ALINE ROSA MAROSTI BOBNA

EFEITOS DA ISQUEMIA/REPERFUSAO INTESTINAL
SOBRE O RECEPTOR P2X, E NEURONIOS ENTERICOS

DO ILEO DE RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Morfofuncionais do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo, para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Area de concentracdo: Ciéncias Morfofuncionais

Orientadora: Profa. Dra. Patricia Castelucci

Verséo original

Séo Paulo
2011



RESUMO

BOBNA, A. R. M. Efeitos da isquemia/reperfusdo-intestinal sobre o receptor P2X; e
neurénios entericos do ileo de ratos. 2011. 139 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Morfofuncionais) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2011.

A isquemia é definida pelo fluxo arterial insuficiente para manter as funcbes e
necessidades teciduais. As principais condi¢fes para a isquemia intestinal incluem
transplante, trombose mesentérica aguda venosa ou arterial, embolismo e obstrucéo
intestinal. No trato digestério a Isquemia/Reperfusdo-intestinal (I/R-i) acarreta alteracfes
morfoldgicas nos neurbnios entéricos. Este projeto teve por objetivo analisar, no sistema
nervoso entérico do ileo, os efeitos da I/R-i sobre a expressao do receptor purinérgico P2X;
e caracterizar estas alteracdes sobre as diferentes classes neuronais nos plexos mioentéricos
e células gliais entéricas, nos periodos de 24 horas e 1 semana de reperfusdo. Foram
analisados ileo de ratos dos seguintes grupos (n=5 por periodo): a) submetidos a cirurgia de
isquemia com oclusdo da artéria mesentérica superior (AMS) por 45 minutos, com pinca
vascular, com reperfusdo de 24 horas e 1 semana, b) ratos falsos operados, os ratos foram
submetidos aos procedimentos da cirurgia, porém sem o pingcamento da AMS e ¢) animais
controle, sem nenhuma intervencédo cirurgica. Os tecidos foram preparados para métodos
imunohistoquimicos de duplas marcacdes do receptor P2X, com a Oxido Nitrico Sintase
(NOS), a Acetilcolina transferase (ChAT), a calbindina (Calb), a calretinina (Calr), S100
(pan-glial) e do marcador pan-neuronal (anti-HuC/D). As analises qualitativas e
quantitativas das contagens das colocalizacOes, das densidades neuronais e perfis neuronais
foram obtidos dos microscépios da fluorescéncia e de Confocal de Varredura a Laser.
Foram feitas andlises estatisticas das colocaliza¢Bes, densidade e perfil neuronal. O
presente estudo demonstrou que os neurbnios submetidos I/R-i da AMS e Shams, com
periodos de 24 horas e 1 semana, respondem de maneira diferenciada. O receptor P2X; foi
encontrado em todas as classes de neur6nios do plexo mioentérico nos grupos CT, Sham e
I/R-i de 24 h e 1 semana. Houve diminuicdo na colocalizagdo do receptor P2X, com a
NOS no grupo I/R-i 1 semana e com a ChAT e o anti-HUC/D nos grupos I/R-i 24 he 1
semana e um aumento com 0 S100 no Sham e I/R-i 1 semana. A expressdo e a densidade
do receptor P2X; no grupo I/R-i 24 h, estava diminuida, porém aumentada no grupo I/R-i 1
semana. Foi observada uma diminuigdo da densidade e da estimativa da ChAT e do anti-
HuC/D nos grupos I/R-i 24 h e 1 semana. A area do perfil neuronal apresentou um
aumento dos neurénios NOS, ChAT, Calb, Dogiel Il e Calr no grupo I/R-i 1 semana. Pode-
se concluir que a I/R-i induz mudancas na expressdo do receptor P2X,, neurénios entéricos
e células gliais entéricas que podem resultar em mudancas na motilidade intestinal.

Palavras-chave: Isquemia/Reperfusdo-intestinal. Receptor P2X,. Plexo Mioentérico.
Neurdnios entericos. Codigo quimico.



ABSTRACT

BOBNA, A.R.M. Effects of intestinal ischemia/reperfusion on P2X, receptor and
enteric neurons of the rats ileum. 2011. 139 p. Masters thesis (Mestrado em Ciéncias
Morfofuncionais) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2011.

Ischemia is defined by insufficient blood flow to maintain the functions and tissue needs.
The main conditions for transplantation include intestinal ischemia, acute mesenteric
venous thrombosis or arterial embolism and intestinal obstruction. In the digestive tract
Ischemia/Reperfusion-intestinal (I/R-i) causes morphological changes in enteric neurons.
This project aimed to analyze in ileum enteric nervous system, the effects of I/R-i on the
purinergic P2X, receptor expression and characterize these changes on different neuronal
classes in the myenteric plexus and enteric glial cells in a 24 hour and 1 week of
reperfusion. Rats lleum were analyzed from the following groups (n = 5 per period): a)
isquemic group, the superior mesenteric artery (SMA) was occluded for 45 min with an
atraumatic vascular clamp and animals were sacrificed 24 hours and 1 week, b) false-
operated rats, subjected to surgery procedures, but without clamping of the SMA and c)
control animals without any surgical intervention. Neurons of the myenteric plexus were
evaluated for immunoreactivity against the P2X, receptor, nitric oxide synthase (NOS),
choline acetyl transferase (ChAT), calbindin (Calb), calretinin (Calr), pan-glial (S100) and
pan-neuronal (anti-HUC/D). The qualitative and quantitative analysis of the counting of
colocalization, neuronal density and the profile area of cell body profile were obtained
from fluorescence microscopy and confocal scanning laser. Statistical analysis was made
of colocalization, density and neuronal profile. The present study show that neurons of I/R-
i and Sham groups of 24 hours and 1 week, respond differently. The P2X, receptor was in
all classes of neurons in the myenteric plexus in CT, Sham and I/R-i groups of 24 h and 1
week. There was a decrease in colocalization of P2X; receptor with NOS in I/R-i 1 week
group, the ChAT and the anti-HUC/D in I/R-i 24 hours and one week groups, and an
increase in S100 in Sham and I/R-i 1 week groups. The expression and density of P2X;
receptor was decreased in I/R-i 24 h group, but increased in group I/R-i 1 week. Was a
decrease in the density and the estimative of ChAT and anti-HUC/D in I/R-i 24 hours 1
week groups. The neuronal profile area showed an increase in ChAT, Calb, Dogiel Type 1l
and Calr in I/R-i 1 week group, which may be a cell death process. The present study
demonstrated that I/R-i induces changes in expression of the P2X, receptor, enteric
neurons and enteric glial cells that can result in changes in intestinal motility.

Key Words: Intestinal Ischemia/Reperfusion. P2X, Receptor. Myenteric Plexus. Enteric
Neurons. Chemical Code.
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1.1 Isquemia e Reperfuséo Intestinal

A isquemia € definida pelo fluxo arterial insuficiente para manter as funcbes e
necessidades teciduais, que pode ser total ou parcial. Quando classificada como total, ocorre
uma interrupcdo no suprimento de oxigénio e nutrientes para uma determinada area, em
decorréncia de uma deficiéncia no fornecimento de sangue devido a oclusdo arterial, venosa
ou da microcirculacdo intestinal, que pode acarretar em morte tecidual (KEIGHLEY, 1998;
SCANNEL et al., 1995). Quando a isquemia é parcial, mantém a viabilidade celular, porém
com o risco de evoluir para a morte celular dependendo do tipo de tecido lesado e do tempo
da isquemia (D"ALECY; ZELENOCK, 1990).

A isquemia aguda mesentérica € uma condicdo de grande emergéncia vascular sendo
fatal na populacdo mundial em 60% a 80% dos casos (BRADBURY et al., 1995; HEYS;
BRITTENDEN; CROFTS, 1993; LOCK, 2001; SITGES-SERRA et al., 1988; STONEY;
CUNNINGHAM, 1993). A isquemia mesentérica compreende um grupo de processos
fisiopatoldgicos que levam a necrose intestinal. No entanto, ha dificuldades em reconhecer a
condicdo antes do infarto intestinal ocorrer (CLARK; GERWITZ, 1998; HEYS;
BRITTENDEN; CROFTS, 1993; KALEYA; BOLEY, 1992).

As principais condi¢es para a isquemia intestinal incluem: transplante, trombose
mesentérica aguda venosa ou arterial, embolismo e obstrucdo intestinal (HAGLUND;
BERGQVIST, 1999; MASSBERG; MESSMER, 1998). Doencas intestinais inflamatorias
frequentemente podem levar a episodios de isquemia, como a Doenca de Crohn e a colite
ulcerativa (HAGLUND; BERGQVIST, 1999; THORNTON; SOLOMON, 2002). Além disso,
a isquemia e reperfusdo intestinal (I/R-i) de vasos intestinais s&o comuns em pacientes
hospitalizados, especialmente aqueles que estdo nas unidades de terapias intensivas
(OLDENBURG et al., 2004).

A apresentacao clinica é inespecifica na maioria dos casos e pode ser caracterizada por
uma discrepancia inicial entre dor abdominal intensa e minimos sintomas clinicos. O exame
fisico ndo é uma anélise confiavel para diferenciar entre isquemia e infarto intestinal, pois
outras complicacbes como obstrucdo, peritonite, pancreatite e sangramento gastrintestinal
também podem mascarar 0s sinais iniciais e 0s sintomas da isquemia aguda mesentérica
(BERNEY et al., 1998; CLARK; GERWITZ, 1998; KALEYA; BOLEY, 1992; WILCOX et
al., 1995).
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As artérias mais comprometidas por obstrucdo sdo do tronco celiaco, a. mesentérica
superior (AMS) e a. mesentérica inferior (AMI) (SIMI, 2002). No entanto, as embolias
arteriais sdo mais comumente localizadas na AMS, devido ao amplo angulo de sua origem e
seu curso paralelo & aorta. Embolos maiores geralmente obstruem dentro dos 3-8 cm distal &
origem da AMS. Em contraste, a trombose aguda mesentérica geralmente ocorre no primeiro
local de ramificacdo da AMS (ECKSTEIN, 2003).

A etiologia da obstrucdo arterial na isquemia mesentérica aguda pode ser por embolia,
trombose, baixo fluxo sanguineo, compressdo extrinseca, vasoespasmo induzido por drogas
vasoativas. Por outro lado, a ocluséo venosa pode ser causada, principalmente, por trombose
venosa, processos infecciosos e inflamatérios e alteragdo da coagulacdo (RIBEIRO;
YOSHIDA, 2005).

A isquemia arterial inicia-se com alteracdes em tecidos por bloqueio do suprimento de
oxigénio com alteracdo no metabolismo energético aerdbico. Estes fatos determinam a
deplecdo de ATP intracelular e aumento do ATP extracelular com distlrbio na homeostase
celular. Durante o processo da isquemia, ocorre acumulo de metabdlitos que direta ou
indiretamente levam a lesédo celular, estes eventos podem resultar em alteracdes progressivas
celulares culminando com a necrose e/ou apoptose (CERQUEIRA; HUSSNI; YOSHIDA,
2005; GRACE, 2004).

Estudos mostram que a leséo tecidual pode ser agravada dependendo do tempo e da
intensidade da isquemia e, da reperfusdo quando o oxigénio é restabelecido para os tecidos
(McCORD, 1985). Essa restauracao no fluxo de sangue apds a isquemia (reperfusdo) pode
aumentar as lesGes no tecido ao repor esse oxigénio, pois estimula a produgédo de radicais
livres que promove ou acelera a necrose (BODWELL, 1989; SAHNOUN; JAMOUSSI;
ZEGHAL, 1998; VAJDOVICH, 2008).

Morfologicamente, a necrose diferencia-se da apoptose pois na necrose a célula
intumesce e a membrana plasmatica colapsa e a célula é lesada. Durante a apoptose a célula
encolhe, seu nucleo condensa-se e hd uma desintegracdo e forma-se um “corpo apoptético”.
Na apoptose sdo observados aspectos bioquimicos como a ativagdo de proteases (caspases) e a
fragmentacdo oligonucleossomal do DNA, na necrose estes eventos usualmente ndo estdo
presentes. Varios agentes podem induzir a necrose, no entanto, uma condicao classica é a
isquemia que leva a uma deplecdo drastica de oxigénio, glicose e outros fatores troficos e,

evoca uma massiva morte de células endoteliais e/ou células ndo proliferativas, como por
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exemplo, em neurdnios (HUPPERTZ; FRANK; KAUFMANN, 1999; PROSKURYAKOQV;
KONOPLYANNIKOV; GABAI, 2003).

Além disso, a isquemia/reperfusdo intestinal (I/R-i) no intestino delgado provoca a
ruptura da barreira mucosa, translocacao bacteriana e ativacédo de respostas inflamatorias, bem
como disturbios de equilibrio hidroeletrolitico e &cido-alcalino, que se manifestam em 6rgaos
distantes (JOAO et al., 2004; TURNAGE; GUICE; OLDHAM, 1994). O processo de
translocacédo envolve o contato inicial da bactéria com a parede do intestino, a Gnica que pode
precipitar a producdo de citocinas e uma resposta inflamatoria subsequente. Estudos com uso
de bactérias marcadas mostraram que a translocacao em ratos foi mais evidente apds 24 horas
de reperfusdo mesentérica, indicando que o tempo é um fator significativo para translocacéo
(JOAO et al., 2004; TURNAGE; GUICE; OLDHAM, 1994).

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

Lindestrom e Ekblad (2004) analisaram mudancas estruturais nos neurdnios entéricos
do ileo de ratos submetidos a I/R-i com reperfusdo de 1, 24, e 72 horas e 1, 2, 4, e 10
semanas. Nesse estudo foi observado alteragdes nos nimeros de neurdnios acidéfilos, assim
como o processo de morte celular nos neurdnios dos plexos submucoso e mioentérico, porém
ndo foram estudadas as classes dos neurdnios afetados e seu codigo quimico.

Os autores Piao et al. (1999) verificaram pelas microscopia Optica e eletrnica
alteracdes nos neurdbnios mioentéricos de ratos com isquemia de 4 horas, porém nao foi
determinada a classe neuronal.

Calcina et al. (2005) verificaram que na reperfusdo de 24 horas ap6s isquemia, havia
um aumento significativo no nimero de neurénios mioentéricos imunorreativos ao peptideo
intestinal vasoativo (VIP-ir) e a oxido nitrico sintase (NOS-ir). Rivera et al. (2009),
demonstraram em cobaias, que apds 24 horas de I/R-i das aa. ileais havia edemaciamento dos
neurénios NOS-ir do plexo mioentérico e uma diminuig&o dos neurénios Calb-ir.

Resultados do nosso laboratério tém demonstrado que a isquemia da AMS com 4
horas de reperfusdo acarreta alteracfes morfoldgicas nos neurénios do plexo mioentérico que
expressam o receptor P2X,; NOS, ChAT e Calb (PAULINO et al., 2011). Resultados de
isquemia de ramos da a. ileal em ratos demonstraram, com diferentes periodos de reperfusao,
alteracbes nos neurdnios que expressam receptor P2X;, NOS e calbindina (PALOMBIT,
2010).
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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 os rins e pulmdes. No
entanto, este estudo ndo observou alteracdo com diferenca significativa no intestino. Isto pode
ter ocorrido porque os autores utilizaram todo o intestino delgado, sem separa-lo em regides.
Além disso, ndo foram analisadas a presencga dos receptores nas diversas camadas da parede

intestinal, como camadas musculares, vilosidades, plexos submucoso e mioentérico.

1.2 Sistema Nervoso Entérico

O sistema nervoso entérico (SNE) esta contido nas paredes do trato do tubo digestorio,
pancreas e sistema biliar, e consiste de dois plexos ganglionares, o0 plexo mioentérico e 0
plexo submucoso (FURNESS; COSTA, 1987; FURNESS et al., 2006). Esses plexos contém
componentes neurais, COMo neurdnios sensoriais, interneurdnios e neurdnios motores que sao
responsaveis pelo controle de sistemas motores gastrintestinais. Dentro do plexo mioentérico,
0 circuito neural é predominantemente envolvido na regulacdo do reflexo das atividades
contrateis da musculatura externa, enquanto os neurénios motores do plexo submucoso
regulam a atividades secretomotora e vasomotora da mucosa (LOMAX; FURNESS, 2000).

O plexo mioentérico (de Auerbach) localiza-se entre a camada longitudinal externa e a
camada do musculo circular, presente por todo trato digestério do es6fago ao reto (Fig. 1)
(AUERBACH, 1864" apud FURNESS, 2006; SCHABADASH, 1930a’, 1930b° apud
FURNESS, 2006; LI, 1940 apud FURNESS, 2006). No plexo do musculo circular, existem
pequenas fibras nervosas encontradas ao longo das fibras musculares. Estes ramos nervosos
conectam-se com componentes preliminares e secundarios do plexo mioentérico e do plexo
muscular profundo no intestino delgado (FURNESS; COSTA, 1987; FURNESS, 2006).

O plexo submucoso € proeminente no intestino delgado e grosso e divide-se em plexo
submucoso interno (plexo de Meissner) adjacente a mucosa, plexo submucoso externo (plexo
de Schabadash ou de Henle) junto a camada muscular circular e o plexo intermediario
posicionado entre os plexos submucosos interno e externo (Fig. 1). Suas malhas s&o menores

gue o plexo mioentérico, suas fibras interconectadas sdo mais finas e o ganglio € menor. Este

! AUERBACH, L. Fernere vorlaufige Mitteilung uber den Nervenapparat des Darmes. Arch. Pathol. Anat.
Physiol., v. 30, p. 457-460, 1864.

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

¥ SCHABADASCH, A. Intramurale Nervengefl echte des Darmrohrs. Z. Zellforsch., v. 10, p. 320-385, 1930b.

* LI, P.L. The intramural nervous system of the small intestine with special reference to the innervation of the
inner subdivision of its circular muscle. J. Anat., v. 74, p. 348-359, 1940.



29

plexo localiza-se ao longo do intestino, sendo que um plexo fica proximo do musculo e o
outro proximo da mucosa (HENLE, 1871° apud FURNESS, 2006; GONIAEW, 1875¢ apud
FURNESS, 2006).

Estudos histologicos e fisioldgicos do plexo submucoso mostram seu envolvimento no
controle da atividade contratil da musculatura da mucosa e da musculatura lisa dentro das
vilosidades, na coordenacdo da motilidade intestinal e no controle de eletrélitos e ions e no
transporte através da barreira epitelial (HOYLE; BURNSTOCK, 1989).

Plexo Mioentérico

Muisculo
Circular

Plexo Muscular
Profundo

Artéria
Submucosa

Muscular da
Mucosa

Figura 1 - Representacdo do sistema nervoso entérico do intestino delgado.
FONTE: Adaptado de Furness (2006).

Essencialmente, os plexos entéricos seguem um padrdo ao longo do trato digestorio
tubular, porém diferencas quanto a densidade e ao tamanho dos neurdnios, bem como a forma
dos ganglios, podem ser encontrados no mesmo segmento do trato digestorio dos animais de
mesma espécie e com diferentes idades (MATINI et al.,, 1997; MCKEOWN; CHOW,
YOUNG, 2001) ou submetidos a condic¢es experimentais, como a inflamagédo (BOYER et
al., 2005; DE GIORGIO et al., 2004), desnutricdo (CASTELUCCI et al., 2002a; GOMES et
al., 2006; GREGGIO et al., 2010) e a obesidade (MIZUNO, 2010).

®> HENLE, J. Handbuch der system atischen Anatomie des Menschen. Nervenlehre: F Vieweg und Sohn.
Braunschweig, 1871.
® GONIAEW, K. Die Nerven des Nahrungsschlauches. Arch. Mikr. Anat., v. 11, p. 479-496, 1875.
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1.2.1 Tipos de neurdnios entéricos

Segundo Furness (2000), pode-se identificar dezessete tipos de neurdnios entéricos,
quatorze destes encontrados no intestino delgado de cobaia (Fig. 2). Esses neurdnios sdo
classificados quanto sua forma, suas propriedades fisioldgicas e farmacoldgicas, diferengas
quanto ao seu cddigo quimico, estruturas que inervam e conexdes que recebem (FURNESS,
2006). Dependendo da regido do trato gastrintestinal onde se situam, 0s neurdnios entéricos
podem controlar a motilidade, o transporte de fluidos da mucosa e do fluxo sanguineo local

(FURNESS, 2000).

Oral Anal

[ ChAT NO

Mdsculo
Longitudinal
Interneurénios (ChAT)
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© Calr I l! (
)b @3 1 [3)
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A S 0 ~
— T ChAT [a)
—— ——fp Nos
o Musculo
i Circular
RN viaiiete Plexo
N e o'\ Submucoso
- Arteiol_aj_ - Ml;lslzz:)as; da
Glandula

Mucosa

Figura 2 - Tipos de neur6nios entéricos do intestino delgado de cobaia. (ChAT) Acetilcolina
transferase, (NOS) Oxido Nitrico Sintase, (Calb) Calbindina, (Calr) Calretinina, (VIP)
Peptideo Intestinal VVasoativo, (NPY) Neuropeptideo Y.
FONTE: Adaptado de Furness (2006).

De acordo com essas propriedades, os neurénios entéricos podem ser classificados em:
neurdnios motores, interneurénios, neurdnios aferentes intrinsecos primarios, neurdnios
secretomotores e vasomotores (Fig. 2). Os neurbnios motores sdo divididos em: neurdnios
excitatorios dos musculos da camada circular e longitudinal, que possuem em seu cédigo
quimico, entre outras substancias, ChAT; neurdnios inibitorios, que possuem em seu codigo
quimico a NOS e VIP, e neurdnios secretomotores/vasodilatadores que sdo encontrados no
plexo submucoso e podem ser colinérgicos ou nao colinérgicos, tendo o primeiro em seu

cddigo quimico a calretinina, e 0 segundo parece mediar a maioria das respostas reflexas
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locais utilizando VIP ou um peptideo relacionado, como seu transmissor primario
(FURNESS, 2006). Os neurbnios motores e interneurénios apresentam morfologia de
neurdnios Dogiel Tipo I, ou seja, apresentam muitos dendritos na sua superficie (FURNESS;
COSTA, 1987; FURNESS, 2000).

Os interneurdnios sdo colinérgicos e possuem a enzima ChAT, ou o ligante de célcio,
a calretinina. S&o identificados por neurdnios com projeces em dire¢do oral (ascendente) e
trés tipos de neurbnios com direcdo anal (descendentes) (Fig. 2). Os interneurdnios
ascendentes possuem em seu codigo quimico, entre outras substancias a calretinina, e 0s
interneurdnios descendentes possuem a NOS, a somatostina (SOM), o NPY, entre outras
(FURNESS, 2006).

Os neurénios aferentes intrinsecos primarios (IPANS) sdo neurdnios sensoriais,
encontrados nos plexos mioentérico e submucoso, possuem morfologia Dogiel tipo II, ou seja,
neurbnios grandes com superficie lisa. Os IPANs possuem em seu codigo quimico, entre
outras substancias, a ChAT e a Calb (Fig. 2) (FURNESS, 2006).

Estudos demonstram que a acetilcolina € o principal neurotransmissor no trato
gastrintestinal, pois estd envolvido na regulacdo neural da motilidade e secrecdo
(AMBACHE, 1951; KOSTERLITZ; LEES, 1964). Apesar de a acetilcolina desempenhar um
papel importante como um neurotransmissor dentro do trato gastrintestinal, sua demonstracéo
anatdbmica em neurdnios colinérgicos no sistema nervoso entérico tem sido dificil. A
acetilcolina é sintetizada no citoplasma dos neurénios a partir de colina e Acetil CoA pela
enzima acetilcolina transferase (ChAT) e é transportada em vesiculas de armazenamento por
uma proteina chamada transportador de acetilcolina vesicular (VAChT) (ERICKSON;
VAROQUI; USDIN et al., 1995). Dessa forma a enzima precursora ChAT tem sido mais
utilizada para identificar estes neurdnios.

O oxido nitrico (NO) no trato digestério atua como um mediador inibitério néo-
adrenérgico e ndo-colinérgico (NANC) para regular a motilidade intestinal, o reflexo
peristaltico, eletrolitos da mucosa e secrecbes hormonais, e a permeabilidade epitelial
(DANIEL et al., 1994; FUJIMIYA; YAMAMOTO; KUWAHARA, 1998; GRIDER, 1993;
JIN et al., 1996; KUBES, 1992).

A Calb desempenha um papel primordial na regulacdo da concentracéo intracelular do
Ca®* e é expressa em populagdes especificas do sistema nervoso central (GOODMAN et al.,
1993; YENARI et al., 2001) e SNE (CREMA; FRIGO; LECCHINI, 1970; FURNESS et al.,
1995; LANGLEY; MAGNUS, 1905).
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A Calr, assim como a Calb, € uma proteina ligante de calcio, que tem sido utilizada
como um marcador de diferentes classes funcionais de neurdnios, principalmente nos
interneurdnios. Essa proteina ndo é especifica de neurénios da mesma classe, esta distribuida
em neurdnios de diferentes regides e espécies (BELAI; BURNSTOCK, 1999; SANG;
YOUNG, 1996).

Estudos demonstraram que a proteina ligante de Ca®* apresenta um efeito de protecdo
em neurbnios em processos de isquemia ou de excitotoxicidade, sendo que durante esses
processos a proteina € expressa pelos neurénios e também pelos astrdocitos (BAIMBRIDGE;
CELIO, 1992; GOODMAN et al., 1993; TOYOSHIMA et al., 1996; YENARI et al., 2001).

Dessa forma, neste trabalho foram utilizados os anticorpos que marcam a ChAT para
0s neurbnios excitatérios; a NOS que marca a enzima precursora do neurotransmissor NO
para neurdnios inibitorios; a Calr que se encontram nos interneurdnios; a Calb que é uma
proteina presente em neurdnios sensoriais e o anti-HUC/D que é uma proteina presente em

todos os neur6nios, é utilizado como pan-neuronal.

1.2.2 Células Gliais Entéricas

Nos ganglios nervosos do trato gastrintestinal sdo encontradas as celulas gliais
entéricas. Estes ganglios aparecem como uma estrutura compacta, circundada por uma
membrana e isolada de tecido conjuntivo, onde todos 0s espacos sdo ocupados por neurdnios
e estruturas gliais. Essas células estdo conectadas por juncdes ‘gap’, que ddo a impressdo de
um entrelagamento intimo e complexo de neurénios e células gliais (GABELLA, 1970).

As células gliais, devido a sua proximidade com os neurdnios entéricos, tem por
funcdo dar suporte a esses neurdnios (Fig. 3). Recentes estudos tém demonstrado que as
células gliais também tem um importante papel na homeostase neuronal, na funcéo imune e
da neurotransmissdo, na motilidade gastrintestinal e em processos inflamatérios. Além disso,
as celulas gliais entéricas se distribuem nos ganglios entéricos de maneira que um déficit de
sua funcdo poderia afetar o desenvolvimento dessa arquitetura neuronal e a coordenacdo da
sua fungdo (BASSOTTI et al., 2007a; 2007b; RUHL, 2005).
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Figura 3 - Distribuicdo das células gliais entéricas no SNE.
FONTE: Adaptado de Bassoti (2007).

A resposta do sistema nervoso a varias lesdes resulta na ativacdo das células gliais
(ENG, 1988; LOPACHIN; ASCHNER, 1993; O'CALLAGHAN, 1993). Essa ativacdo tem
sido sugerida como um mecanismo de sinalizacdo precoce, responsaveis pela degeneracédo
neuronal subsequente (GIULIAN et al., 1994). Estudos tém demonstrado que as células gliais
entéricas podem ter um papel em processos inflamatérios, como na doenca de Crohn, pela sua
interagdo com linfocitos que respondem ativamente a inflamag&o atraindo células do sistema
imunologico (CORNET, 2001; GEBOES; COLLINS, 1998; HIRATA, 1986; KORETZ,
1987; RUHL, 2001).

Estudos destacam também a possibilidade de que assim como os astrocitos do sistema
nervoso central, as células gliais, sdo participantes ativas na fisiologia sinaptica, pois
expressam receptores para neurotransmissores, enzimas biossintéticas, transportadores de
recaptadores e degradacdo de enzimas de neurotransmissores e liberagcdo in vitro de
neurotransmissores (AGULHON; PETRAVICZ; MC MULLEN, 2008; BRAUN; SEVIGNY;
ROBSON, 2004; JESSEN; MIRSKY, 1983; KIMBALL; MULHOLLAND, 1996; RUHL,
2005; VANDERWINDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003; ZHANG; SEGURA;
LIN, 2003).

Para a identificacho das celulas gliais utiliza-se frequentemente métodos

imunohistoquimicos, como a marcacdo de células pela expressdo da vimentina e GFAP
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(JESSEN; MIRSKY, 1980, 1983). Outro marcador, que tem sido utilizado com mais éxito, é a
proteina S100, que é encontrada exclusivamente nesse tipo de célula. Essa proteina regula a
estrutura e fungéo do citoesqueleto e a homeostase do calcio no citoplasma das células gliais
(FERRI et al., 1982; HEIZMANN, 2002; KRAMMER et al., 1994).

Com relagdo a marcacdo de receptores purinérgicos nas células gliais entéricas, foram
observadas a presenca de receptores purinérgicos P2X; e P2Y, em condi¢fes normais das
células gliais entéricas do intestino delgado e grosso de ratos e cobaias (GULBRANSEN;
SHARKEY, 2009; VANDERWINDEN; TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003; VAN
NASSAUW et al., 2003).

1.3 Receptores Purinérgicos P2X e Sistema Nervoso Entérico

Indicio da existéncia da sinalizacdo purinérgica foi primeiramente publicada por Drury
e Szent-Gyorgyi (1929)" apud Burnstock (2007), onde foram descritas as agdes potentes de
compostos adenina. Mais tarde, Burnstock (1972) introduziu o termo purinérgico, quando
verificou que o ATP era responsavel pela transmissao ndo-adrenérgica e ndo-colinérgica no
intestino e bexiga. Inicialmente esse conceito de sinalizacdo purinérgica encontrou resisténcia
no meio cientifico, devido o ATP ser reconhecido primeiramente por seu importante papel
intracelular em muitos processos bioquimicos, e a idéia de que um composto simples agindo
como um mensageiro extracelular era considerado improvavel (BURNSTOCK, 2007).

Baseado nesse conceito de neurotransmissdo purinérgica, Burnstock (1976), propds
acOes potentes do ATP extracelular sobre os receptores, que chamou de receptores
purinérgicos, presentes nas membranas de diferentes tipos de células. Posteriormente, estudos
farmacoldgicos definiram uma primeira divisdo dos receptores purinérgicos em P1 e P2
(BURNSTOCK, 1978). Mais tarde, Abbrachio e Burnstock (1998), baseados em estrutura
molecular e mecanismos de transducdo, propuseram que 0s receptores purinérgicos deveriam
pertencer a duas grandes familias: a P2X, receptores ligados a canais ibnicos; e o P2Y,
receptores acoplados a proteina G.

Atualmente essa nomenclatura tem sido amplamente adotada, e sete subtipos de P2X
tém sido reconhecidos (P2X(1-7)), assim como oito subtipos de P2Y (P2Y1, P2Y,, P2Y,,
P2Yg, P2Y11, P2Y 15, P2Y 13 € P2Y14 (ABBRACHIO et al., 2009; BURNSTOCK, 2007).

" DRURY, A. N.; SZENT-GYCRGYI, A. The hysiological activity of adenine compounds with special
reference to their action upon the mammalian heart. J. Physiol., v. 68, p. 213-237, 1929.
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Os receptores P2X estdo presentes na maioria dos neur6nios do plexo mioentérico de
cobaias, onde o ATP despolariza rapidamente cerca de 70 a 90% desses neurdnios
(BARAJAS-LOPEZ et al, 1996; ZHOU; GALLIGAN, 1996). Apés essa despolarizaco, 0s
receptores P2X acoplados a canais ionicos medeiam rapidamente (dentro de 10 ms) e
seletivamente a permeabilidade para céations (Na*, K* e Ca?*) (NORTH; SURPRENANT,
2000).

Por meio de drogas agonistas e antagonistas, aplicadas em partes selecionadas dos
circuitos entéricos nervosos, Bian, Bertrand e Bornstein (2000) e Spencer, Walsh e Smith,
(2000) demonstraram que 0s receptores purinérgicos estdo envolvidos nas sinapses entre
interneurdnios descendentes e neur6nios motores, e na transmissdo de neurénios motores
ascendentes (excitatorios). Através de métodos imunohistoquimicos a presenca de receptores
no SNE foram observados, assim os receptores P2X; e P2X, foram identificados por
Vulchanova et al. (1996) e o receptor P2X; por Hu et al. (2001)

Os receptores P2X séo encontrados em células musculares lisas, neurdnios e células
gliais, onde apresentam um papel de mediador na neurotransmissao excitatoria rapida no
sistema nervoso central e periférico (ABBRACHIO et al., 2009; RALEVIC; BURNSTOCK,
1998).

No SNE, Castelucci et al. (2002b) demonstraram, pela primeira vez, a presenca do
receptor P2X; nos neurénios NOS-ir e Calb-ir. As varicosidades das fibras nervosas com
imunorreatividade para o receptor P2X, foram encontradas no ganglio mioentérico gastrico.
Estas fibras desapareceram ap0s a seccao do nervo vago. Desta maneira, concluiu-se que o
receptor P2X, se expressa em neurdnios motores inibitorios, neurénios secretomotores ndo
colinérgicos, em neurénios aferentes intrinsecos primarios e em terminagdes aferentes vagais
no estbmago.

No plexo submucoso de cobaias o receptor P2X, foi identificado em todos o0s
neurdnios imunorreativos a VIP e a Calb. No entanto esses animais ndo apresentaram o
receptor P2X, nos neurénios NPY e Calr (CASTELUCCI et al., 2002b). Também, foi
reportada a imunorreatividade do receptor P2X; nas terminagdes nervosas intra-ganglionares
laminares (IGLES) no trato gastrintestinal de camundongos (CASTELUCCI; ROBBINS;
FURNESS, 2003).

Ao analisar outra subunidade dos receptores P2X, Poole et al. (2002) observaram o
purinoreceptor P2X3 nos neurdnios motores inibitérios e nos neurdnios secretomotores nao-

colinérgicos.
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As mudangas 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 vérias condicGes patoldgicas como:
lesbes agudas no sistema nervoso central, como isquemia, hipdxia, estresse mecanico,
axoniotomia e inflamacdo. Os mecanismos purinérgicos podem estar envolvidos nas
etiopatogenias de muitas condigdes neurodegenerativas, especialmente por causa da grande
liberacdo extracelular de ATP, adenosina e outros neurotransmissores. A relacdo entre as
mudancas na expressao do receptor P2 e a resposta especifica dos diferentes tipos celulares
para a injuria é extremamente complexa, e pode ser relativo para efeitos nocivos e/ou
benéficos (FRANKE; ILLES, 2006).

Resultados recentes do nosso laboratorio tém demonstrado alteracdes no cddigo
quimico dos receptores purinérgicos no ileo (MISAWA et al., 2010) e colo distal de animais
desnutridos e renutridos (GIROTTI, 2008), no ileo de camundongos obesos (MIZUNO, 2010)
e, isquemia com reperfuséo intestinal (PALOMBIT, 2010; PAULINO et al., 2011).

A importancia deste trabalho estd em demonstrar de maneira original, no SNE do ileo
os efeitos da I/R-i da AMS sobre a expressdo do receptor purinérgico P2X, e caracterizar
estas alteracGes sobre as diferentes classes neuronais no plexo mioentérico e células gliais
entéricas do ileo de ratos, nos periodos de 24 horas e 1 semana de reperfusao.
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Com base nos resultados obtidos conclui-se que:

O modelo de isquemia/reperfusdo intestinal de oclusdo da AMS demonstrou ser um

modelo eficiente, pois provoca alteracdes nos neurénios e células gliais entéricas no SNE;

O receptor P2X; foi encontrado em todas as classes neuronais e células gliais entéricas
dos grupos estudados, porém a I/R-i afetou a colocalizacdo do receptor com 0s neurdnios
NOS-ir, ChAT-ir e anti-HuC/D no grupo de 1 semana;

A I/R-i afetou a densidade e estimativa dos neurénios ChAT-ir, Calr-ir e Anti-HuC/D nos

grupos de 24 horas e 1 semana;

A Isquemia/Reperfusdo levou a um aumento na quantidade de células gliais entéricas nos

grupos I/R-i 24 h e 1 semana, que eram imunorreativas ao receptor P2X;

Por meio da I/R-i foi constatado o edemaciamento dos neurdnios NOS-ir, ChAT-ir, Calb-

ir, Dogiel Il-ir e Calr-ir no grupo I/R-i 1 semana.

O grupo Sham apresentou alteracdes nas colocalizagOes, densidades e estimativas, como

provavel consequéncia da manipulacéo visceral;

A parede do ileo apresentou poucas alteracdes qualitativas no grupo I/R-i 24 h, ao ser

analisada pelo método H.E.
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