifosfato (adenosina trifosfato (ATP), guanosina trifosfato 

(GTP) e uridina trifosfato (UTP), adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) 

ou como um nucleosídeo (adenosina) (AGRAWAL; GARTLAND, 2015). 

 Portanto, a influência exercida pelo sistema purinérgico em funções motoras do TG 

tem sido observado desde a década de 70. Em 1972, foi proposto que a ATP é liberado pelos 

neurônios entéricos, comportando-se como um neurotransmissor não adrenérgico e não 

colinérgico (NANC) envolvido na regulação da motilidade intestinal (ANTONIOLI et al., 

2013; BURNSTOCK, 2008). 

 A ATP está envolvida na regulação de diversos processos fisiológicos e patológicos no 

meio extracelular (BOURS et al., 2006), sendo reconhecido como um neurotransmissor, pois 

é sintetizado e armazenado em terminais sinápticos e liberado após estímulo destes terminais 



 
 

(BURNSTOCK, 2008). Além disso, pode ser co-liberado juntamente com vários 

neurotransmissores, como a acetilcolina, glutamato, noradrenalina, serotonina e GABA 

(NORTH; VERKHRATSKY, 2006).  

 Os nucleosídeos e nucleotídeos derivados de purinas atuam como moléculas 

sinalizadoras extracelulares em vários tecidos, por meio da ativação dos receptores 

purinérgicos (BURNSTOCK, 2008; BURNSTOCK; KNIGHT, 2004). Embora o catabolismo 

extracelular de 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 e 

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

al., 2009). 

  Portanto, os receptores purinérgicos, são uma família de moléculas da membrana 

plasmática envolvidos em diversas funções celulares como a reatividade vascular, apoptose e 

secreção de citocinas (MEHTA et al., 2014; VIAL; ROBERTS; EVANS, 2004).  

 Estes receptores, com base nos seus mecanismos de ativação, são classificados em 

duas classes, P1 e P2. Tipo de receptor P1 é ativado por adenosina (ADO), enquanto que os 

receptores de classe P2 são ativados por ADP ou ATP (MEHTA et al., 2014; RALEVIC; 

BURNSTOCK, 1998) (Figura 4). 

 

Figura 4 - Esquema da arquitetura geral dos receptores P1 e P2. 
  

 

 

Fonte: Adaptado de Guan; Osmond; Inscho, 2007. 

  

 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). 

 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, seletivos para cátions nonovalentes e 

divalentes (Na
+
, K

+
 e Ca

2+
) cuja velocidade de abertura dos canais é de aproximadamente 10 

ms (NORTH, 2002; NORTH; SURPRENANT, 2000), possuem duas regiões 

transmembranais, com terminais amino e carboxi localizados intracelular, sendo que a maior 

porção da proteína é extracelular (DI VIRGILIO et al., 1998).   

 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). 

 

 

 

 



 
 

1.3.1 Receptor P2X7 

 

 O receptor P2X7 é codificado pelo gene P2RX7 que pertence à família de receptores 

P2X (BARTLETT; STOKE; SLUYTER, 2014; CODDOU et al., 2011). Da família P2X, a 

subunidade monómerica P2X7 é o maior, com um comprimento de 595 aminoácidos 

(BARTLETT; STOKE; SLUYTER, 2014). Cada subunidade é caracterizado por terminais 

amino relativamente curto e carboxi longo localizados intracelular, bem como dois segmentos 

que atravessam a membrana hidrofóbica (domínios transmembranares) separadas por um 

longo domínio extracelular glicolisado de ligação a ATP (BARTLETT; STOKE; SLUYTER, 

2014) (Figura 5). 

 

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

 

Fonte: Di Virgilio et al.,1998.  

 

 Este receptor está amplamente distribuído por todo o corpo de um mamífero, 

originalmente foi pensado em estar presente somente em células das linhagens 

hematopoiéticas, no entanto, o receptor P2X7 está expresso em todo o intestino e em uma 

variedade de tipos de tecidos, incluindo células epiteliais, mastóscitos, mácrofagos, linfócitos, 

osteoblastos, fibroblastos, além de células do SNC e SNP (BARTLETT; STOKE; SLUYTER, 

2014; BURNSTOCK; KNIGHT, 2004; CESARO et al., 2010; IDZKO; FERRARI; 

ELTZSCHIG, 2014; KUHNY et al., 2014; RALEVIC; BURNSTOCK, 1998; SHOJI et al., 

2014; SPERLÁGH et al., 2006;).  

 O receptor P2X7 também é expresso em gânglios entéricos de roedores, onde se 

verificou sua presença tanto em neurônios como em células gliais entéricas (CESARO et al., 

2010; DA SILVA et al., 2015; DE CAMPOS et al., 2012; GULBRANSEN et al., 2012; 

PALOMBIT et al., 2013; VANDERWINDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003). E 

foi demonstrado estar envolvido em processos fisiológicos e patológicos através da regulação 

P2X1-6 

P2X7 

http://pharmrev.aspetjournals.org/content/66/3/638.long#ref-310


 
 

da proliferação celular, apoptose, respostas inflamatórias e tumorgênese (COUTINHO-

SILVA et al., 1999; DI VIRGILIO, 2007; MAYO et al., 2008; WANG et al., 2015). 

 Portanto, sabe-se que este participa na regulação da permeabilidade celular, liberação 

de citocinas, apoptose, geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e formação de 

fagossomos, (BARTLETT; STOKE; SLUYTER, 2014; COUTINHO-SILVA et al., 1999; 

SCHULZE-LOHOFF et al., 1998).  

 A ativação do receptor homomérico requer concentrações de ATP que são 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; KRISHTAL et al., 2009). 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., 2008; 

STAGG; SMYTH, 2010).  

 Apesar do receptor P2X7 possuir a mais baixa afinidade para o ATP (>100 µM) de 

entre todos os receptores P2X identificados (JARVIS; KHAKH, 2009), este pode ser ativado 

por níveis elevados do nucleotídeo durante estímulos nervosos de elevada intensidade ou em 

situações patológicas, tais como durante fenômenos de isquemia/ reperfusão ou situações de 

inflamação, sem apresentar dessensibilização significativa. Outra particularidade do receptor 

P2X7 é a sua inibição relativa na presença de cations divalentes (Ca
2+

) no meio extracelular 

(JIANG, 2009; VIRGINIO et al., 1997; YAN et al., 2011).  

 O receptor P2X7 possui o terminal intracelular carboxi mais longo da sua classe o que 

permite a sua oligomerização com outros receptores, a translocação rápida do receptor para a 

membrana plasmática e a interação funcional com proteínas intervenientes em diversas 

cascatas de sinalização intracelular (fosfolipases, RhoA/ROCK) e com o citoesqueleto de 

actina envolvido em fenômenos de plasticidade membranar e formação de poros (ALLOISIO 

et al., 2010; NORTH, 2002; ROGER et al., 2010).  

 Em condições basais, a ativação do receptor P2X7 favorece a abertura do canal iónico 

permeável a cátions (Ca
2+

, K
+
, Na

+
) (ROGER et al., 2010). No entanto, a ativação prolongada 

do receptor P2X7 promove a oligomerização de vários receptores P2X7 e, consequentemente, 

a abertura de poros permeáveis a moléculas com peso molecular inferior a 900 daltons na 

membrana plasmática (ALLOISIO et al., 2010). Alguns autores sugerem que a abertura de 



 
 

poros na membrana plasmática depende da associação do receptor P2X7 com canais de 

panexina-1 (PELEGRIN; SUPERNANT, 2006; POORNIMA et al., 2012), embora exista 

alguma controvérsia na literatura sobre este assunto, já que em determinadas circunstâncias o 

bloqueio do canal de panexina-1 não preveniu a formação de poros na membrana plasmática 

(SPERLÁGH et al., 2014). 

  

1.3.2 Antagonistas do Receptor P2X7 

 

 Estudos sugerem que o receptor P2X7 pode desempenhar papeis importantes em uma 

série de doenças inflamatórias, imunes, neurológicas ou perturbações musculoesqueléticas 

(BARTLETT; STOKE; SLUYTER, 2014). Dada à importância deste receptor tanto na saúde 

como na doença, estudos têm sido realizados para caracterizar e compreender melhor as 

funções deste receptor; assim auxiliar na geração de antagonistas seletivos e com isso obter 

um efeito terapêutico deste composto. 

 Vários antagonistas do receptor P2X7 têm sido identificados a fim de avaliar as 

funções deste receptor. Recentemente, foi publicado um estudo com a caracterização 

completa de um antagonista do receptor P2X7, AZ11645373, que mostrou alta afinidade pelo 

receptor de humanos, porém apresentou baixa afinidade por receptores de ratos (STOKES et 

al., 2006; VOLONTÉ et al., 2012). Outros antagonistas seletivos de P2X7 e com afinidade 

comparável em humanos, ratos e camundongos têm sido desenvolvidos e caracterizados 

(CARROLL et al., 2007; DONNELLY-ROBERTS et  al., 2007).   

 No seguimento da identificação de antagonistas para o receptor P2X7 modificações 

estruturais destes compostos foram feitas na tentativa de melhorar suas propriedades e 

especificidade (BARTLETT; STOKE; SLUYTER, 2014). 

 O Brilliant Blue G (BBG) é um corante trifenilmetano (índice de cor 42655), com a 

fórmula C47H48N3NaO7S2 e peso molecular de 854 g/mol; também conhecido como ácido azul 

90 e Coomassie Azul (ENAIDA et al., 2006; NOTOMI et al., 2011). É amplamente utilizado 

como corante alimentar e não é considerado tóxico (BORZELLECA; DEPUKAT; 

HALLAGAN, 1990; SOOYEON; BRUCE, 2011). No campo biológico é utilizado para 

coloração de proteínas. Apesar de não existirem relatórios sobre o uso médico deste corante, 

há uma longa história de uso biológico no qual nenhuma toxicidade aparente tem sido relatada 

(ENAIDA et al., 2006).  

 Estudos mostram que BBG é o antagonista mais seletivo e potente, com seletividade 

de 30-50 vezes maior para o receptor P2X7 de ratos versus humano (JIANG; MACKENZIE; 



 
 

NORTH, 2000). A baixa toxicidade (REMY et al., 2008) e a alta seletividade do BBG 

(JIANG; MACKENZIE; NORTH, 2000) fazem desse composto um candidato ideal para 

bloquear o efeito adverso da ativação do receptor P2X7. Com este contexto, tem sido 

reconhecido como um potente agente farmacológico, particularmente no tratamento de 

condições que envolvam a morte neuronal (SOOYEON; BRUCE, 2011). 

 Trabalhos recentes têm demonstrado que a administração in vivo de BBG protege 

contra a perda neuronal em modelo de doença de Alzheimer (RYU; MCLARNON, 2008); 

atenua a apoptose neuronal e déficits motores em modelo de doença de Huntington em 

camundongo (DÍAZ-HERNÁNDEZ et al., 2009) e aumenta a taxa de sobrevivência de 

neurônios e reduz a morte celular por apoptose na área CA1 do hipocampo após 

isquemia/reperfusão em ratos (YU et al., 2013).  Estudos de lesão da medula espinal 

mostraram que administração de BBG melhorou a recuperação e reduziu a resposta 

inflamatória local em ratos (MARCILLO et al., 2012; PENG et al., 2009). Resultados do 

laboratório com isquemia e reperfusão intestinal tem demonstrado que o uso do BBG protege 

os neurônios entéricos (PALOMBIT, 2014). 

 

1.4 Canal de Panexina-1 

 

 Panexina é uma família de proteínas de membrana (panexina-1, -2 e -3) que são 

expressas tantos em vertebrados como em invertebrados, têm uma homologia sequencial em 

torno de 20% com as inexinas que formam junções de hiato (gap junctions) nos invertebrados 

e possui uma semelhança estrutural notável com as conexinas, no entanto, não compartilham 

com estas qualquer homologia sequencial e não formam junções de hiato (D'HONDT et al., 

2009; MAKARENKOVA; SHESTOPALOV, 2014; PANCHIN et al., 2000). Estruturamente 

é constituída de um domínio amino-terminal, quatro domínios transmembranares com duas 

alças extracelulares e um domínio citosólico caboxilo-terminal (BOASSA et al., 2007; 

PENUELA et al., 2007; VELASQUEZ; EUGENIN, 2014). Experiências de metagênese 

dirigida ao local demonstraram que quatro resíduos de cisteína extracelulares conservados são 

necessários para a formação de canais de panexina-1 funcionais (BONDS, NAUS, 2014) 

(Figura 6). 

 

 

 

 



 
 

Figura 6 - Esquema da arquitetura geral do canal de Panexina -1. 

 
 

Fonte: Adaptado de Penuela et al., 2013.  

 

 Os canais de panexina-1 são não-seletivos e formam grandes poros na membrana 

plasmática (D'HONDT et al., 2009; VELASQUEZ; EUGENIN, 2014; YANG et al., 2015). 

Esses poros são abertos com estímulos de despolarização da membrana, quando há mudança 

na sinalização (concentração) de ca
2+

 intracelular, vasodilatação, vasocontrição, diferenciação 

celular, morte celular e durante respostas imunes inatas e adaptativas (CHEKENI et al., 2010; 

MacVICAR; THOMPSON, 2010; PROCHNOW et al., 2012; VELASQUEZ; EUGENIN, 

2014).  

 Com a abertura dos canais de panexina, moléculas são liberadas para o meio 

extracelular como ATP e outros metabolitos que são importantes para a comunicação celular e 

sinalização autócrina/parácrina (CHEKEMI et al., 2010; JIANG; PEÑUELA, 2016; 

PEÑUELA et al., 2007; PEÑUELA et al., 2009; VELASQUEZ; EUGENIN, 2014). 

 É sabido que danos nos tecidos (por lesão ou por patologia) provoca a liberação de 

ATP, resultando em uma interação de sinalização entre receptores purinérgicos e canais de 

panexina-1, dando início ao um processo inflamatório (BOURS et al., 2006; KANNEGANTI 

et al., 2006; MARIATHASAN et al., 2006) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 7 - Esquema de liberação e ação do ATP. 

 

 

 

Fonte: adaptado de Diezmos; Bertrand; Liu, 2016. 

 

 Kawamura, Ruskin, Masino (2010) demonstraram essa relação entre panexina e 

receptores purinérgicos. O papel do canal de panexina-1 para a excitabilidade neuronal é 

mediada pela liberação de ATP e ativação dos receptores P2X. A associação do receptor 

P2X7 e panexina-1 constitui a base para a dilatação do poro do receptor P2X7 e aumento da 

permeabilidade da membrana (PELEGRIN; SUPERNANT, 2006; POORNIMA et al., 2012). 

É também conhecido que canais de panexina-1 medeia à liberação de ATP que estimula ação 

autócrina e parácrina do receptor P2X7 e promove o processo de ativação das citocinas pro-

inflamatórias (ROMANOV et al. 2012). Há evidências que mostram uma relação entre 

panexina-1, ativação do receptor P2X7, processos de morte celular e ativação de 

inflamossomo, (complexo de proteínas: caspase-1, citocinas pro-inflamatórias, como 

Interleucina - 1β (IL-1β), e IL-18) (LOCOVEI et al., 2007; PELEGRIN; SUPERNANT, 

2006; SILVERMAN et al., 2009) (Figura 8). 

 Gulbransen et al. (2012) demonstraram a colocalização de panexina-1 e do receptor 

P2X7 nos neurônios entéricos no cólon de camundongos, eles demonstraram que na colite 

experimental, a inflamação provoca a morte dos neurônios mioentéricos, ativando o receptor 

P2X7 e canais de panexina-1.  

 

 

 



 
 

Figura 8 - Esquema de sinalização mediada por receptores de superfície e Panexina-1 em 

resposta a isquemia (retina). 
 

 

Glu: glutamato; Damps: padrões moleculares associados a risco; iCa
2+ 

: cálcio intracelular livre;TRPV: receptor 

de potencial transiente vanilóide; NMDAR: N-metil-D-aspartato; P2X: receptor purinérgico; TLR: receptor tipo 

Toll; TNFR: receptor do fator de necrose tumoral; HMGB1: proteina de alta mobilidade grupo tipo B1; NF-KB: 

fator nuclear-kappa B; Il: interleucinas.  

Fonte: Adaptado de Shestapalov; Slepak, 2014. 

 

 Portanto, os canais de panexina-1 são amplamente expressos em vários tipos de 

células, e sugere-se que a inibição destes canais podem trazer benefícios terapêuticos em 

determinados contextos patofisiológicos, tais como asma, hipertensão, convulsões induzidas e 

isquemia (CHIU et al., 2014).  

 Alguns estudos têm realizado a inibição dos canais de panexina -1 com probenecida, 

que é considerado um inibidor dos transportadores de íons orgânicos, que tem sido utilizado 

como fármaco uricosúricos e vêm sendo sugerido para suprimir a inflamação inibindo a 

ativação de canais de panexina-1 (DAHL; KEANE, 2012; XIONG et al., 2014). O mesmo é 

considerado um potente inibidor específico dos canais de panexina-1 afetando a função de 

liberação de ATP (XIONG et al., 2014) e reduzindo a sobrecarga de Ca
2+ 

(WEI et al., 2015). 

 Neste contexto, os mecanismos capazes de liberar ATP (canais de panexina-1), as 

enzimas responsáveis pelo catabolismo extracelular do ATP e os seus receptores específicos, 

que no seu conjunto podem ser designado por “purinoma”, parece desempenharem funções 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422114000538#bib0015


 
 

muito relevantes na sinalização celular em diversas situações patológicas, como na 

isquemia/reperfusão e nos processos inflamatórios, passíveis de serem candidatos ao 

desenvolvimento de terapias inovadoras (ADAMON; LEITINGER 2014).  

 

1.5 Isquemia e Reperfusão Intestinal (I/R) 

 

 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 (SANTOS; PONTES; GOMES, 2006). A isquemia é ocasionada pela diminuição da 

luz de artérias, arteríolas ou capilares. Quando instalada, induz alterações do metabolismo 

celular que reduzem reservas energéticas, causam acúmulo de metabolitos tóxicos e 

eventualmente causando morte celular (CERQUEIRA; HUSSNI; YOSHIDA, 2005; 

SCARABELLI et al., 2002).  

 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). Isquemia e reperfusão desempenham 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). 

Contudo, I/R de vasos intestinais são recorrentes em pacientes hospitalizados, especialmente 

aqueles que estão nas unidades de terapias intensivas (OLDENBURG et al., 2004). O 

distúrbio intestinal desses pacientes se associa a um maior tempo de internação (MYTHEN, 

2005). 

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

níveis de oxigênio nos tecidos 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 

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 ROS e espécie 

reativa de nitrogênio (RNS) (CAMPOLO et al., 2013).  

 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). 

 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, TNF-

α, interleucinas (ILs) 1, 6 e 10 e o óxido nítrico (NO) que afetam o metabolismo localmente, 

no intestino e em órgãos distantes (CARAMELO et al., 1996; CORNEJO et al., 2002; 

GARCIA-CRIADO et al., 1998; HARWARD et al., 1993).  

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

et al. (2012) observaram em camundongos knockout para à NOS que após a I/R, danos na 

mucosa e músculo foram mais severos. Nas primeiras 24 horas há maior infiltração de 

neurófilos; dados imunohistoquímicos mostram perda significativa da proteína contrátil, α-

actina e a parte funcional demonstra uma redução da atividade contrátil basal do músculo 

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

muscarínico. 

 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). 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). 

Resultados do grupo têm demonstrado diminuição dos neurônios entéricos e alterações na 

expressão dos receptores P2X2 e P2X7 no protocolo de I/R (MAROSTI, et al., 2015; 

PALOMBIT et al., 2013; PAULINO et al., 2011). Palombit (2014) tem demonstrado que o 

uso do antagonista BBG protege os neurônios entéricos na isquemia e reperfusão. 



 
 

 Os autores Gulbransen e Sharkey (2012) propuseram que as purinas são os mediadores 

de comunicação neurônio-glia no SNE, e que a ativação dos neurônios entéricos provoca 

liberação de ATP e posterior ativação de receptores P2 em vários protocolos experimentais, 

evidências sugerem que as células gliais entéricas respondem a liberação de ATP a partir de 

nervos entéricos de populações distintas e em circunstâncias específicas de comunicação 

neurônio-glia.  

 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. Von Boyen et al. (2004) 

demonstraram que sob influência de citocinas pró-inflamatórias, células gliais entéricas que 

não são imunorreativas a GFAP
 
podem se tornar GFAP

 
positivas. O aumento da expressão de 

GFAP por células gliais é também observado em tecidos coletados de pacientes portadores de 

colite ulcerativa e doença de Crohn. 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).  

 Bush et al. (1998), utilizaram camundongos adultos transgênicos para depletar as 

células imunorreativas a GFAP, com o objetivo de avaliar a importância das mesmas na 

fisiologia intestinal e, observaram que em 2 semanas, todos os animais morreram devido a um 

quadro de jejunoileíte fulminante. Esse quadro foi independente de processos infecciosos, 

sendo o mesmo caracterizado por degeneração de neurônios mioentéricos e hemorragia 

intestinal. Esses dados confirmam o papel das células gliais entéricas como mantenedora da 

integridade intestinal.  

 Mendes et al. (2015) tem demonstrado no protocolo de I/R que há um aumento no 

número de glias entéricas positivas a S100β, diminuição de neurônios e diminuição na 

motilidade intestinal nos grupos isquêmicos quando comparados ao grupos sham. Em outro 

trabalho, Mendes (2013) demonstra que há duas populações distintas de glias entéricas, as 

imunorreativas a S100β e a GFAP, que no protocolo de I/R apresentam comportamento 

distintos. A densidade de células gliais entéricas imunorreativas a S100β apresenta um 

aumento significante em tempos mais longos de reperfusão (14 dias), no entanto, as células 

gliais entéricas imunorreativas a GFAP apresentam um aumento significante nos grupos 

isquêmicos tanto em períodos considerados curtos (0 h e 24 h ), como em período mais longo 

(14 dias).  

 

 



 
 

1.6 Justificativa do Trabalho 

 

 Com base neste contexto, é mostrado que o modelo experimental de isquemia e 

reperfusão tem sua importância clínica, visto que há taxa de mortalidade de pacientes 

hospitalizados em enfermarias e em unidades de terapia intensiva que sofrem de 

comprometimento intestinal é alta. Além disso, o entendimento do papel da glia entérica neste 

processo, bem como esclarecimentos das interações do receptor P2X7/Panexina-1 com o uso 

dos antagonistas BBG e Probenecida poderiam vir a ser de extrema importância no 

desenvolvimento de fármacos e de estratégias terapêuticas para os transtornos gastrintestinais 

causados pela isquemia e reperfusão intestinal. 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÕES  

 

  



 
 

 Com base nos objetivos estabelecidos, a metodologia empregada e os resultados 

obtidos, conclui-se que: 

 

1. O receptor purinérgico P2X7 foi identificado em neurônios e em células gliais entéricas 

em todos os grupos estudados e foram afetados pela I/R; 

2. A panexina-1 foi identificada em células gliais entéricas e em neurônios em todos os 

grupos estudados; 

3. As células gliais entéricas apresentaram fenótipos diferentes, ou seja, existe uma 

população que é imunorreativa só a S100β, outras só a GFAP e outra que é S100β e 

GFAP; 

4. A manipulação visceral acarretou como consequência alterações na densidade, o que pode 

ser observado no grupo Sham.  

5. O uso dos antagonistas BBG e PB demonstraram ser eficientes na recuperação dos 

neurônios e células glias entéricas na I/R e na motilidade; no entanto, o PB não recuperou 

as células gliais entéricas S100β-IR.  

6. O uso do fluorocitrato demonstrou que a célula glial entérica tem participação na 

motilidade intestinal. 

7. A isquemia com diferentes períodos de reperfusão tem demonstrado ser um modelo 

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

na densidade, morfologia tanto de neurônios como de células gliais entéricas e também 

causa alterações funcionais. 
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