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RESUMO

MENDES, C. E. Estudo das células gliais entéricas imunorreativas aos receptores P2X; e
P2X; do ileo de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo intestinal. 2013. 114 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

A resposta do sistema nervoso entérico a diversas lesdes acarreta a ativacdo das celulas gliais
entéricas. Essa ativacdo tem sido sugerida como um mecanismo de sinalizagdo precoce,
responsavel pela degeneracdo neuronal subsequente. Este trabalho tem como objetivo analisar
o efeito da isquemia e reperfusdo intestinal (I/R-i) sobre as células gliais entéricas, neurdnios
e receptores purinérgicos P2X; e P2X7. A isquemia intestinal foi obtida pela obstrucdo do
fluxo sanguineo dos vasos ileais no periodo de 35 minutos, seguida pelos periodos de
reperfusdo de 0 hora (h), 24 h e 14 dias. Os tecidos foram preparados por métodos
imunohistoquimicos de duplas marcacdes dos receptores P2X; e P2X; com Hu (pan-neuronal)
e S100 (marcador glial), e marcagdes de Hu com proteina fibrilar acida glial (GFAP marcador
glial)/DAPI (marcador nuclear) e S100 com GFAP/DAPI. As analises qualitativas e
quantitativas das contagens de duplas marcacgdes, densidades, area dos perfis e proliferacao
celular foram obtidas dos microscopios de fluorescéncia e de Confocal de Varredura a Laser.
Os resultados quantitativos demonstraram: a) 0s neurdnios e células gliais do plexo
mioentérico foram imunorreativos (-IR) aos receptores P2X; e P2X7; b) houve diminui¢do nas
densidades das células aos receptores P2X,-IR e P2X7-IR neurdnios 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 area do perfil de neur6nios Hu-IR ndo apresentaram diferencas significantes,
no entanto a area do perfil das células gliais S100-IR apresentaram uma diminui¢cdo nos
grupos I/R-i; e) foi detectado proliferacao de células gliais entericas S100-IR e GFAP-IR nos
grupos I/R-i 0 h e 24 h. O presente estudo demonstrou que a I/R-i esta associada com a perda
significativa de neur6nios, alteracGes da expressdo de receptores purinérgicos e aumento de
células gliais entéricas e estas alteracbes podem contribuir para disfungbes na motilidade
intestinal.

Palavras-chave: Isquemia intestinal. Reperfusdo. Células gliais entéricas. Receptores
purinérgicos. Sistema nervoso enterico.



ABSTRACT

MENDES, C. E. Study of enteric glial cells immunoreactive for P2X; and P2X; receptors
in the ileum of rats subjected to ischemia and reperfusion. 2013. 114 p. Master thesis
(Morphofuctional Sciences) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo,
Sdo 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 P2X; 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 O hour (h), 24 h and 14
days.Tissues were prepared by immunohistochemical methods of double labeling of P2X; 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 P2X, and
P2X7; b) a decrease in density of cells immunoreactive (-IR) P2X, and P2X; receptors, as
well as Hu-IR neurons in the Groups I/R-i 0 h, 24 h and 14 days; ¢) 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-1; 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.

Keywords: Intestinal ischemia. Reperfusion. Enteric glial cells. Purinergic receptors. Enteric
nervous system.
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1.1 Isquemia e Reperfuséo Intestinal (I/R-i)

A isquemia é uma condicdo de interrupcdo no suprimento de oxigénio e nutrientes
para uma determinada &rea durante um periodo, devido a uma deficiéncia de fornecimento de
sangue, 0 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 emergéncia abdominal com risco de vida, e seu
prognostico dependente crucialmente de um diagndstico e tratamento rapido para prevenir um
enfarte substancial do intestino. A taxa de mortalidade manteve-se elevada ao longo da ultima
década variando entre 60%-80% e as incidéncias vém aumentando consideravelmente
(VOLLMAR; MENGER, 2011).

I/R-i desempenha um papel fundamental em muitas doencas associadas com elevada
taxa de mortalidade e de morbidade, tais como transplante, trombose mesentérica aguda
venosa ou arterial, embolismo e obstrucdo intestinal (HAGLUND; BERGQVIST, 1999;
MASSBERG; MESSMER, 1998; SOYDAN et al., 2009).

Doencas intestinais inflamatérias frequentemente podem levar a episodios de
isquemia, como a Doenca de Crohn e isquemia aguda mesentérica (HAGLUND;
BERGQVIST, 1999; THORNTON; SOLOMON, 2002). Além disso, I/R-i de vasos
intestinais sdo recorrentes em pacientes hospitalizados, especialmente agqueles que estdo nas
unidades de terapias intensivas (OLDENBURG et al., 2004).

A isquemia aguda representa o primeiro nivel de dano, por causa da diminui¢do dos
niveis de oxigénio nos tecido que provoca um acumulo de lactato e com isso leva a uma
diminuicdo do pH celular. Com transporte da membrana celular prejudicado causa influxo de
célcio (Ca®*) para o meio intracelular, que provoca ativacido de enzimas e actmulo de
mediadores pro-inflamatorios (MARRETA et al., 2012). Outros mecanismos podem ocorrer e
sujeitar o intestino a um aumento de estresse oxidativo, com ativacdo subsequente de espécie
reativa de oxigénio (ROS) e espécie reativa de nitrogénio (RNS) (CAMPOLO et al., 2013).
Diversos outros mecanismos também podem acontecer como: lesdo da mucosa intestinal,
aumento da permeabilidade microvascular, perda de fluidos na luz intestinal, liberacdo de
hidrolases lisossémicas e aumento de protedlise (RIBEIRO; YOSHIDA, 2005).
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As células endoteliais e os leucocitos, elementos fundamentais na leséo de reperfusao,
ja sdo afetados na isquemia, sofrendo alteragdes que se intensificardo na reperfusdo. A
relevancia dessas alteragdes torna-se ainda maior pelo fato dessas células estarem presentes
em todos os tecidos, tornando-os vulneraveis a lesdo de reperfusdo. Quando expostas a
hipoxia, as células endoteliais alteram seus citoesqueletos e suas formas, gerando pequenos
poros intercelulares. A presenca destes poros determina um aumento da permeabilidade do
endotélio, com formacdo de edema tecidual (OGAWA et al., 1990).

Os resultados da isquemia estdo associados as alteracbes morfoldgicas e funcionais
derivadas da necrose tecidual. Nas Ultimas décadas tém-se estudado também os aspectos de
morte celular programada. As alteracGes provocadas pela falta de suprimento sanguineo
desencadeiam processos metabdlicos celulares que induzem a célula a sua autodestrui¢cdo sem
a caracteristica reacdo inflamatoria, conhecido como fenémeno de apoptose. Portanto, a
necrose e apoptose celular podem ser utilizadas como indicadores das alteracfes de tecidos
submetidos a 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 plasmatica colapsa e a célula é lesada. Durante a apoptose a
célula diminui o seu perfil celular, seu ndcleo condensa e hd uma desintegracdo e forma-se
um “corpo apoptdtico”. Na apoptose sao observados aspectos bioquimicos como a ativagdo de
proteases (caspases) e a fragmentacédo oligonucleosomal do DNA, na necrose estes eventos
usualmente ndo estdo presentes (HUPPERTZ; FRANK; KAUFMANN, 1999;
PROSKURYAKOQOV; KONOPLYANNIKOV; GABAI, 2003).

Segundo alguns autores (CARAMELO et al., 1996; GARCIA-CRIADO et al., 1998) o
periodo de reperfusdo que é o restabelecimento do fluxo sanguineo é, na realidade, tdo ou
mais deletério que o periodo isquémico, pois causa a geracdo e liberacdo para a circulacdo
portal e sistémica de uma série de mediadores quimicos como por exemplo, o fator de necrose
tumoral o (TNF-a), interleucinas (Ils) 1, 6 ¢ 10 e o oxido nitrico (NO) que afetam o
metabolismo localmente, no intestino e em 6rgdos distantes (CORNEJO et al., 2002;
HARWARD et al., 1993).

Varios sdo 0s mecanismos propostos para explicar o dano induzido ao érgéao ou tecido
pelo fenémeno isquemia com reperfusdo (I/R), entre os quais, podem ser incluidos andxia, o
influxo celular de Ca*, a deplecio de adenosina 5° trifosfato (ATP), a disfuncéo
mitocondrial, a liberacdo de espécies ativas do oxigénio (EAO) durante a reperfusdo, o

acumulo de neutréfilos e outros elementos celulares leucocitarios e ndo leucocitarios, com
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subsequente liberacdo adicional de EAO e enzimas liticas (BONVENTRE, 1993;
CARAMELDO et al., 1996; CHAN et al., 1999; DEFRAIGNE et al., 1994).

Alguns estudos vém demonstrando qudo agressivo € o processo de reperfusdo. Os
autores Parks et al. (1982) observaram que 3 horas de isquemia seguida por uma hora de
reperfusdo causava maiores danos na mucosa intestinal do que quatro horas seguidas de
isquemia.

Outros estudos mostram que lesdes isquémicas resultam no edemaciamento de células
endoteliais, no fechamento dos capilares e reducdo prolongada do fluxo sanguineo intestinal
apos a reperfusdo (HAGLUND; BERGQVIST, 1999; TAKADA et al., 1998).

A 1/R-i tém consequéncias funcionais onde incluem o comprometimento de absorgdo
de nutrientes, déficit na motilidade e mudangas nos circuitos neurais entéricos (GIARONI et
al., 2012).

Estudos sobre a I/R-i tém sido realizados no sistema nervoso entérico, Lindestrom e
Ekblad (2004) analisaram mudangas estruturais nos neurdnios entéricos do ileo de ratos
submetidos a I/R. Nesses estudos foram observadas alteragdes nos numeros de neurdnios
acidofilos. Foi observado processo de morte celular nos neurdnios dos plexos submucoso e
mioentérico, porém ndo foram estudadas as classes dos neurdnios afetadas e seu cddigo
quimico. Também, os autores Piao et al. (1999) verificaram por microscopia Optica e
eletronica alteracGes nos neurdnios mioentéricos de ratos com isquemia de 4 horas, porém nao
foi determinado o codigo quimico.

Calcina et al. (2005) verificaram que uma isquemia seguida por uma reperfuséo de 24
horas, levou a um aumento significativo no nimero de neurdnios mioentéricos imunorreativos
ao VIP (peptideo intestinal vasoativo) e a NOS (6xido nitrico sintase). Rivera et al. (2009),
demonstraram que ap0ds 24 horas de I/R-i em cobaias ocorreu edemaciamento dos neurénios
do plexo mioentérico imunorreativos a NOS e uma diminuicdo na area do perfil celular dos
neurdnios imunorreativos a calbindina. Em outro trabalho Rivera et al. (2012) observaram em
camundongos knoukout para @ NOS que apos a I/R-i danos na mucosa e musculo foram mais
severos, que ocorreu maior infiltracdo de neutrofilos nas primeiras 24 horas, dados
imunohistoquimico mostraram que houve uma perda significativa da proteina contratil, o-
actina e a parte funcional mostrou que houve uma reducdo maior da atividade contréatil basal
do musculo longitudinal e respostas contrateis a estimula¢do dos nervos ou com um agonista
muscarinico, nesses animais.

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

receptores purinérgicos P2X; e P2Y;, em diferentes 6rgdos, como o0s rins e pulmdes. No
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entanto, ndo foi verificada alteracdo com diferenca significativa no intestino. Isto pode ter
ocorrido porque os autores utilizaram o intestino como um todo e n&o foi analisada a presenca
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 reperfusdo acarreta alteragdes morfolégicas nos neurdnios do plexo
mioentérico que expressam o receptor P2X, e resultados de isquemia de ramos da artéria ileal
demonstraram alteragdes nos neurdnios que expressam o receptor P2X; (PALOMBIT et al.,
2013).

A ativacdo de receptores purinérgicos como o P2X; por ATP exdgeno pode ser outro
mecanismo de estimulo para a morte celular. Em determinadas células, o ATP pode induzir a
formacdo de poros na membrana plasmatica, por ativacdo do receptor P2X7, levando a um
aumento de ions dentro da célula, com desencadeamento de necrose e/ou apoptose e
consequentemente morte celular (PROSKURYAKOV; KONOPLYANNIKOV; GABAI,
2003).

A funcdo neural deste receptor esta tendo uma grande importancia, devido sua
presenca no sistema nervoso. Dados indicam o envolvimento deste receptor na regulacéo de
diversas fungdes neurais, como a modulacdo de liberacdo de neurotransmissores e a ativacdo
da microglia e astroglia. Além disso, ha indicios que o receptor P2X; possa ter um potencial
terapéutico em locais de desordens no sistema nervoso, como na I/R, na doenca de Alzheimer
e na dor neuropética (SPERLAGH et al., 2006; SPERLAGH; KOFALVI; DEUCHARS,
2002).

Sabendo que as purinas sdo os mediadores mais onipresentes de comunicacdo
neurdnio-glia, e ativar os nervos entéricos provoca liberacdo de ATP e posterior ativacdo de
receptores P2 em varios paradigmas experimentais, evidéncias sugerem que células gliais
entéricas s6 respondem a liberacdo de ATP a partir de nervos entéricos de populacdes
distintas e em circunstancias especificas de comunicacdo neurbnio-glia (GULBRANSEN;
SHARKEY, 2012).

Mendes et al. (2013) observaram no modelo de I/R-i, que no ganglio entérico ha
presenca de células imunorreativas somente ao receptor P2X, que ndo possuiam
caracteristicas neuronais, sendo possivelmente células gliais entéricas.

Evidéncias indicam que doencas intestinais inflamatorias sdo caracterizadas por

mudancas que afetam ndo sO células epiteliais e imunoldgicas, 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 estimulos
exdgenos pro-inflamatorios e a mediadores liberados por células do sistema imunoldgico,
através da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, tais como a 1I-6. Estes dados sugerem que
as células gliais entéricas, participam ativamente do surgimento e desenvolvimento de
inflamacoes intestinais (CIRILLO et al., 2011; VON BOYEN; STEINKAMP, 2011).

1.2 Sistema Nervoso Entérico

O sistema nervoso autbnomo (SNA) possui trés divisdes: simpatico, parassimpatico 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 comparavel ao sistema nervoso central (SNC). Ele tem a capacidade
de mediar atividades de forma independente do SNC, e inclui uma série de redes neurais,
necessarias para um circuito reflexo completo (CABARROCAS; SAVIDGE; LIBLAU, 2003;
FURNESS, 2006; FURNESS, 2012; LARANJEIRA; PACHNIS, 2009).

Este sistema consiste de feixes nervosos interconectados e ganglios que estdo
localizados na parede do tubo digestorio, pancreas e sistema biliar. O mesmo é constituido por
um vasto nimero de neurénios com diversas morfologias e fenotipos neuroquimicos, e células
glias, que estdo organizados em dois plexos ganglionares, o plexo mioentérico e o plexo
submucoso (Figura 1) (FURNESS, 2006; FURNESS, 2012; PHILLIPS et al., 2004).

Figura 1 - Representacdo esquematica da distribuicdo 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 musculo circular, presente por todo trato digestorio, do
es6fago ao reto. O plexo mioentérico é constituido essencialmente por trés plexos: o plexo
primario, que é uma estrutura grosseira, suas malhas variam de tamanho e formas, mas exibe
um arranjo longitudinal; o plexo secundario que é composto de feixes de fibras nervosas mais
delgadas e estdo intimamente ligados ao plexo primério, estes dois plexos encontram-se entre
a camada muscular circular e longitudinal; e o plexo terciario tem malhas de fibras muito
finas e esta relacionado com o plexo secundario, 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 a camada circular do masculo e o plexo intermediario
posicionado entre os plexos submucoso e externo (Figura 2). Suas malhas sdo menores que 0
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 pr6ximo do musculo e o outro
préximo da mucosa (FURNESS, 2006; FURNESS, 2012).

Figura 2 - Representacdo esquematica do SNE do intestino delgado.

Plexo Mioentérico

Musculo Circular

Plexo Submucoso

Longitudinal

Muscular da 3
Mucosa Artéria da

Fonte: Adaptado de Furness, 2012.
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Nesses dois plexos ganglionares podem ser encontrados diferentes tipos de neurdnios
como: neurbnios motores, interneurdnios, e neurdnios aferentes primarios intrinsecos que sao
fundamentais para controlar as funcbes gastrintestinais (FURNESS, 2000; SAYEGH;
RITTER, 2003). A rede neural do plexo mioentérico esta envolvida na regulagdo reflexa das
atividades contrateis da musculatura externa, enquanto que a rede neural do plexo submucoso
tem um papel direto no controle de secrecdo e absorcao, através dos neur6nios motores que
regulam a atividade secretomotora e vasomotora da mucosa (LOMAX; FURNESS, 2000;
SONG; COSTA; BROOKES, 1998).

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
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 condi¢des experimentais, como a
inflamacéo ou desnutricdo (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 identificacdo dos neurbnios entéricos € imprescindivel para compreender o seu
papel fisiologico (FURNESS, 2012). Essa identificacdo pode ser feita por métodos
imunohistoquimicos, morfologicos, eletrofisioldgicos, farmacologicos e técnica de tracadores
retrogrados (BREHMER et al., 2004; HENS et al., 2001; SAYEFH; RITTER, 2003).

Aliando esses diferentes métodos, Furness (2000) descreveu dezessete tipos de
neurdnios entéricos, quatorze destes encontrados no intestino delgado de cobaia. Ha
diferencas desses neurdnios quanto ao codigo quimico, morfologia, projecdes e identificacdes
fisiologicas. Dependendo da regido do trato gastrintestinal onde se situam, os neurénios
podem controlar a motilidade, o transporte de fluidos da mucosa e do fluxo sanguineo local
(FURNESS, 2006; 2012).

Os diferentes tipos de neur6nios entéricos podem ser classificados em: neurdnios
motores (4, 5, 6, 7), interneurénios (1, 8, 9, 10) e neurdnios aferentes intrinsecos primarios
(IPANSs) (2, 11), neurdnios secretomotores e vasomotores do plexo submucoso (12, 13, 14,
15) (Figura 3) (FURNESS, 2000).

Os neurdnios motores sdo divididos em: neur6nios excitatorios e neurénios inibitorios

da musculatura lisa do intestino, estes podem ser encontrados no plexo mioentérico e estdo
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envolvidos na motilidade e neurénios secretomotores/ vasodilatadores que sao encontrados no
plexo submucoso e sdo responsaveis pela inervacdo da mucosa e pela regulacdo da secrecéo,
absorcdo e do fluxo sanguineo (FURNESS, 2000; 2006).

Os interneurdnios sao identificados por neurdnios, com direcdo oral (ascendente), que
sdo neurbnios colinérgicos e estdo relacionados com os reflexos propulsivos no intestino e
trés tipos de neurbnios com direcdo anal (descendentes), ndo colinérgicos, que estdo
envolvidos com a motilidade reflexa local (FURNESS, 2000; 2006; LOMAX; ZHANG,;
FURNESS, 2000).

Os IPANs sdo neurdnios sensoriais, com morfologia Dogiel tipo Il (corpos celulares
grandes com superficie lisa), com propriedades eletrofisiolégicas de neurdnios AH, que séo
identificados pela hiperpolarizacdo seguida pelo potencial de acdo. Enquanto os neurdnios
motores e interneurdnios apresentam a morfologia Dogiel Tipo | (corpos celulares pequenos
com multiplos e curtos dendritos e com um axdnio) e com padrdo eletrofisiolégico de
neurdnios S que sdo celulas que apresentam impulsos sinépticos rapidos (BREHMER et al.,
1999; BROOKES et al., 1995; FURNESS, 2000; 2006; FURNESS; COSTA, 1987; LOMAX;
ZHANG; FURNESS, 2000).

Figura 3 - Representacdo esquematica dos 14 tipos de neurénios do SNE.
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1.3 Células Gliais Entéricas

No SNE as informacGes sobre as células gliais entéricas ainda sdo escassas, 0s plexos
nervosos do trato gastrintestinal sdo supridos com células gliais entéricas e estes ganglios
apresentam-se como uma estrutura compacta, circundada por uma membrana e isolada de
tecido conectivo, onde todos 0s espacos sdo ocupados por neurdnios e estruturas gliais
(GABELLA, 1970).

Essas células gliais sdo pequenas, apresentam-se com formato de estrela com
numerosos processos e formas, ndo sintetizam mielina e exibem semelhancas morfoldgicas e
moleculares com os astrécitos do SNC (CABARROCAS; SAVIDGE; LIBLAU, 2003;
HAGSTRON; OLSSON, 2010).

Por muito tempo acreditava-se que a Unica funcdo das células gliais entéricas era
proporcionar suporte aos neurdnios entéricos (Figura 4). Com o passar dos anos estudos vém
demonstrando que as celulas gliais entéricas tém papel neuroprotetor (LAKHAN;
KIRCHGESSNER, 2010), capacidade de comunicagdo com 0s neurdnios (enviar e responder
sinais). Esta comunicacao bi-direcional (neurénio-glia/ glia-neurénio) é essencial para o bom
funcionamento do sistema nervoso durante o seu desenvolvimento e ao longo da vida
(GOMES et al., 2009) e também tém fungdes importantes para o controle das funcdes
gastrintestinais (ABDO et al., 2010; GULBRANSEN; SHARKEY, 2012; KIMBALL,;
MULHOLLAND, 1995).
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Figura 4 - Distribuicdo das células gliais entéricas no SNE.
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Fonte: Adaptado de Bassoti, 2007.

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

e Proporcionar estabilidade a esse sistema, por responder ativamente ao estimulo
mecanico e podendo ajustar-se estruturalmente e metabolicamente ao stress mecanico que a
parede intestinal sofre (RUHL, 2005; RUHL; NASSER; SHARKEY, 2004);

e Criar um microambiente protetor, por meio de tamponamento do meio extracelular,
via absorcdo de cations (RUHL, 2005; RUHL; NASSER; SHARKEY, 2004);

e Regulacdo da barreira intestinal, devido a aproximacdo das células gliais entéricas
com as celulas epiteliais do intestino e aos vasos sanguineos do plexo submucoso, permitem
gue as mesmas mantenham a integridade da mucosa, permeabilidade intestinal e inibicdo de
proliferacdo de células epiteliais intestinais (FLAMANT et al., 2011; SAVIDGE et al., 2007);

e Liberacdo de fatores tréficos como, fator neurotréfico derivado de célula glial
(GDNF), gue estéa relacionada com o desenvolvimento e sobrevivéncia de neurénios entéricos
(BASSOTTI et al., 2007b; RODRIGUES et al., 2011);

eEstdo relacionadas com a neurotransmissdo, devido a expressdao de Glutamina
sintetase (GS), que tem um papel na sinalizagdo glutamatérgica e L-arginina (um importante

precursor de Oxido nitrico), que tem um papel na sinalizacdo nitrérgica e expressdo de
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purinoreceptores como, P2Y,, e P2X; (BASSOTTI, et al., 2007; KASZAKI et al., 2012;
VANDERWIDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003);

e Homeostase neuronal, a perda de células gliais entéricas podem causar alteracfes
neuroquimicas dos neurdnios e, além disso, elas se distribuem nos ganglios de forma que um
déficit de sua funcdo poderia afetar a organizacdo neuronal, como a coordenagdo da sua
funcdo (BASSOTTI et al., 2007b; RUHL; NASSER; SHARKEY , 2004).

As células gliais entéricas maduras expressam proteina fibrilar acida glial (GFAP),
vimentina e S100 e para sua identificacdo utiliza-se frequentemente métodos
imunohistoquimicos como a marcacdo de células que expressam GFAP e S100
(HAGSTROM; OLSSON, 2010; RUHL; NASSER; SHARKEY, 2004).

No SNE a GFAP é considerada um marcador de células gliais entéricas e sua
expressdo € modulada por proliferacdo de células gliais entéricas, diferenciacdo e inflamacgéo
(CIRILLO et al., 2011). O aumento dos niveis de GFAP em processos inflamatorios tem sido
relatado e essas observagdes indicam que a expressdo de GFAP é dinamicamente regulada e
reflete o estado funcional de uma célula glial entérica, mas sdo necessarios mais estudos para
compreender melhor suas fungdes (RUHL, 2005; RUHL; NASSER; SHARKEY, 2004).

A S100 é uma proteina ligante de calcio que pode ser encontrada no
citoplasma/nucleo. E o marcador que tem sido mais utilizado, é considerado um pan-glial no
SNE, e tem algumas funcbes, como a regulacdo da estrutura e funcdo do citoesqueleto e a
homeostase de calcio no citoplasma das células gliais entéricas (GONZALEZ-MARTINEZ et
al., 2003; HSIEH et al., 2004; RUHL, 2005).

A resposta do sistema nervoso para diversas lesdes acarreta na ativacdo das células
gliais entéricas (LOPACHIN; ASCHNER, 1993; O'CALLAGHAN, 1993). Essa ativacdo tem
sido sugerida como um mecanismo de sinalizacdo precoce, responsavel pela degeneracédo
neuronal subsequente (GIULIAN; LI; KEENEN, 1994). Estudos tém demonstrado que as
anormalidades estruturais ou bioquimicas das proprias células gliais entéricas poderiam
contribuir nas desordens gastrintestinais, e que isto poderia atrair células imunes para o SNE e
com isso, levar a uma neurodegeneracdo (CABARROCAS; SAVIDGE; LIBLAU, 2003).
Como se sabe, as células gliais entéricas interagem com as células endoteliais e imunes e que,
problemas nesta interacdo poderiam contribuir para a etiopatogenia de doencas intestinais
inflamatérias (DE GIORGIO et al., 2004; SAVIDGE et al., 2007; VASINA et al., 2006).

Além disso, vém sendo mostrado que as células gliais entéricas protegem os neurdnios
entéricos do stress oxidativo e estdo envolvidas no controle do fendtipo neuronal entérico e

nas funcbes motora do SNE. Trabalhos recentes indicam que as células gliais entéricas tém
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potencial neurogénico e sdo capazes de gerar neurdnios entéricos em resposta a lesdes
(BOESMANS et al., 2012).

1.4 Receptores Purinérgicos

O conceito para neurotransmissdo purinérgica foi proposto em 1972, depois que o
ATP foi identificado como um neurotransmissor liberado pelos neurdnios ndo adrenérgicos e
nao colinérgicos inibitorios do intestino (BURNSTOCK, 2008).

O ATP é uma molécula biolégica que tem como papel intracelular ser fonte de energia
e extracelular ser uma molécula sinalizadora (BURNSTOCK, 2008). O ATP ¢ liberado pelas
células sendo rapidamente hidrolisado pelas ecto-nucleotidases existentes na fenda sinéptica,
dando origem a produtos biologicamente ativos, como adenosina difosfato (ADP), adenosina
monofosfato (AMP) e a adenosina (OLIVEIRA; COUTINHO-SILVA; SILVA, 2013,
ZIMMERMANN, 2000).

Tém sido descritas elevadas concentragdes de ATP em subpopulacdes de neurdnios
mioentéricos de diferentes regibes do intestino. Apds um estimulo adequado, o ATP €
liberado dos neurdnios entéricos, com consequente ativacdo de receptores especificos
existentes nos neurdnios entéricos e no musculo liso, que podem promover a excitagdo ou
inibicdo da atividade muscular (GIARONI et al., 2002; Z1ZZO; MULE; SERIO, 2007).

Embora o catabolismo extracelular do ATP pela via das ecto-nucleotidases contribua
parcialmente para a concentracdo de nucleotideos no plexo mioentérico (CORREIA-DE-SA
et al., 2006), este pode ser importante em diversas situacGes patologicas como a isquemia
intestinal, inflamacdo, quando os niveis de ATP extracelular estdo aumentados (DUARTE-
ARAUJO et al., 2009).

A partir de estudos farmacologicos foi definida em 1978 a primeira divisdo dos
receptores purinérgicos em P1 e P2 que sdo ativados pela adenosina e ATP, respectivamente
(BURNSTOCK, 1978).

Os receptores P1 sdo subdivididos de acordo com suas caracteristicas moleculares,
farmacoldgicas e bioguimicas em quatro subtipos Ai, Aca, Ass € Asz. Os receptores A; sdo
abundantemente expressos no plexo mioentérico do trato gastrintestinal e tém um papel
importante sobre o controle da motilidade (CHRISTOFI et al., 2001).

Os receptores P2 subdividem-se em receptores P2X que sdo canais ibnicos e P2Y que
sdo receptores acoplados a proteina G (ABBRACHIO et al., 2009; FREDHOLM et al., 1997;
RALEVIC; BURNSTOCK, 1998).



34

Os receptores P2Y sdo compostos por sete dominios hidrofobicos transmembranares,
com cadeias amino-terminal (extracelular) e carboxi-terminal (intracelular) curtas. Na familia
dos receptores P2Y existem 8 subtipos diferentes (P2Y1 2 4. 6 11,12, 13, 14), qUe SA0 aceitos na
literatura como P2Y funcionalmente expressos em mamiferos (ABBRACCHIO et al., 2003;
BURNSTOCK; KNIGHT, 2004; GITTERMAN; EVANS, 2000; MARTEU et al., 2003).

Os receptores P2X sd0 receptores ionotropicos permeéveis a cétions (Na*, K* e Ca*")
cuja velocidade de abertura é de aproximadamente 10 ms (NORTH; SURPRENANT, 2000),
possuem duas regides transmembrana, com terminais amino e carboxi localizados
intracelular, sendo que a maior porcdo da proteina é extracelular (DI VIRGILIO et al., 1998)
(Figura 5). Atualmente foram clonados, caracterizados farmacologicamente e aceitos como
P2X sdo encontrados em celulas musculares lisas, neurdnios, células gliais e apresentam um
papel de mediador na neurotransmissdo excitatéria rapida 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 idnicos, é uma
proteina oligomérica composta por mais de uma subunidade. Evidéncias funcionais e
bioguimicas mostram que as subunidades dos receptores P2X podem formar complexos
monoméricos e heteroméricos, como P2X,/P2X3, P2X31/P2Xs e P2X4/P2Xs (NORTH;
SURPRENANT, 2000) e a combinacdo dos diferentes subtipos de receptores podem ter
diferentes caracteristicas dos receptores e aumentar a diversidade para a seletividade com o0s
antagonistas e agonistas, transmissdo de sinalizacdo, propriedades dos canais e
dessensibilizagdo (VOLONTE; D’AMBROSI, 2009).

Figura 5 - Esquema da arquitetura geral das subunidades dos receptores P2X e P2X;
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Fonte: Di Virgilio et al.,1998.
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O receptor P2X; esta distribuido amplamente no SNC e SNP e tem demonstrado um
papel na transmissdo da dor, mediagdo das respostas ventilatorias a hipdxia e o peristaltismo
do intestino delgado (TITTLE; HUME, 2008). A sua caracterizacdo também pode ser descrita
por causa da seletividade e permeabilizacéo para cétions, sensibilidade ao ATP, modulacédo de
prétons e propagacdo cinética (DING; SACHS, 1999; NORTH; SURPRENANT, 2000).

Componentes purinérgicos de potencial pds-sinaptico excitatorio rapido mediado por
receptor P2X; sdo observados em neurénios entéricos do ileo e cdlon, com maior proporcéo
de transmissdo purinérgica encontrada no ileo de cobaias. No ileo a transmissao sindptica
purinérgica € rapida e estd presente principalmente em vias descendentes, incluindo a
transmissdo para interneurdnios e neurénios motores inibitérios (ROBERTS et al., 2012).

No SNE, Castelucci et al. (2002) demonstraram pela primeira vez que apenas 25% dos
neurdnios do plexo mioentérico do ileo de cobaias sdo imunorreativos para o receptor P2X5;
esta imunorreatividade foi observada em neurénios especificos, tais como neurdnios motores
inibitorios e IPANs no ganglio mioentérico imunorreativos a NOS e a calbindina. Outra
subunidade localizada é o tipo P2X3, tendo sido esta reportada em neurénios mioentéricos de
cobaias (POOLE et al.,, 2002) e do colon de humanos (YIANGOU et al., 2001); esta
subunidade ocorre em associagdo com o P2X; nos ganglios 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 P2X, também foi observada por
Castelucci, Robbins e Furness (2003), em terminagdes nervosas laminares intra-ganglionares
(IGLEs) associados aos ganglios mioentéricos por todo o trato gastrintestinal de
camundongos. As IGLEs sdo terminacdes mecano-sensoriais especializadas de neur6nios
aferentes do nervo vago que consiste em um grande ndmero de lamelas semelhantes a
pequenas placas. As IGLES tém origem de um simples axdnio, interconectado com outro e
formam uma cobertura descontinua de partes do ganglio entérico (BERTHOUD;
NEUHUBER, 2000; POWLEY et al., 1994; ZAGORODNYUK; BROOKES, 2000).

Estudos tém demonstrado altera¢fes no cddigo quimico do receptor P2X, de animais
desnutridos e renutridos no ileo (MISAWA et al., 2010) e co6lon distal (GIROTTI et al.,
2013), de camundongos obesos (MIZUNO et al., 2012), isquemia/reperfusdo intestinal
(BOBNA, 2011; PALOMBIT et al., 2013) e colite ulcerativa (DA SILVA, 2011).

O receptor P2X;é um membro da familia P2X que possui varias caracteristicas que o
diferenciam de outros membros da familia dos receptores P2X (KIM et al., 2001; STAGG;

SMYTH 2010). A ativacdo do receptor homomérico requer concentragdes de ATP que séo
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mais ou menos de 10-100 vezes maiores do que as necessarias para ativar 0s outros receptores
P2X, sua ativacao plena é atingida em concentrac6es 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 concentrag0es de ATP ativam os canais idnicos do receptor P2X; para tornar-
se permeavel aos ions de pequeno porte, enquanto que, quando exposto a altas concentraces
de ATP ou, durante um longo periodo, pode ter seu canal idnico convertido em um grande
poro transmembrana ndo-seletivo que permite a passagem ndo sé de cations, mas também de
moléculas pequenas de até 900 daltons de tamanho, que em Ultima andlise, causa a morte
celular (BURNSTOCK et al., 2006; STAGG; SMYTH, 2010).

Este receptor participa na regulacdo da permeabilidade celular, liberacdo das citocinas
ou na apoptose. E expresso em células lineares hematopoiéticas, mondcitos, macréfagos e na
microglia. Inicia apoptose em varios 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, estd envolvido nas interac6es
neuro-imunes 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 célcio, liberacdo das citocinas pré-inflamatorias e interleucinas. Dados
recentes sobre esse receptor sugerem também um papel especifico em estados inflamatorios,
neuropaticos da dor e na sinalizacdo nociceptiva em estados cronicos da dor e seu potencial
terapéutico (DONNELLY-ROBERTS et al., 2007).

As mudancas na expressdo dos receptores purinérgicos P2X;.; sdo frequentemente
observados nos diferentes tipos celulares e tecidos, ndo somente como uma consequéncia da
maturacdo neuronal e diferenciacdo, mas também das véarias condicGes patoldgicas como:
apos diferentes espécies de injurias agudas no SNC. Os mecanismos purinérgicos podem estar
envolvidos nas etiopatogenias de muitas condi¢cBes neurodegenerativas, especialmente por
causa da grande liberacdo extracelular de ATP, adenosina e outros neurotransmissores
(BURNSTOCK et al., 2011; FRANKE et al., 2004; FRANKE; ILLES, 2006).

Com relacdo a marcacdo de receptores nas células gliais entéricas, foram observados
em condi¢cdes normais do intestino delgado e grosso de ratos e cobaias a presenca de
receptores  purinérgicos P2X; e P2Y, (GULBRANSEN; SHARKEY, 2009;
VANDERWIDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003; VAN NASSAUW et al., 2006)
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e em condigdes experimentais como isquemia/reperfuséo e colite ulcerativa foram observados
a presenca de receptores P2X; e P2X; (BOBNA, 2011; DA SILVA, 2011).

A presenca 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 P2X; funcionais estdo 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 presenca 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 P2X5.

A importancia deste trabalho esta em contribuir de maneira original, para o
entendimento dos efeitos da isquemia com diferentes periodos de reperfusdo sobre as células

gliais entéricas imunorreativas a S100 e GFAP e aos receptores P2X; e P2X5.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito da isquemia e reperfusdo intestinal sobre as células gliais entéricas e
receptores purinérgicos P2X; e P2X;.

2.2 Objetivos Especificos

Este trabalho visa analisar nos neurbnios e células gliais entéricas do plexo
mioentérico do ileo de animais submetidos a isquemia intestinal com diferentes periodos de
reperfusdo (0 hora, 24 horas e 14 dias):

a) A distribuicdo e a expressao dos receptores purinérgicos P2X;e P2X7;

b) A dupla marcacéo do pan-neuronal Hu com os receptores P2X; e P2X;

c) A dupla marcagdo de células gliais entéricas imunorreativas a S100 com 0s
receptores P2X; e P2X7;

d) A tripla marcacdo de células gliais entéricas imunorreativas a S100 com GFAP e
DAPI;

e) A densidade das células imunorreativas aos receptores P2X; e P2X;

f) A densidade dos neurdnios imunorreativos ao Hu;

g) A densidade das células gliais entéricas imunorreativas a S100 e GFAP;

h)A éarea do perfil, didmetro maximo e diametro minimo, dos neurdnios
imunorreativos ao Hu e das células gliais entéricas imunorreativas a S100;

i) A proliferacdo das células gliais enteéricas.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais

Foram utilizados 56 ratos (Rattus novergicus albinus) machos, Wistar com idade de 2
meses e peso entre 250 e 300 g, obtidos do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB) da Universidade de S&8o Paulo (USP) e alojados no Biotério do
Departamento de Anatomia do ICB-USP. Os animais foram mantidos em condigdes de
temperatura e umidade controladas e ciclo de claro-escuro de 12 horas, sem restri¢fes a agua
e alimentagdo.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacio
Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo com o protocolo
n° 126/2010.

3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 7 grupos experimentais:

Sham 0 hora Sham 24 horas Sham 14 dias

Controle

I/R-i 0 hora I/R-i 24 horas I/R-i 14 dias

Com relagdo as caracteristicas dos grupos experimentais, o grupo Controle ndo sofreu
nenhuma intervencdo cirargica. Os grupos falsos operados (Sham) sofreram intervencédo
cirargica, porém nao ocorreu a oclusdo dos vasos ileais e, foram sacrificados apds 0 hora (h),
24 horas (h) e 14 dias. Os grupos isquémicos sofreram intervencao cirirgica, com a ocluséo
dos vasos ileais por 35 minutos e foram sacrificados com os periodos de 0 h, 24 h e 14 dias de
reperfusdo.

Os periodos de reperfusdo escolhidos sdo justificados da seguinte forma: o grupo I/R-i
0 h foi para verificar se somente a isquemia causaria lesées aos tecidos; o grupo I/R-i 24 h
representa uma fase inicial de reperfusdo e o grupo I/R-i 14 dias representa fase tardia de
reperfusao.

Foram utilizados para a técnica de imunohistoquimica 5 animais/grupo e para a técnica

de proliferagéo celular 3 animais/grupo.
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3.3 Inducéo da Isquemia/Reperfuséo — Intestinal (I/R-i)

Os ratos foram anestesiados via subcutanea, com uma mistura de xilazina (10 mg/Kg),
cetamina (50 mg/Kg) e acepromazina (2 mg/Kg). Os animais foram posicionados em decubito
dorsal numa prancha, com quatro algas elasticas que prenderam as porcdes distais dos
membros anteriores e posteriores. Em seguida, os ratos foram submetidos a laparotomia
mediana com exposicdo das alcas intestinais. As alcas da regido do ileo distal (proxima ao
ceco) foram exteriorizadas para o lado direito do corpo do animal, para realizagdo da
obstrucao do fluxo sanguineo dos vasos ileais (ramos da AMS) com clipes microcirirgicos
removiveis (Figura 6). Os clipes utilizados para a indugdo da isquemia intestinal sdo clipes de
aco confeccionados manualmente, que séo utilizados em cirurgias de vascularizacéo.

A oclusédo foi realizada pelo periodo de 35 minutos. Durante o periodo de isquemia,
nas regides expostas do intestino foi colocado Tampédo Fosfato Salina (PBS 0,15M NaCl
0.01M tampéo fosfato de sodio, pH 7,2) aquecido (x 37 °C) e em seguida as visceras foram
cobertas com plastico transparente, com objetivo de prevenir a perda de calor gerada pela
exposicdo das alcas (VON BAHTEN et al., 2006). Decorrido o tempo de isquemia, os clipes
vasculares foram retirados e a reperfusdo estabelecida, neste momento foi possivel observar
que a cor do ileo voltou ao normal. Em seguida a incisdo mediana foi fechada com sutura
continua, em dois planos, com fio de nylon monofilamentar ou de algoddo. Durante o0s
periodos de 24 h e 14 dias de reperfusdo, todos os animais foram acompanhados diariamente,
e apos, foram sacrificados com uma dose excessiva de anestésico.

ApoOs a eutandsia dos animais, a cavidade abdominal foi aberta novamente, e o
segmento da regido do ileo distal que sofreu isquemia foi coletado. Nos animais dos grupos

Controle e Sham segmentos similares foram coletados.
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Figura 6 - Obstrugdo do fluxo sanguineo dos vasos ileais.

Ocluséo dos vasos ileais de rato por clipes vasculares. Setas simples indicam o local da isquemia. Setas vazadas
indicam a area que nao sofreu isquemia.

3.4 Preparacdo do Material para Imunohistoquimica

Os ileos foram obtidos de animais submetidos aos tratamentos descritos no item 3.3.
Os segmentos do ileo foram colocados em PBS, foram limpos de seus conteddos, abertos ao
longo da borda mesentérica e colocados em balsas de madeira (9 cm de comprimento e 2 cm
de largura) com a mucosa para baixo, e esticados por meio de alfinetes. Em seguida, foram
imersos no fixador com 4% de paraformaldeido em 0.1M tampé&o fosfato de sddio, com pH
7,0 a 4 °C, durante uma noite. No dia seguinte, os tecidos foram retirados do fixador e
clareados com 3 lavagens de 10 minutos cada, em dimetilsulféxido, seguido por 3 lavagens de
10 minutos cada, em PBS. Apos, os tecidos fixados foram armazenados em PBS contendo

sodio-azida (0,1%), em 4 °C, para sua conservacao.

3.5 Meétodo de Duplas/Triplas Marcac¢des com Imunofluorescéncia

Depois da fixacdo e o clareamento dos tecidos, com auxilio do Microscépio
estereoscopico ZM800 Nikon, o ileo de cada animal foi seccionado em cerca de 1 cm? com
uma lamina de bisturi n.15, e utilizou-se para dissec¢do, uma placa de Petri para apoiar o
tecido, duas pincas de ponta fina e um bisturi. Para a obtenc¢do dos preparados de membrana,

com auxilio da Lupa, os tecidos foram dissecados em camadas. A mucosa, a submucosa e a
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camada muscular circular foram removidas, mantendo somente a camada muscular
longitudinal com o plexo mioentérico.

Antes das preparaces serem incubadas em anticorpos primarios, elas foram imersas
em 10% de solucdo de soro normal de cavalo, 1,5% de Triton-X (Sigma) em PBS, por 45
minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, foram incubadas em anticorpos primarios
descritos na Tabela 1 e permaneceram por 48 h, a 4 °C. Passado o tempo de incubacdo, 0s
preparados de membrana foram lavados em PBS por 3 vezes de 10 minutos cada.

As duplas marcagfes foram obtidas, usando as combinacGes de anticorpos primarios
dos receptores purinérgicos P2X, e P2X7; com Hu (pan-neuronal, marcador de neurénios do
plexo mioentérico) e S100 (marcador de células gliais entéricas) (Tabela 1). Também, foram
feitos experimentos de triplas marcagdes do anticorpo Hu com GFAP (marcador de células
gliais entéricas) e 4, 6-diamidino-2-fenilindole dicloridrato (DAPI) (marcador fluorescente de
nucleo) e S100 com GFAP e DAPI. A utilizagdo da marcacdo dos nucleos pelo DAPI foi

necessaria para distinguir o nucleo das células gliais marcadas pelo GFAP (Figura 7).

Tabela 1 - Caracteristicas dos anticorpos primarios.

Antigeno Hospedeiro Diluicdo Referéncia
Receptor P2X, Coelho 1:120 Chemicon
Receptor P2X7; Coelho 1:250 Chemicon

S100 Camundongo 1:300 Chemicon
GFAP Coelho 1:400 Abcam
Hu Camundongo 1:100 Molecular probes

Figura 7 - Esquema das duplas e triplas marcacdes.

P2X, P2X,

Hu P2X, S100 P2X,

GFAP DAPI GFAP DAPI
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Apods a incubagdo do anticorpo primério, os tecidos foram lavados 3 vezes de 10
minutos cada, em PBS e em seguida incubados em anticorpos secundarios, por uma hora, a
temperatura ambiente (Tabela 2). Para finalizar, os tecidos foram lavados 3 vezes de 10
minutos cada, em PBS e montados em lamina com glicerol tamponado com 0.5M tampéo
carbonato de célcio (pH 8,6).

Tabela 2 - Caracteristicas dos anticorpos secundarios.

Anticorpo Diluigéo Fonte
Burro anti-coelho 1gG 488 1:500 Molecular Probes
Burro anti-camundongo 1gG 594 1:200 Molecular Probes
Cabra anti-camundongo 1gG 488 1:200 Molecular Probes

Para a identificacdo do nucleo das células, apds a incubacdo do anticorpo secundario,
os tecidos foram lavados 3 vezes de 10 minutos cada, em PBS e em seguida colocados em
15 ul de DAPI (Sigma 5 pg/ml) sobre cada preparado de membrana e incubado por 5
minutos, a temperatura ambiente. Apds, os tecidos foram lavados 3 vezes de 5 minutos cada,
em PBS e montados em lamina com glicerol tamponado com 0.5M tampéao carbonato de
calcio (pH 8,6).

3.6 Meétodo de Proliferacéo

O método de proliferacdo celular foi utilizado, devido os resultados obtidos apos
avaliar a densidade glial (glia’cm?) onde demonstraram aumento em sua densidade. Sendo
assim, decidiu-se investigar se haveria proliferacdo celular destas células. Para tanto, foi
realizado a técnica de proliferacdo usando o método EDU Click-iT (Invitrogen, USA). Foi
injetado 50 mg/Kg via peritoneal do EDU Click-iT, em cada rato, 12 h antes da cirurgia de
isquemia (CHEHREHASA et al., 2009). Nos animais Controle e Sham foram feitos os
mesmos procedimentos.

Apos o término do periodo de 0 h, 24 h e 14 dias de reperfusdo, todos os animais
foram sacrificados com uma dose excessiva de anestésico. O segmento da regido do ileo distal
que sofreu isquemia foi coletado conforme o item 3.4, porém ndo foram feitas 3 lavagens de

dimetilsulféxido.
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Para a obtencdo dos preparados de membrana, com auxilio da Lupa, os tecidos foram
dissecados em camadas. A mucosa, a submucosa e a camada muscular circular foram
removidas, mantendo somente a camada muscular longitudinal com o plexo mioentérico.

Os preparados de membrana foram imersos em 10% de solugdo normal de cavalo,
1,5% triton-X (Sigma) em PBS, por 45 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram
incubados conforme tabela 3 por 30 minutos, decorrido esse tempo, os tecidos foram lavados
3 vezes de 10 minutos cada, em PBS e incubados novamente em 10% de solu¢do normal de
cavalo, 1,5% triton-X (Sigma) em PBS, por 45 minutos em temperatura ambiente. Apos,
foram incubados em anticorpos primarios (Tabela 1) e permaneceram por 24 h a 4 °C.

Apds a incubagdo do anticorpo primério, os tecidos foram lavados 3 vezes de 10
minutos cada, em PBS e em seguida incubados em anticorpos secundarios, por uma hora, a
temperatura ambiente (Tabela 2). Apos a incubacgédo do anticorpo secundario, os tecidos foram
lavados 3 vezes de 10 minutos cada, em PBS e em seguida foi colocado 15 pl de DAPI
(Sigma 5 pg/ml) sobre cada preparado de membrana e incubado por 5 minutos, a temperatura
ambiente. Para finalizar, os tecidos foram lavados 3 vezes de 5 minutos cada, em PBS e

montados em lamina com glicerol tamponado com 0.5M tampdo carbonato de calcio (pH 8,6).

Tabela 3 - Componentes do EDU Click-iT.

Componentes do Coquetel Quantidade Utilizada
1X Click-iT™ 430 pl
CuSOQq 20 pl
Alexia Fluor® azida 1,2 ul
Tampao de reacdo aditivo 50 pl

3.7 Métodos das Analises Qualitativas

As andlises qualitativas das células imunorreativas (-IR) aos receptores P2X,-IR,
P2X7-IR, ao Hu-IR e as células gliais entéricas imunorreativas (-IR) a S100-IR e GFAP-IR do
plexo mioentérico, foram realizados em microscépio de fluorescéncia Nikon 80i, equipado
com filtros para discriminar entre as fluorescéncias 488 (verde) e 594 (vermelho), acoplado ao
analisador de imagem. Este microscépio de fluorescéncia utiliza o filtro 10 para 488 (450-490
nm de filtro de excitacdo e 515-565 nm para emissdo), e filtro 00 para 594 (530-585 nm de

filtro de excitacdo e 615 nm de filtro para emissdo). As marcacbes com DAPI foram
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analisadas no microscopio de fluorescéncia Nikon 80i com filtro UV. As imagens foram
capturadas e analisadas pelo programa NIS Elements.

As preparacOes também foram analisadas pelo microscopio Confocal de Varredura a
Laser do Departamento de Biologia Celular e Desenvolvimento do ICB/USP, o LSM 510 da
Zeiss, equipado com trés lasers; Argdnio 458, 488 e 514 nm; Hélio/Nednio 543 nm e
Hélio/Nednio 633 nm. O sistema tem um laser krypton/argon para visualizagdo diferencial de
fluoréforo usando 488 nm de filtro de excitacdo e 522/535 nm de filtro de emissdo para 488 e
568 nm de filtro de excitacdo e 605/632 nm de filtro de emissdo para 594. As imagens estdo
em 512x512 pixels em uma espessura de seccdo oOptica de 0.5 mm e foram processadas

usando os programas de software LSM 5.0 (Zeiss) Corel Phot Paint e Corel versdo 11.

3.8 Métodos das Analises Quantitativas
3.8.1 Anélise das Duplas/Triplas Marcacgoes

As anélises quantitativas foram feitas das células imunorreativas aos receptores P2X; e
P2X7, duplamente marcados com Hu e, das células gliais entéricas-IR aos receptores P2X; e
P2X7, duplamente marcados com S100. As andlises de tripla marcacdo foram feitas das
células gliais entéricas-IR a S100, GFAP e DAPI e dos neurdnios Hu-IR, glia GFAP-IR e
DAPI no plexo mioentérico.

As analises foram feitas através das duplas/triplas marcacGes dos preparados de
membrana. Primeiro, as células foram localizadas pela presenca do fluoréforo que marca um
antigeno, entdo o filtro foi mudado para determinar se o neurdnio/célula glial entérica era ou
ndo marcado por um segundo antigeno, localizado por um segundo fluoréforo de diferente
cor. No caso da tripla marcacédo foi utilizado o DAPI. Foram analisados 100 neurdnios e 100
células gliais entéricas de cada preparado de membrana, de cada animal dos grupos Controle,
Sham e I/R-i Os dados das duplas/triplas marcacdes sdo expressos com média + desvio

padrdo, n= nimero de preparacdes.

3.8.2 Analise da Densidade Neuronal e Glial

A obtencio das densidades das células (células/cm?) receptores P2Xo-IR, P2X7-IR, dos
neurdnios Hu-IR (neurdnios/cm?) e células gliais entéricas S100-1R, GFAP-IR (células gliais
entéricas/cm?) foram feitas em aumento de 100X no microscépio de fluorescéncia Nikon 80i

(4rea do campo microscopico 0,000379 cm?) acoplado com filtros para discriminar entre a
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fluorescéncia 488 e Alexa 594. Foram feitas contagens do numero de neurdnios e células
gliais entéricas em 40 campos, em dois preparados de membrana de cada um dos 5 animais,
dos grupos Controle, Sham e I/R-i.

3.8.3 Analise Morfométrica

Para a obtencdo da area do perfil do corpo celular (um?), didmetro maximo (DMéax -
pm) e didmetro minimo (DMin - um), foram fotografados 100 neurdnios imunorreativos ao
Hu e 100 células gliais entéricas-IR a S100, de cada animal dos grupos Controle, Sham e
I/R-i. As imagens foram obtidas pelo programa NIS Elements (Nikon) e as analises
morfometricas foram feitas no programa Image-Pro Plus 4.1.0.0.

3.8.4 Analise de Proliferacao Celular

As analises foram feitas através de duplas marcacGes dos preparados de membrana.
Primeiro, as celulas foram localizadas pela presenca do fluoréforo que marca um antigeno,
entdo o filtro foi mudado para determinar se a célula glial entérica era ou ndo localizado por
um segundo fluoréforo de diferente cor. Foram analisados 100 células de cada preparado de
membrana, de cada animal dos grupos Controle, Sham e I/R-i. Os dados sdo expressos com

média £ desvio padrdo, n= namero de preparagdes.

3.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada comparando os grupos Controle, Sham e I/R-i e 0s
diferentes periodos de reperfusdo, verificando as variaveis das duplas/triplas marcagdes (%),
densidades neuronais e de células gliais entéricas (cm?), e area do perfil celular (pm?®).

Os dados foram comparados estatisticamente através da analise de variancia Two-way
Anova, tempo e tratamento, seguido pelo Teste de Tukey. Os testes foram realizados com

nivel de significancia p<0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 Observacoes Gerais

Durante o periodo de oclusdo de 35 minutos, a regido intestinal desprovida de fluxo
sanguineo mudou de cor e tornou-se vermelho escuro. Ao ser restabelecido o fluxo sanguineo,
0 tecido retomou a sua coloragdo original. Apds a cirurgia os animais foram acompanhados
diariamente e retornaram a atividade normal. As regifes do ileo submetidas a isquemia e

reperfusdo demonstraram aparéncia normal na analise macroscépica.
4.2 Anélises dos Pesos dos Animais

Os ratos submetidos a isquemia intestinal ndo demonstraram diferencas de peso
corporal antes da cirurgia e ap6s os periodos de reperfusdo, quando comparados aos seus

respectivos grupos Sham (Tabela 4).

Tabela 4 - Peso dos animais (antes da cirurgia e apés reperfusao).

Grupos Controle Sham Sham Isquémico Isquémico
Antes/Cirurgia Poés/reperfusdo  Antes/Cirurgia Pos/reperfuséo

Controle 266,8+11,7 g

Oh - 277,411,779 277,4+11,7¢ 282,3t9,49  282,3¥9,4 ¢
24 h - 284,0+11,89 267,6+13,2¢g 291,5+32,0g 283,1+34,0¢
14 dias - 262,5+38,0g9 302,4+18,4¢ 247,8+14,0g 288,9+19,0¢

Os dados sdo de n=5 e expressos em Médiatdesvio padréo.

4.3 Analises Qualitativas da Imunorreatividade dos Receptores P2X;e P2X7, Hu, S100 e
GFAP do Plexo Mioentérico

De maneira geral, a imunomarcacdo dos receptores P2X, e P2X; foi observada nos
neurdnios Hu-IR no plexo mioenterico do ileo de ratos dos grupos Controle, Sham, I/R-i 0 h,
24 h e 14 dias (Figuras 8, 9 e 10).

Nos ganglios mioentéricos foram observados neurdnios Hu-IR, com marcacdo no
citoplasma e nos nuacleos. Esta imunomarcacdo evidenciou neurénios de diversos tamanhos.
Houve dupla marcagdo dos neurdnios Hu-IR com os receptores P2X; e P2X7, no entanto,
houve presenca de células imunorreativas somente aos receptores que ndo colocalizam com

neurdnios Hu-IR (Figuras 9 e 10).
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Devido a este resultado, foi investigada a dupla marcagdo desses receptores com as
celulas gliais entéricas, utilizando o marcador S100 (marcador de células gliais entéricas). Ao
realizar dupla marcacdo dos receptores P2X,e P2X; com S100, confirmou-se que as células
gliais entéricas-IR a S100 expressam receptores purinérgicos. Algumas células dos grupos
I/R-i pareceram ter aumentada a intensidade da marcagéo de S100 (Figuras 11, 12 e 13).

Nas figuras 14 e 15 observa-se tripla marcacdo de S100/GFAP/DAPI, nesta analise ha
presenca de células gliais entéricas GFAP-IR, que ndo eram S100-IR, sugerindo que células
gliais entéricas poderiam ter fendtipos diferentes. As células gliais entéricas S100-IR estavam
presentes nos ganglios entéricos, tendo marcagdo no citoplasma e no nucleo.

Nas figuras 16 e 17 visualizam-se as triplas marcagcdes de HU/GFAP/DAPI, onde se
observa que ndo ha colocalizagdo dos neurénios Hu-IR com GFAP e, positivas ao DAPI. A
marcacdo de GFAP estava presente nas celulas gliais entéricas, sendo que nos grupos I/R-i
possivelmente hd aumento dos prolongamentos GFAP-IR.

A marcacgédo de proliferagdo com EDU demonstrou que nos grupos Controle e Sham
ndo ha proliferacdo celular, no entanto nos grupos I/R-i 0 h e 24 h algumas células gliais
entéricas S100-IR e GFAP-IR séo positivas para o0 EDU, isto pode indicar proliferacdo de

células gliais entéricas (Figura 18, 19 e 20).
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Figura 8 - Dupla marcagéo de neurdnios Hu-IR, ao receptor P2X,-IR ao receptor P2X-IR
e celulas gliais entéricas GFAP-IR no plexo mioentérico do ileo de ratos
Controle.
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10 pm
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Neurénios imunorreativos ao Hu (A-C), ao receptor P2X, (A’-A”), ao receptor P2X; (B’-B”) e células gliais
entéricas imunorreativas a GFAP (C’-C”) no plexo mioentérico do ileo de ratos Controle. Setas simples
indicam dupla marcacdo de Hu com os receptores P2X, e P2X;. Setas vazadas indicam neurdnios
imunorreativos ao Hu que ndo colocalizam com células gliais entéricas imunorreativas a GFAP (Barra:10 um).



Figura 9 - Dupla marcagdo de neurdnios Hu-IR e receptor P2X,-IR no plexo mioentérico
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Neurdnios imunorreativos ao Hu (A-D), células imunorreativas ao receptor P2X, (A’-D’) e A”’-D”’ dupla
marcacdo de neurdnios e receptores no plexo mioentérico do ileo de ratos dos grupos Sham 0 h (A-A”), I/R-i
0 h (B-B”), U/R-i 24 h (C-C”) e I/R-i 14 dias (D-D”). Setas simples indicam dupla marca¢do dos neurdnios
imunorreativos ao Hu e P2X;; *indica receptor P2X; que ndo é imunorreativo ao Hu (Barra:10 um).




Figura 10 - Dupla Marcacédo de neur6nios Hu-IR e receptor P2X7-IR no plexo mioentérico
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Neurdnios imunorreativos ao Hu (A-D), células imunorreativas ao receptor P2X; (A’-D’) e A”’-D”’ dupla
marcacdo de neurdnios e receptores no plexo mioentérico do ileo de ratos dos grupos Sham 0 h (A-A”), I/R-i
0 h (B-B”), U/R-i 24 h (C-C”) e I/R-i 14 dias (D-D”). Setas simples indicam dupla marca¢do dos neurdnios
imunorreativos ao Hu e P2X; (Barra:10 pum).




Figura 11 - Dupla marcacdo de células gliais entéricas S100-IR, receptores P2X,-IR,
P2X7-IR e GFAP-IR no plexo mioentérico do ileo de ratos Controle.
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(Barra:10 pm).
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Figura 12- Dupla marcacdo de células gliais entéricas S100-IR e receptor P2X,-IR
no plexo mioentérico do ileo de ratos.
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Células gliais entéricas imunorreativs a S100 (A-D) e ao receptor P2X; (A’-D’) do plexo mioentérico do ileo
de ratos dos grupos Sham 0 h (A-A”), /R-i 0 h (B-B”), I/R-i 24 h (C-C”) e /R-i 14 dias (D-D”). Setas
simples indicam dupla marcacdo das células gliais entéricas com receptor P2X,, *indicam a localizacdo dos
neurbnios entéricos. Setas vazadas indicam células gliais entéricas imunorreativas somente a S100
(Barra: 10 um).




Figura 13 - Dupla marcagdo de células gliais entéricas S100-IR e receptor P2X7-IR no
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Células gliais entéricas imunorreativas a S100 (A-D) e ao receptor P2X; (A’-D’) do plexo mioentérico do
ileo de ratos dos grupos Sham 0 h (A-A”), I/R-i 0 h (B-B”), /R-i 24 h (C-C”) e I/R-i 14 dias (D-D”). Setas
simples indicam dupla marcagdo das células gliais entéricas imunorreativas ao receptor P2X;, *indicam a
localizagdo dos neurénios entéricos. (Barra:10 pm).




Figura 14 - Dupla marcagdo de células gliais entéricas S100-IR e GFAP-IR no plexo
mioentérico do ileo de ratos.
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Células gliais entéricas imunorreativas a S100 (A-D) e a GFAP (A’-D’) no plexo mioentérico do ileo de ratos
dos grupos Sham 0 h (A-A”), I/R-i 0 h (B-B”), I/R-i 24 h (C-C”) e I/R-i 14 dias (D-D”). Setas simples
indicam dupla marcacdo das células gliais entéricas imunorreativas a S100 e GFAP. Setas vazadas indicam
células gliais entéricas imunorreativas somente a S100 (Barra:10 um).




Figura 15 - Tripla Marcacdo de células gliais entéricas S100-IR, GFAP-IR e DAPI no
plexo mioentérico do ileo de ratos.
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Células gliais entéricas imunorreativas a S100 (A-D), GFAP (A’-D’) e nucleos positivos ao DAPI (A”’-D”’)
no plexo mioentérico do ileo de ratos dos grupos Sham 0 h (A-A”), I/R-i 0 h (B-B™’), I/R-i 24 h (C-C”") e
I/R-i 14 dias (D-D). Setas simples indicam marcagdo das células gliais entéricas imunorreativas a S100,
GFAP e DAPI. Setas vazadas indicam células gliais entéricas imunorreativas somente a S100/DAPI
(Barra:10 pum).



Figura 16 - Marcacdo de neurdnios Hu-IR e células gliais entéricas GFAP-IR no plexo
mioentérico do ileo de ratos.
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Neurdnios imunorreativos ao Hu (A-D), células gliais entéricas imunorreativas a GFAP (A’-D’) e A>-D”’
colocalizagdo das fotos A-D’ do plexo mioentérico do ileo de ratos dos grupos Sham 0 h (A-A”), /R-i 0 h
(B-B”), I/R-i 24 h (C-C”) e I/R-i 14 dias (D-D”). Setas vazadas indicam neurdnios imunorreativos ao Hu que
ndo colocalizam com células gliais entéricas imunorreativas a GFAP (Barra:10 pm).
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Figura 17 - Marcacdo de neurbnios Hu-IR, células gliais entéricas GFAP-IR e DAPI no
plexo mioentérico do ileo de ratos.
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Neurénios imunorreativos ao Hu (A-D), células gliais entéricas imunorreativas a GFAP (A’-D’) e ntcleos
positivos ao DAPI (A’’-D’’) do plexo mioentérico do ileo de ratos dos grupos Sham 0 h (A-A”’), I/R-i 0 h
(B-B”), I/R-i 24 h (C-C*) e I/R-i 14 dias (D-D”). Setas vazadas indicam neur6nios imunorreativos ao Hu,
que ndo colocalizam com células gliais entéricas imunorreativas a GFAP (Barra:10 pum).
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Figura 18 - Marcacg&o de proliferagdo celular pelo EDU Click-iT no plexo mioentérico do
ileo de ratos Controle.
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Marcacdo de EDU (A-B), células gliais entéricas imunorreativas a S100 (A’) ¢ GFAP (B’). A”’-B”
demonstra colocalizagéo das fotos A-B’ do plexo mioentérico do ileo de rato do grupo Controle. No grupo
Controle ndo ha células positivas para EDU (A-B), portanto ndo ha proliferacdo de células gliais entéricas
imunorreativas a S100 (A’) e GFAP (B’) (Barra: 20 pum).



Figura 19 - Marcacgéo de proliferacdo celular pelo EDU Click-iT e células gliais entéricas

S100-IR no plexo mioentérico do ileo de ratos.
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Marcacdo de EDU (A-D), células gliais entéricas imunorreativas a S100 (A’-D’) e A’’-D’’ demonstra
colocalizagdo das fotos A-D’ do plexo mioentérico do ileo de rato dos grupos Sham 0 h, (A-A”), /R-i 0 h
(B-B”), I/R-i 24 h (C-C”) e I/R-i 14 dias (D-D”’). Setas simples indicam colocalizacdo de células gliais
entéricas com nucleo positivo ao EDU, o que indica proliferacdo de células gliais entéricas (Barra:20 pm).




Figura 20 - Marcacdo de proliferacdo celular pelo EDU Click-iT e células gliais entéricas
GFAP-IR no plexo mioentérico do ileo de ratos.
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Marcacdo de EDU (A-D), células gliais entéricas imunorreativas a GFAP (A’-D’) e A”’-D”’ demonstra
colocalizagdo das fotos A-D’ do plexo mioentérico do ileo de rato dos grupos Sham 0 h, (A-A”), /R-i 0 h
(B-B”), I/R-i 24 h (C-C”) e I/R-i 14 dias (D-D”’). Setas simples indicam colocalizacdo de células gliais
entéricas com nucleo positivo ao EDU, o que indica proliferacdo de células gliais entéricas (Barra:20 pm).
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4.4 Anélises Quantitativas das Duplas/Triplas Marcac6es, Densidades, e Morfometria
das Células Imunorreativas aos Receptores P2X; e P2X 7, Hu, S100 e GFAP

4.4.1 Duplas Marcag0es

4.4.1.1 Dupla Marcacéo dos Receptores P2X; e P2X,;com Neurénios Hu-IR

Foram realizadas andlises das duplas marcacdes dos neurbnios Hu-IR com o0s
receptores P2X; e P2X;, no ileo dos animais Controle, Sham e submetidos & isquemia
intestinal, com periodos de 0 h, 24 h e 14 dias de reperfusdo. Os resultados sdo demonstrados
nas tabelas 5 e 6.

As duplas marcaces dos neurdnios Hu-IR e receptor P2X,-IR apresentaram uma
diminuicdo significante (p<0,05) de 12%, 8% e 8% nos grupos Sham de O h, 24 h e 14 dias
respectivamente, quando comparados ao grupo Controle (Tabela 5).

Os grupos I/R-i 0 h, I/R-i 24 h e I/R-i 14 dias apresentaram um aumento significante
(p<0,001) de 8%, 11% e 4% respectivamente quando comparados aos seus respectivos grupos
Sham (Tabela 5).

Considerando o fator tempo o grupo 24 h apresentou um aumento (p<0,05) de 10%
quando comparado ao grupo O h (Tabela 5). Ao analisar o receptor P2X, nos neurdnios,
observou-se que houve um aumento de 4% dos grupos Sham de 24 h e 14 dias
respectivamente, quando comparado ao grupo Controle (Tabela 5). A analise comparativa
entre 0s grupos Sham e Isquémico, e entre os diferentes periodos de reperfusdo, ndo mostrou

diferencas significativas nas duplas marcacdes do receptor P2X, com Hu (Tabela 5).

Tabela 5 - Dupla marcacdo dos neurdnios Hu-IR e receptor P2X,-IR, nos grupos Controle,
Sham e I/R-i nos periodos de 0 h 24 h e 14 dias.

Grupos Hu/P2X, Hu/- P2X,/Hu P2X,/-
Controle 75,8+3,8% 24,2+3,8% 87,9+1,3% 12,14+1,3%
Sham 0 h 67,0+4,7% " 33,0+4,7% 90,6+0,4% 9,310,4%
I/R-i0h 72,2+43% 27,8+4,3% 91,0+1,0% 9,0+1,0%
Sham 24 h 69,7+1,6% " 30,3+1,6% 91,5+1,8% " 8,5+1,8 %
I/R-i 24 h 77,2+¢1,9% 22,8+1,9% 88,9+1,5% 11,141,5%
Sham 14 dias  70,0£2,0% " 30,0+2,0% 91,4+2,0%" 8,6+2,0%
I/R-i 14 dias  72,8+1,9% 27,2+1,9% 90,4+1,8% 9,6+1,8%

Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padrdo. (* comparagéo entre grupos Controle e Sham
p<0,05; ** comparacdo entre grupos Sham e I/R-i p<0,001).
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As duplas marcagdes dos neurdnios Hu-IR e receptor P2X;-IR foram de 100% em
todos os grupos estudados (Tabela 6).

Na Tabela 6, a analise inversa das duplas marcacbes do receptor P2X; com Hu,
demonstra que nos grupos Controle e Sham de 0 h, 24 h e 14 dias, os valores sdo de
83,8+1,9%, 84,4+3,0%, 85,8+3,0% e 84,8+2,2%, respectivamente (p>0,05); e nos grupos
I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias, os valores sdo de 83,2+3,7%, 83,4+3,3% e 85,0+2,2%,
respectivamente (p>0,05) (Tabela 6).

Esses resultados de dupla marcagdo ndo apresentaram diferenca significante entre os
grupos Controle, Sham e I/R-i com diferentes periodos de reperfuséo.

Tabela 6 - Dupla marcagdo dos neurdnios Hu-IR e receptor P2X7-IR, nos grupos Controle,
Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.

Grupos Hu/P2X; Hu/- P2X7/Hu P2X7/-

Controle 100% 0% 83,8+1,9% 16,2+1,9%
Sham O h 100% 0% 84,4+3,0% 15,6+3,0%
I/R-i0h 100% 0% 83,2+3,7% 16,8+3,7%
Sham 24 h 100% 0% 85,8+3,0% 14,2+3,0 %
I/R-i24 h 100% 0% 83,4+3,3% 16,6%3,3%
Sham 14 dias  100% 0% 84,8+2,2% 15,24+2,2%
I/R-i 14 dias 100% 0% 85,0+2,2% 15,0+2,2%

Os dados sdo de n=5 e expressos em Média * desvio padrao.

4.4.1.2 Dupla Marcacdo dos Receptores P2X, e P2X; com Células Gliais Entéricas

Imunorreativas a S100

Foi realizado o estudo de dupla marcacdo das células gliais entéricas S100-IR com os
receptores P2X, e P2X; no ileo dos grupos Controle, Sham e I/R-i, nos periodos de 0 h, 24 h
e 14 dias de reperfusdo. Os resultados sdo demonstrados nas tabelas 7 e 8.

As duplas marcagdes das células gliais entéricas S100-IR com o receptor P2X,
apresentaram uma diminuicédo significante (p<0,05) de 15%, 18% e 16% nos grupos Sham de
0 h, 24 h e 14 dias, respectivamente, quando comparados ao grupo Controle (Tabela 7).
Considerando o fator grupo (Sham X Isquémico), somente o grupo 0 h apresentou diferenca

significante, com diminuicdo de 15% do grupo I/R-i ao ser comparado com 0 seu respectivo
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Sham (p<0,05). Esses resultados indicam efeito de interacdo entre Tempo X Tratamento
(Tabela 7).

Ao realizar a analise inversa, a dupla marcacéo do receptor P2X,-IR nas células gliais
entéricas S100-IR, apresentou diminuicdo significante nos grupos Sham de 18% (0 h), 22%
(24 h) e 19% (14 dias), quando comparado ao grupo Controle (p<0,05) (Tabela 7). Os grupos
I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias apresentaram um aumento significante de 21%, 17% e 9%,
respectivamente, quando comparado aos seus respectivos Sham (p<0,05). Porém, ndo foi
observada diferenca significante no fator tempo e efeito de interacdo (Tabela 7).

Tabela 7 - Dupla marcacdo das células gliais entéricas S100-IR e receptor P2X,-IR, nos
grupos Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.

Grupos S100/P2X> S100/- P2X,/S100 P2X,/-

Controle 87,8+1,7% 12,241, 7% 38,2+3,0% 61,8+3,0%
Sham 0 h 74,442 8% " 25,5+2.8% 31,3+1,6%" 68,7+1,6%
I/R-i0h 62,842,8% 37,2412 ,8% 37,8+1,5% " 62,2+1,5%
Sham 24 h 72,2+39% " 27,8+£3,9% 29,6+4,2%™ 70,4+4,2 %
I/R-i24 h 69,2+1,6% 30,8+1,6% 34,7452% " 65,3+5,2%
Sham 14 dias 73,544 5%" 26,5+4 5% 30,8+2,8% " 69,2+2,8%
I/R-i 14 dias 67,9+4.8% 32,1+4,8% 33,6+3,4% 66,4+3,4%

Os dados sdo de n=5 e expressos em Média = desvio padrdo. (* comparagio entre grupos Controle e Sham
p<0,05; * comparagdo entre grupos Sham e I/R-i p<0,05).

As células gliais entéricas S100-IR foram 100% imunorreativas ao receptor P2X7 nos
grupos estudados (Tabela 8). A andlise inversa do receptor P2X; nas células gliais entéricas,
demonstrou uma diminuicao significante, nos grupos Sham de 0 h (3%), 24 h (16%) e 14 dias
(14%), quando comparado ao grupo Controle (p<0,001) (Tabela 8). Os grupos I/R-ide 0 h, 24
h e 14 dias apresentaram um aumento significante de 6%, 10% e 12% respectivamente,
quando comparado com os respectivos Sham (p<0,001) (Tabela 8).

Considerando o fator tempo, o grupo de O h apresentou um aumento significante
(p<0,001) de 12% e 9% quando comparado com 0s grupos 24 h e 14 dias respectivamente
(Tabela 8).
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Tabela 8 - Dupla marcagdo das células gliais entéricas S100-IR e receptor P2X7-IR, nos
grupos Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.

Grupos S100/P2X5; S100/- P2X7/S100 P2Xl-

Controle 100% 0% 38,8+1,5% 61,2+1,5%
Sham 0 h 100% 0% 37,6+2,1% " 62,4+2,1%
I/R-i 0 h 100% 0% 40,0+1,6% 60,0+1,6%
Sham 24 h 100% 0% 32,3+1,3%" 67,7+1,3 %
I/R-i24 h 100% 0% 35,7+1,6% 64,3+1,6%
Sham 14 dias 100% 0% 33,441 4%" 66,6+1,4%
I/R-i 14 dias 100% 0% 37,5+1,8% 62,5+1,8%

Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padrdo. (* comparacdo entre grupos Controle e Sham
p<0,001; ** comparacdo entre grupos Sham e I/R-i p<0,001).

4.4.1.3 Tripla marcacéo de Celulas Gliais Entéricas Imunorreativas a S100, GFAP e DAPI

Foram realizadas analises das marcagdes de S100, GFAP e DAPI, no ileo dos animais
dos grupos Controle, Sham e submetidos a isquemia intestinal, com periodos de 0 h, 24 he 14
dias de reperfusdo. Os resultados sdo demonstrados na tabela 9.

As células gliais entéricas S100-IR e GFAP-IR foram de 71,9+1,9% (grupo Controle)
e com média de 72% (grupos Sham de 0 h, 24 h e 14 dias), p>0,05 (Tabela 9).

Considerado fator grupo (Sham X Isquémico), ndo houve diferenca significante. No
entanto, em relacdo ao fator tempo, os grupos I/R-i 24 h e I/R-i 14 dias apresentaram
diminuicdo significante (p<0,05) de 8% e 6% respectivamente, quando comparados ao grupo
I/R-i 0 h. Esses resultados mostram efeito de interacdo Tratamento x Tempo (Tabela 9).

Ao analisar inversamente células gliais entéricas GFAP-IR e S100-IR, observou-se
aumento significante nos grupos Sham de 24 h e 14 dias de 4% respectivamente quando
comparados ao grupo Controle (p<0,05) (Tabela 9).

Considerando os fatores grupo (Sham X Isquémico) e tempo ndo foi detectada

diferenca significativa.
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Tabela 9 - Marcagéo de células gliais entéricas S100-IR, GFAP-IR e marcadas para o0 DAPI,
nos grupos Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.

Grupos S100/GFAP/DAPI S100/- GFAP/S100/DAPI  GFAP/-

Controle 71,9+1,9% 28,1+1,9% 67,7+1,5% 32,3+1,5%
Sham 0 h 72,4+2,3% 27,6+2,3% 69,0+1,0% 31,0+1,0%
I/R-i0h 75,2+1,9% 24,8+1,9% 70,2+1,5% 29,8+1,5%
Sham 24 h 72,3+1,5% 27,7+1,5% 70,8+2,5% 29,2125 %
I/R-i24 h 69,5+1,7% 30,5+1,7% 69,8+3,3% 30,243,3%
Sham 14 dias  72,5£1,5% 27,5+1,5% 70,942,2%" 29,1+2,2%
I/R-i 14 dias  70,7+1,9% 29,3+1,9% 70,5+1,8% 29,5+1,8%

Os dados sdo de n=5 e expressos em Média *+ desvio padréo. (*comparagéo entre grupos Controle e Sham
p<0,05).

4.4.1.4 Marcacéo de Células Gliais Entéricas (GFAP), Neurénios (Hu) e DAPI

Foram realizadas analises das marcacdes de Hu, GFAP e DAPI, na porcao do ileo dos
animais dos grupos Controle, Sham e submetidos a isquemia intestinal, com periodos de 0 h,
24 h e 14 dias de reperfusdo. Os resultados sao demonstrados na tabela 10.

A marcacdo do Hu com GFAP e DAPI, demonstrou que 100% dos neurdnios néao
eram imunorreativos a GFAP, ou seja, neurénio nao colocalizou com células gliais entéricas.
Inversamente pode-se observar que 100% das células gliais entéricas GFAP-IR néo

colocalizam com Hu, mas foram positivas para 0 DAPI (Tabela 10).

Tabela 10 - Marcacdo dos neurénios (Hu), células gliais entéricas (GFAP) e nlcleo (DAPI),
nos grupos Controle, Sham e 1/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.

Grupos Hu/GFAP/DAPI Hu/- GFAP/HU/DAPI GFAP/-
Controle 0% 100% 0% 100%
Sham O h 0% 100% 0% 100%
I/R-i0h 0% 100% 0% 100%
Sham 24 h 0% 100% 0% 100%
I/R-i24 h 0% 100% 0% 100%
Sham 14 dias 0% 100% 0% 100%
I/R-1 14 dias 0% 100% 0% 100%

Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padrao.
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4.4.2 Densidade Neuronal e Glial

A densidade neuronal ou glial (células/cm?) foi obtida a partir da contagem de células
imunorreativas aos receptores P2X,e P2X; Hu, S100 e GFAP em 40 campos (&rea do campo

microscépico 0,000379 cm?) com 0 aumento de 100X.

4.4.2.1 Receptor P2X;

A densidade das células imunorreativas ao receptor P2X, dos grupos Sham com 0 h,
24 h e 14 dias apresentou uma diminuicdo significante (p<0,05) de 31%, 19% e 21%
respectivamente, quando comparados ao grupo Controle (Figura 21).

Os grupos I/R-i 0 h e 24 h apresentaram uma diminuicdo significante de 18% e 13%
respectivamente, quando comparados aos seus respectivos grupos Sham (p<0,05). O grupo
I/R-i 14 dias ndo apresentou diferenca significante quando comparado ao seu grupo Sham
(Figura 21). Foram avaliados dois fatores, os diferentes tempos de reperfusdo e a comparagédo
entre os grupos Sham e I/R-i. Com os resultados descritos acima, pode-se observar que houve
diferenca significante (p<0,05) no fator grupo (Sham X Isquémico). Considerando o fator
tempo, observou-se que o grupo I/R-i O h apresentou uma diminuicdo significante de 11% e
15% quando comparado com os grupos I/R-i de 24 h e 14 dias respectivamente (p<0,05).

Esses resultados indicam interacdo entre Tempo X Tratamento (Figura 21).

Figura 21 - Densidade das células imunorreativas ao receptor P2X, dos grupos Controle,
Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.
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p<0,05; * comparagdo entre grupos Sham e I/R-i p<0,05; * comparagdo entre grupos I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias
com relacdo ao tempo p<0,05).
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4.4.2.2 Receptor P2Xy

A densidade das células imunorreativas ao receptor P2X; dos grupos Sham 0 h (15%)
e 24 h (7%) apresentaram diminuigcdo significante quando comparado ao grupo Controle
(p<0,05). O grupo Sham de 14 dias ndo apresentou diferenca quando comparado ao grupo
Controle (Figura 22).

As células imunorreativas ao receptor P2X; dos grupos I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias
apresentaram diminuicgéo significante de 8%, 10% e 4%, respectivamente (p<0,001), quando
comparadas aos seus respectivos grupos Sham (Figura 22).

Foram avaliados dois fatores, os diferentes tempos de reperfuséo e a comparagéo entre
0s grupos Sham e Isquémico. Com os resultados descritos acima, pode-se observar que houve
diferenca significante (p<0,001) no fator grupo (Sham X Isquémico). Considerando o fator
tempo, o0 grupo 24 h apresentou um aumento significante (p<0,05) de 4% quando comparado
ao grupo 0 h, no entanto o grupo de 14 dias apresentou um aumento de 7% e 3% quando

comparado aos grupos 0 h e 24 h, respectivamente (p<0,05). (Figura 22).

Figura 22 - Densidade das células imunorreativas ao receptor P2X; dos grupos Controle,
Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.
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Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padrdo. (* comparacéo entre grupos Controle e Sham
p<0,05; ** comparacao entre grupos Sham e I/R-i p<0,001; * comparacéo entre grupos 0 h, 24 h e 14 dias com
relacdo ao tempo p<0,05).
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4.4.2.3 Neur6nios Hu-IR

A andlise da densidade dos neurdnios Hu-IR dos grupos Sham ndo apresentou
diferencas significantes quando comparados ao grupo Controle.

A densidade dos neurdnios Hu-IR dos grupos I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias apresentou uma
diminuicdo de 23%, 21% e 13% respectivamente, quando comparados aos seus respectivos
grupos Sham (p<0,001) (Figura 23).

Foram avaliados dois fatores, os diferentes tempos de reperfuséo e a comparagéo entre
0s grupos Sham e Isquémicos. A andlise demonstra que houve diferenca significante
(p<0,001) no fator grupo (Sham x Isquémico). E quando consideramos o fator tempo, nao

obtivemos diferengas significativas entre os diferentes grupos (Figura 23).

Figura 23 - Densidade dos neurdnios imunorreativos ao Hu dos grupos Controle, Sham e
I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.
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Os dados sdo de n=5 e expressos em Meédia + desvio padrdo. (**comparacdo entre grupos Sham e I/R-i,
p<0,001).
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4.4.2.4 Célula Glial Entérica S100-IR

A densidade das células gliais entéricas S100-IR do grupo Sham 0 h apresentou uma
diminuicdo de 34% e 69% quando comparado ao grupo Controle e Sham 24 h,
respectivamente (p<0,05) (Figura 24).

A densidade das células entéricas S100-IR do grupo Sham com 14 dias apresentou um
aumento de 42% (p<0,05) quando comparado ao grupo Controle e um aumento de 62% e 36%
quando comparado com o0s grupos Sham de 0 h e 24 h, respectivamente (p<0,05) (Figura 24).

A densidade de células S100-IR dos grupos I/R-i 0 h e 24 h ndo apresentaram
diferencas significantes quando comparada aos seus respectivos grupos Sham. O grupo I/R-i
14 dias apresentou uma diminuicdo de 15% quando comparado com 0 Seu grupo Sham
(p<0,05) (Figura 24).

Foram avaliados dois fatores, os diferentes tempos de reperfusdo e a comparacéo entre
0s grupos Sham e Isquémicos. Pela analise dos resultados, observa-se que houve diferenca
significante (p<0,05) no fator grupo (Sham x Isquémico). Levando em consideracdo o fator
tempo, pode-se observar que o grupo I/R-i de 14 dias apresentou um aumento significante de
50% e 19% quando comparado aos grupos I/R-i 0 h e I/R-i 24 h, respectivamente (p<0,05)
(Figura 24).

Figura 24 - Densidade das células gliais entéricas imunorreativas a S100 dos grupos
Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.
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Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padrdo. (* comparagio entre grupos Controle e Sham
p<0,05; * comparacao entre grupos Sham e I/R-i p<0,05; * comparacao entre grupos I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias
com relagdo ao tempo p<0,05).
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4.4.2.5 Célula Glial Entérica GFAP-IR

A densidade das células gliais entéricas GFAP-IR do grupo Sham com 0 h apresentou
uma diminuicdo significante de 19% quando comparado ao grupo Controle (p<0,05). O grupo
Sham 24 h ndo apresentou diferenca significante, quando comparado ao grupo Controle
(Figura 25). O grupo Sham 14 dias apresentou um aumento de 29%, quando comparado ao
grupo Controle (p<0,05), e um aumento de 43% e 38%, quando comparado aos grupos Sham
0 h e 24 h, respectivamente (p<0,05) (Figura 25).

Os grupos I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias apresentaram um aumento de 19%, 5% e 7%
respectivamente, quando comparada aos seus respectivos grupos Sham (p<0,05) (Figura 25).

Foram avaliados dois fatores, os diferentes tempos de reperfuséo e a comparagéo entre
0s grupos Sham e Isquémicos. Pela analise, pode-se observar diferenca significante (p<0,05)
no fator grupo (Sham x Isquémico). Na analise do fator tempo, observou-se que o grupo 14
dias apresentou um aumento significante de 23% e 22% quando comparado com 0S grupos
0 h e 24 h, respectivamente (p<0,05) (Figura 25).

Figura 25 - Densidade das células gliais entéricas imunorreativas a GFAP dos grupos
Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.
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Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padrdo. (* comparacéo entre grupos Controle e Sham

p<0,05; * comparagdo entre grupos Sham e I/R-i p<0,05; “ comparacéo entre grupos 0 h, 24 h e 14 dias com
relacdo ao tempo p<0,05).
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4.4.3 Analise Morfométrica (&rea do perfil celular)

Foram avaliados a area do perfil do corpo celular (um2), o didmetro maximo (DMax -
pm) e o didmetro minimo (DMin - um) das células Hu-IR e a S100-IR.

A andlise da area do perfil dos neur6nios Hu-IR demonstrou diminuigdo significante
de 10% e 9%, dos grupos Sham O h e 24 h ao ser comparado ao grupo Controle,
respectivamente (p<0,05) (Figura 26). Em relacdo aos valores de DMax e DMin nédo foi
detectada diferenca significante (Tabela 11).

A andlise da area do perfil, DMax e DMin dos neurbnios Hu-IR ndo demonstrou

diferenca significante entre os grupos Sham e I/R-i (Figura 26, Tabela 11).

Figura 26 - Area do perfil do corpo celular dos neurénios imunorreativos ao Hu dos grupos
Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.
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Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padrao. (* comparacao entre grupos Controle e Sham
p<0,05).
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Tabela 11 - Valores do DMax e do DMin dos neurdnios Hu-IR dos grupos Controle, Sham e
I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.

Grupos DMéx (um) DMin (um)
Controle 26,3+2,1 13,3+0,5
Sham 0 h 24,015 12,9+0,5
I/R-i0h 23,511 12,3+1,6
Sham 24 h 25,1+15 12,5+0,7
I/R-124 h 25,5+3,0 13,4+0,4
Sham 14 dias 24,1417 13,4+0,8
I/R-i 14 dias 26,8+1,2 12,2+0,9

Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padrao.

A analise das células gliais entéricas S100-IR (area do perfil, DMax e DMin) nao
demonstrou diferenga significante entre o grupo Controle e os grupos Sham (Figura 27,
Tabela 12).

Os grupos I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias apresentaram uma diminuicdo de 14%, 9% e 5%,
respectivamente, quando comparados aos seus grupos Sham (p<0,05). Ao ser considerado o0
fator tempo, pode-se observar que o grupo 24 h apresentou um aumento de 12% ao ser
comparado com o grupo 0 h (Figura 27).

Em relacdo ao DMax observou-se que 0s grupos I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias apresentaram
uma diminuicdo significante de 8%, 5% e 2% respectivamente quando comparado aos seus
grupos Sham (p<0,05), no fator tempo ndo foi detectado nenhuma diferenca significante
(Tabela 12).

Os valores do DMin dos grupos I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias apresentaram uma diminuicao
de 5%, 3% e 5%, respectivamente quando comparados ao seus respectivos grupos Sham
(p<0,05). Considerando o fator tempo, pode-se observar que o grupo 24 h apresentou um
aumento de 8% quando comparado ao grupo 0 h (p<0,05) (Tabela 12).

Com relacdo as células gliais entéricas GFAP-IR, nao foi possivel obter medidas da
area do perfil, a impossibilidade dessa analise se da pela dificuldade de delimitar o corpo

celular dessas células, visto que ha grande quantidade de filamentos.
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Figura 27 - Area do perfil do corpo celular das células gliais entéricas imunorreativas a S100
dos grupos Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.
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Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padréo. (* comparacdo entre grupos Sham e I/R-i p<0,05;
% comparaco entre grupos 0 h e 24 h com relacio ao tempo p<0,05).

Tabela 12 - Valores do DMax e do DMin das células gliais entéricas S100-IR dos grupos
Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias .

Grupos DMax (um) DMin (um)
Controle 14,2+0,6 8,2+0,4
Sham 0 h 13,5+1,2 7,6+0,4
I/R-i 0 h 12,4%0,2 7,2405"
Sham 24 h 13,941,3 8,2+0,4
I/R-i 24 h 13,240,2 7,840,3"
Sham 14 dias 13,0£0,6 7,8+0,3
I/R-i 14 dias 12,840,5" 7,540,4"

Os dados sdo de n=5 e expressos em Média + desvio padrdo. (* comparacdo entre grupos Sham e I/R-i p<0,05).
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4.4.4 Distribuicdo dos Neurdnios Mioentéricos Imunorreativos ao Hu de acordo com a
Area do Perfil

Na analise dos neurdnios Hu-IR, observou-se que no grupo Controle a area do perfil
obteve uma variabilidade de 100 a 900 pm?, sendo que 61% dos neurénios estavam entre 100
e 300 um? (Figura 28).

No grupo 0 h a area dos neurénios variou de 100 a 1100 um?. No grupo Sham 0 h 80%
dos neurdnios estavam entre 100 e 400 pm?e no grupo I/R-i 0 h 82% dos neurdnios estavam
entre 100 e 400 pm? (Figura 28).

No grupo 24 h a area dos neurdnios variou de 100 a 800 um® No grupo Sham 24 h
91% dos neurdnios estavam entre 100 e 500 pm?e no grupo I/R-i 24 h 93% estavam entre 100
e 600 um’ (Figura 28).

No grupo 14 dias a &rea do perfil variou de 100 a 900 pm? No grupo Sham 14 dias
91% dos neurdnios estavam entre 100 e 600 um*e no grupo I/R-i 14 dias 92% dos neurdnios

estavam entre 100 e 600 um? (Figura 28).
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Figura 28 - Distribuicdo de frequéncia das areas (um?®) dos neurénios Hu-IR no fleo de ratos
dos grupos Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14 dias.
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4.4.5 Distribuicdo das Células Gliais Entéricas Imunorreativas a S100 de Acordo com a
Area do Perfil

Na analise das células gliais entéricas a S100-IR, no grupo Controle a area do perfil
variou de 25 a 300 um?, sendo que 86% das células gliais entéricas estavam entre 50 e 150
um? (Figura 29)

No grupo 0 h a &rea variou de 25 a 325 um® No grupo Sham 0 h 88% das células
gliais estavam entre 25 e 150 pm®e, no grupo I/R-i 0 h 91% das células gliais estavam entre
25 e 125 pm? (Figura 29).

No grupo 24 h a area do perfil das células gliais entéricas variou de 25 a 350 um?. No
grupo Sham 88% das células gliais entéricas estavam entre 25 e 150 pm?®e no grupo I/R-i
949% estavam entre 50 e 150 pm? (Figura 29).

No grupo 14 dias a &rea do perfil variou de 25 a 225 pm?. No grupo Sham 85% das
células gliais entéricas estavam entre 50 e 125 pm?e, no grupo I/R-i 86% das células gliais

entéricas estavam entre 50 e 125 pm? (Figura 29).
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Figura 29 - Distribuicio de frequéncia das areas (um?) das células gliais entéricas S100-IR
no ileo de ratos dos grupos Controle, Sham e I/R-i nos periodos de 0 h, 24 h e 14
dias.
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4.4.6 Proliferacéo Celular

A analise de proliferagdo celular foi obtida a partir da contagem de dupla marcacéo de
células gliais entéricas S100-IR e GFAP-IR marcadas com células positivas ao EDU, no ileo
dos animais Controle, Sham e submetidos a isquemia intestinal, com periodo de 0 h, 24 h e 14
dias de reperfusao.

Os grupos Controle e Sham de 0 h, 24 h e 14 dias, ndo apresentaram proliferacdo de
células gliais entéricas S100-IR e GFAP-IR.

O grupo 1I/R-i 0 h ndo mostrou proliferacdo de células gliais entéricas imunorreativas a
S100, no entanto obteve-se proliferacdo com células gliais entéricas imunorreativas a GFAP
(0,7+0,6%) (Tabela 13).

No entanto ha proliferacdo de células gliais entéricas imunorreativas a S100 (1+0%) e
GFAP (0,3£0,6%) no grupo I/R-i 24 h.

Com relacdo ao grupo I/R-i 14 dias, ndo ha proliferacdo de células gliais entéricas

imunorreativas a S100 e GFAP.

Tabela 13 - Dupla marcacdo das células gliais entéricas imunorreativas a S100 ou GFAP e ao
EDU nos grupos Controle, Sham e I/R-i 0 h, 24 h e 14 dias.

Grupos S100/EDU S100/- GFAP/EDU GFAP/-
Controle 0% 100% 0% 100%
Sham 0 h 0% 100% 0%" 100%
I/R-i0h 0% 100% 0,7+0,6% 99,3+0,6%
Sham 24 h 0% 0% 0% 100 %
I/R-i24 h 1+0% 99+0% 0,3+0,6% 99,7+0,6%
Sham 14 dias 0% 100% 0% 100%

I/R-i 14 dias 0% 100% 0% 100%

Os dados sdo de n=3 e expressos em Média + desvio padrao.
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5.1 Consideracdes sobre a Isquemia Intestinal com Reperfuséo

O comprometimento vascular do intestino é responsavel por aproximadamente 0,1%
de todas as internacdes hospitalares e 1,0% das internagdes para um caso de abdome agudo.
Em unidades de terapia intensiva o desenvolvimento de isquemia intestinal acarreta um indice
de mortalidade de 67%-80% (EVENNT et al., 2009; ROMANO; ROMANO; GRASSI, 2007;
TENDLER, 2003). Ocorre principalmente na populacdo idosa, entre a décima sexta e a
décima setima década de vida. A idade de inicio depende da etiologia da isquemia e do género
do paciente (CLAVIEN; DURING; HARDER, 1988; GORE et., 2008).

Existem diversos modelos na literatura de fendmenos de isquemia e reperfusdo. A
isquemia pode ser total ou parcial e, pode haver comprometimento arterial isoladamente ou,
em conjunto com componente venoso. A interrup¢do do fluxo arterial ou artério-venoso pode
ser mantida durante todo o experimento ou, pode se estabelecer periodos variaveis de
isquemia e reperfusdo (DOCKENDOREF et al., 1993; GRANGER et al., 1980; IKEDA et al.,
1998).

A isquemia induzida neste trabalho foi de 35 minutos e neste periodo a por¢éo do ileo
tornou-se vermelho escuro, e ao final da isquemia, quando os clips vasculares foram retirados,
0 tecido retornou a sua coloracdo normal, varios autores relatam estas alteracdes no intestino
durante e apos a isquemia (RIVERA et al., 2012; YURDAKAN et al., 2011).

Estudos demonstram que o ato da cirurgia e da manipulacdo podem levar alteracGes ao
trato gastrintestinal. O intestino delgado esta em estado constante de auto-regeneracgdo e, é
provavelmente o 6rgdo mais sensivel a lesdes internas (GENG et al., 2013). No trabalho de
Simmy et al. (2001) foi observado em ratos Wistar submetidos a cirurgia abdominal com
manipulacdo intestinal, alteracdes no epitélio intestinal com diminuicéo da viabilidade celular
e o rendimento nas células da cripta, com alteracbes na fisiologia gastrintestinal. Outro
trabalho indica que o fato de se fazer laparotomia, é suficiente para causar stress oxidativo nos
enterécitos e levar a alteragbes funcionais do intestino (ANUP; SUSAMA;
BALASUBRAMA, 2000).

Neste trabalho, o animal escolhido para os experimentos foi o rato Wistar, por
apresentar facilidade de trabalho e manejo, adequabilidade ao protocolo e disponibilidade. E
um animal resistente a anestesia tanto inalatoria quanto intravenosa e subcuténea, apresenta
porte pequeno, de facil manuseio cirurgico e baixo custo (RIBEIRO; YOSHIDA, 2005).

Outro fator importante € que esse animal simula altera¢cdes bioquimicas e estruturais, além de
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provocar distdrbio hemodinamico e fisiopatologico da restauracdo vascular pos-isquemia no
intestino (AOKI, 1988; MYERS; HERNANDEZ, 1992).

Estudos demonstram que a oclusdo de artérias e veias ileais apresentam danos muito
mais acentuados aos plexos entéricos (CALCINA et al., 2005; LINDESTROM; EKBLAD,
2004; PALOMBIT et al., 2013; PIAO et al., 1999; RIVERA et al.,, 2009; VENTURA-
MARTINEZ, 2008). Resultados do presente trabalho corroboram com os resultados da

literatura.

5.2 Consideragdes Sobre a Expressdo dos Receptores P2X;e P2X; Hu, S100 e GFAP

A demonstracdo imunohistoquimica da presenca ou auséncia de substancias neurais
dentro de células nervosas tem sido importante para o entendimento dos aspectos
morfofuncionais de cada neurdnio entérico e do funcionamento do sistema gastrintestinal
(FURNESS, 2006; TAN; BORNSTEIN; ANDERSON, 2010).

No presente trabalho foram usados os seguintes imunomarcadores: receptor P2X,,
receptor P2X7, o pan-neuronal Hu e para as células gliais entéricas S100 e GFAP. A presenca
de receptores P2X em neurdnios entéricos e celulas gliais entéricas tém sido descrita atraves
de métodos imunohistoquimicos (CASTELUCCI et al., 2002a; RATHBONE et al., 1999;
VANDERWIDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003; VULCHANOVA et al., 1996).
Foi evidenciado o codigo quimico dos neurbnios entéricos imunorreativos ao receptor P2X,
(CASTELUCCI et al., 2002a), ao receptor P2X3; (POOLE et al., 2002) e ao receptor P2X;
(HU et al., 2001). No entanto, nas células gliais entéricas tém-se descrito a presenca dos
receptores P2X, (MENDES et al., 2013), P2Xs (VAN CROMBRUGGEN et al., 2007) e P2X;
(VANDERWIDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003).

No presente trabalho, foi identificado a marcacdo de receptor P2X,, na membrana
citoplasmatica e citoplasma dos neurdnios e celulas gliais entéricas no plexo mioentérico do
ileo dos animais Controle, Sham e I/R-i. Esses resultados estdo de acordo com a literatura
(BOBNA, 2011; CASTELUCI et al., 2002b; MISAWA et al., 2010; MIZUNO et al., 2012;
PAULINO et al., 2011; XIANG; BURNSTOCK, 2004).

Com relacdo ao receptor P2X;, o presente trabalho confirmou a presenca desse
receptor nos neurénios e células gliais entéricas do plexo mioentérico do ileo de ratos dos
grupos Controle, Sham e I/R-i e sua marcacdo foi observada na membrana citoplasmética e
citoplasma. Os autores Hu et al. (2001) demonstraram em seu trabalho padrdo similar de

distribuicdo do receptor P2X; em neur6nios no intestino de cobaias. Os autores Vanderwiden,
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Timmermans, Schiffmann, (2003) e Van Crombruggen et al. (2007), constataram a presenca
deste receptor em células gliais entéricas no intestino de ratos.

A neurotransmissdo sinaptica no plexo miontérico contém componentes purinérgicos.
No entanto, ndo se tem definida a funcdo do receptor P2X; nas células gliais entéricas, ha
indicios que o receptor P2X7 possa fazer recrutamento de células gliais entéricas, resultando
na modulacdo da sinalizagcdo neuronal (GULBRANSEN; SHARKEY, 2009; JAMES; BUTT,
2002). Resultados de Gulbransen e Sharkey (2009) sugerem que ATP liberado por neurdnios
ativa células gliais entéricas, mas sem descartar a possibilidade que outros neurotransmissores
possam fazer o mesmo.

Alguns estudos demonstram alteragdes na expressdo do receptor P2X; no plexo
mioentérico nos protocolos de desnutricdo e renutricdo (GIRROTTI et al., 2013), na I/R-i
(PALOMBIT et al., 2013) e na colite ulcerativa (DA SILVA 2011).

Os autores Milano et al. (2008) estudaram as alteracdes da expressdao do receptor
purinérgico na I/R-i, eles observaram que o receptor P2X; foi detectado no pulméo, rins e
intestino. No entanto, ndo houve mudangas significativas na expressdo em nenhum dos trés
tecidos e, nem entre os grupos Controle e I/R-i. A discrepancia dos resultados apresentados
por Milano et al. (2008) e do presente trabalho, pode ser devido aos métodos utilizados. No
trabalho de Milano et al . (2008) as analises da expressdo foram feitas no intestino total, ou
seja, com vilosidades, neurénios do plexo submucoso e mioentérico, musculatura circular e
longitudinal. Neste trabalho as observacdes do receptor P2X; foram feitas nos neurdnios e
células gliais entéricas.

Em situacGes de doenca intestinal inflamatdria, os autores Yiangou et al. (2001)
verificaram aumento da expressdao do receptor purinérgico P2Xs3, sugerindo que mudancgas no
receptor possam ocasionar alteracdes na motilidade e na dor.

Mecanismos purinérgicos podem estar envolvidos nas etiopatogenias de muitas
condicBes neurodegenerativas, especialmente devido a grande liberacdo extracelular de ATP,
e outros neurotransmissores que poderiam causar alteragdes na expressao de receptores
(FRANKE; ILLES, 2006; FRANKE; KRUGEL; ILLES, 2006). Além disso, é possivel que
cada receptor tenha uma funcdo diferenciada nos neurbnios que quando ativados podem
alterar a sua expressdo. Experimentos demonstraram que 0s receptores purinérgicos tém um
papel fisioldgico na transmissdo no SNE (BIAN et al., 2000; SPENCER et al., 2000).

Com relagdo ao estudo das duplas marcacdes, a presenca do receptor P2X; nos
neurdnios entéricos foi demonstrado nos trabalhos de Castelucci et al. (2002a) e Misawa et al

(2010) onde observaram a dupla marcacdo deste receptor com neurénios NOSn-IR,
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calbindina-IR, calretinina-IR em cobaias e ratos, respectivamente. Os autores Hu et al. (2001)
demonstraram a dupla marcagdo de neurdnios NOSn-IR, SP-IR (Substancia P), NPY-IR
(Neuropeptideo Y), calbindina-IR, calretinina-IR e Hu-IR com receptor P2X; em cobaias e
Palombit et al. (2013) em ratos.

Para a identificacdo dos neurénios foi utilizado um marcador pan-neuronal Hu, este é
usado para analisar a populacdo total de neurénios do SNE em diferentes espécies, como por
exemplo, em ratos, cobaias, humanos e equinos (FREYTAG et al., 2008; GANNS et al.,
2006; LIN et al., 2002; PHILLIPS et al., 2004). A proteina Hu pertence a familia de proteinas
ligantes de RNA-ELAV (embryonic lethal abnormal visual) (NABORS; FURNEAUX;
KING, 1998). Neste trabalho os neurdnios entéricos Hu-IR apresentaram marcagdo do corpo
celular e nucleo em todos os grupos estudados, resultados semelhantes foram descritos no
SNE de equinos (FREYTAG et al., 2008), camundongos (QU et al., 2008) e ratos
(PALOMBIT et al., 2013).

No presente trabalho foi feita analise quantitativa, da dupla marcacdo de neurdnios
Hu-IR com os receptores P2X; e P2X7 no plexo mioentérico de ratos Controle, Sham e I/R-i.
Os resultados demonstraram que o receptor P2X; estava presente em 75% dos neurdnios e o
receptor P2X; estava presente em 100% dos neur6nios nos grupos estudados. Bobna (2011)
descreve que quase a totalidade dos neurénios Hu-IR colocalizaram com o receptor P2X; e 0s
autores Da Silva (2011) e Palombit et al. (2013) descrevem que 100% dos neurbnios
colocalizam com o receptor P2X5.

No entanto a analise inversa da dupla marcacdo dos receptores P2X, e P2X; com
neurdnios Hu-IR, mostrou que havia em torno de 10% de células-IR somente ao receptor
P2X, e 15% de células-IR somente ao receptor P2X7, nos grupos estudados. Isto sugere que
0s receptores P2X, e P2X; estavam localizados em outras células que ndo eram neurdnios, e
que poderiam ser células gliais entéricas. Trabalhos de Bobna (2011) e Mendes et al. (2013)
mostraram em protocolos de I/R-i que ao redor de 18% e 8% de células receptor P2X,-IR nédo
colocalizavam com neurbnios. Os autores Da Silva (2011) e Palombit et al., (2013)
descreveram que 20% e 15% de células receptor P2X-IR ndo eram imunorreativos ao Hu, em
protocolos de colite ulcerativa e 1/R-i (ileo), respectivamente.

Com a hipotese de que os receptores purinérgicos P2X, e P2X; possam estar presentes
em outros tipos celulares, neste trabalho investigou a presenca desses receptores em células
gliais entéricas. Na literatura ndo se tém muitos trabalhos descrevendo a imunorreatividade do

receptor P2X; em células gliais entéricas.
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Os resultados do presente trabalho demonstraram que o receptor P2X; estava presente
ao redor de 74% e o P2X; 100% nas células glias entéricas. Resultados da literatura
corroboram com o presente trabalho, como os autores Bobna (2011) e Mendes et al. (2013)
descreveram a presenca do receptor P2X, em células gliais entéricas do plexo mioentérico de
ratos em protocolos de I/R-i. Com relagdo ao receptor P2X7, Da Silva (2011) identificou a
presenca de 100% deste receptor em células gliais entéricas no plexo miontérico do célon
distal de ratos.

A expressdo do receptor P2X; em células gliais entéricas tem sido descrita, assim
como a alteracdo da sua expressao em condicfes neuropatoldgicas (BASSOTTI et al., 2008;
VANDERWIDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003). No SNC, patologia de células
gliais tem sido relacionada a varios receptores purinérgicos. O ATP atua no receptor P2X; que
é essencialmente expresso na microglia ativa, e associa-se ao processo inflamatorio mediado
por citocinas e neurodegeneracdo (COLLO et al, 1997; LE FEUVRE; BROUGH,;
KAUFMANN, 2002).

A presenca do receptor P2X; em células gliais no SNA tem sido relatada em cultura de
células de Schwann (COLOMAR; AMEDEE, 2001). Outros autores reportaram a presenca
deste mesmo receptor em células gliais no SNE (VAN CROMBRUGGEN et al., 2007;
VANDERWINDEN et al., 2003). Na literatura se tém descrito a imunorreatividade de células
gliais entéricas para outros receptores P2 como: P2Xs (VAN CROMBRUGGEN et al., 2007);
P2Y, (GULBRANSEN; SHARKEY, 2009; VAN NASSAUW et al., 2006), P2Ys (VAN
CROMBRUGGEN et al., 2007) e P2Y;; (GULBRANSEN; SHARKEY, 2009; VAN
CROMBRUGGEN et al., 2007).

O ATP liberado pela glia e a adenosina gerada da hidrélise do ATP podem influenciar
a funcdo neuronal entérica via receptores P2 e P1, respectivamente. Modulacdo da atividade
sinaptica pela glia entérica pode, portanto ser um componente necessario para a sinalizacao
neuronal entérica e motilidade (AUBE et al., 2006; BASSOTTI et al., 2008; GULBRANSEN;
SHARKEY, 2009).

Estudos mostram que a sinalizacdo purinérgica possibilita a intervencdo glial na
transmissdo sinaptica, através da comunicacdo intercelular mediada pelo ATP, e o
envolvimento do mesmo, na regulacdo da transmissdo sinaptica através de receptores
purinérgicos nas membranas pré e poés-sindptica (FIELDS; BURNSTOCK, 2006;
GULKBRANSEN, SHARKEY, 2012).

As populacGes de células gliais entéricas residem dentro dos ganglios mioentérico e

submucoso (intraganglionar), dentro de feixes intraganglionares, fibras nervosas, abaixo das
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celulas epiteliais da mucosa (subepitelial) e estdo associadas com fibras nervosas intercaladas
entre as células do masculo liso (intramuscular). Apesar de todas as células gliais parecerem
ser derivadas a partir de uma base comum de células progenitoras da crista-neural, sdo os
microambientes Unicos da parede do intestino que irdo definir o fendtipo final dessas células.
Portanto, as células gliais entéricas representam morfologicamente e funcionalmente, subtipos
especificos dependendo da sua localizacdo na parede intestinal (DULAC et al., 1991;
GULKBRANSEN, SHARKEY, 2012; LARANJEIRA et al., 2009).

Para a identificacdo das células gliais entéricas foram usados dois marcadores S100 e
GFAP. A familia S100 foi, originalmente, caracterizada como um grupo de pequenas
proteinas citosdlicas diméricas do tipo ligadora de calcio, existe em variadas formas,
dependendo de sua estrutura de cadeias a e P, e estdo em abundancia em tecido nervoso
(OLIVEIRA; IKUTA; REGNER, 2008).

Atualmente, esta descrito que S100 € uma familia multigénica de proteinas ligantes de
calcio com 25 membros ja discriminados, exclusivamente expressos em vertebrados, que
estdo implicados nas mais variadas funcdes, tanto intracelulares como extracelulares
(DONATO, 2007; SORCI et al., 2010). De acordo com Donato (2003), intracelularmente as
proteinas S100 tém sido implicadas na regulacdo de fosforilacdo de proteinas, na dinamica
dos constituintes do citoesqueleto, na homeostase de Ca®**, na atividade enzimatica, nos
fatores de transcricdo, crescimento e diferenciacdo celular, e na resposta inflamatéria.

GFAP é uma proteina estrutural, da classe dos filamentos intermediarios. Os
filamentos intermediarios compreendem um grupo de filamentos que tém estruturas
semelhantes e espessura de 8 a 10 nm. Na maioria das células, uma extensa rede de filamentos
intermediarios envolve o nlcleo e se estende até a periferia, aonde se liga a membrana
plasmatica. Filamentos intermediarios sdo particularmente concentrados em células
submetidas a estresse mecanico, como as epiteliais e as musculares (ENG; GHIRNIKAR;
LEE, 2000).

A fosforilacdo de GFAP regula o equilibrio dindmico entre seu estado polimerizado e
despolimerizado, desempenhando importante papel na mitose. Fatores como a auséncia ou
presenca de alguns cations, pH, disponibilidade de ATP e forca idnica do meio podem
influenciar sua polimerizacdo (RODNIGHT et al., 1997).

As células gliais entéricas imunorreativas a S100 apresentaram marcacao de nucleo e
citoplasma em todos 0s grupos estudados, sendo que algumas células apareceram aumentar a
intensidade de S100 nos grupos I/R-i. As células GFAP-IR apresentam marcacdo mais intensa

nos grupos I/R-i. Adicionalmente o aumento ou reducdo da expressdo das proteinas S100 e
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GFAP nas células gliais, pode ser indicativo de envelhecimento ou do surgimento de algumas
patofisiologias intestinais (RUHL, 2005). Em estudos com ratos em processo de
envelhecimento foi observada uma perda de células gliais positivas para S100 do plexo
mioentérico. Por outro lado o aumento da expressdo de GFAP por células gliais entéricas é
observado em tecidos coletados de pacientes portadores de colite ulcerativa e doenca de
Crohn (KIMELBERG; NOREMBERG, 1989; PHILLIPS et al., 2004).

No presente trabalho para estudar a alteracdo do fen6tipo das células gliais entéricas
na I/R-i, de maneira original, foi feito a dupla marcacdo de S100 com GFAP. Os resultados
demonstraram que houve colocalizacdo de 70% de células gliais entérica-IR a S100 e GFAP,
sendo que 30% das gliais entéricas eram IR somente a um Unico tipo de marcador S100 ou
GFAP nos grupos estudados. Estes dados podem sugerir que as celulas gliais entéricas no
SNE possam ter fenotipos distintos, mas para esta comprovacdo ha a necessidade de futuros

estudos.

5.3 Consideracdes Sobre a Densidade Neuronal e Glial

Avaliacdes na densidade neuronal do plexo mioentérico, submetidos a diferentes
técnicas de neuromarcacdo, tém sido realizado em varias partes do trato gastrintestinal, com
diferentes protocolos como desnutrigdo/renutricdo (CASTELUCCI et al., 2002b; GIROTTI et
al., 2013; GOMES et al, 2006; GREGGIO et al., 2010; MISAWA et al., 2010),
isquemia/reperfusdo (PALOMBIT et al., 2013; PAULINO et al., 2011) e obesidade
(MIZUNO et al., 2012) e colite ulcerativa (DA SILVA, 2011).

A densidade do Hu apresentou uma diminuigdo significante nos grupos isquémicos
quando comparados aos grupos Sham e Controle, sugerindo morte neuronal. Os autores
Bobna (2011) e Palombit et al. (2013) também registraram diminuicdo de neurénios Hu-IR
nos diferentes periodos de I/R-i. Lindestrém e Ekblad (2004) demonstraram uma diminuicao
no nimero total de neurdnios entéricos na isquemia, nos plexos mioentérico e submucoso,
porém, ndo identificaram as classes de neur6nios afetadas e seus c6digos quimicos.

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas em: apoptose, autofagia e necrose (CASTEDO et
al., 2004; DIMRI, 2005; OKADA; MAK, 2004). Porém para afirmar que houve morte neural,
h& a necessidade da utilizagdo de outras técnicas como, por exemplo, a marcacdo pelo
TUNEL. Uma caracteristica tipica da destruicdo celular por apoptose é a ativagdo de

nucleases que eventualmente degradam o DNA nuclear em fragmentos. A detecgdo desses
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fragmentos pode ser feita pela técnica de imunohistoquimica TUNEL (marcacdo de
terminacdes dUTP pela deoxinucleotidil tranferase terminal) que detecta terminagdes 3’-
hidroxila caracteristicas da apoptose (MATSUO et al., 2013; OTSUKI; LI; SHIBATA, 2003).

Com relacdo a densidade das células receptores P2X,-IR e P2X-IR, foi encontrada
uma diminuigdo significante nos grupos I/R-i 0 h e 24 h (receptor P2X5), e dos grupos I/R-i 0
h, 24 h e 14 dias (receptor P2X7) quando comparado aos grupos Sham e Controle. Os autores
Paulino et al. (2011) analisaram 0s neurdnios mioentéricos do ileo de ratos submetidos a
isquemia de 40 minutos da AMS com reperfusdo de 4 horas, e observaram uma diminuicdo da
densidade dos neur6nios mioentéricos receptor P2X,-IR, NOS-IR, calbindina-IR e a ChAT-
IR (Colina aceltitransferase).

Os dados de Palombit et al. (2013) mostraram que 0s neurdnios imunorreativos ao
receptor P2X; tiveram uma diminuicdo significante na densidade nos grupos isquémicos com
6, 24, 72 horas e 1 semana de reperfusdo. Estes dados sdo similares aos resultados
encontrados no presente trabalho, onde foi verificado que a densidade do receptor P2X;
sofreu uma diminuigcdo nos grupos isquémicos.

Ao analisar as células gliais entéricas S100-IR e GFAP-IR, foi observado certo
aumento na densidade glial nos periodos de I/R-i. Estes resultados foram inversos quando
comparado aos neur6nios. Dados similares foram encontrados por Thacker et al. (2011), onde
observaram na isquemia intestinal, diminui¢do no nimero de neurdnios, do plexo mioentérico
com células gliais distorcidas. O aumento das células gliais poderia ser justificado pela acéo
protetiva das células gliais entéricas sobre 0s neurénios em injarias no SNE.

Na doenca inflamatoria intestinal, a célula glial entérica aparentemente realiza um
papel central no controle da inflamagdo (GEBOES et al., 1992; RUHL, 2005). E conhecido
que as células gliais no SNC reagem com aumento de secrecdo de citocinas, aumento de
expressdo de GFAP e proliferacdo quando sofre insultos inflamatérios. No entanto, a
expressdo de GFAP foi descrita como sendo mais elevada no SNE, em comparagdo com a glia
do SNC, pois o trato gastrintestinal esta mais exposto a uma variedade de estimulos (RUHL;
NASSER; SHARKEY, 2004).

Bush et al. (1998), utilizaram camundongos adultos transgénicos para depletar as
células imunorreativas a GFAP, para avaliar a importancia das mesmas na fisiologia intestinal
e observaram que, em apenas duas semanas, todos 0s animais morreram devido a um quadro
de jejunoileite fulminante. Esse quadro foi independente de processos infecciosos, sendo o

mesmo caracterizado por degeneracdo de neurdnios mioentéricos e hemorragia intestinal.
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Esses dados confirmam o papel das células gliais entéricas como mantenedora da integridade
intestinal.

Von Boyen et al. (2004) demonstraram que, sob influéncia de citocinas pro-
inflamatorias, células gliais entéricas que ndo eram IR a GFAP podem se tornar GFAP
positivas. O aumento da expressdo de GFAP por células gliais é também observado em
tecidos coletados de pacientes portadores de colite ulcerativa e doenga de Crohn.

Devido ao aumento da densidade de células gliais entéricas no presente trabalho,
surgiu a hipdtese de proliferacdo celular. Para confirmar esta hipdtese investigou-se a
proliferacdo dessas células com o uso da técnica de marcacdo do EDU. Os resultados
demonstraram que houve colocalizagdo de S100 e GFAP nos grupos I/R-i 0 h e 24 h com
células positivas ao EDU, com estes resultados sugere-se que possa ter proliferacdo das
celulas gliais entéricas nos grupos com I/R-i.

Resumidamente o ciclo celular é coordenado por meio de eventos que possibilitam que
as celulas duplicam (replicam) seu material genético (DNA) e, posteriormente entrem em
divisdo (mitose). Concluida a mitose as células neo-formadas podem continuar a se dividir,
passando por todas as fases do ciclo ou entdo sair do ciclo, tornando-se células em estado de
repouso (GO). Estas células podem reentrar no ciclo por meio de fatores de crescimento
(SCHAFER, 1998). A replicacdo de DNA nuclear acontece somente na fase S (periodo de
sintese). O intervalo entre o término da mitose e o comeco da sintese de DNA é chamado de
fase G1, e o intervalo entre o final da sintese de DNA e o inicio da mitose € a fase G2. G1 e
G2 proporcionam um tempo adicional para o crescimento celular (SHERR; McCORMICK,
2002).

Alguns marcadores sdo utilizados para andlise do ciclo celular, 0 mais conhecido é a
incorporacdo do analogo de timidina 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU), em células que estéo
na fase S. O BrdU é detectado, com um anticorpo especifico ao BrdU (TANG et al., 2007).
No entanto, apesar de ser muito usado na literatura, a marcacdo da proliferacdo pelo BrdU
pode apresentar alguns problemas na imunohistoquimica. Para revelar o epitopo, ha intensas
condicdes de desnaturacdo de DNA, que poderia introduzir uma significativa variabilidade na
marcacdo dentro e entre experimentos (CHEHREHASA et al., 2009). Além disto, o BrdU é
uma substéncia tdxica e mutagénica que induz diversos efeitos colaterais ao animal quando
injetado para a marcacdo das células na fase S (TAUPIN, 2007).

Para evitar tais problemas, se tem a alternativa de usar o analogo de timidina 5-etinil-
2’desoxiuridina (EDU), no qual o grupo metilo terminal é substituido por um grupo Alcino, o

qual permite a deteccéo utilizando um azida fluorescente que se liga covalentemente ao grupo
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Alcino, em uma reag¢ao conhecida como “clique quimica”. Este método de detecgdo é rapido,
especifico e sem a necessidade de desnaturacdo de DNA (CAPPELLA et al., 2008;
CHEHREHASA et al., 2009).

Os resultados de proliferagdo celular deste trabalho mostraram uma pequena
quantidade de células gliais entéricas em proliferacdo, o que pode indicar que outros
mecanismos possam estar ocorrendo paralelamente, para justificar o0 aumento da densidade
das células gliais entéricas, como a diferenciacdo celular. No entanto, ha a necessidade de

outros estudos futuros para a comprovagéao.

5.4 Consideracdes Sobre o Perfil Neuronal e Glial

A avaliacdo morfométrica (medida da area do perfil celular) tem sido muito estudada
em diferentes protocolos experimentais. Como exemplo, a morfometria realizada nos
neurénios mioentéricos de ratos submetidos a dieta autoclavada (GONCALEZ et al., 2011).
Goncalez et al. (2011) mostraram que a utilizacdo de uma dieta autoclavada durante a
gravidez, lactacdo e pos-desmame ndo altera a quantidade de neurdnios reativos a NADH-
diaforase no jejuno, mas interfere com a area do corpo celular, impedindo que o corpo da
célula neuronal atinja dimensdes semelhantes as observadas em animais com dieta nédo
autoclavada, sugerindo uma atividade metabdlica mais baixa para os neurénios.

Em protocolos de desnutricdo e renutricdo, 0s neurdnios mioentéricos imunorreativos
a0 NADH-diaforase do intestino grosso de ratos sofreram reducdo em 15% da area
(CASTELUCCI et al., 2002b). Nos protocolos de I/R-i, a isquemia da AMS com 4 h de
reperfusdo, os neurdnios mioentéricos NOS-IR, ChAT-IR e calretinina-IR demonstraram
reducdo da area (PAULINO et al., 2011).Por outro lado, a isquemia de aa. ileais acarretou
aumento na area do perfil dos neurénios NOS-IR com 6 h e 24 h de reperfusdo e aumento na
area do perfil dos neurénios ChAT-IR com 1 semana de reperfusdo (PALOMBIT et al.,
2013).

No presente trabalho ndo foi possivel detectar alteracGes na area do perfil, DMéax e
DMuin dos neur6nios Hu-IR, isso pode ser justificado, devido ao Hu marcar todas as classes
neuronais. Ao ser obtido a area do perfil neuronal, foi encontrada uma ampla variedade de
tamanhos de neur6nios, entre pequenos e grandes e assim tornou-se mais dificil obter um
resultado estatisticamente significante.

A andlise do histograma de distribuicdo de frequéncia da area dos neurénios Hu-IR

apresentou maior concentracao de neurénios entre 150-300 pm? nos grupos estudados.
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Com relacdo as células gliais entéricas S100-IR, pode-se observar uma diminuicao
tanto da area do perfil, DMax e DMin nos grupos isquémicos de 0 h, 24 h e 14 dias, quando
comparado aos grupos Controle e Sham e, pequeno aumento no grupo de 24 h ao ser
comparado ao grupo de 0 h.

A anédlise do histograma de distribuicdo de frequéncia da area das células gliais
entéricas S100-IR apresentou maior concentracdo de células gliais entéricas entre 50-100 pm?
nos grupos estudados.

N&o foi possivel obter medidas da area do perfil das células gliais entéricas GFAP-IR,
a impossibilidade dessa analise se da pela dificuldade de delimitar o corpo celular dessas

células, visto que ha grande quantidade de filamentos.

5.5 Consideracdes Finais

O modelo experimental de isquemia/reperfusdo usado neste trabalho tem sua
relevancia visto que a taxa de mortalidade de pacientes internados em unidades de terapia
intensiva que sofrem de comprometimento intestinal é alta. Portanto, 0 modelo mostrou ser
eficaz, pois conseguiu mimetizar possiveis alteragdes que poderiam ser encontradas em
pacientes com essa condigéo clinica.

A importéncia deste trabalho esta em demonstrar, de maneira original, alteracdes da
I/R-i nas células gliais entéricas. O esquema da figura 30 demonstra que o tecido lesado apds
a isquemia intestinal libera ATP que vai se ligar aos receptores P2X, e P2X; presentes nos
neurdnios entéricos e célula gliais entéricas S100-IR e GFAP-IR.

As alteracdes observadas nos receptores P2X,, P2X7, neurdnios entéricos e células
gliais entéricas S100-IR, GFAP-IR, com relacdo a dupla marcacdo, densidade, area do perfil
podem contribuir para o desenvolvimento de estudos patofisioldégicos das disfuncdes

gastrintestinais que possam ocorrer na isquemia seguida de reperfusao intestinal.
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Figura 30 - Esquema de tecido lesado ap0s isquemia.

ATP

O tecido lesado apo6s a isquemia libera ATP. O ATP se liga a receptores purinérgicos P2X, e P2X; presentes nos
neurdnios entéricos e células gliais entéricas imunorreativas a S100 e GFAP.



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

conclui-se que:

© N o g B~ D

Os receptores purinérgicos P2X, e P2X; foram identificados tanto em neur6nios como em
células gliais entéricas em todos os grupos estudados e foram afetados pela I/R-i;

As células gliais entéricas apresentaram colocalizacdo parcial com S100 e GFAP;

A I/R-1 provocou perda de neurdnios;

A I/R-i levou a um aumento na quantidade de células gliais entéricas S100-IR e GFAP-IR;
A I/R-i ndo alterou a area do perfil dos neurénios Hu-IR;

A I/R-i provocou diminuicdo da area do perfil das células gliais entéricas S100-IR;

A 1/R-i levou a proliferacdo de células gliais entéricas;

O grupo Sham apresentou alteraces na dupla marcacgéo, densidade e area do perfil, como
provavel consequéncia de manipulacéo visceral;

A isquemia dos vasos ileais com diferentes periodos de reperfusdo demonstrou ser um
modelo experimental importante para o estudo do SNE, sendo que esta pode provocar

alteracdes na densidade, morfologia e induzir proliferacdo de células gliais entéricas.
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