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RESUMO

PALOMBIT, K. Estudo do receptor P2X; nas classes neuronais do ileo de ratos
submetidos a isquemia intestinal com reperfusdo. 2010. 130 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Morfofuncionais) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2010.

Dor abdominal pode ser consequente a inUmeras causas, entre as Varias possibilidades
precisamos ficar atentos aos quadros de isquemia intestinal. No trato digestorio a
isquemia/reperfusdo intestinal (I/R-i) acarreta alteragdes morfolégicas nos neurdnios
entéricos. Este trabalho tem como objetivo analisar o comportamento das diferentes classes
neuronais e do receptor P2X; no plexo mioentérico do ileo de ratos Wistar submetidos a I/R-i.
A isquemia intestinal foi obtida pela obstrucdo do fluxo sanguineo das artérias ileais no
periodo de 35 minutos, seguida pelos periodos de reperfusdo de 6, 24, 72 horas e 1 semana.
No grupo sham ndo houve a oclusdo das artérias ileais. Os tecidos foram preparados por
métodos imunohistoquimicos de duplas marcacdes do receptor P2X; com a Oxido Nitrico
Sintase neuronal (NOSn), calbindina (Calb), calretinina (Calr) e Acetilcolina Transferase
(ChAT) e do receptor P2X7, da NOSn e da ChAT com o pan-neuronal anti-HuC/D. As
andlises qualitativas e quantitativas das contagens das duplas marcacdes, das densidades
neuronais e da area dos perfis foram obtidas dos microscépios de fluorescéncia e de Confocal
de Varredura a Laser. Os resultados qualitativos demonstraram diminuicdo da expressdo do
receptor P2X; no grupo I/R-i de 24 horas e retorno da expressao nos grupos I/R-i de 72 horas
e 1 semana. Os dados quantitativos demonstraram: a) os neurbnios do plexo mioentérico
foram imunorreativos ao receptor P2X7; b) ndo houve alteracGes significativas nas duplas
marcagOes do receptor P2X; com os neurdnios NOSn-ir, Calr-ir, Calb-ir e ChAT-ir nos
grupos sham e I/R-i; ¢) ndo houve alteragdes significativas nas duplas marcag6es do receptor
P2X7, e dos neur6nios NOSn-ir e ChAT-ir com o pan-neuronal anti-HuC/D nos grupos sham
e I/R-i; d) houve diminuic¢do nas densidades nos grupos I/R-i com 6, 24, 72 horas e 1 semana
dos neurdnios P2Xs-ir, NOSn-ir, Calr-ir, Calb-ir, ChAT-ir e anti-HuC/D-ir quando
comparados aos grupos sham; e) houve um aumento na area do perfil dos neurdénios NOSn-ir
nos grupos I/R-i de 6 e 24 horas, nos neurénios ChAT-ir houve um aumento no grupo I/R-i de
1 semana e nos neurdnios Calr-ir houve uma diminui¢do no grupo I/R-i de 6 horas e um
aumento no grupo I/R-i de 24 horas quando comparados aos grupos sham. O presente estudo
demonstrou que a I/R-i esta associada com a perda significativa de diferentes subpopulacdes
de neur6nios do plexo mioentérico acompanhada por diversas alteracdes morfoldgicas, 0 que
pode acarretar problemas na motilidade intestinal.

Palavras-chave: Cddigo quimico. Isquemia intestinal. Plexo mioentérico. Receptor P2Xs.
Reperfusdo. Sistema Nervoso Entérico.



ABSTRACT

PALOMBIT, K. Study of the P2X; receptor in neurons of the ileum of rats subjected to
intestinal ischemia with reperfusion. 2010. 130 p. Masters thesis (Ciéncias
Morfofuncionais) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2010.

Abdominal pain may be consequent to numerous causes, among the various possibilities need
to be attentive to intestinal ischemia. In the digestive tract the intestinal ischemia-reperfusion
(I/R-i) causes morphological changes in enteric neurons. The aim of the work was to analyze
the behavior of different neurons and P2X; receptor in the myenteric plexus of the ileum of
rats subjected to I/R-i. Intestinal ischemia was obtained by the obstruction of blood flow in
the ileal arteries period of 35 minutes followed by reperfusion periods of 6, 24, 72 hours and 1
week. In the sham group there was no occlusion of the ileal arteries. The tissues were
prepared by immunohistochemical methods for double staining of P2X; receptor with
neuronal nitric oxide synthase (nNOS), calbindin, calretinin and acetylcholine transferase
(ChAT) and P2X5 receptor, the nNOS and ChAT with pan-neuronal marker anti-HuC/D The
qualitative and quantitative analysis of the counting of double staining, the neuronal density
and the area of the cell body profile were obtained from fluorescence microscopy and
confocal scanning laser. The qualitative results showed decreased expression of the P2X;
receptor in I/R-i for 24 hours group and return the expression in I/R-i for 72 hours and 1 week
groups. The quantitative data showed: a) neurons in the myenteric plexus were
immunoreactive for P2X; receptor; b) no significant changes in the double staining of P2X;
receptor with nNOS, calretinin, calbindin and ChAT neurons in the sham and I/R-i groups; ¢)
does not significant changes in the double staining of the P2X7 receptor, the nNOS and ChAT
neurons with the pan-neuronal marker anti-HUC/D in sham and I/R-i groups; d) the densities
of the P2X; receptor, nNOS-IR, calretinin-IR, calbindin-IR, ChAT-IR and anti-HuC/D-IR
neurons were decreased in I/R-i 6, 24, 72 hours and 1 week groups, when compared to sham
group; e) the profile area was increased in NNOS-IR neurons in the I/R-i for 6 and 24 hours
groups, ChAT-IR neurons in I/R-i 1 week group and in the calretinin-IR neurons there was a
decrease in I/R-i 6 hours group and an increase in I/R-i for 24 hours group when compared to
sham group. The present study demonstrated that I/R-i is associated with significant loss of
different subpopulations of neurons in the myenteric plexus accompanied by several
morphological changes, which can cause intestinal motility disorder.

Key words: Chemical coding. Enteric Nervous System. Intestinal ischemia. Myenteric
plexus. P2X; Receptor. Reperfusion.
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1 INTRODUCAO
1.1 Sistema Nervoso Entérico

Durante muito tempo o Sistema Nervoso Entérico (SNE) foi definido como a porcéo
pos-ganglionar da divisdo parassimpatica do Sistema Nervoso Auténomo (SNA). Atualmente
é conhecido como um componente do SNA com funcdo independente do Sistema Nervoso
Central (SNC) (FURNESS, 2006). O SNE possui essa autonomia por que seus ganglios
contém neurbnios aferentes primarios intrinsecos (IPANS), interneurdnios e neurénios
motores, que sd80 0S componentes neurais necessarios para um circuito reflexo completo
(BROOKES, 2001; FURNESS et al., 2003a).

O SNE esta contido nas paredes do trato digestério, pancreas e sistema biliar, e possui

um enorme numero de células nervosas. Essas células nervosas tém corpos celulares

localizados em dois plexos ganglionares, o plexo mioentérico e o plexo submucoso
(FURNESS, 2006, 2000) (Figura 1).
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Figura 1 - Sistema Nervoso Entérico no intestino delgado, com os dois plexos ganglionares, o
mioentérico e 0 submucoso.
FONTE: Furness, 2006.

O plexo mioentérico (plexo de Auerbach) localiza-se entre a camada muscular
longitudinal externa e a camada do masculo circular, presente por todo trato digestdrio, do
esdfago ao reto. O plexo mioentérico apresenta trés componentes: um plexo primario, um
plexo secundario e um plexo terciario (AUERBACH, 1864 apud FURNESS, 2006; LI, 1940;
SCHABADASCH, 1930a% b* apud FURNESS, 2006; STOHR, 1930* apud FURNESS,

! AUERBACH, L. Fernere vorlaufige Mitteilung uber den Nervenapparat des Darmes. Arch. Pathol. Anat.

Physiol., v. 30, p. 457-460, 1864.

2 SCHABADASCH, A. Die Nerven des Magens der Katze. Z. Zellforsch, v. 10, p. 254-319, 1930a.

¥ SCHABADASCH, A. Intramurale Nervengeflechte des Darmrohrs. Z. Zellforsch, v. 10, p. 320-385, 1930b.
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2006). No plexo do masculo circular, existem pequenas fibras nervosas encontradas ao longo
das fibras musculares. Estes ramos nervosos conectam-se com componentes preliminares e
secundarios do plexo mioentérico e do plexo muscular profundo no intestino delgado
(FURNESS, 2006; FURNESS e COSTA, 1987).

O plexo submucoso € proeminente nos intestinos delgado e grosso e divide-se em
plexo submucoso interno (plexo de Meissner) abaixo da mucosa, plexo submucoso externo
(plexo de Schabadasch ou de Henle) junto a camada circular do musculo e o plexo
intermediario, posicionado entre os plexos submucosos interno e externo. Suas malhas séo
menores que o plexo mioentérico, suas fibras interconectadas sdo mais finas e o ganglio é
menor. Este plexo localiza-se ao longo do intestino, sendo que um plexo fica proximo do
musculo e o outro préximo da mucosa (GONIAEW, 1875° apud FURNESS, 2006; HENLE,
1871° apud FURNESS, 2006).

Essencialmente, os plexos entéricos seguem um padrdo ao longo do trato digestorio,
porém, diferencas quanto a densidade e ao tamanho dos neurénios, bem como a forma dos
ganglios, podem ser encontradas no mesmo segmento do trato digestorio dos animais de
mesma espécie e com diferentes idades (MATINI et al., 1997; MCKEOWN et al., 2001; QU
et al., 2008), ou submetidos a condi¢cdes experimentais, como a inflamacdo (BOYER et al.,
2005; DE GIORGIO et al., 2004) ou desnutricdo (CASTELUCCI et al., 2002b; GOMES et
al., 2006; GREGGIO et al., 2010; MISAWA et al., 2010).

Segundo Furness (2006, 2000) foram identificados dezessete tipos de neurbnios
entéricos, quatorze destes encontrados no intestino delgado de cobaias. Foram encontradas
diferengas quanto ao codigo quimico destes neurdnios, morfologia, projecdes e identificacGes
fisioldgicas (Figura 2). Dependendo da regido do trato gastrintestinal onde se situam, 0s
neurdnios podem controlar a motilidade, o transporte de fluidos da mucosa e o fluxo
sanguineo local (FURNESS, 2006, 2000).

Os tipos funcionais de neur6nios entéricos podem ser classificados em: neurdnios
motores, interneurénios e IPANs. Os neurbnios motores sdo divididos em neurdnios
excitatorios e neurbnios inibitérios da musculatura lisa do intestino, e neurbnios
secretomotores/vasodilatadores. Os dois primeiros encontram-se no plexo mioentérico e estdo

envolvidos no controle da motilidade, ja os neurdnios secretomotores/vasodilatadores sao

* STOHR, P. Mikroskopische Studien zur Innervation des Magen-Darmkanales. Z. Zellforsch, v. 12, p. 66-154,
1930.

® GONIAEW, K. Die nerven des nahrungsschlauches. Arch. Mikrosk. Anat., v. 11, p. 479-496, 1875.

® HENLE, J. Handbuch der systematischen Anatomie des Menschen. Band I11., Abt. 2. Nervenlehre. Vieweg
und Sohn, Braunschweig. 1871.
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encontrados no plexo submucoso e sdo responsaveis pela inervacdo da mucosa e pela
regulacdo da secrecdo, absorcao e do fluxo sanguineo (FURNESS, 2006, 2000).

Todas as regides do intestino recebem uma inervacdo excitatdria. Pelo uso efetivo e
especifico do receptor antagonista muscarinico, muitas investigacdes mostraram que a
transmissao excitatoria tem um componente muscarinico sendo predominante na liberagéo das
taquicininas. Os neur6nios motores sdo imunorreativos para ambas as enzimas que sintetizam
a Acetilcolina Transferase (ChAT) e taquicininas (LIPPI et al., 1998). As substancias
muscarinicas antagonistas acabam inibindo a motilidade gastrintestinal (BORODY et al.,
1985; GALLIGAN et al., 1986).
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Figura 2 - Tipos de neurdnios do intestino delgado de cobaia. Todos foram definidos por suas funcdes,
morfologia do corpo celular, codigo quimico e proje¢des. ML: musculo longitudinal; PM:
plexo mioentérico; MC: musculo circular; PS: plexo submucoso; MM: muscular da
mucosa; Muc: mucosa.

FONTE: Furness, 2006.

O neurdnio motor inibitério contém a enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS) e libera
oxido nitrico (NO) com efeito relaxante. Embora existam evidéncias que o NO seja um
transmissor desses neurénios (SANDERS e WARD, 1992; STARK e SZURSZEWSKI,
1992), isto é igualmente claro que ele ndo é o Unico transmissor (FURNESS et al., 1995b;
MAKHLOUF e GRIDER, 1993).

Dentre os interneurdnios foi identificado apenas um tipo apresentando trajeto
ascendente (com direcdo oral), e trés tipos de neurdnios com trajetos descendentes (com

direcdo anal). Os interneurdnios ascendentes sdo colinérgicos e formam uma rede ao longo do
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intestino, e estdo relacionados com os reflexos propulsivos. Os trés tipos de interneurdnios
descendentes tém os seguintes cddigos quimicos: ChAT, NOS e o Peptideo Intestinal
Vasoativo (VIP), que estdo envolvidos na motilidade reflexa local, e os interneurénios
imunorreativos a ChAT e a Somatostatina (SOM) estdo envolvidos na conducdo dos
complexos mioelétricos no intestino delgado e ndo sdo encontrados no colo. Os
interneurdnios imunorreativos & ChAT e a 5-Hidroxitriptamina (5-HT) estdo envolvidos nos
reflexos secretomotores e ndo diretamente na motilidade reflexa (FURNESS, 2006, 2000;
POMPOLO e FURNESS, 1998).

O IPAN tem sido registrado por reflexos isolados no intestino, e ap6s a sec¢do do
nervo extrinseco, ocorre sua degeneracdo (CREMA et al., 1970; FURNESS et al., 1995a;
LANGLEY e MAGNUS, 1905). Evidéncias de sua identidade somente foram obtidas no
intestino delgado da cobaia, com morfologia de neurdnio Dogiel Tipo IlI, e através de
propriedades eletrofisiologicas o distinguiram dos interneurénios e dos neurénios motores
(BERTRAND et al., 1997; KIRCHGESSNER et al., 1992; KUNZE et al., 1999, 1998, 1995).
A identificacdo dos IPANs no tecido entérico, pela imunohistoquimica é feita com a
calbindina (Calb) na cobaia (FURNESS et al., 1998; QUINSON et al., 2001).

Os neurdnios secretomotores do plexo submucoso e 0S neurdnios vasomotores
controlam diretamente o circuito reflexo local. Os dois tipos de neurbnios secretomotores
intestinais sdo os neurdnios colinérgicos e os ndo-colinérgicos. Os neurbnios ndo-colinérgicos
parecem mediar a maioria das respostas reflexas locais, utilizando o VIP ou um peptideo
relacionado, como seu transmissor primario, enquanto que o0s neurdnios colinérgicos utilizam
a enzima ChAT (FURNESS, 2000).

A primeira e mais duradoura classificacdo dos neurdnios entéricos pelas suas formas,
foi feita pelo russo Aleksandr Stanislavovic Dogiel (A.S. Dogiel). Ele forneceu uma
compreensivel descricdo da morfologia dos neurdnios nos plexos mioentérico e submucoso,
do intestino de humanos, cobaias, coelhos, ratos, cies e gatos (DOGIEL, 18997, 1895b® apud
FURNESS, 2006).

Os principais critérios de Dogiel para distinguir os diferentes tipos de neurénios foram
0s comprimentos e as formas dos dendritos. Além disso, ele mencionou o tamanho dos corpos

celulares, sua localizagdo dentro do ganglio e a posi¢édo do nucleo.

"DOGIEL, A. S. Uber den Bau der Ganglien in den Gefl echten des Darmes und der Gallenblase des Menschen
und der Sdugetiere. Arch. Anat. Physiol. Leipzig Anat. Abt. Jg., v. 1899, p. 130-158, 1899.
® DOGIEL, A. S. Zur Frage iiber die Ganglion der Darmgefl echte bei den Saugetieren. Anat. Anz., v. 10, p.
517-528, 1895bh.

27



Dogiel descreveu como Tipo |, as células achatadas, geralmente alongadas,
semelhantes a uma estrela, quando vistos em preparados de membrana. As células tém de 4 a
20 dendritos, e um axonio. Uma caracteristica marcante desses neurdnios séo seus dendritos
lamelares que sdo achatados e, que na maioria dos casos se estendem a uma distancia curta do
corpo celular (DOGIEL, 1899’ apud FURNESS, 2006; LAWRENTJE, 1929° apud
FURNESS, 2006).

As classes de neurdnios que sdo consideradas com morfologia Dogiel Tipo | séo os
interneurdnios ascendentes e descendentes e 0s neur6nios motores inibitorios e excitatorios
das musculaturas longitudinal e circular (BROOKES e COSTA, 1990; BROOKES et al.,
1997, 1992, 1991; CLERC et al., 19983, b; COSTA et al., 1992; POMPOLO e FURNESS,
1990; PORTBURY et al., 1996a, b; STEELE et al., 1991; WATTCHOW et al., 1995;
YOUNG e FURNESS, 1995; YOUNG et al., 1995).

Os neurbnios mioentéricos com morfologia Dogiel Tipo Il tém corpos celulares
grandes e ovoides, frequentemente com superficies lisas e um nucleo excéntrico. Sua
principal caracteristica € a presenca de diversos processos celulares longos decorrentes
diretamente do corpo celular nervoso (células multipolares) ou de um Unico processo inicial
(conhecido como célula pseudo-unipolar) (DOGIEL, 1899’ apud FURNESS, 2006). Esses
neurbnios ddo origens a extensivas ramificacdes dentro do seu prdprio ganglio mioentérico
(BORNSTEIN et al., 1991). Todos os neurdnios mioentéricos com morfologia Dogiel Tipo Il
tém projecBes axonais para a mucosa (SONG et al., 1994a).

Os IPANs sdo neurdnios com morfologia Dogiel Tipo IlI, com propriedades
eletrofisioldgicas de neurénios AH, enquanto que os neurénios com morfologia Dogiel Tipo |
apresentam padrdo eletrofisiologico de neurdnios S (FURNESS, 2006, 2000; FURNESS e
COSTA, 1987).

1.2 Receptores Purinérgicos e Sistema Nervoso Entérico

As diversas acgdes fisiologicas da adenosina trifosfato (ATP) foram reconhecidas
relativamente cedo. Em 1929, Drury e Szent-Gyorgyi demonstraram as acdes extracelulares
potentes do ATP e da adenosina no coragdo e nos vasos sanguineos coronarios. Em 1948,

Emmelin e Feldberg demonstraram que a injecdo intravenosa de ATP em gatos, causava

° LAWRENTJEW, B. J. Experimentelle-morphologische Studien iiber den feineren Bau dés autonomen
Nervensystems. 1. Uber den Aufbau der Ganglien der Speiserohre nebst einigen Bemerkungen Uber das
Vorkommen und die Verteilung zweier Arten von Nervenzellen in dem autonomen Nervensystem. Z. Mikrosk.
Anat. Forsch., v. 18, p. 233-262, 1929.
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efeitos complexos que afetavam os mecanismos centrais e periféricos. A injecdo de ATP no
ventriculo lateral produzia fraqueza muscular, ataxia e sonoléncia. Em 1967, Galindo mostrou
que a aplicacdo de ATP em varias regides do cérebro, produzia mudancas eletrofisiologicas
ou bioquimicas. Em 1959, Holton apresentou o primeiro palpite da funcéo de transmissor para
0 ATP no sistema nervoso, demonstrando a liberacdo de ATP durante uma estimulacdo
antidrdbmica dos nervos sensoriais que supriam a artéria da orelha de coelhos. Buchthal e
Folkow (1948) reconheceram a funcgdo fisiologica do ATP nas juncBes neuromusculares,
concluindo que a acetilcolina (ACh) que provocava contracBes nas fibras musculares
esqueléticas de anfibios, foi potencializada pela exposicdo ao ATP. Em 1963, Berne prop06s
uma hipotese de que a adenosina era o mediador fisiolégico da vasodilatagdo coronaria
associada com hipoxia do miocardio.

Burnstock et al. (1963) propuseram a existéncia de nervos autondmicos que ndo eram
adrenérgicos nem colinérgicos e que supriam o trato gastrintestinal. Nos anos subsequentes,
foram feitos esforgos para identificar o transmissor ndo adrenérgico e ndo colinérgico dos
nervos que supriam o intestino e a bexiga urinaria, e 0 ATP foi a substancia que mais satisfez
este critério (BURNSTOCK et al., 1963).

As purinas (Adenosina, Adenosina Difosfato - ADP e ATP) e as pirimidinas (Uridina
Difosfato - UDP e Uridina Trifosfato - UTP) extracelulares sdo importantes moléculas
sinalizadoras que medeiam diversos efeitos biologicos (RALEVIC e BURNSTOCK, 1998).
Os compostos purinérgicos sdo liberados macicamente por células danificadas ou em
degeneracdo, particularmente sob condi¢bes traumaticas ou isquémicas (FRANKE et al.,
2006). Além disso, o ATP também pode ser liberado na forma vesicular, geralmente com
outros neurotransmissores como a noradrenalina e a serotonina (BOARDER e HOURANI,
1999). Os compostos purinérgicos possuem efeitos sobre a funcdo cardiaca, agregacéao
plaquetaria e tonus vascular (BURNSTOCK, 1991; COLLINS e HOURANI, 1993;
HUTTEMANN et al., 1984; OLSSON e PEARSON, 1990), e também podem atuar como
fatores tréficos e reguladores enddgenos de crescimento e diferenciacdo celular, tanto no
desenvolvimento como na vida adulta (ABBRACCHIO et al., 1994; FRANKE et al., 2006),
na fertilizacdo (FORESTA et al., 1992), na embriogénese (KNUDSEN e ELMER, 1987) e na
organogénese (SMUTS, 1981).

Estudos farmacologicos definiram uma primeira divisdo dos receptores purinérgicos
em P1 e P2, que sdo ativados pela adenosina e pelo ATP, respectivamente (BURNSTOCK,

1978). Os receptores P1 sdo subdivididos de acordo com evidéncias farmacoldgicas,
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bioquimicas e moleculares em quatro subtipos: Ai, Asa, Axs € As. E 0s receptores P2 séo
divididos em receptores P2X que sdo ligados a canais idnicos e o0s receptores P2Y que sdo
membros da superfamilia de receptores acoplados a proteina G (BURNSTOCK e
KENNEDDY, 1985). Atualmente tém sido clonados, caracterizados farmacologicamente e
aceitos como vélidos membros da familia dos receptores P2X: P2X;, P2X;, P2X3, P2X,,
P2Xs, P2Xs e P2X7 (P2X17) (ABBRACCHIO e BURNSTOCK, 1998; ABBRACCHIO et al.,
2009; BURNSTOCK, 2007; COLOO et al., 1996).

Os receptores P2Y sdo compostos por sete dominios hidrofébicos transmembrana,
com as cadeias N-terminal (extracelular) e C-terminal (intracelular) curtas. Quatorze proteinas
foram caracterizadas como sendo da familia dos receptores P2Y e a maioria delas foi clonada
a partir de bibliotecas do acido desoxirribonucléico complementar (cDNA) humano
(ABBRACCHIO et al., 2003; WILDMAN et al., 2002). No entanto, somente 0s subtipos
P2Y1, P2Y,, P2Y,, P2Ys, P2Y 11, P2Y 15, P2Y 13 € P2Y 14 S80 aceitos na literatura como P2Y
funcionalmente expressos em mamiferos (MARTEAU et al., 2003; NICHOLAS, 2001). Os
outros receptores que foram clonados possuem homologia com os receptores P2Y, mas ndo
apresentam as caracteristicas funcionais destes. Os falsos P2Y sdo: P2Y's, P2Y7, P2Yg e P2Y
(RALEVIC e BURNSTOCK, 1998)

Os receptores P2X estdo acoplados a canais ibnicos de membrana plasmatica ativados
por ATP extracelular, que medeiam rapidamente (dentro de 10 ms) e seletivamente a
permeabilidade para cations, como sédio (Na*), potassio (K*) e célcio (Ca**) (NORTH e
SURPRENANT, 2000). Os receptores P2X sdo encontrados em células musculares lisas,
neurdnios, células gliais e apresentam um papel de mediador na neurotransmissao excitatoria
rapida no SNC e no Sistema Nervoso Periférico (SNP) (ABBRACCHIO et al., 2009;
RALEVIC e BURNSTOCK, 1998).

Os receptores P2X possuem duas regides transmembrana, com os terminais N- e C-
localizados intracelular, sendo que a maior por¢cdo da proteina é extracelular. A por¢édo
extracelular contém o sitio de ligacdo para o ATP e 0s sitios para 0s antagonistas e
moduladores (KHAKH et al., 2001). Os receptores P2X tém 379 a 595 aminoacidos, sendo o
P2Xs 0 menor e 0 P2X; o0 maior deles. (ABBRACCHIO et al., 2009; DI VIRGILIO et al.,
1998).

Uma unidade funcional do receptor P2X, assim como outros canais iénicos, € uma
proteina oligomérica composta por mais de uma subunidade. Evidéncias funcionais e

bioquimicas mostram que as subunidades dos receptores P2X podem formar complexos
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monoméricos e heteroméricos, como P2X,/P2X3, P2X;/P2Xs e P2X4/P2Xs (NORTH e
SURPRENANT, 2000).

No SNE, os resultados dos autores Castelucci et al. (2002a) demonstraram pela
primeira vez, no ganglio entérico que o receptor P2X, ocorria em neurdnios imunorreativos a
NOS e nos neurdnios imunorreativos & Calb. As varicosidades das fibras nervosas com
imunorreatividade para o receptor P2X, foram encontradas no ganglio mioentérico géastrico.
Estas fibras desapareceram apds a seccdo do nervo vago. Desta maneira, concluiu-se que a
subunidade do receptor P2X, se expressa em subtipos de neurbnios entéricos, incluindo
neurbnios motores inibitérios, neurdnios secretomotores ndo colinérgicos, IPANs e
terminacGes aferentes vagais no estbmago. Também, foi reportada a imunorreatividade do
receptor P2X, nas terminacGes nervosas intra-ganglionares laminares (IGLES) no trato
gastrintestinal de camundongos (CASTELUCCI et al., 2003).

Ao analisar outra subunidade dos receptores P2X, os autores Poole et al. (2002)
observaram o receptor purinérgico P2X3 nos neurdnios motores inibitérios e nos neurénios
secretomotores ndo-colinérgicos. Trabalhos do laboratério tém demonstrado alteracfes no
codigo quimico dos neurbnios entéricos de ratos submetidos a desnutricdo e renutricdo
protéica imunorreativos ao receptor P2X, no ileo (MISAWA et al., 2010) e aos receptores
P2X;e P2X7 no colo distal (GIROTTI, 2008).

O receptor P2X; € um membro original da familia P2X e participa na regulacdo da
permeabilidade celular, liberacdo das citocinas e na apoptose. E expresso em células lineares
hematopoiéticas, mondcitos, macrofagos e na microglia. Estes dados concordam com o
suposto papel deste receptor no reparo do cérebro apdés a inflamacdo, infarto, apoptose,
hipoxia ou o insulto imune (FERRARI et al., 1999). Tem sido demonstrada a presenca do
receptor P2X; em fibroblastos humanos (SOLINI et al., 2000, 1999a), no epitélio e na bexiga
urindria humana (O’REILLY et al., 2001), na uretra de humanos e ratos (SLATER et al.,
2000a; TASSELL et al., 2000), nos 6érgaos genitais masculinos de humanos e de ratos (LEE et
al., 2000), nas células do ducto e acinares da glandula pardtida (LI et al., 2003).

A estrutura do receptor P2X; é similar a dos outros receptores P2X, exceto pelo fato
de ter a cadeia C-terminal intracelular mais longa (240 aminoacidos) que dos outros
receptores (DI VIRGILIO et al., 1998; SURPRENANT et al., 1996) (Figura 3).

As mudancas na expressdo dos receptores purinérgicos P2X;; sdo frequentemente
observadas nos diferentes tipos celulares e tecidos, ndo somente como uma consequéncia da

maturagdo neuronal e diferenciacdo, mas também das varias condi¢des patoldgicas como apds
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diferentes espécies de injarias agudas no SNC, como isquemia, hipdxia, estresse mecanico,
axoniotomia e inflamacdo. Os mecanismos purinérgicos podem estar envolvidos nas
etiopatogenias de muitas condi¢Bes neurodegenerativas, especialmente por causa da grande
liberacdo extracelular de ATP, adenosina e outros neurotransmissores. A relacdo entre as
mudancas na expressdo do receptor P2 e a resposta especifica dos diferentes tipos celulares
para a injuria é extremamente complexa, e pode ser relativo para efeitos nocivos e/ou
benéficos (FRANKE e ILLES, 2006).

YR

V4

Intracelular

C

Figura 3 - Desenho esquematico da arquitetura geral das subunidades do receptor P2X e P2X.
FONTE: Di Virgilio et al., 1998.

O receptor P2X5 inicia apoptose em varios tipos celulares que podem ser modificados
durante a gravidez e no envelhecimento (COUTINHO-SILVA et al., 1999; SCHULZE-
LOHOFF et al., 1998; SLATER et al., 2000a, b). Além disso, esta envolvido nas interagdes
neuroimunes e influencia na producdo das citocinas (FERRARI et al., 2000; SOLLE et al.,
2001). A ativacdo do receptor P2X; conduz a mudancas rapidas nas concentracGes
intracelulares de Ca®*, liberacdo das citocinas pré-inflamatérias e interleucinas. Dados
recentes sobre o receptor P2X; sugerem também um papel especifico em estados
inflamatdrios, neuropaticos, na sinalizacdo nociceptiva, em estados crénicos da dor e seu
potencial terapéutico (DONNELLY-ROBERTS et al., 2007).

No SNE tem sido reportada a presenca do receptor P2X; através de técnicas
imunohistoquimicas e propriedades farmacologicas em neurdnios que expressam
funcionalmente este receptor, no entanto, ndo foi verificado quantitativamente em qual classe

neuronal estava presente este receptor (HU et al., 2001).
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1.3 Isquemia e Reperfuséo Intestinal

A isquemia é definida pelo fluxo arterial insuficiente para manter as fungdes e as
necessidades teciduais, geralmente como consequéncia de uma obstrucdo mecanica no
sistema arterial, mas as vezes como resultado de uma queda catastrofica da pressédo arterial ou
da perda de sangue. A isquemia pode ser total ou parcial. Quando classificada como total,
apresenta o fluxo arterial insuficiente para manter a vida celular e tecidual. J& quando é
parcial, mantém a viabilidade celular, porém com o risco de evoluir para a morte celular,
dependendo do tipo de tecido lesado e do tempo da isquemia (D"ALECY e ZELENOCK,
1990).

A isquemia compromete ndo apenas 0 suprimento de oxigénio, mas também de
substratos metabdlicos, incluindo a glicose, que normalmente € fornecida pelo sangue
circulante. Dessa forma, nos tecidos isquémicos, a geracdo anaerObica de energia €
interrompida depois que os substratos glicoliticos sdo exauridos, ou a funcéo glicolitica €
inibida pelo acimulo de metabdlitos que deveriam ter sido removidos pelo fluxo sanguineo
(KUMAR et al., 2005).

A isquemia intestinal, na sua forma crbnica ou aguda, € um grande problema clinico.
As principais condigGes para a isquemia intestinal incluem transplante, trombose aguda dos
principais vasos mesentéricos, embolismo (de origem cardiaca, adrtica, tumoral ou por cristais
de colesterol), obstrucdo intestinal (HAGLUND e BERGQVIST, 1999; MASSBERG e
MESSMER, 1998) ou por um processo ndo oclusivo, como em situacdes de baixo fluxo
mesentérico que pode ocorrer na insuficiéncia cardiaca, septicemia ou administracdo de alfa-
adrenérgicos ou digitalicos (OLDENBURG et al., 2004). Outras causas citadas compreendem
0 choque de origem medular ou traumatico, gastroenterites, hemoconcentracdo, pneumonia,
placenta prévia e espasmo das artérias distais associado ao abuso de cocaina (MYERS et al.,
1996). Além disso, uma variedade de doencas intestinais inflamatorias frequentemente pode
levar a episddios de isquemia, como a Doenca de Crohn e a isquemia aguda mesentérica
(HAGLUND e BERGQVIST, 1999; THORNTON e SOLOMON, 2002). A isquemia de
vasos intestinais também é bastante comum em pacientes hospitalizados, especialmente
aqueles que estdo em Unidades de Terapia Intensiva (OLDENBURG et al., 2004).

N&o por acaso o fendbmeno isquémico agudo intestinal cursa com altas taxas de
mortalidade, em torno de 70% dos casos (OTTINGER, 1978). Como se trata de um quadro

abrupto, e principalmente nos casos de embolia, ndo ha tempo para o desenvolvimento de
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uma rede de circulagdo colateral que seja suficiente para manter nem mesmo o metabolismo
minimo intestinal (HANSEN e OIGAARD, 1976).

Durante a fase de isquemia, ocorre lesdo da mucosa intestinal, hd aumento da
permeabilidade microvascular, perda de fluido na luz intestinal, liberacdo de hidrolases
lisossdmicas, aumento de proteolise, liberacdo de fator de depressdo do miocéardio na
circulagdo e choque circulatorio, criando um ciclo vicioso, no qual essas alterages causam
depressdo da funcdo cardiaca e esta, por sua vez, provoca progressiva deterioracdo da
perfusdo intestinal (HORTON e WALKER, 1993; MYERS e HERNANDEZ, 1994).

Com a falta do fluxo sanguineo, o tecido intestinal precisa utilizar as vias alternativas,
anaerobias para a reposicdo de ATP, para manter o metabolismo minimo que mantém a
funcdo e a homeostase celular. Tais mecanismos sdo precarios e geralmente eficientes por
apenas algumas horas, além de cobrar um preco alto ao tecido produzindo substancias
potencialmente nocivas (LAMMERS et al., 2003; SCHOENBERG et al., 1985).

Essas alteragfes sdo agravadas ainda mais com a reperfuséo, pois esta desencadeia o
acumulo de radicais livres, que atacam e lesam as membranas celulares, atraem neutrofilos e
estimulam a liberacdo de mediadores inflamatérios sistémicos (HORTON e WALKER, 1993;
MYERS e HERNANDEZ, 1994). A ativacdo desses mediadores inflamatorios sistémicos
pode causar lesdes em 6rgdos a distancia (TURNAGE et al., 1994.) Cavriani et al. (2004)
demonstraram que a obstrucdo da artéria mesenterica superior (AMS) por 45 minutos em
ratos, seguida pelos periodos de reperfusdo de 30 minutos, 2 e 4 horas, causava lesdo aguda
no pulmdo. Estes autores observaram um aumento da atividade da mieloperoxidase e da
permeabilidade microvascular no pulmd@o e um aumento dos niveis do fator de necrose
tumoral no soro.

As lesdes isquémicas resultam no aumento do volume das células endoteliais, no
fechamento dos capilares e reducdo prolongada do fluxo sanguineo intestinal (HAGLUND e
BERGQVIST, 1999; TAKADA et al., 1998). O restabelecimento do fluxo sanguineo é
essencial para resgatar os tecidos isquémicos e iniciar um fluxo de eventos bioquimicos e
celulares que podem levar a uma perda do tecido (CHAN et al., 1999; MASSBERG e
MESSMER, 1998; NODA et al., 1998).

Dependendo do tempo e da intensidade da isquemia, quando o0 oxigénio €
reintroduzido aos tecidos, a lesdo tecidual pode ser exacerbada (MCCORD, 1985). Trabalhos
demonstraram evidéncias de que a lesdo dos tecidos ndo estaria somente limitada a isquemia,
podendo se estender ou agravar com a reperfusdo (MEYER e SILVA, 1999; PINHEIRO et
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al., 1999). Parks et al. (1982) observaram que trés horas de isquemia seguidas por uma de
reperfusdo determinava maior lesdo na mucosa intestinal do que quatro horas de exclusiva
isquemia.

A isquemia com reperfusao (I/R) no intestino delgado provoca a ruptura da barreira da
mucosa, translocacdo bacteriana e a ativagdo da resposta inflamatdria. A translocagdo
bacteriana é a passagem de bactérias vidveis da mucosa intestinal para nodos linfaticos e
outros 6rgaos e tecidos. O processo de translocacdo envolve o contato inicial da bactéria com
a parede intestinal, onde sozinha pode precipitar a producdo de citocinas e uma resposta
inflamatoria subsequente. Uma vez que a bactéria penetra na mucosa, ela pode ser
transportada para 0rgdos distantes pelo sistema circulatério. Um estudo usando uma bactéria
marcada mostrou que a translocacdo em ratos foi mais evidente em 24 horas apds a reperfusdo
mesentérica, do que em 30 minutos, indicando que o tempo é um fator significante para a
translocacéo (JOAO et al., 2004).

A isquemia arterial inicia-se com alteragcdes em tecidos por bloqueio do suprimento de
oxigénio com alteracdo no metabolismo energético aerdbico, estes fatos determinam a
deplecéo de ATP intracelular e 0 aumento do ATP extracelular com disturbio na homeostase
celular. Durante o processo da isquemia, com suprimento inadequado de oxigénio, pode haver
acumulo de metabolitos que direta ou indiretamente podem mediar a lesdo celular, estes
eventos podem resultar em alteragOes progressivas celulares culminando com a necrose e/ou
apoptose (CERQUEIRA et al., 2005; GRACE, 1994).

Morfologicamente, necrose diferencia-se de apoptose, pois na necrose a célula
aumenta o seu volume, ha perda da integridade das membranas e extravasamento do contetdo
celular, o que pode causar inflamacdo no tecido adjacente. Enquanto que, na apoptose a célula
encolhe, seu ndcleo condensa e ha uma desintegracdo e formacéo de bolhas citoplasmaticas e
“corpos apoptdticos”. Na apoptose sdo observados aspectos bioquimicos como a ativagao de
proteases (caspases) e a fragmentacdo oligonucleossomal do DNA, na necrose estes eventos
usualmente ndo estdo presentes. Varios agentes podem induzir a necrose, no entanto, uma
condicdo classica de necrose € a isquemia que leva a uma deplecdo drastica de oxigénio,
glicose e outros fatores troficos e, evoca uma massiva morte de células endoteliais e/ou
células ndo proliferativas, como por exemplo, neurénios (HUPPERTZ et al., 1999;
PROSKURYAKAOQV et al., 2003).

A ativacdo de receptores purinérgicos como o P2X; (antes chamado P2Z) por ATP

exogeno pode ser outro estimulo para a morte celular. Em determinadas células, o ATP pode

35



induzir a formacdo de poros, via receptor P2X; na membrana plasmatica, levando a um
aumento de ions dentro da célula, com desencadeamento de necrose e/ou apoptose e
consequentemente morte celular (PROSKURYAKOQV et al., 2003).

A funcéo neural deste receptor estd tendo uma consideravel atencédo, devido a presenca
do receptor P2X7; no sistema nervoso. Dados indicam o envolvimento deste receptor na
regulacdo de diversas funcdes neurais, como a modulacédo de liberagdo de neurotransmissores
e a ativacdo da microglia e astroglia. Além disso, o receptor P2X; parece ter potencial
terapéutico em locais de desordens no sistema nervoso, como na I/R, na doenca de Alzheimer,
na lesdo do cord&o espinal e na dor neuropatica (SPERLAGH et al., 2006, 2002).

No SNC, os autores Jun et al. (2007) demonstraram que 0s neurdnios dopaminérgicos
expostos ao ATP podem ter os eventos de necrose, como o aumento do volume das células,
sendo estes eventos mediados pelo receptor P2X5 e, que com o pré-tratamento do antagonista
para o receptor P2X7, KN62, estes efeitos eram revertidos sobre os neurdnios. Também, os
autores Franke et al. (2006, 2004) tém sugerido que a I/R no cérebro aumenta a regulacdo do
receptor P2X; ndo somente na microglia, mas também nos astrocitos e neurdnios.

Alguns trabalhos sobre os efeitos da I/R no SNE tém sido realizados. No trabalho de
Lindestrom e Ekblad (2004) foram analisadas mudangas estruturais nos neuronios entericos
do ileo de ratos submetidos a I/R. Nesse estudo foram observadas altera¢cdes nos nimeros de
neurbnios acidofilos. Com relagdo aos neurbnios dos plexos mioentérico e submucoso foi
observado processo de morte celular, porém ndo foram estudadas as classes de neurbnios
afetadas e seus codigos quimicos. Também os autores Piao et al. (1999) verificaram pela
microscopia optica e eletrdnica, alteracfes nos neurdnios mioentéricos de ratos com isquemia
de 4 horas, porém nao foi determinada a classe neuronal afetada.

Resultados do laboratério demonstraram que a I/R-i da AMS com 4 horas de
reperfusdo, acarretou alteracdes morfolégicas nos neurénios dos plexos mioentérico e
submucoso que expressavam o receptor P2X,, NOSn e Calb (PAULINO et al., 2008™).

Milano et al. (2008) observaram que a isquemia intestinal com reperfusdo (I/R-i)
aumentava a expressdo do 4&cido ribonucléico mensageiro (mMRNA) dos receptores
purinérgicos P2X; e P2Y; em diferentes 6rgdos, como nos rins e nos pulmdes, no entanto, ndo

foi verificado alteragdo com diferenca significativa no intestino. Isto pode ter ocorrido, devido

YPAULINO, A. S.; GIROTTI, P. A;; TAVARES DE LIMA, W.; LIBERTI, E. A.; CASTELUCCI, P. Efeito da
isquemia/reperfusdo intestinal (I/R-i) sobre a expressdo do receptor P2X, nos neurénios mioentéricos do ileo de
ratos. Trabalho apresentado em forma de painel na Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental -
FeSBE, 2008.
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a técnica empregada pelos autores, onde eles utilizaram o intestino como um todo, incluindo o
SNE, camadas musculares e vilosidades.

Em trabalho recente, no qual foi utilizado a isquemia de artérias ileais por 60 minutos,
os autores Rivera et al. (2009) demonstraram aumento da area dos perfis dos neurénios de
cobaias imunorreativos a8 NOSn apds 24 e 72 horas de reperfusao.

A importancia deste trabalho estd em demonstrar de maneira original, no SNE do ileo
de ratos, os efeitos da I/R-i sobre a expressdo do receptor purinérgico P2X; e sobre as
diferentes classes neuronais no plexo mioentérico, com isto visa contribuir para o

entendimento destas alteracGes e consequéncias na motilidade do trato gastrintestinal.
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6 CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos concluimos que:

1. O receptor P2X; foi encontrado nos neur6nios do plexo mioentérico nos grupos

controle, sham e I/R-i.

2. Houve diminuicdo da intensidade da expressdo do receptor P2X; apenas no grupo
I/R-i de 24 horas, e o retorno desta, nos grupos I/R-i de 72 horas e 1 semana, foi similar aos

grupos controle e sham.

3. Ndo houve alteracdo do cddigo quimico dos neurdnios P2Xz-ir duplamente
marcados com o0s neurénios NOSn-ir, Calr-ir, Calb-ir e ChAT-ir, e nem na propor¢do dos
neurdnios imunorreativos ao pan-neuronal anti-HuUC/D duplamente marcados com o0s
neurénios NOSn-ir e ChAT-ir.

4. Houve diminuicdo significativa na densidade dos neurdnios P2X-ir, NOSn-ir, Calr-
ir, Calb-ir, ChAT-ir e anti-HuC/D-ir nos grupos isquémicos com diferentes periodos de
reperfuséo.

5. Houve aumento significativo na area do perfil dos neurdnios NOSn-ir nos grupos
I/R-i de 6 e 24 horas, dos neurdnios ChAT-ir no grupo I/R-i de 1 semana e nos neurdnios
Calr-ir houve variacdo durante os periodos estudados. A éarea do perfil dos neurbnios Calb-ir

n&o foi alterada significativamente.

6. A isquemia de artérias ileais com diferentes periodos de reperfusdo demonstrou ser
um modelo importante para o estudo no SNE, sendo que esta pode provocar alteragcdes na
densidade e na morfologia das diferentes classes neuronais, resultando assim em disfuncdes
no trato gastrintestinal, como problemas na motilidade, no transporte de fluidos da mucosa e

no fluxo sanguineo local.
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