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RESUMO 

 
FRANCESCHI, R. C. Efeitos de processos inflamatórios sobre a morfologia e neuroquímica de 
células gliais do sistema nervoso entérico. Porto Alegre, 2017. 118p. Tese de Doutorado: 
Programa de Pós-graduação em Neurociências – Instituto de Ciências Básicas da Saúde, 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.  

 

Sabe-se que inflamações no trato gastrointestinal (TGI) ocasionam mudanças 
estruturais e funcionais que influenciam significativamente a qualidade de vida. Os efeitos 
variam de acordo com o tipo e extensão do processo inflamatório, que, por consequência, 
depende da natureza do estímulo ou do grau de lesão ocasionado. Existem, entretanto, 
lacunas na compreensão da etiopatologia das neuropatias entéricas. Há evidências de que 
diferentes causas, como defeitos de desenvolvimento congênitos no sistema nervoso entérico 
(SNE), ação de agentes tóxicos conhecidos ou condições patológicas secundárias indicam 
perda, degeneração e/ou comprometimento funcional dos neurônios entéricos. Por outro 
lado, crescem as evidências de que a integridade das células enterogliais (CEG), bem como das 
células imunitárias residentes no TGI, sofrem modulação de diferentes mediadores do SNE, 
assim como de distintos agentes nocivos. Portanto, existe um consenso de que interações 
entre os neurônios, as CEG e as células do sistema imunitário são determinantes para os 
efeitos dos processos inflamatórios na estrutura e nas funções do TGI. No presente trabalho 
foram escolhidos dois protocolos distintos de indução de inflamação entérica: o efeito de uma 
toxina associada a processos infecciosos, pelo fato de, até então, inexistir estudos dos efeitos 
do lipopolissacarídeo (LPS) sobre as CEG in vivo; e o efeito de uma dieta irregular, cuja 
patologia decorrente é relativamente frequente no roedor Chinchilla lanigera em cativeiro. 
Os objetivos propostos foram avaliar a atividade das CEG: (1) sob os efeitos da administração 
sistêmica do LPS in vivo em ratos e (2) nos efeitos do timpanismo provocado por dieta em 
Chinchilla lanigera. A avaliação histopatológica da administração de LPS intraperitoneal em 
ratos revelou uma resposta inflamatória intestinal dependente da dose, tempo e região 
intestinal. A menor dose de LPS intraperitoneal (0,25 mg kg-1) resultou em um estado 
inflamatório com resposta menos intensa em 1h e resultou em um aumento de linfócitos, 
células plasmáticas e no tamanho dos nódulos linfáticos, além uma discreta perda de 
organização nas criptas intestinais. Enquanto a maior dose de LPS (2,5 mg kg-1) resultou em 
uma inflamação moderada em todas as regiões entéricas, em todos os tempos, sendo o dano 
à cripta mais intenso no grupo analisado 24h após a injeção. Foi observada uma lesão visível 
na mucosa do duodeno, ceco e cólon dos ratos 24 horas e 7 dias após a injeção de LPS, porém 
o duodeno foi o segmento menos suscetível a essa resposta inflamatória. Com o protocolo de 
indução de CT nas chinchilas foi observado infiltrado inflamatório mais denso nas criptas do 
ceco e do cólon ascendente, confinados principalmente à mucosa, caracterizando um 
processo inflamatório subagudo nesses animais. Áreas infartadas também foram observadas 
nos vasos mesentéricos em todo o intestino dos animais timpânicos. Esses danos, entretanto, 
foram revertidos nos animais do grupo recuperado, sem distinção significativa entre os 
animais que receberam, além do retorno à dieta controle, anti-inflamatório por 5 dias. As 
alterações morfológicas, contudo, nem sempre foram acompanhadas por variações 
concomitantes na expressão dos marcadores de atividade glial, GFAP e S100B intra e 
extracelular, em resposta tanto à administração sistêmica de LPS em ratos, como pela 
administração de uma dieta que desencadeou a CT. Nas três regiões intestinais analisadas dos 
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ratos houve aumento de S100B intracelular após 24 horas da administração da maior dose de 
LPS, retornam a níveis basais ou níveis ligeiramente inferiores aos do controle após 7 dias. Não 
foi observada variação expressiva na secreção de S100B entérica em resposta ao LPS 
sistêmico. Em relação a GFAP, o LPS também foi capaz de induzir um aumento na GFAP 
intestinal dos ratos em todas as regiões entéricas 24 h após a injeção da dose mais alta de LPS. 
São necessários mais estudos das respostas imunitárias, e da relação destas com o SNE nas 
diferentes regiões do TGI sob condições inflamatórias, sejam desencadeadas sistemicamente 
ou localmente no trato intestinal. 
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ABSTRACT 
 

FRANCESCHI, R. C. Effects of inflammatory processes on the morphology and 
neurochemistry of glial cells from the enteric nervous system. Porto Alegre, 2017. 118p. Tese 
de Doutorado: Programa de Pós-graduação em Neurociências – Instituto de Ciências Básicas 
da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.  

 

Gastrointestinal tract (GIT) inflammation cause structural and functional alterations 
that significantly influence the quality of life. The effects vary according to the type and 
extension of the inflammatory process, which depends on the nature of the stimuli or the level 
of lesion caused. There are, however, gaps in the understanding of the etiopathology of 
enteric neuropathies. There are evidences that different causes, such as congenital 
development defects of the enteric nervous system (ENS), action of known toxic agents, or 
secondary pathological conditions indicate loss, degeneration and/or functional damage of 
enteric neurons. On the other hand, there are increasing evidence that the integrity of 
enteroglial cells (EGC), as well as immune cells that reside on the GIT, suffer modulation from 
different ENS regulators, as from several harmful agents. Therefore, a consensus exists that 
interactions between neurons, EGCs and immune cells are determinant for the effects of 
inflammatory processes on the structure and functions of the GIT. In the present study, two 
distinct protocols of enteric inflammation induction were chosen: the effect of lipoprotein 
(LPS), a toxin associated with infectious processes, on EGCs in vivo, of which no studies existed 
so far; and the effects of an irregular diet, which the deriving pathology is relatively frequent 
on the farmed rodent Chinchilla lanigera. The proposed objectives were to evaluate the 
activity of EGCs: (1) under the effects of systemic administration of LPS in vivo, on rats and (2) 
on the effects of tympanism induced by diet on Chinchilla lanigera. Histopathologic evaluation 
from intraperitoneal administration of LPS in rats revealed an intestinal inflammatory 
response that was dependent on the dose, time and intestinal region. The lowest 
intraperitoneal LPS dose (0.25 mg kg-1) caused an inflammatory state with a less intense 
response at 1h and resulted in increase of lymphocytes, plasm cells and the size of lymphatic 
nodules, in addition to a discrete loss of organization in the intestinal crypts. The highest LPS 
dose (2.5 mg kg-1) caused a moderate inflammation in all enteric regions, at all the times 
tested, and the damage to the crypt was more intense on the group analyzed 24h after the 
injection. Visible lesions were observed in the duodenum, cecum and colon mucosa of rats at 
24h and 7 days after LPS injection, with duodenum being the less susceptible segment to this 
inflammatory response. As for the protocol of tympanic colic induction in chinchillas, a denser 
inflammatory infiltrate was observed in the crypt of cecum and ascending colon, mainly 
confined to the mucosa, characterizing a subacute inflammatory process on these animals. 
Infarcted areas were also observed in the myenteric blood vessels throughout the entire 
intestine of tympanic animals. These injuries, nevertheless, were reversed in the animals from 
the recovery group, without significant distinction between the animals that received anti-
inflammatory medication for 5 days, in addition to the return to the diet of the control group. 
Morphological alterations, however, not always were accompanied by concomitant variations 
in the expression of glial activity markers, as intra and extracellular GFAP and S100B, in 
response to both the systemic administration of LPS in rats, and the administration of a diet 
that induced TC. In the three analyzed regions in rats, there was an increase in intracellular 
S100B 24h after administration of the higher LPS dose, and this marker returned to basal levels 
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or slightly inferior levels compared to control after 7 days. Enteric S100B secretion remained 
unaltered in response to systemic LPS. As for GFAP, LPS also induced an increase in intestinal 
GFAP in rats throughout all enteric regions 24h after the injection of the higher LPS dose. More 
studies are needed about the immune responses and the connection between those with the 
ENS in different GIT regions under inflammatory conditions, whether these conditions are 
triggered systemically or locally in the intestinal tract. 
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INTRODUÇÃO 

APRESENTAÇÃO DO TEMA  

SISTEMA NERVOSO ENTÉRICO: 

As funções do sistema digestório são influenciadas por neurônios motores vicerais do 

sistema nervoso central (SNC), através das divisões simpática (vias sensoriais e motora) e 

parassimpática (ajuste fino de diversas funções) do sistema nervoso autônomo (Furness, 

2012). O trato gastrointestinal (TGI) possui ainda um sistema nervoso intrínseco extenso, 

denominado sistema nervoso entérico (SNE), em que diferentes tipos celulares interagem de 

forma dinâmica através de uma variedade de moléculas de sinalização em comunicação com 

SNC (De Giorgio, 2015). Esse sistema é capaz de controlar as funções do TGI de forma 

completamente separada do SNC, no entanto, não é considerado um sistema autônomo. O 

controle neuronal das funções do TGI consiste em um sistema integrado envolvendo 

interações entre reflexos entéricos locais, reflexos que passam por gânglios simpáticos e 

reflexos que passam do intestino e de volta através do SNC (Furness, 2012).  

O SNE é formado por uma população de células tronco multipotentes derivadas da 

crista neural, constituindo uma inervação intrínseca altamente organizada do TGI e 

desempenhando um papel crítico por toda a vida pós-natal (Laranjeira e Pachnis, 2009; 

Metzger, 2010). Este sistema, descrito primeiramente por Langley (1921), abrange as camadas 

desde o início do esôfago até o ânus, incluindo a inervação de órgãos anexos como glândulas 

salivares, pâncreas e vesícula biliar, e está organizado através de gânglios entéricos e estes em 

plexos: plexo mioentérico (muscular superficial e profundo), plexo submucoso (externo e 

interno), plexo muscular da mucosa, plexo mucoso e plexo perivascular (Figura 1). A existência 

de gânglios entéricos é um dos fatores que contribuem para a complexidade do SNE, visto que 

estes compõem-se por um vasto número de neurônios fenotipicamente distintos (neurônios 

sensoriais, motores e interneurônios) e de células gliais, organizados na forma de núcleos 

interligados, resultando na expressão/liberação de marcadores diversos ao longo do TGI 

(Krammer et al., 1997; Burns, 2003; Hansen, 2003; Jänig, 2006; Laranjeira e Pachnis, 2009). 

Além das células neuroentéricas, as células musculares lisas formam um sincício elétrico 

dentro do intestino e são inervadas, direta ou indiretamente através de células intersticiais de 
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Cajal (CIC), por neurônios entéricos. As CIC possuem um papel ativo no controle da motilidade 

como marca-passos e através de canais iônicos mecano-sensíveis (Pasternak et al., 2016).  

 

 

Figura 1. Esquema da topografia, arquitetura e nomenclatura (descrição original em parêntesis) dos 
plexos ganglionares e aganglionares que constituem o SNE em preparados de membrana ao longo do TGI. 
Adaptado de Krammer et al., 1997. 

 

Sabe-se que distúrbios das funções do SNE influenciam significativamente a qualidade, 

e em casos mais graves, o risco de vida (Metzger, 2010). Também já está bem estabelecido 

que inflamações no TGI causam mudanças tanto estruturais quanto funcionais no SNE. As 

respostas no SNE variam de acordo com o tipo e extensão do processo inflamatório, que por 

consequência depende da natureza do estímulo (Collins, 1996; Sharkey e Kroese, 2001; Lomax 

et al., 2005). Para muitos autores a etiologia das doenças entéricas ainda é incerta e pode 

envolver múltiplas causas. Evidências atuais indicam que as neuropatias entéricas se originam 

a partir de perda, degeneração e/ou comprometimento funcional dos neurônios entéricos, 

resultante de defeitos de desenvolvimento congênitos do SNE, da ação de agentes tóxicos 

conhecidos (intoxicações, infecções) ou condições patológicas secundárias como inflamação 

crônica, neuropatia diabética e DP (Sasselli et al., 2012). A desregularização da SNE ocorre não 

somente na fase aguda da inflamação, mas também é considerada como um evento promotor 

de inflamação crônica (de Filippis et al., 2011). Um exemplo são as alterações no SNE relatadas 

em quadros de doença inflamatória intestinal (IBD ou Inflammatory bowel disease), que 

incluem aumento no número de neurônios entéricos, alteração na síntese, conteúdo e 
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liberação de neurotransmissores, alterações no número de células gliais entéricas e 

ganglionite no plexo mioentérico, além de modificações nos circuitos intrínsecos motores 

intestinais (hiperexcitabilidade neuronal, aumento da facilitação sináptica e diminuição 

transmissão inibidora neuromuscular descendente) (Margolis e Gershon, 2016). 

Atribui-se ao sistema imunitário e à glia entérica o papel de modulador ativo do TGI 

(De Giorgio, 2015), assim, pode-se afirmar que interações entre os neurônios, a glia e as 

células do sistema imunitário podem afetar tanto a estrutura quanto as funções do SNE, sendo 

essas interações uma área de crescente interesse na compreensão das patologias do sistema 

digestório. O melhor entendimento das ligações entre o desenvolvimento do SNE, a sua 

fisiologia, e as doenças entéricas, são suscetíveis de serem uma prioridade para a próxima 

década, levando a melhores tratamentos desses distúrbios (Sasselli et al., 2012). 

 

GLIA ENTÉRICA: 

Descritas no final do século XIX por Dogiel (Dogiel, 1899), as células gliais entéricas ou 

célula enteroglial (CEG) são numericamente o maior componente celular do SNE e, por muito 

tempo, foram consideradas apenas células de sustentação para os neurônios. Atualmente, as 

CEG são um componente integral e importante do circuito neuronal e, na maioria dos 

mamíferos estudados, elas excedem os neurônios no número de células. Por exemplo, em 

mamíferos adultos, as CEG ultrapassam os neurônios em cerca de 3-4 : 1, e dependendo da 

região/espécie essa relação é de 7:1, como por exemplo no íleo humano (Hoff et al., 2008; 

Mcclain et al., 2014). Localizam-se principalmente nos gânglios dos plexos mioentérico e 

submucoso, onde encontram-se entrelaçadas aos neurônios entéricos (Gershon, 2011). Nos 

gânglios, as CEG estão acopladas ao redor dos neurônios, estendendo diversas projeções que 

de forma incompleta os isolam de outras células extraganglionares (Figura 2). Ainda se 

encontram presentes nas fibras axonais de interconexão dos plexos ganglionares como nos 

aganglionares, onde são o único elemento celular (Bassotti, Villanacci, Antonelli et al., 2007), 

constituindo uma ampla rede em todos os níveis do TGI com interações celulares 

multidirecionais para os neurônios, às células epiteliais, células mesenquimais e células do 

sistema imunológico, desempenhando dessa forma um papel importante na saúde da 

inervação entérica (Figuras 3 e 4; Rühl, 2005).  
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Figura 2: Desenho representando o plexo mioentérico intacto como apareceria em uma preparação 
laminar da parede intestinal. Os neurônios (vermelho) são cercados por uma densa rede de glia entérica (verde). 
Adaptado de Gershon, 2011. 

 

 

Figura 3: Representação esquemática das interações anatômicas-funcionais da glia entérica com os 
outros elementos do SNE. Neurônios coloridos em roxo e as CEG em cinza. ICC, células intersticiais de Cajal. 
Adaptado de Bassotti, Villanacci, Antonelli et al., 2007.  
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Figura 4: As populações de CEG na parede do intestino. Uma subpopulação de CEG está localizada 
diretamente abaixo da camada epiteliar e está envolvida na regulação da barreira epitelial intestinal. CEG dos 
plexos submucoso e mioentérico se misturam com os neurônios e participam na regulação da neurotransmissão 
entérica. CEG que se encontram sob a mucosa e no plexo submucoso são facilmente observáveis por biopsias 
gastrointestinais (linha pontilhada) por imuno-histoquímica (imunomarcação S100B) Adaptado de Clairembault 
et al., 2015. 

 

As CEG eram geralmente observadas como uma população relativamente homogênea, 

sendo pequenas, em formato de estrela e apresentando numerosos processos de 

comprimento e tamanho variados (Rühl, 2005). As CEG envolvem os neurônios nos gânglios 

entéricos e nervos, e como os vasos sanguíneos e tecidos conjuntivos estão ausentes no 

interior dos gânglios, a glia entérica estende suas projeções que terminam como botões 

achatados junto da margem ganglionar, isolando, ainda que de forma incompleta, os 

neurônios entéricos de células extraganglionares. Possuem, ainda, características 

ultraestruturais exlusivas: filamentos longos (10 nm) capazes de cruzar o corpo celular, formar 
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feixes axiais ao longo do curso e ancorar firmemente as células na superfície ganglionar. 

Semelhante aos astrócitos, o seu principal constituinte é proteína glial fibrilar ácida (GFAP; 

Rühl, 2005).  

CEG maduras lembram morfologicamente os astrócitos do SNC e expressam 

marcadores moleculares similares, sendo morfológica e imunohistologicamente diferentes 

das células de Schwann presentes no sistema nervoso periférico (Grubišić e Gulbransen, 

2017). No entanto, há evidências para sugerir uma heterogeneidade morfológica e funcional 

entre essas células, baseada na ontogenia das populações gliais entéricas, que permitiu, 

primeiramente, identificar duas populações distintas de CEG: uma que preenche a inervação 

intrínseca do intestino e outra que se associa com a inervação extrínseca (Rühl et al., 2004). 

Esta característica foi demonstrada pela primeira vez no plexo mioentérico de porquinhos-da-

índia (Hanani, 1994), em que as CEG encontradas dentro dos gânglios mioentéricos seriam 

classificadas como "tipo I "ou" gliócitos protoplasmáticos", enquanto que as células 

distribuídas nos feixes de fibras seriam classificadas como "tipo II" ou "gliócitos fibrosos", se 

assemelhando à distinção descrita para os astrócitos. Todavia, subpopulações estão 

presentes, o que permitiu que fosse identificada uma glia subepitelial com vários processos 

longos e ramificados a qual poderia ser classificada como "mucosa" ou "tipo III" e a glia 

alongada acompanhando fibras nervosas na musculatura como “intramuscular” ou “tipo IV" 

(Figura 5) (Gulbransen e Sharkey, 2012). Entretanto, no intestino maduro essas populações 

não são facilmente distinguíveis e em circunstâncias normais elas também parecem funcionar 

de forma idêntica. Embora derivem de progenitores comuns da crista neural, as CEG 

assumiriam um fenótipo final determinado pelos microambintes específicos das distintas 

partes do TGI (Dulac e Le Douarin, 1991; Hanani, 1994; Boesmans et al., 2015). 
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Figura 5: Tipos de células gliais entéricas. Ilustrações esquemáticas dos quatro tipos morfológicos 
diferentes de CEG descritas até a data. a) Tipo I ou “protoplasmáticas” são em forma de estrela, com processos 
curtos, de forma irregular ramificada que se assemelha aos astrócitos protoplasmáticas do SNC. b) Tipo II ou 
“fibrosas” são as glias alongadas dentro de feixes de fibras que se assemelham a astrócitos fibrosos da substância 
branca no SNC. c) Tipo III ou “mucosas” são glias subepiteliais com vários processos longos e ramificados. d) Tipo 
IV ou ''intramusculares” são as glias alongadas correndo com fibras nervosas na musculatura. Adaptado de 

Gulbransen e Sharkey, 2012. 

 

Outra diferenciação morfológica considera que a glia que está dentro dos gânglios 

apresenta processos mais curtos e mais ramificados que os relacionados aos feixes de fibra 

(Gulbransen e Sharkey, 2012). Isto faz com que, no interior do gânglio, a CEG amplie o número 

de pés terminais até suas bordas, fazendo o papel de pé terminal dos astrócitos e/ou tecidos 

conjuntivos. Por outro lado, as células gliais na zona de transição entre gânglios e feixes de 

fibras podem ter os dois tipos de processos, indicando que o critério morfológico pode não 

ser preciso para definir os subgrupos de glia entérica (Gulbransen e Sharkey, 2012). Neste 

sentido, considerando as peculiaridades estruturais das CEG, foi sugerido a adoção de 

nomenclatura semelhante ao sistema utilizado atualmente para distinguir tipos de células 

intersticiais de Cajal. Assim, a glia entérica dentro dos plexos mioentérico e submucoso pode 

ser referida como CEGPM e CEGPSM, respectivamente, e a glia extragangliônica associada 

com a mucosa e a musculatura como CEGMucosa, e CEGIM, respectivamente (Gulbransen e 

Sharkey, 2012; Gulbransen, 2014). 

Outra forma de classificação baseia-se nos níveis de expressão da proteína glial fibrilar 

ácida (GFAP). Aproximadamente 40 a 50% das CEG podem ser GFAP negativas. Entretanto, a 



INTRODUÇÃO 19 

expressão de GFAP é dinamicamente regulada e reflete, principalmente, o estado funcional 

de uma célula glial, o que pode mudar ao longo do tempo, inclusive em resposta a citocinas 

pró-inflamatórias (Von Boyen et al., 2004; Rühl, 2005). O nível de expressão de outros 

marcadores básicos das CEG – a proteína ligante de cálcio S100β e o fator de transcrição Sox 

10 – também ampliam a variabilidade das CEG (Boesmans et al., 2015). 

Comparadas aos neurônios entéricos, o papel fisiológico das células gliais entéricas 

ainda é menos estudado. Classicamente, pensava-se que o papel da CEG seria apenas atuar 

como suporte estrutural para os neurônios entéricos através da liberação de uma ampla gama 

de fatores neurotróficos, os quais atuam no desenvolvimento, sobrevivência e diferenciação 

de muitos neurônios (Esposito et al., 2007). Seu papel na saúde e em estados de doença no 

SNE adulto vem sendo estudado e evidências indicam que a CEG pode desempenhar um papel 

mais ativo na fisiologia e fisiopatologia do TGI, bem como suas implicações em doenças do 

sistema digestório (Neunlist et al., 2014). Por outro lado, há estudos que indicam outras 

funções, como as relacionadas à neurotransmissão entérica (Bassotti, Villanacci, Fisogni et al., 

2007), controle da motilidade (Aube et al., 2006) e da secreção gastrointestinal, fluxo 

sanguineo, captação de nutrientes, homeostase do TGI por meio da conservação da 

integridade da barreira mucosa (Rühl et al., 2004; Matteoli, 2011; Yu e Li, 2014), controle do 

fenótipo neuroquímico de neurônios entéricos (Aube et al., 2006), papel de células 

progenitoras gliais (Hao e Young, 2009), bem como desempenhando a função de elo entre o 

SNE e o sistema imunitário (Bush et al., 1998). Uma atividade crucial das CEG é a sua 

capacidade de estimular a manutenção da integridade da barreira epitelial intestinal, 

liberando fatores que regulam a inflamação, preservam a barreira epitelial intestinal de danos 

bacterianos e ainda protegem contra a invasão de patógenos (Matteoli, 2011). Esta atividade 

pode ter implicações clínicas importantes, não só para doenças digestivas, tais como íleo pós-

operatório e doenças inflamatórias intestinais, distúrbios extra-intestinais como obesidade 

(Stenkamp-Strahm et al., 2013), ou ainda para patologias encefálicas como DP (Clairembault 

et al., 2015). A DP, inicialmente descrita como uma disfunção apenas do SNC, é atualmente 

considerada uma doença multicêntrica, sendo um exemplo de perturbação 

neurodegenerativa capaz de mudar o comportamento do TGI (Coelho‐Aguiar et al., 2015), e o 

estado inflamatório das CEG é o responsável pela constipação associada a esta condição 

(Sharkey, 2015). O autismo também possui diferentes aspectos etiopatogenéticos, com 

disfunções e sintomas que abrangem o TGI (De Magistris et al., 2010). 
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Estudos em camundongos geneticamente modificados que sofreram eliminação da 

glia entérica que expressa GFAP resultaram em degeneração neuronal, ruptura da arquitetura 

dos plexos entéricos, lesões vasculares proeminentes, destruição da integridade do epitélio 

intestinal e/ou mudanças específicas na codificação neuroquímica de neurônios entéricos, 

com subsequente inflamação e em última instância morte dos animais (Bush et al., 1998), 

sugerindo seu papel crucial na manutenção da integridade intestinal e sobrevivência neuronal. 

A CEG poderia manter a integridade neuronal através da prestação de apoio estrutural, da 

liberação de fatores neurotróficos, ou garantindo uma proteção ao microambiente (Coelho‐

Aguiar et al., 2015). 

Evidências indiretas sugerem o envolvimento das CEG na neurotransmissão entérica 

através de redes gliais funcionais no SNE, que permitiria um acoplamento celular capaz de 

coordenar uma atividade glial cooperativa, como a descrição de ondas de cálcio que viajam 

de forma ondulatória entre cultura de CEG após estimulação mecânica e química de uma única 

CEG (Zhang et al., 2003). Estudos in vitro (Gomes et al., 2009) e in vivo (Gulbransen e Sharkey, 

2009) têm demonstrado uma comunicação neurônio-glia, com as CEG respondendo a um 

aumento de Ca2+ intracelular por estimulo elétrico ou despolarização dos neurônios entéricos, 

sendo mediado por hemicanais de conexina-43. Além disso, camundongos knockout para 

conexina-43 CEG-específica apresentam o trânsito colônico substancialmente atrasado. Estas 

alterações refletem ainda os efeitos do envelhecimento, onde a conexina-43 é modificada 

explicando as reduções relacionadas à idade na motilidade do cólon (Mcclain et al., 2014). 

A expressão de glutamina sintetase e a imunorreatividade pelo transportador 

GABAérgico GAT2 nas CEG sugere que elas possam desempenhar um papel na sinalização 

glutamatérgica, assim como os astrócitos no SNC e, também, na neurotransmissão 

GABAérgica no SNE (Fletcher et al., 2002). Outro importante neurotransmissor localizado em 

neurônios entéricos, o óxido nítrico (NO), formado a partir de seu precursor L-arginina pela 

óxido nítrico sintase (NOS), pode ser sintetizado nas CEG. Análise ultra-estrutural de gânglios 

entéricos mostrou que a L-arginina-imunorreativa estava presente apenas em CEG, mas não 

em neurônios (Nagahama et al., 2001). Sugerindo que a CEG pode representar o principal 

reservatório da L-arginina, que pode eventualmente ser transferida para os neurônios, 

quando necessário. Demonstrou-se, posteriormente, que enquanto os neurônios entéricos 

possuem NOS I, as CEG possuem NOS II e ambas as isoformas de NOS poderiam liberar NO 

sob estimulação nicotínica (Maceachern et al., 2011). Tomados em conjunto, essas 
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observações sugerem que as CEG estão ativamente envolvidas na regulação da atividade 

neuronal dentro do SNE. 

Respostas enterogliais a estímulos fisiológicos e fisiopatológicos podem ser 

evidenciados via expressão de Fos, cuja expressão só foi observada em algumas 

subpopulações de CEG, sugerindo a possibilidade de heterogeneidade funcional entre essas 

células (Rühl et al., 2004). No estômago de ratos essa expressão foi observada via estimulação 

eferente central vagal, através de receptor nicotínico de acetilcolina no SNE (Miampamba et 

al., 2001) ou, ainda, sob colite aguda, induzida por formalina em ratos, que está associada com 

a indução de Fos glial (Miampamba e Sharkey, 1999). Nasser et al. (2006) descrevem CEG 

imunorreativas a α2-adrenoceptor no plexo mioentérico do cólon de ratos e camundongos. A 

CEG ainda responde à estimulação de nervos aferentes primários por capsaicina intraluminal 

e à inflamação (Sharkey et al., 1999). 

As CEG em adultos produzem o fator neurotrófico derivado de linhagem de célula glial 

(do inglês Glial cell-derived neurotrophic fator, GDNF) e Neurotrofina-3 (NT-3), cujas 

produções em níveis elevados têm efeitos neuroprotetores, auxiliando na manutenção do SNE 

(Rühl, 2005; Anitha et al., 2006). No entanto, durante a ontogênese os neurônios entéricos se 

desenvolvem e diferenciam-se antes da CEG, e no SNE de mamíferos adultos, nenhuma 

subpopulação neuronal GDNF ou NT-3-dependente foi relatada (Bar et al., 1997). O significado 

fisiológico do GDNF pela glia entérica ainda não está claro. Por mais que este fator seja 

importante no desenvolvimento pós-natal dos neurônios mioentéricos, a principal secreção 

de GDNF ocorre pelas células do músculo liso e não pelas CEG (Rodrigues et al., 2011). É 

possível que as CEG produzam BDNF em quantidades significantes apenas sob determinadas 

condições, como processos inflamatórios (Rodrigues et al., 2011; Von Boyen et al., 2011). As 

CEG também podem expressar enzimas (nucleosídeo trifosfato difosfohidrolase, NTPDase), 

transportadores e receptores (à ATP e ao glutamato, por exemplo), que pode tamponar o 

meio extracelular no SNE por absorção de cátions ou participação na síntese e inativação da 

transmissão (Rühl, 2005; Lavoie et al., 2011; Gulbransen e Sharkey, 2012). 

As CEG são ativadas por danos inflamatórios, podendo contribuir ativamente nessa 

condição por meio da oferta de antígenos e síntese de citocinas (Neunlist et al., 2014). A 

iniciação ou progressão da doença inflamatória está atribuída a um dano imuno-mediado à 

glia entérica (Bassotti, Villanacci, Antonelli et al., 2007). Em co-culturas com interferon-gama 

e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α), as CEG atuam como células apresentadoras de 
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antígenos, pois adquirem a capacidade de processar e apresentar antígenos de forma 

eficiente para as células T específicas. Expressam ainda substância P, que pode induzir a 

ativação de mastócitos e macrófagos e promover a proliferação de linfócitos (Rühl, Trotter et 

al., 2001). As proteínas S100B, especificamente expressa por CEG, podem orquestrar uma 

ampla variedade de vias de ativação do sinal que são diretamente correlacionadas com a 

severidade dos processos inflamatórios intestinais (Yu e Li, 2014). A palmitoiletanolamida 

pode exercer efeitos anti-inflamatórios através do direcionamento seletivo do eixo 

S100B/TLR4 nas CEG, causando uma inibição do fator nuclear kappa-B dependente do cólon 

inflamado (Esposito et al., 2013). Além disso, CEG têm a capacidade de responder a estímulos 

inflamatórios através da produção de citocinas pró-inflamatória, tais como IL-6, Transforming 

growth factor beta 1 (TGF-β1), etc (Yu e Li, 2014). Ainda, em situação de inflamação aguda, as 

CEG podem contribuir para o estresse oxidativo através da produção de NO, o que resulta na 

ativação de hemicanais Cx43 e a subsequente morte neuronal (Brown et al., 2016). Assim, nos 

últimos anos, o papel das CEG expandiu de simples suporte nutritivo para neurônios entéricos, 

para ser as participantes fundamentais na regulação de eventos inflamatórios no intestino 

(Cirillo, Sarnelli, Turco et al., 2011; Neunlist et al., 2014).  

Através de modelos animais de inflamação intestinal foi observado que as CEG, mas 

não os neurônios, proliferam em resposta à inflamação comunicando-se de forma ativa com 

imunócitos intestinais (Rühl et al., 2004). A capacidade da CEG proliferar in vivo foi sugerida 

pela primeira vez por Gabella e Gaia (1967), que demonstraram que as CEG, ao contrário dos 

neurônios entéricos, são capazes de se dividir por algum tempo após o nascimento. As CEG 

atuam nos processos inflamatórios intestinais, aumentando a expressão de fatores 

neurotróficos tal como GDNF, Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) e Nerve growth factor 

(NGF). Os primeiros possuem efeito anti-apoptóticos sobre as CEG. Ainda, na IBD, o GDNF 

também possui efeito anti-apoptótico em células epiteliais intestinais. Em contraste, o NGF 

parece melhorar a inflamação do intestino (Coelho‐Aguiar et al., 2015). Durante o quadro de 

inflamação entérica crônica na IBD, as CEG se proliferam e liberam neurotrofinas, fatores de 

crescimento e citocinas pró-inflamatórias, as quais, por sua vez, amplificam as respostas 

imunitárias (Steinkamp et al., 2003). Em culturas celulares primárias purificadas de CEG, a 

ativação por IL-1β estimula a síntese e liberação de IL-6, que por sua vez, faz feedback 

inibitório de sua própria secreção. Após a estimulação com lipopolissacarídeo (LPS) in vitro ou 

citocinas, as CEG podem liberar mediadores tais como o NO, IL-6, IL-1 β ou prostaglandina E2. 
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O GDNF secretado em resposta a IL-1β, ao TNF-α e LPS pode modular a apoptose das células 

epiteliais intestinais (Neunlist et al., 2014). 

Na doença de Crohn (DC) o SNE sofre infiltração linfocitária associada com a expressão 

glial do complexo principal de histocompatibilidade classe II (MHC II), que por sua vez está 

associado com inchaço axonal ou esgotamento de organelas axonais, sugerindo que 

imunologicamente a CEG pode diretamente mediar danos ao SNE nessa doença (Geboes et 

al., 1992; Schneider et al., 2010). Experimentos com cultura de tecidos já confirmaram a 

capacidade de fagocitose e indução de citocinas MHC II e ICAM-1 pelas CEG, enquanto que in 

vivo, a CEG parece ativar diretamente as células CD8+, podendo realmente ser alvo de células 

do sistema imunológico (Hollenbach et al., 2000; Cornet et al., 2001). Por outro lado, a 

imunidade inata no cérebro é controlada principalmente por receptores toll-like (TLR) 

expresso em células gliais, em especial nos astrócitos e microglia. Em condições saudáveis, os 

astrócitos mal expressam TLR, mas a sua expressão é rapidamente regulada após uma invasão 

bacteriana. Assim como os astrócitos, as CEG são as sentinelas do sistema imunológico 

residente, pois expressam TLR em níveis basais, apenas TLR3 e TLR5 em nível intermediário. 

Estes resultados indicam que as CEG, em conjunto com a capacidade de serem ativadas por 

danos exógenos e bactérias, também possuem os mecanismos moleculares potencialmente 

capazes de desencadear imunidade inata no intestino (Turco et al., 2013). 

As CEG expressam marcadores gliais chaves tais como S100B, GFAP e Sox10, havendo 

variabilidade significativa na expressão dos mesmos. O significado desta variabilidade dentro 

da CEG não é bem compreendido, não havendo um consenso quanto qual o melhor marcador 

de CEG, sendo GFAP e S100 os mais utilizados. Alterações na expressão dos níveis dos 

marcadores gliais GFAP e S100B têm sido observadas em vários distúrbios gastrointestinais 

associados a disfunções de barreira, incluindo distúrbios intestinais inflamatórios 

(Clairembault et al., 2014; Grubišić e Gulbransen, 2017). 

  

S100B: 

A proteína S100B foi identificada na década de 60, sendo nomeada de S100 devido a 

sua solubilidade em solução de sulfato de amônia saturada a 100% (Moore, 1965). As 

proteínas S100 estão localizadas no citoplasma e/ou núcleo de uma ampla gama de tecidos 

nervoso e não nervoso. Nos tecidos nervosos, S100 ocorre como dímeros – ββ e αβ com 
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predominância do homodímero-ββ (por exemplo, S100B) (Rühl, 2005). No SNC, a S100B é 

considerada a neurotrofina "face de Janus", pois dependendo da sua concentração no meio 

extracelular é capaz de exercer ações opostas. Em concentrações nanomolares possui 

atividade neurotrófica com efeito pró-proliferativo na astroglia e em neurônios 

serotoninérgicos, respectivamente, sendo capaz de modular o crescimento e diferenciação 

celular. Já em concentrações micromolares exerce função neurodegenerativa e determina a 

proliferação de células gliais e a amplificação da neuroinflamação (Cirillo, Sarnelli, Esposito et 

al., 2011), tendo sido observada aumentada em diferentes neuropatologias como a Doença 

de Alzheimer e Síndrome de Down (Griffin, 2006). Concentrações elevadas de S100B em 

fluidos biológicos (sangue, urina, líquido aminiótico, líquido cefalorraquidiano (LCR), saliva) 

têm sido considerados marcadores biológicos de condições patológicas, como tumores e 

lesões agudas do encéfalo, desordens psiquiátricas, neuroinflamatórias e 

neurodegenerativas, entre outros (Michetti et al., 2012).  

No TGI, a S100 é encontrada exclusivamente nas CEG, sendo considerada um marcador 

glial específico. Está localizada no citoplasma das CEG, onde regula a estrutura e função do 

citoesqueleto bem como a homeostase do Ca2+ (Rühl, 2005). Um aumento na expressão e na 

liberação desta proteína tem sido relatado em distúrbios do TGI. Em doença celíaca 

encontrou-se nível elevado de S100B em biopsias de duodeno e reto de humanos (Esposito et 

al., 2007), assim como em colite ulcerativa (Cirillo et al., 2009), ambas inflamações NO-

dependentes. Quando administrada em segmentos de duodeno não inflamados, a S100B 

resultou tanto na expressão da proteína iNOS quanto na liberação de NO, indicando que em 

concentrações micromolares esta proteína participa da resposta inflamatória mesmo no 

"duodeno saudável" (Esposito et al., 2007). A exarcebada expressão e liberação desta proteína 

foi observada em intestinos em estado inflamatórios (Cirillo et al., 2009) e sabe-se ainda que 

diferentes tipos desta proteína estão envolvidos no desenvolvimento e progressão do câncer 

de cólon em humanos (Kiss et al., 2001). 

No geral, a S100B acumula-se no receptor para produtos finais avançados de glicação 

(RAGE) apenas em concentrações micromolares, interagindo com a mitogen-activated 

proteína quinase (MAPK) e consequentemente ativando a fosforilação do fator nuclear-kB 

(NF-kB) o qual, por sua vez, leva à transcrição de diferentes citocinas e da proteína iNOS. 

Assim, a S100B pode ser considerada como uma citocina pró-inflamatória facilitadora que 

ganha acesso ao espaço extracelular especialmente em reações imuno-inflamatória 
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intestinais (Cirillo, Sarnelli, Esposito et al., 2011; Cirillo et al., 2011b e 2012). Por outro lado, a 

expressão da proteína S100B também é positivamente regulada quando culturas primárias de 

CEG humana são expostas a bactérias patogênicas (Escherichia coli), mas não a probióticos 

(Lactobacillus paracasei F19). Esta regulação positiva está relacionada com o aumento da 

produção de NO a partir das CEG que expressam TLR e interagem diretamente respondendo 

ao insulto bacteriano. O potencial papel das CEG no desencadeamento das respostas inatas 

imunitárias é enfatizado pela demonstração de que estas células não só expressam TLR, mas 

são capazes de discriminar entre patógenos e probióticos por modulação da expressão TLR 

que, por sua vez, é especificamente regulada pelos tipos de bactérias que interagem com ele 

(Turco et al., 2013). 

Neste sentido, acumulam-se evidências de que o aumento nos níveis desta proteína 

não se limita a refletir o seu extravasamento em células danificadas (neural ou não neurais). 

A síntese e liberação de S100B em concentrações elevadas parecem ser fisiologicamente 

reguladas para participar de processos inflamatórios, comportando-se a S100B como uma 

citocina. Atualmente, o sistema nervoso pode ser considerado como fonte natural de S100B 

extracelular, visto que é o principal local de concentração e onde a maioria das condições 

patológicas, associadas com elevado níveis desta proteína em fluidos biológicos, investigados 

até a data, estão envolvidos. Outro local de concentração de S100B é o tecido adiposo, onde 

circulam moléculas com papéis ativos na regulação. Neurônios são considerados como células 

alvo naturais para S100B, enquanto há descrição de um efeito estimulante sobre a microglia 

e um efeito autócrino regulador sobre os astrócitos. É razoável supor que S100B circulante 

produz também efeitos sobre células não neuronais (Michetti et al., 2012). Assim, abre-se a 

perspectiva desta proteína não ser apenas um biomarcador, tendo seus níveis aumentados 

meramente como consequência aos danos celulares, mas também ser um potencial alvo 

terapêutico para o tratamento das condições patológicas em que está envolvida.  

 

PROTEÍNA ÁCIDA FIBRILAR GLIAL: 

Similarmente aos astrócitos a glia entérica madura é rica em proteínas GFAP. No 

intestino, a GFAP é considerada como um marcador específico de células gliais. Apesar disso, 

a  GFAP não permite a distinção confiável entre a glia intrínseca e extrínseca, pois sua 

expressão também pode ser induzida em células de Schwann não-mielinizantes (Rühl et al., 
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2004; Rühl, 2005), condrócitos, fibroblastos, células mioepiteliais e linfócitos (Middeldorp e 

Hol, 2011). Diversas variantes de GFAP foram descritas, embora o papel específico destes tipos 

na saúde e na doença permaneça relativamente inexplorados (Sullivan, 2014). Foi observado 

que a principal isoforma expressa pela CEG é a GFAPĸ (Clairembault et al., 2014), diferente do 

encéfalo humano, no qual o transcripto GFAPκ é aproximadamente 1% dos transcriptos do 

GFAPα (Sullivan, 2014). 

No cérebro, os níveis de expressão de GFAP são modulados por diferenciação de 

astrócitos, inflamações e lesões. No SNC, identificar as mudanças gliais pode fornecer uma 

imagem única da progressão da doença, permitindo intervenção médica precoce para 

controlar os sintomas (Sullivan, 2014). Assim, alterações na expressão e fosforilação da GFAP 

têm sido consistentemente relatadas no SNC durante o desenvolvimento, envelhecimento e 

em várias doenças, incluindo doença de Alexander, doenças neurodegenerativas (doença de 

Alzheimer, demência fronto-temporal, DP e esclerose lateral amiotrófica), acidente vascular 

cerebral e lesão cerebral traumática. A alta expressão de GFAP é uma característica bem 

conhecida de astrócitos reativos no SNC, no entanto, se o mesmo também ocorre no intestino 

ainda não é totalmente aceito (Coelho‐Aguiar et al., 2015). Por outro lado, no SNP, uma lesão 

nervosa induz a expressão de GFAP em células mielinizantes e células de Schwann, não-

mielinizantes (Rühl, 2005). Tem sido descrito que no SNE os níveis de GFAP aumentam durante 

quadros inflamatórios (Von Boyen et al., 2011). Em analogia ao SNC, tem sido proposto que a 

up-regulation da GFAP no intestino é induzida pela ativação de CEG (Clairembault et al., 2014; 

Sullivan, 2014). Curiosamente, a redução na expressão de GFAP foi relatada no íleo não 

inflamado de pacientes com DC (Cornet et al., 2001). Essas observações indicam que a 

expressão de GFAP é dinamicamente regulada e reflete o estado funcional da CEG  (RÜHL, 

2005). Não apenas a expressão de GFAP é variável, mas as expressões diferenciais de 

combinações de GFAP, S100B e Sox10 nos diferentes subtipos gliais (I-IV) sugere que a 

expressão de genes específicos das CEG seja um processo muito dinâmico e que pode ser 

influenciado por fatores variados espacialmente e temporalmente (Boesmans et al., 2015). 

Coerente com a observação de que o intestino está em um contínuo estado de inflamação 

fisiológica, o nível de expressão de GFAP na CEG aparece maior do que o observado 

normalmente em astrócitos no SNC (Rühl et al., 2004). Os mecanismos responsáveis pela 

gliose reativa (processo de proliferação, aumento da expressão e síntese de proteínas 

celulares, tais como GFAP e da secreção de citocinas) no intestino inflamado não estão 
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totalmente definidos. Sabe-se que a taxa de proliferação das CEG é afetada por citocinas, as 

quais são expressas de modo diferenciado em modelos animais de colite, como anteriormente 

referido (Rühl, Trotter et al., 2001).  

Comparação de dados in vitro com modelos animais de inflamação intestinal propõem 

que a proliferação glial, durante o quadro inflamatório intestinal, é um processo 

diferencialmente regulado ao longo do SNE. Alguns estudos têm focado no comportamento 

da GFAP no SNE e os resultados são controversos. Foi observado na mucosa intestinal de 

pacientes com IBD sinais de anomalias na rede glial entérica juntamente com o aumento da 

expressão de fatores específicos derivados da CEG (ou seja, GFAP e S100B) (Cabarrocas et al., 

2003; Esposito et al., 2007; Cirillo et al., 2009). Em biópsias de porções intestinais inflamadas 

de pacientes com colite ulcerativa foi observado um elevado aumento de CEG GFAP-positiva 

em comparação com o controle. As biópsias de porções intestinais não inflamadas de 

pacientes com colite ulcerativa caracterizaram-se por uma rede mais densa de CEG que os 

controles, mas significativamente menos densa que a observada nas seções inflamadas. 

Biópsias de cólon inflamados de pacientes com DC também apresentaram um aumento na 

expressão da GFAP, mas este aumento foi menos impressionante do que em pacientes com 

colite ulcerativa. Porções de cólon sem inflamação de pacientes com DC demostraram uma 

marcação reduzida de GFAP em comparação com estruturas não-inflamadas do intestino de 

pacientes com colite ulcerativa (Von Boyen et al., 2011). No mesmo sentido, culturas de 

células gliais, incubadas e tratadas com citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, TNFα, IL-4, 

interferon-γ) e pelo vasoconstritor endotelina-1, assim como com LPS, também apresentaram 

um aumento significativo de GFAP (Von Boyen et al., 2004; Von Boyen e Steinkamp, 2010). 

Por outro lado, algumas patologias intestinais têm demonstrado diminuição da 

expressão ou imunorreatividade do GFAP, como o observado por Cornet et al. (2001), em 

outro estudo com DC na qual houve diminuição nos processos GFAP imunoreativos nas 

amostras intestinais, sugerindo que a CEG seja direcionada especificamente por mecanismos 

imunitários ou não imunitários (por exemplo, antígeno viral não próprio). Assim como a 

intensidade da imunocoloração GFAP de gânglios do plexo submucoso de jejuno de 

camundongos duplo transgênicos (ratos que expressam um antígeno neoself viral em 

astrócitos e CEG, foram cruzados com ratos transgênicos de receptores de células T 

específicas, resultando em depleção apoptótica de CEG) foi significativamente menor que no 

controle. Para os autores a ausência de inflamação intestinal pode ocorrer devido a ruptura 
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da CEG não ter sido profunda o suficiente para causar grave inflamação, não afetando o 

número de estruturas de GFAP neste modelo (Aube et al., 2006). Dados semelhantes foram 

observados por Kleinschmidt et al. (2011) em gatos com enterite linfocítica plasmocitária, o 

que pode indicar redução no número de CEG e pode refletir em uma alteração destas como 

observado e descrito no íleo na DC e na enterocolite necrosante (Bush, 2002), ou no cólon de 

pacientes com IBD (Neunlist et al., 2008) e de ratos diabéticos (Liu et al., 2010). 

Como referido no item anterior, no cólon de pacientes com Doença de Chagas foi 

observada destruição neuronal, em porções dilatadas e não dilatadas, precedida pela perda 

da CEG. Entretanto, as porções não dilatadas apresentaram maior expressão de GFAP quando 

comparadas às porções dilatadas e ao grupo não infectado, sugerindo que esta proteína 

impeça a dilatação do órgão e proteja o SNE do processo inflamatório e da destruição 

neuronal, além de impedir a expansão da doença para áreas não afetadas do cólon (Da Silveira 

et al., 2009). Danos estruturais em filamentos de CEG GFAP positivas também foram 

observados em segmentos entéricos de ratos submetidos a um protocolo de isquemia e 

reperfusão, tal resultado é justificado pelos autores pelos filamentos de GFAP serem 

fosforilados e desagregados após o insulto nas CEG (Thacker et al., 2011). 

 

LIPOPOLISSACARÍDEO: 

A inflamação intestinal acompanha alterações na permeabilidade entérica e os 

papéis da CEG na inflamação da mucosa têm sido investigados. Semelhante aos astrócitos do 

SNC, as CEG são reconhecidas como células imunocompetentes que possuem capacidade de 

produzir e responder a uma variedade de quimiocinas e citocinas (Yu e Li, 2014). O TGI é a 

primeira linha de defesa contra endotoxinas, havendo falhas na detecção e desativação das 

mesmas pode ocorrer quadros inflamatórios locais, sistêmicos, endotoxemia e até mesmo 

morte (Mani et al., 2012). Um modelo largamente utilizado para provocar respostas 

inflamatórias e ativação do sistema imunitário inato via sinalização do TLR, tanto central 

quanto periférico, é o lipopolissacarídeo (LPS), uma endotoxina presente tanto na parede de 

bactérias gram negativas, como também encontrada nas CEG (Hoshino et al., 1999; Von Boyen 

et al., 2004; Brahmachari et al., 2006; Guerra et al., 2011). 

A ativação da resposta imune inata, pela administração sistêmica de LPS produz 

inflamação com respostas neuroendócrinas e neuroquímicas que atuam em sinergia com o 

estresse (Cunningham e Sanderson, 2008). Já foi observado que a administração de LPS (por 
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injeção intraperitoneal ou intracerebroventricular, em culturas de astrócitos ou mesmo em 

cortes de hipocampo) promove um aumento na expressão de GFAP dos astrócitos e altera os 

níveis extracelulares de S100B (Brahmachari et al., 2006). As expressões de proteína GFAP e 

S100B derivadas das CEG aumentam com a administração de LPS em culturas de CEG e de 

cólon dissecado (Von Boyen et al., 2004; Cirillo, Sarnelli, Turco et al., 2011; Xiao et al., 2011; 

Coquenlorge et al., 2014). Resultados semelhantes foram obtidos em cultura celular derivada 

de biópsias do cólon de pacientes colite ulcerativa (De Filippis et al., 2011). Em culturas de 

astrócitos primários e fatias hipocampais, o LPS, após administração intraperitoneal, estimula 

a secreção de S100B e também induz um rápido aumento nos níveis de S100B no fluído 

cerebrospinal (Guerra et al., 2011). Já foi descrito que a administração de LPS por via 

intravenosa leva a uma resposta específica das CEG mioentéricas GFAP positivas. Sendo estas 

capazes de responder a um ambiente inflamatório dentro de um curto período de tempo 

através da ativação da glia da mucosa (Rosenbaum et al., 2016). 

O TGI é um grande reservatório de bactérias gram-positivas e gram-negativas (Ley et 

al., 2006), onde as bactérias gram-negativa funcionam como uma fonte de endotoxina LPS 

(Mani et al., 2012). Embora o LPS intestinal seja considerado inofensivo e proporcione efeitos 

protetores contra lesões epiteliais, também tem sido sugerido que o LPS provoque inflamação 

intestinal, como a enterocolite necrosante, e que se encontre em alta concentração em uma 

lesão intestinal (Im et al., 2012). Assim, os intestinos representam tanto uma barreira principal 

como uma fonte principal de endotoxina (Mani et al., 2012). O LPS induz a ativação das 

funções da barreira intestinal através da ativação de mediadores químicos (eicosanóides, IL-

1, IL- 6, TNF-α, NO), prejudicando células epiteliais e suas junções. A integridade da barreira 

intestinal é um importante determinante clínico no resultado da endotoxemia, sua falha - 

induzida por LPS - leva a diversos efeitos biológicos, incluindo o choque letal e a falência 

múltipla de órgãos, sendo esta resposta inflamatória ao LPS conhecida por variar em 

diferentes segmentos intestinais (Yue et al., 2013). Doenças intestinais e tensões ambientais 

e metabólicas resultam na diminuição da integridade de barreira das células epiteliais 

intestinais (Shimizu et al., 2011; Mittal e Coopersmith, 2014). Considerando a proximidade das 

CEG às células epiteliais intestinais e seu papel de mediadores atuando na função da barreira 

mucosa, tem sido proposto que as CEG são um componente essencial para a integridade da 

parede intestinal (Von Boyen et al., 2004; Guerra et al., 2011; Xiao et al., 2011; Coquenlorge 

et al., 2014). Já foi observado, por exemplo, durante um protocolo de nutrição parenteral total 
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intravenosa, que a perda da função da barreira intestinal afeta todo o intestino delgado e 

ceco, mas não o cólon. Provavelmente por este possuir diferentes características de 

permeabilidade em relação ao intestino delgado, incluindo maior resistência elétrica e menor 

permeabilidade ao movimento passivo de ions, além de conter maior número de micróbios, 

possuindo assim maior capacidade de eliminar bactérias translocadas (Yue et al., 2013).  

Durante a inflamação o SNE responde a uma ampla gama de mediadores e a desafios 

bacterianos como LPS, em que expressa uma grande variedade de receptores TLRs. Neurônios 

entéricos expressam TLR4 (e as conseqüências funcionais dessa ativação permanecem 

desconhecidas), os plexos mioentérico e submucoso expressam TLR3 e TLR7, e as CEG TLR3, 

TLR4 e TLR7 (Coquenlorge et al., 2014). Sob a estimulação de LPS, as CEG poderiam exercer 

efeito protetor sobre as funções da barreira intestinal epitelial por inibição do aumento de 

atividade da síntese do NO induzida pelo LPS. Um estudo recente demonstrou que o receptor 

TLR2, o qual desempenha um papel chave nas estruturas microbianas de sensoriamento, é 

expresso nas CEG. No intestino, o TLR2 exerce efeitos citoprotetores em células epiteliais 

intestinais e regula a função da barreira epitelial. Além disso, o TLR2 poderia estimular a 

expressão intestinal de GDNF através da NF-kB e da p38 ativada por mitogênio de sinalização 

da via proteína-quinase (Yu e Li, 2014). TLR2 também foi expresso em neurônios entéricos, 

CEG e células do músculo liso da parede intestinal de camundongos (Brun et al., 2013). 

Em segmentos entéricos humanos da musculatura longitudinal/plexo mioentérico e 

em cultura primária entérica de ratos, ambos tratados com LPS, foi observado um aumento 

na produção de TNF-α por neurônios entéricos dependentes de TLR2. Sabe-se que o TLR2 

interfere na resposta de reação à inflamação e suspeita-se que esta produção também possa 

induzir uma reatividade glial entérica. Além disso, o LPS amplificou a produção de IL-6, a qual 

possui um papel central na geração de respostas na fase aguda da inflamação e diferenciação 

de linfócitos. No SNE a IL-6 aumenta a excitabilidade neuronal e pode participar da disfunção 

do TGI associada à inflamação intestinal ou síndrome do intestino irritável, podendo ainda 

reduzir a sobrevivência neuronal (Coquenlorge et al., 2014). Já foi demonstrado que o TLR2 é 

necessário para manter a integridade e a proteção contra a colite e sua deficiência genética 

induz anomalias na estrutura, função e codificação neuroquímica do SNE de camundongos 

(Brun et al., 2013), assim, este aumento induzido pelo LPS poderia estar envolvido na 

participação de uma resposta protetora contra desafios inflamatórios ou infecciosos 

(Coquenlorge et al., 2014). 
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Em modelo de cultura animal, a adição de LPS também promoveu a secreção de IL-1 

β pelas CEG (Murakami et al., 2009) e desencadeou um aumento na expressão de GFAP 

indicando uma estimulação próinflamatória nessas células (Von Boyen et al., 2004), enquanto 

in vivo foi observado um aumento da contratilidade, da expressão de Fos e de citocinas tanto 

nos neurônios entéricos como nas CEG, especulando-se assim que esta endotoxina estimula 

a ativação de todo o SNE (Duncan et al., 2008). 

O intestino é um órgão mecanicamente ativo com um microambiente dinâmico, sendo 

a gliogênese no SNE adulto regulada por danos ou condições inflamatórias (Rao e Gershon, 

2015).  A administração de LPS (por injeção intraperitoneal ou intracerebroventricular, em 

culturas de astrócitos, ou mesmo em fatias de hipocampo) promove um aumento na 

expressão de GFAP nos astrócitos e altera os níveis extracelulares de S100B (Brahmachari et 

al., 2006; Guerra et al., 2011). As expressões de proteína GFAP e S100B derivadas da enteroglia 

aumentam com a administração de LPS no cólon dissecado e de cultura de CEG (Von Boyen et 

al., 2004; Cirillo, Sarnelli, Esposito et al., 2011; Xiao et al., 2011; Coquenlorge et al., 2014). 

Atualmente, existe apenas uma evidência da existência de dados in vivo para confirmar o 

impacto da atividade de CEG na resposta a uma única dose elevada de LPS (Rosenbaum et al., 

2016) como observado no tecido cerebral (Guerra et al., 2011; Borges et al., 2012; Ifuku et al., 

2012; Cardoso et al., 2015). Desta forma, é necessário avaliar os efeitos da administração 

sistêmica de LPS in vivo, em diferentes concentrações e tempos, nas expressões de proteínas 

enterogliais GFAP e S100B e em diferentes segmentos do intestino (duodeno, ceco e cólon 

proximal). As CEG estão provavelmente envolvidas na maioria dos processos fisiológicos e 

fisiopatológicos do intestino, e estamos apenas começando a descobrir suas diversas funções 

no TGI (Gulbransen, 2014). A utilização de diferentes modelos e doses que induzam a 

inflamação do SNE é necessária para a compreensão da fisiologia e das funções 

fisiopatológicos das CEG, sendo assim necessários mais estudos a respeito do tema. 

 

CHINCHILAS: 

A Chinchilla lanigera pertence à ordem Rodentia (subordem Hystricomorpha e família 

Chinchillidae) e caracteriza-se por possuir uma longa cauda, grossa, que forma uma porção 

distal mais ouriçada, sendo roedores que despertam grande interesse na criação comercial 

(Spotorno et al., 2004; Carleton e Musser, 2005). Tanto a caça comercial, com início em 1828, 
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quanto a criação em cativeiro, com início no século XX, foram motivadas pelas características 

ímpares da pelagem (cerca de 30 vezes mais macia que o cabelo humano e muito densa, com 

pelos longos de 2 a 4 cm, emergindo 50-75 fios de um único folículo da pele, com cerca de 

20.000 pelos/cm2). No Brasil, a criação concentra-se no Rio Grande do Sul, maior exportador 

de peles de chinchila. Além da comercialização das peles, a domesticação desses animais 

proporcionou a atual utilização como animais de estimação, por serem considerados limpos, 

sem cheiro e amigáveis, podendo ser mantidos facilmente em cativeiro e treinados (Jiménez, 

1996; Ozdemir et al., 2008). 

Há trabalhos sobre os cuidados básicos necessários à criação e hábitos de chinchilas 

(Donnelly e Brown, 2004), mas ainda são poucas as informações científicas detalhadas sobre 

as enfermidades que acometem a espécie, a maioria destas informações baseia-se em 

comunicação oral ou em relatos de casos por parte de médicos veterinários ou criadores, 

divulgadas na Internet. Os trabalhos utilizando esta espécie vão desde alguns estudos 

anatômicos, fisiológicos e auditivos, à aspectos reprodutivos. Os estudos anatômicos 

descrevem os territórios vasculares (De Castro et al., 2007; De Araujo e Campos, 2009), o 

arterial cardíaco (Ozdemir et al., 2008), a inervação espinhal (De Oliveira Gamba et al., 2007; 

Martinez-Pereira e Rickes, 2011) e o aparelho digestório (Cevik-Demirkan et al., 2007; De 

Castro et al., 2010; Stan et al., 2014). Enquanto a fisiologia busca alguns aspectos gerais como 

a regulação do metabolismo hídrico (Cortés et al., 2000), a termorregulação (Cortés et al., 

2000), hábitos alimentares (Cortés et al., 2002; Grant, 2014), monitoramento endócrino 

(Mastromonaco et al., 2015), exigências líquidas para ganho de peso (Antonio et al., 2007) e 

pressão intraocular em diferentes faixas etárias (Chacaltana et al., 2016). Já os estudos de 

aspectos reprodutivos destes animais em cativeiro buscam melhores índices de produtividade 

(Bekyürek et al., 2002; Busso, J. et al., 2005; Busso, J. M. et al., 2005; Busso et al., 2007; Leal e 

França, 2008; Leal e França, 2009; Niedbała et al., 2015). Atualmente, temos estudos 

comparando os tipos de anestésicos utilizados nesses animais (Fox et al., 2016), enquanto 

outros estudos buscam compreender melhor os comportamentos nocivos de animais 

confinados (Franchi et al., 2016). Ainda, estes animais, por possuírem uma curva de 

audibilidade semelhante à dos seres humanos (Heffner e Heffner, 1991), são utilizadas como 

modelo experimental para estudos sobre audição (Spotorno et al., 2004; Jones et al., 2015), 

sensibilidade auditiva (Nelson e Kiester, 1978) e percepção sonora por meio de 

condicionamento (Shofner, 2002).  Outros estudos ainda descreveram as áreas do sistema 
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nervoso central (SNC) envolvidas na percepção auditiva (Harel et al., 2000; Langner et al., 

2002; Pienkowski e Harrison, 2005a; b), como também no mapeamento do sistema vestibular 

nesses animais (Hullar e Williams, 2006). 

Dentre as patologias estudadas em Chinchilla lanigera são destacadas algumas de 

origem bacteriana (Naglić et al., 2003; Kimpe et al., 2004; Forbes et al., 2008; Bakaletz, 2009; 

Lucena et al., 2012; Diaz et al., 2013), algumas viroses (Wohlsein et al., 2002; Morton et al., 

2004; Buchinsky et al., 2007), micotoxicoses associadas a dietas inadequadas ou a rações 

contaminadas (Pereyra et al., 2008; Cepeda et al.,  2011) e endoparasitoses (Holmberg et al., 

2007; Staebler et al., 2007; Levecke et al., 2011; Soares et al., 2011; Veronesi et al., 2012; 

D’ovidio et al., 2015; Petroneto et al., 2015; Qi, Luo et al., 2015; Qi, Yu et al., 2015; Cardia et 

al., 2016).  

Com relação ao trato digestório, há estudos referentes a digestão e absorção de 

carboidratos (Krishnamurti et al., 1974), comparações anatômicas entre o intestino grosso de 

chinchilas e coelhos (Stan et al., 2014), anatomia e desordens dentárias (Crossley et al., 1997; 

Mans e Jekl, 2016) bem como uma breve descrição macroscópica do TGI, ração utilizada e 

doenças intestinais mais frequentemente relatadas (Johnson-Delaney, 2006). 

Estudos anatômicos descrevem o trato gastrintestinal (TGI) destes animais como 

sendo longo e com a complexidade encontrada em lagomorfos (Johnson-Delaney, 2006; De 

Castro et al., 2010). O ceco é menor, quando comparado aos coelhos, e apresenta uma porção 

sacular espiralada, seguida de uma porção tubular que se continua em um cólon ascendente 

longo, que possui três partes (alça proximal, porção intermediária simples e porção distal 

longa), o cólon transverso é a porção mais curta, enquanto o cólon descendente se caracteriza 

por formar numerosas circunvoluções (De Castro et al., 2010; Stan et al., 2014).  O ceco desses 

animais é responsável pela retenção de teor maior de matéria seca do conteúdo do intestino 

grosso, quando comparados a coelhos e porcos-da-índia (Hillyer et al., 1997). Esta organização 

macroscópica permite inferir que seja necessário um sistema de controle nervoso complexo, 

para que ocorra o seu pleno funcionamento. 

As chinchilas e os coelhos - ordem rodentia e lagomorfa, respectivamente - são 

verdadeiros herbívoros não ruminantes, com processo digestivo caracterizado pela 

fermentação no intestino grosso e com a maior parte da digestão acontecendo no ceco e no 

cólon ascendente (Stan et al., 2014). As características anatômicas do TGI destes roedores 

herbívoros, contribuem para o desenvolvimento de diversas patologias. Condições como o TGI 
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muito longo, o ceco volumoso e o trânsito intestinal lento em associação com o fornecimento 

de uma dieta rica em grãos e leguminosas, permitem o fácil acometimento de CT, com rápido 

agravamento do quadro (Quinton, 2005). O número de animais não exóticos mantidos como 

animais de estimação tem aumentado em todo o mundo (Veronesi et al., 2012) e os hábitos 

alimentares desses roedores em cativeiro são pouco estudados e mudam constantemente em 

função da experiência e novos conhecimentos adquiridos (Hillyer et al.,1997; (Antonio et al., 

2007).  

Há rações comerciais disponíveis para chinchilas, entretanto são baseadas em misturas 

de rações de coelhos, porcos-da-Índia e de outros roedores, fornecidas com um suplemento 

de vitamina C, sendo a fórmula mais aceita numa proporção de 10-20% de proteínas, 2-5% de 

gordura e 15-35% de fibras (Weeb, 1994; Hillyer et al., 1997; Johnson-Delaney, 2006).  Sabe-

se que alterações na dieta devem ser graduais, pois mudanças dietéticas bruscas podem 

resultar em doenças graves como a própria CT (Spotorno et al., 2004), a qual tem se mostrado 

elevada em chinchilas de cabanhas (Hillyer et al., 1997). 

 

CÓLICA TIMPÂNICA (CT): 

A CT é uma doença metabólica que pode ser desencadeada por alteração na dieta e 

caracterizada pela distensão acentuada da parede do ceco devido ao acúmulo ou à 

incapacidade de expulsar os gases produzidos em excesso por mecanismos fisiológicos 

durante a digestão fermentativa, acarretando dificuldade respiratória e circulatória, com 

asfixia e morte (Hironaka, 1992). 

A doença manifesta-se especialmente quando há alteração súbita na alimentação de 

hidratos de carbono altamente fermentáveis (Johnson-Delaney, 2006; Radostits et al., 2006) 

e apresenta duas formas de quadro clínico: a cólica primária ou metabólica e a cólica 

mecânica. A primeira possui a etiologia relacionada ao aumento na tensão superficial do 

líquido intestinal ou de sua viscosidade, fato relacionado à presença de saponinas e pectinas, 

particularmente nas leguminosas (alfafa), que em excesso permitem que bactérias e 

protozoários intestinais aumentem a produção de secreção viscosa, que irá ligar-se ao gás 

produzido durante o metabolismo normal destes microrganismos e, desta forma, impedindo 

sua eliminação (Hironaka, 1992). Em função da carência de estudos mais específicos sobre a 

dieta ideal de chinchilas em cativeiro, a frequência da CT em animais de cabanhas e de 

estimação se apresenta elevada (Hillyer et al., 1997). 
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Por meio de um modelo de protocolo experimental, foi observado que chinchilas 

acometidas pela CT apresentam aumento do volume do ceco, da porção intercecal e dos 

segmentos do cólon, bem como focos de isquemia nos tecidos da junção íleo-cecal e cólon 

ascendente. Também foi descrito um processo inflamatório agudo, mais evidente nas regiões 

do ceco e cólon ascendente dos animais timpânicos, com a presença de infiltrados 

inflamatórios, indicando que o SNE sofre modificações frente a CT (Martinez-Pereira et al., 

2014). Não há estudos sobre a CEG de chinchilas e, não se conhece, portanto, sobre o efeito 

de quadro inflamatório provocado por alteração alimentar sobre a glia entérica. Sabe-se, no 

entanto, que estudos em ratos, que examinam os efeitos da manipulação alimentar, revelam 

que o número de CEG parece ser influenciado pela dieta (revisão de Voss et al., 2013; Sharkey, 

2015). 

Com base em todo o exposto, optamos por trabalhar com distintos protocolos de 

inflamção em diferentes modelos animais. A primeira parte deste estudo teve como base um 

protocolo já utilizado para análise da glia no SNC de ratos submetidos a distintas doses de LPS 

i.p. Neste primeiro momento nosso objetivo foi descrever o comportamento da glia entérica 

frente aos efeitos das diferentes doses de LPS utilizadas e compará-lo ao já descrito nos 

astrócitos do SNC. Já a segunda parte deste estudo é a continuidade de um trabalho anterior 

no qual foi utilizado o protocolo de CT em chinchila. Neste primeiro estudo realizamos uma 

análise de distintos segmentos intestinais para obter um melhor entendimento da distribuição 

ganglionar e arquitetura das redes entéricas interganglionares e encontramos respostas 

diferenciadas do TGI ao timpanismo, o qual afetou principalmente os neurônios do plexo 

mioentérico do ceco e do cólon ascendente das chinchilas. Desta forma, a segunda parte deste 

trabalho objetiva compreender o comportamento das CEG dessas regiões, gerando assim 

informações inéditas quanto ao desenvolvimento da inflamação na CEG e, também, 

informações complementares em relação a uma resposta inflamatória quando utilizado o 

protocolo de CT.  
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ARTIGO I: ENTERIC GLIAL REACTIVITY TO SYSTEMIC LPS ADMINISTRATION: CHANGES IN GFAP AND S100B 

PROTEIN 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO 

Nesta etapa buscou-se elucidar o grau de inflamação no sistema nervoso entérico de 

ratos submetidos a diferentes protocolos (tempo e doses) de LPS intraperitonial, verificando 

e classificando o grau de inflamação através da técnica histológica de hematoxilina e eosina 

(H&E). Também determinamos os conteúdos das proteínas S100B e GFAP através de ELISA, 

bem como a secreção de S100B, e ainda, qualitativamente a imunohistoquímica destas 

proteínas. 

 

METODOLOGIA 

 

ESTUDO HISTOLÓGICO: Esta etapa constitui-se de procedimento de coloração histológica 

que permitiu: (1) classificar o grau de inflamação da parede do TGI dos diferentes segmentos 

estudados (duodeno, ceco e cólon proximal) por meio de técnica de H&E; (2) descrever as 

modificações morfológicas encontradas em cada segmento do TGI. 

Para a análise histológica foram utilizados cortes de diferentes regiões entéricas de 06 

animais controle e 30 animais considerados LPS agudos (que receberam apenas uma injeção 

intraperitoneal de 250 µg/kg ou 2500 µg/kg de LPS). Os animais foram divididos em dois 

grupos de 15 animais cada conforme a dose. Os animais foram mortos em diferentes tempos 

após o recebimento da injeção (05 animais por grupo): 1 h, 24 h e 07 dias (7D). 

Os cortes foram fixados em paraformaldeído 4%, incluídos em parafina, os blocos 

foram cortados a 10 µm no micrótomo, corados com hematoxilina-eosina e as lâminas 

montadas. As mesmas foram analisadas por dois observadores Cegos e a análise e 

quantificação da inflamação foi baseada no trabalho de Dieleman et al. (1998). 

 

SECREÇÃO DE S100B: constitui-se em quantificar a concentração da proteína S100B 

secretada no meio extracelular entre animais controle e animais que receberam diferentes 

doses (250 e 2500 g/kg) de LPS intraperitonial e foram mortos em diferentes tempos (1 h, 

24 h e 7 D), visto que a secreção de S100B é utilizada como um parâmetro de ativação e/ou 
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morte glial em diversas situações de dano. Este procedimento foi realizado em fatias de 

duodeno, ceco e cólon proximal. 

Para esta técnica foram utilizadas porções entéricas de até 08 animais por grupo LPS, 

que receberam uma única dose de 250 ou de 2500 µg/kg de LPS intraperitoneal e foram 

separados em distintos grupos conforme o tempo em que seriam mortos após a dose: 1 h, 24 

h ou 7 Dias (D).  Os cortes foram colocados em triplicata em placas de 24 poços contendo 400 

µl do tampão hepes-salina cada. O meio foi trocado a cada 15 minutos até chegar ao tempo 

de 1 h 30 min, onde então foi coletado e analisado. O material foi quantificado através da 

técnica de ELISA já previamente padronizada (Leite et al., 2008). 

 

S100B INTRACELULAR: consta em quantificar o conteúdo de S100B intracelular em 

diferentes porções entéricas de animais que receberam diferentes doses (250 e 2500 g/kg) 

de LPS intraperitonial e foram mortos em diferentes tempos (1 h, 24 h e 7 D), visto que as 

diferentes regiões entéricas podem responder de forma distinta em situações de dano e 

serem atingidas em diferentes intensidades.  

Para a padronização do conteúdo intracelular da proteína S100B foram utilizadas 

porções entéricas (duodeno, ceco e cólon porximal) de até 08 animais por grupo LPS divididos 

em grupos de 1 h, 24 h e 7 D. Cada corte de tecido foi lisado em 400 µl de solução de lise com 

inibidor de protease em tampão fosfato. O tecido foi diluído na concentração de 1:200 e o 

material foi quantificado através da técnica de ELISA já previamente padronizada (Leite et al., 

2008). 

 

GFAP INTRACELULAR: consta em quantificar o conteúdo de GFAP em diferentes porções 

entéricas de animais que receberam diferentes doses (250 e 2500 g/kg) de LPS 

intraperitonial e foram mortos em diferentes tempos (1 h, 24 h e 7 D), visto que a proteína 

GFAP é considerada um marcador de células gliais e seus níveis encontram-se aumentados 

durante períodos de inflamação indicando que a expressão de GFAP é regulada e reflete o 

estado funcional da glia. 

Para a padronização do conteúdo da proteína GFAP foram utilizadas porções entéricas 

de até 08 animais por grupo LPS divididos em grupos 1 h, 24 h e 7 D. Cada corte de tecido foi 

lisado em 400 µl de solução de lise com inibidor de protease em tampão fosfato. O tecido foi 
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diluido na concentração de 1:100 e o material foi quantificado através da técnica de ELISA já 

previamente padronizada (Tramontina et al., 2007). 
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RESULTADOS 

ARTIGO I 

 

 

Enteric glial reactivity to systemic LPS administration:  

Changes in GFAP and S100B protein 

 

Neuroscience Research, aceito em 27/12/2016
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ARTIGO II: ENTERIC GLIAL CELL AND ITS MODIFICATIONS DURING TYMPANIC COLIC IN CHINCHILLAS (Chinchilla 

lanigera). 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO 

Tendo em vista que o acometimento da CT, através de protocolo previamente 

estabelecido, traz prejuízo ao SNE, tornou-se pertinente investigar os possíveis efeitos 

durante e após o acometimento desta doença nas células gliais do SNE de chinchilas. Para 

tanto, foram determinados os conteúdos das proteínas S100B e GFAP no SNE destes animais, 

visto que a S100B é utilizada como parâmetro de ativação e/ou morte glial em diversas 

situações de dano, já tendo sido localizada nas células gliais do TGI, e mostrando alterações 

em resposta a uma variedade de danos, incluindo a inflamação. O GFAP, outro marcador de 

células gliais, apresenta seus níveis aumentados durante períodos de inflamação intestinal 

indicando que a expressão de GFAP é regulada e, pode ser utilizada como indicativo do estado 

funcional da glia entérica. Foi avaliado o processo inflamatório ocasionado pela CT nas CEG 

destes animais, bem como a destes animais com ou sem o uso de antiinflamatórios. 
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Abstract 

The rodents Chinchilla lanigera are predisposed to tympanic colic (TC), a disease 

caused by abrupt dietary changes, feeding mistakes or unbalance diet. Under this condition, 

distention of the intestinal wall induces ischemic and inflammation foci throughout the 

intestine. To verify whether TC results in a gliosis or even in a moderate enteric glial cell (EGC) 

activation, we evaluated the expression of GFAP and S100B intracellular and S100B secretion 

of EGCs from duodenum, cecum and ascending colon of C. lanigera, comparing the level of 

these proteins in the tympanic, recovered and control animals. We also verified the amount 

of GFAP and S100B immunostaining between submucosal and myenteric plexus. GFAP content 

in the intestine of tympanic animals remained unaltered. Immunoreactivity of GFAP was 

significantly higher in the submucous plexus when compared to the myenteric plexus, in all 

experimental groups. S100B immunostaining in treatment or recovery groups remained 

unaltered. In the controls groups, S100B immunostaining revealed distinct results according 

to the region. The level of S100B protein was unaltered, either in the duodenum or in the 

ascending colon, while the cecum of the tympanic chinchillas showed a decrease in the 

intracellular S100B content. S100B secretion was lowered in the three intestinal segments in 

the tympanic chinchillas. Lesser responsiveness of the EGC, or its absence, to the experimental 

tympanism can indicate the existence of several protection mechanisms in the C. lanigera 

enteric system. Furthermore, our data indicate that the tympanism process could be reversed 

only with diet. Apparently the ENS is less affected by this pathology, since no degree of 

severity was able to provoke reactive gliosis during CT. 

 

Keywords: Chinchilla, Enteric glia cell, GFAP, Inflammation, LPS, S100𝛽, Tympanic colic  
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Introduction 

Some gastrointestinal anatomy characteristics of the herbivore rodents, as Chinchilla 

lanigera, predispose to tympanic colic or acute abdomen. Chinchillas have fermenting 

hindguts, with a highly sacculated cecum, a large colon and slow intestinal transit (De Castro 

et al., 2010). Abrupt changes in the quality or quantity of some kind of food, as clover or alfalfa 

result in an increased risk of colic. Feeding mistakes or unbalance diet is occasionally observed 

in chinchilla husbandry and is one of the most common causes of disease in chinchillas seen 

in practice (Hoefer, 1994; Schaeffer e Donnelly, 1997). Tympany can result from gases 

accumulation produced by microbial fermentation (Hironaka, 1992). The distention of the 

intestinal wall in this condition induces an ischemic foci and inflammation throughout the 

intestine. There are several animal models developed to study gut inflammation. In contrary 

to some stimuli frequently utilized to obtain inflammatory responses (trinitrobenzene sulfonic 

acid (Matsumoto et al., 2016); dextran sodium sulfate (Winston et al., 2013); or 

lipopolysaccharide (Im et al., 2012), to name but a few examples), the experimental tympany 

protocol did not cause a much severe form of inflammation, but instead simulates a condition 

closer to the clinical problems encountered in small animal medicine. 

The alterations of the histological aspects of the TGI wall in tympanic chinchillas were 

already described (Martinez-Pereira et al., 2014). The question examined in this study is 

whether the tympanic colic could influence the function of the enteric nervous system (ENS), 

specially the enteric glial cells (EGC). The majority of enteric neurons and glial cells are 

organized into interconnected ganglia distributed between the myenteric and submucous 

layers. These enteric plexuses controls motility, secretion, uptake of nutrients, blood flow, and 

immunological process in TGI (Gabella, 1981; Furness, 2012). The EGCs have been recognized 

to provide regulation actively of gut homeostasis through their interaction with neurons, 

immune and epithelial cells, influencing the motility, secretions and inflammatory processes 

(Rühl, 2005; Savidge, Newman et al., 2007; Neunlist et al., 2014; Yu e Li, 2014). 

The ENS is directly affected during an inflammatory insult (Lomax et al., 2005) and the 

ENS disfunction, in turn, are directly associated with gastrointestinal dysfunctions, and 

reflected in motility alteration and pain. The fact that EGCs exert protecting mechanisms to 

the intestinal barrier functions (Steinkamp et al., 2003; Savidge, Sofroniew et al., 2007; 

Neunlist et al., 2008) and react to inflammation (Cabarrocas et al., 2003; Von Boyen et al., 

2004; Bassotti et al., 2007), indicates a crucial role of the EGCs in the control of TGI 
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pathogenesis. Significant decrease of EGCs has been associated with several TGI diseases 

(colonic diverticular disease, (Bassotti et al., 2005); Crohn's disease, (Cornet et al., 2001)). On 

the other hand, an overactivation of ECGs in an inflammatory context, an inflammation-

induced gliosis, could promote a neuropathy of ENS (Neunlist et al., 2014; Brown et al., 2016). 

Could the diet-induced tympanic colic result in a gliosis or even in a moderate enteric glial 

activation? An approach to answer this question is analyze the expression of some functional 

glial markers. 

Glia-specific molecular markers that have been used extensively for the identification 

and characterization of EGCs are intermediate filament glial fibrillary acidic protein (GFAP; 

(Jessen e Mirsky, 1980)), the Ca2+-binding protein S100B (Ferri et al., 1982) and the nuclear 

localized transcription factor Sox10 (Bondurand et al., 2003). These markers are differently 

expressed in the distinct morphological types of EGCs (Boesmans et al., 2015). The reason of 

these differential distribution of glial markers is unclear, but could be related to the local 

microenvironment where located the EGC and/or as a result of functional specialization 

(Boesmans et al., 2015). Both S100B and GFAP are overexpressed in EGCs from patients with 

inflammatory diseases (Cornet et al., 2001; Esposito et al., 2007; Cirillo et al., 2009; Von Boyen 

et al., 2011). In a previous study we obtained varied responses of the S100B and GFAP of EGCs 

from distinct intestinal segments to a systemic inflammation (lipopolysscharide i.p.) 

(Franceschi et al., 2017). In the present study, we therefore investigated whether the glial cells 

from different intestinal segments of Chinchilla lanigera are affected by the diet-induced 

tympanic colic. We analyze the expression of GFAP and S100B intracellular and S100B 

secretion of EGCs from duodenum, cecum and ascending colon of C. lanigera, comparing the 

level of these proteins at the height of the tympany symptoms with the recovered and control 

animals. 

 

 

Material and Methods 

Animals 

A total of thirty two adults Chinchilla lanigera were obtained from the Chillacenter 

Farm (Viamão, RS, Brazil). All animal procedures were previously approved by the Federal 

University of Rio Grande do Sul Animal Care Committee (project number 22943) and were in 

accordance with the Federal Law on procedures for the scientific use of animals 
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(11.794/2008). Moreover, all efforts were made to minimize animal suffering and reduce the 

number of animals used.  

 

Tympanic colic protocol 

Thirty two adults Chinchilla lanigera were used for inducing the tympanic colic (TC). The 

TC inducing protocol for chinchillas was described previously (Martinez-Pereira et al., 2014). 

Briefly, all animals were acclimated for three days before any experimental procedure (D0 at 

D3) with free access to water and commercial food (Supra Chinchila, Alisul Alimentos SA, 

Brazil), kept individually in cages, with controlled temperature and photoperiod regimen (12 

h light/12 h dark). They were then divided into control (8 animals), tympanic (8 animals), diet 

recovery (8 animals) and antiinflamatory recovery (8 animals) groups. The tympanic and 

recovered groups were fed with the colic-inducing diet daily for fifteen days (D3 to D18), while 

the control group was fed commercial food daily (5% of BW; as-fedbasis) and 1.5% of BW of 

alfalfa (as-fed) once a week. The clinical diagnosis was based on physical examination, using 

palpation, auscultation and abdominal percussion. Once TC had been diagnosed (D18), the 

recovered groups returned to the control feeding and the recovery antiinflammatory group 

were medicated with 1% ketoprofen (2 mg/kg Ketofen®, IM, Merial, Brazil) once a day, for five 

days (D18 to D23). The analysis of abdominal sensitization was tested with a mechanical force 

transducer (digital von Frey, Insight, Brazil) on the D4, D11, D18, D25 and D38. Foot withdrawal 

frequencies in response to von Frey stimuli were measured and used to indicate abdominal 

mechanic sensitivity. All animals were euthanatized by an overdose of ketamine and xylazine 

(Pfizer, Brazil). The tympanic group and half of the control group were euthanized at D18. The 

remainder of the control group and the recovered groups were euthanized in the D38.All 

animal procedures were approved by the local authorities and were in accordance with the 

Federal Law on procedures for the scientific use of animals (11.794/2008). 

 

Chemicals 

Monoclonal anti-S100B antibody (SH-B1); o-phenylenediamine (OPD); ethylene-bis-

(oxyethylenenitrilo)-tetracetic acid (EGTA); phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) were 

purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Polyclonal anti-GFAP and anti-S100 from rabbit 

antibodies were obtained from DAKO (Glostrup, Denmark). Anti-rabbit IgG peroxidase-

conjugated was obtained from Amersham (Buckingamshire, UK) and fluoresceine-conjugated 
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anti-rabbit IgG (Alexa Fluor 488) was purchased from Invitrogen (Eugene, OR, USA). Rat 

TNFαELISA from eBioscience (San Diego, USA). All other chemicals were purchased from local 

commercial suppliers. 

 

Preparation of acute enteral slices for S100B secretion  

The preparation of acute slices was performed as previously described (Nardin et al., 

2009). Briefly, immediately after euthanasia, the intestines were removed and placed in cold 

saline medium with the following composition (in mM): 120 NaCl; 2 KCl; 1 CaCl2; 1 MgSO4; 25 

HEPES; 1 KH2PO4, and 10 D-glucose. Circular slices, with 2 cm diameter, of each of the three 

intestine regions (duodenum, cecum and ascending colon) were obtained and transferred into 

24-well culture plates, each well containing 0.4 mL of saline medium and only one slice.  

For S100B secretion, the medium was replaced every 15 minutes by fresh saline medium 

at room temperature (25° C). Following a 120-min-equilibration period, the medium was 

removed and replaced with basal medium for 60, 120 or 180 min at 30° C in a warm plate. In 

each time, at equilibration phase (every 15 minutes) and at post-equilibration phase (every 60 

minutes), 50 µL of media of each slice was collected. Aliquots from removed medium were 

stored (at -20° C) until S100B quantification. 

 

ELISA for enteral S100B  

ELISA for S100B was carried out, as described previously (Leite et al., 2008). Briefly, 50 

µL of medium aliquots (diluted 1:3 - to S100B secretion) or 50 µL from enteric tissue slices 

homogenate (diluted 1:200 - to S100B content) were incubated for 2 hours on a microtiter 

plate previously coated with monoclonal anti-S100B. Polyclonal anti-S100 from rabbit was 

incubated for 30 minutes and then peroxidase-conjugated anti-IgG antibody was added for 

another 30 minutes. The colorimetric reaction with OPD was measured at 492 nm. The 

standard S100B curve ranged from 0.002 to 1 ng/mL. 

 

ELISA for enteral GFAP  

ELISA for GFAP was carried out by coating the microtiter plates with the samples diluted 

(TBS) from enteric tissue slices homogenate (diluted 1:100) for overnight at 4°C. Incubation 

with a polyclonal anti-GFAP from rabbit for 2 hours was followed by incubation with 

peroxidase-conjugated anti-IgG antibody for 1 hour at room temperature and by incubation 
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with peroxidase substrate for 30 minutes in the dark. The colorimetric reaction with OPD was 

read at 492 nm. The standard GFAP curve ranged from 0.1 a 5 ng/mL (Tramontina et al., 2007). 

 

Immunohistochemistry for GFAP and S100B 

Pieces of duodenum, cecum and ascending colon were fixed at 4% buffered 

paraformaldehyde for 4 hours at room temperature and cryoprotected by immersing the 

intestinal pieces in 15% and, after, 30% sucrose in phosphate buffer at 4° C. The pieces were 

sectioned (10 µm) on a cryostat (Leica CM1850) and free-floating sections, maintained in 

phosphate buffer at 4oC. The sections were then, pre-incubated in 2% bovine serum albumin 

(BSA) containing 0.4% Triton X-100 (PBS-Tx) for 30 minutes and after, incubated with 

polyclonal anti-GFAP from rabbit (1:2000) in PBS-Tx for 48 hours at 4oC or polyclonal anti-

S100B from rabbit (1:1000) in PBS-Tx for 48 hours at 4oC. After that, the sections were 

incubated in a fluoresceine-conjugated anti-rabbit IgG (Alexa Fluor 488) diluted 1:500 in PBS-

Tx at room temperature for 1 hour. Slices were covered with Aqueous mounting medium 

(Fluor Save™ Reagent) and coverslips. Images were acquired with a FluoViewTM FV1000 

confocal microscope and processed with ImageJ software (with plugins from ImageJ for 

microscopy collection, from MacBiophotonics, McMaster University, Ontario, Canada). To 

measure GFAP and S100B fluorescence, images were taken from the duodenum, cecum and 

ascending colon, from each experimental group. Using ImageJ software, a region of interest 

(ROI) in the shape of a rectangle was drawn over the myenteric or submucosal plexuses to 

measure the fluorescence intensity. The identical ROI was placed in an area without 

fluorescent objects to be used for background subtraction. The fluorescence intensity was 

measured from 8-10 images from each sample, and the results were plotted as the average 

fluorescence intensity from 8 animals per experimental group. 

 

 

ELISA for enteral Tumor necrosis factor a (TNFα)  

This assay was carried out in 100 μL of plasma obtained from systemic blood and 

portal vein blood, by centrifugation at 1000 ×g for 5 min at 4 °C, using a rat TNFαELISA from 

eBioscience (San Diego, USA). 
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Statistical Analysis 

Data from the experiments are submitted as mean ± standard error and analyzed 

statistically by Anova analysis of variance with three factors via Generalized Linear Models 

(GZLM) Generalized Estimating Equations (GEE) followed by multiple comparisons by Tukey 

or Bonferroni test, as indicated in each item analyzed in the results, assuming P < 0.05. The 

statistical program used was the "Statistical Package For The Social Sciences (SPSS / 

PASWSTAT), version 18. Data were analyzed by repeated measure analysis of variance 

(ANOVA) for von Frey Test and Tukey post-hoc test, with mechanical transducer force and 

time as factors. For the immunolabeling analysis, one-way ANOVA (for group) was performed, 

followed by Tukey post-hoc multiples comparisons test. Significance was set at p<0.05. For 

some statistical analyses that result significantly different with the ANOVA, but not different 

with the Tukey or Bonferroni test, the LSD (Least Significant Difference) test was also utilized. 

 

Results 

Von Frey Test 

The von Frey test revealed signs of abdominal sensitivity in the treatment animals on 

D11, indicating the onset of the disease (Figure 1). On D18, the control group shows a 

statistical difference when compared with the treatment animals, it revealed increased 

abdominal sensitivity in the tympanic animals. Other evident clinical signs confirm the 

diagnosis, as the abdomen was more swollen, increase in abdominal percussion sounds, and 

the animals showed withdrawal behavior during palpation, indicating a possible hyperalgesic 

response. The recovered groups showed an abdominal sensitivity similar to that of the control 

group on D38, as measured by the von Frey test. On D23, the recovery animals did not show 

the symptoms observed on D18 and regained their appetite. 

 

Intracellular S100B 

The average intracellular S100B found in the control group’s regions was higher in 

the ascending colon (0,0039ng/µg of protein) when compared to the cecum (0.0017ng/µg of 

protein) and duodenum (0.0008 ng/µg of protein). These data are showed with percentages 

in relation to control (assumed as 100% expressed in the graphics to the same analyzed 

segments). 
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The S100B content in the duodenum and ascending colon regions increased in 

tympanic animals and kept elevated in the recovery groups regarding control; however, this 

increase was not significant in the control group (Figure 2). 

 The opposite was observed in the cecum region, where the tympanic and recovery 

groups showed values lower than the ones in the control group. However, when we compared 

the values found in the different treatment groups for the same intestinal region, significant 

differences were not found. (P = 0.6657). Only through the Multiple Comparisons “LSD” Test 

the S100B content value obtained in all the cecum groups differs significantly from the S100B 

value obtained in the ascending colon and duodenum regions (P = 0.0041 e P = 0.0304, 

respectively). 

 

Extracellular S100B 

The S100B protein secretion differed in the treatment animals concerning the control 

group (P = 0.0126). It was observed through the Bonferroni’s Multiple Comparisons Test that 

the values of extracellular S100B from the tympanic group were significantly lower than the 

two recovery groups, with P = 0.0480 (anti-inflammatory group) and P = 0.0159 (only diet 

group), yet it did not significantly differ from the control group (P = 0.2233). The decrease of 

the quantity of S100B released in the tympanic animals was considered significant when 

compared to the control groups with LSD test (P = 0.037) in the analyzed regions (Figure 03). 

Although the use of anti-inflammatory showed different results in the analyzed regions, these 

differences were not considered significant. 

 

Enteral GFAP 

We did not find significant differences in the GFAP content in the analyzed intestinal 

segments among the groups (P = 0.1469). We observed that each analyzed region showed 

varied contents of this protein by region (Figure 4). In these regions, the ascending colon was 

the only one that presented more elevated values of GFAP content (55%) in the tympanic 

group when compared to the average of GFAP found in the control group (assumed as 100%), 

even though the averages did not differ significantly.  
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Circulating TNF-α 

The TNF-α content found in the blood of the chinchillas’ portal vein and systemic 

venous system did not show significant differences between the control, tympanic and 

recovery groups (values not presented). 

 

Immunohistochemistry 

Considering the GFAP protein, we could notice a difference between myenteric and 

submucous plexuses: it was evident in the three intestinal segments the highest GFAP 

immunoreaction in the submucous plexus when compared to the myenteric plexus, but only 

in the duodenum (Figure 5) the immunoreactive GFAP difference was significantly higher in 

the submucous plexus when compared to the myenteric plexus, in all experimental groups 

(Figure 6 and 7). The GFAP immunoreactivity was higher in the submucous plexus when 

compared to the myenteric plexus in all experimental groups, however, no statistical 

difference was showed (Figures 8 and 9). 

The S100B immunoreactivity was also higher in the submucous plexus when 

compared to the myenteric plexus of the duodenum (P = 0.0015) (Figure 10 and 11), as well 

as in comparison to submucous plexus of the ascending colon (P = 0.0034), but only in the 

controls. In the treatment animals or in the recovery groups the observed difference is not 

significant. In the ascending colon of the control group, the exact contrary of the duodenum 

was observed, with a higher expression of immunoreactive S100B protein in the myenteric 

plexus when compared to the submucous plexus. This optical density score for the S100B 

immunoreaction was higher in the myenteric plexus of the ascending colon than the other 

groups; however, the difference was not significant (P > 0.05) (Figures 12 and 13). Significant 

differences were obtained through multiple comparisons with two different tests (Tukey and 

Bonferroni). 

Different from the intracellular S100B content found in the different intestinal 

segments of the control chinchillas, analyzed by Elisa, the immunoreactions analysis by the 

tissue optical density did not show any difference between the intestinal segments (Figure 

14). The cecum shows lower S100B content than the other regions, but it is only considered 

significantly lower than the duodenum by the multiple comparison test LSD (P = 0.005).   

The tympanic colic also did not result in immunoreaction intracellular S100B variation 

in any region, analyzed by optical density. In these analyses the segments were considered 
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separately or in sets, as well as analyzing the myenteric and submucous plexuses separately 

or together. A tendency of a progressive decreasing of the S100B immunoreaction in the 

duodenum and in the ascending colon, while the S100B immunoreactive level in the ascending 

colon of the recovery group is more elevated than tympanic group (P = 0.018) and similar to 

the control group, in the duodenum a recovery level of S100B in the recovery group was not 

observed, being significantly inferior when compared to the level of S100B in the duodenum 

of controlling animals (P = 0,0015 of S100B from AR and P = 0.0010 to S100B from DR). The 

recovery through the use of anti-inflammatory, besides the control diet, did not interfere in 

the S100B expression when compared to the recovery group with adequate diet only. These 

few significant differences we found in the optical density level of immunoreactive S100B 

were only obtained through Multiple Comparisons LSD test. 

 

Discussion 

Due to the ability of the enteric glial cells (EGC) to proliferate and to release several 

substances, such as neurotrophins, growth factors and proinflammatory cytokine, the EGCs 

can influence the immune response, contributing to the mucosal surface protection, working 

as an intermediate cellular component between the immune and the nervous systems 

throughout the gastrointestinal tract (GIT) (Esposito et al., 2007; Von Boyen e Steinkamp, 

2010; Yu e Li, 2014). However, in in vivo experiments, alterations of the EGCs glial markers are 

not always observed under inflammatory situations in rodents, or the alterations are reported 

as decreasing in the expression of glial proteins or glial activity indicators (Rosenbaum et al., 

2016; Franceschi et al., 2017). It is important to differentiate the inflammatory conditions, 

evaluating the expression of different cytokine, for instance, especially in this complex context 

of experimental in vivo condition.  

The TNF-α content measured in the blood of both portal vein and systemic circulation 

did not significantly differ in the studied groups. The analysis of the presence of this cytokine 

in systemic level was chosen due to the fact that the TNFα is one of the signaling molecules 

responsible for the activation of the neuroendocrine immunomodulation triggered by the 

central nervous system (Wilder, 1995; Elenkov et al., 2000; Pavlov et al., 2003). Even though 

the absence of the TNFα systemic variation may indicate a low sensibility to the used approach 

in relation, for instance, to an analysis of intestine tissue TNFα we should also consider that 

this proinflammatory cytokine was analyzed two weeks after the beginning of the tympanic 
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diet or seven days after the clinical symptoms of the tympanic colic have started (Martinez-

Pereira et al., 2014). Maybe the TNFα level was not so elevated anymore, since this cytokine 

can be produced and secreted in a larger quantity in the acute inflammatory phase and, 

depending on the type of inflammatory response, the level of this cytokine can decrease in 

subacute or chronic processes (Heinrich et al., 1990; Gruys et al., 2005). The histological 

alterations observed in the intestinal mucosa under tympanic colic condition indicate a 

subacute inflammatory process in the chinchillas (Martinez-Pereira et al., 2014). Another 

reason for choosing this cytokine as evidence of an inflammatory process was based on the 

results of the necropsy carried on in a previous study, when a macrophage infiltration was 

found among the histopathological characteristics in tympanic chinchillas (Martinez-Pereira 

et al., 2014), as the TNFα is recognizably released by the macrophages (Baker et al., 2012). In 

despite of the major presence of macrophages in the intestine of tympanic animals, the TNFα 

level was not elevated in the circulation of the portal vein. However, we lacked an analysis of 

the enteric tissues to confirm the increased presence or not of this proinflammatory marker. 

Anyway, apparently the developed inflammation by the tympanic colic protocol must be 

different from an inflammatory bower disease (IBD), in which the TNFα production remains 

elevated, participating in the chronic injury established in these conditions (Nenci et al., 2007; 

Baker et al., 2012). 

The immunological profile of the inflammatory process due to tympanic colic is a 

process that needs to be known so that the pathology can be assisted and a possible 

pharmacological intervention for the treatment can be evaluated, whether in chinchillas or in 

other mammals that can also be affected by the tympanic colic or acute abdomen, such as 

horses. Other inflammatory markers, such as the transforming growth factor β (TGFβ), for 

instance, can also be investigated. The TGFβ release is also observed during the chronic 

inflammation process and alterations in level or responsiveness of the TGFβ have been 

described in human intestinal inflammatory diseases and in animal models for intestinal 

inflammation (Beck et al., 2003; Gyires et al., 2014; Shen et al., 2015). It is proposed that the 

TGFβ can be produced and released by the EGC, contributing to control an eventual 

proliferation of epithelial cells near the site of inflammation (Neunlist et al., 2007). 

Although significant differences were not observed in the glial fibrillary acidic protein 

(GFAP) content in the intestine of tympanic animals when compared to the control and 

recovery groups, an increasing in the GFAP has already been related in different intestinal 
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inflammation protocols that include EGCs cultures exposed to proinflammatory 

lipopolysaccharide (LPS) and cytokines (Von Boyen et al., 2004), in rats exposed to LPS 

injection (Franceschi et al., 2017) and in gastrointestinal disorders such as ulcerative colite 

(Cornet et al., 2001; Von Boyen et al., 2011). In inoculated rats with systemic LPS, the 

increasing of GFAP was observed after 1 hour of the injection and kept elevated after 24h of 

the LPS exposition. However, one week after the inflammatory induction with LPS, the level 

of GFAP did not differ from the animals in the control group (Franceschi et al., 2017). However, 

under some conditions of subacute or chronic inflammation, an increasing of the enteric GFAP 

level may not be observed. Apparently, in tympanic colic conditions, in which the clinical 

symptoms are detected seven days before the tissues are obtained for the GFAP level analysis, 

an increasing of the GFAP in the analyzed intestinal regions is not observed. In order to confirm 

if the GFAP expression in the EGCs can be observed at least in the first days of the tympanic 

colic induction protocol, an acute tympanic group would be necessary, with the anticipation 

of the animal euthanasia. 

The absence of significant alterations in the intestinal glial GFAP level in one week 

after the tympanic colic manifested its symptoms can be interpreted as absence of response 

of enteric glial proliferation or absence of hypertrophy of the EGCs cellular processes in 

response to the tympanic colic. This could indicate a low response of the EGCs towards the 

inflammatory insult associated with the tympanic colic or the decreasing activity of the EGCs 

with the continuity of the tympanic colic, avoiding on contributing to a bigger damage in the 

wall tract in the tympanic colic. Euthanasia within a period of 24 hours after the clinical 

symptoms of the tympanic colic would clarify if the EGCs response expresses itself only in the 

inflammatory process or if it is not responsive at all to this kind of insult in chinchillas. The 

GFAP increasing of expression is not always directly related to the glial proliferation, as, for 

instance, in other experimental proinflammatory approaches, the GFAP increasing found in 

the response to the induction by proinflammatory interleukin or by the TNFα cytokine was 

not attributed to a possible enteric glial proliferation (Rühl et al., 2001; Von Boyen et al., 2004). 

In any case, the similar TNFα level between the tympanic and the control animals on the 18th 

day (fifteen days after the beginning of the tympanic diet) is according to the unaltered enteric 

GFAP level in the chinchillas. This direct relation between the GFAP and TNFα has been 

described in astrocytes, which are highly responsive to the TNFα (Hu et al., 2000), with 

astrogliosis evidence in the presence of this cytokine (Barna et al., 1990; Balasingam et al., 
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1994). It is important to consider the possible different glial responses regarding different 

types of inflammation. Another type of colite experimental, as the one produced by the 

instilled intracolonically trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) also did not provoked myenteric 

EGC activation, analyzed both 3 days and 7 days after the TNBS administration (Nasser et al., 

2007). Apparently, despite the fact that the tympanic colic causes sites of infarcted areas in 

the ascending colon, immunitary cells migration and inflammatory aspect in the cecum and 

ascending colon (Martinez-Pereira et al., 2014), this colite model in chinchillas did not result 

in reactive gliosis in the enteric plexus, considering the absence of significant difference of 

GFAP expression in the GIT with the experimental conditions utilized. Although tympanic colic 

causes some alterations in the GIT wall, verified in the histopathological analysis, it was 

unclear whether this injury reach the enteric nervous layers. If the alterations are not related 

to the ENS, the absence of glial response would be justified. Some difficulties inherent to the 

antibody analysis procedure should also be considered. Structural alterations that affect the 

antibody acknowledgment to the GFAP are described, for instance, the phosphorylation, 

without necessarily involving alterations in its content (Tramontina et al., 2007). 

Since we found different GIT responses to the tympanic colic, which mainly affected 

the cecum and ascending colon (Martinez-Pereira et al., 2014), the analyses were made in a 

comparative way in three different intestinal regions. Several pathologies affect the GIT in a 

heterogeneous way. Analyses in patients with Chagas disease reveal that the neuronal and 

glial damage initiated by the parasite and the immunological response by the chronic aspect 

of the disease do not affect the whole intestine (Da Silveira et al., 2009). The possible different 

responses can be explained by the functional heterogeneous profile of the EGCs throughout 

the GIT. Two (Hanani, 1994) or four (Boesmans et al., 2015) different subtypes of myenteric 

EGCs in mice were recognized, probably originated from a common precursor; however, 

according to the local GIT context, they express different structural and biochemical profiles 

(Boesmans et al., 2015). Based on the proposal of a EGC profile throughout the GIT, we found, 

in a previous study, a variation in the EGCs response to the induction of in vivo inflammation 

in the different GIT segments in rats (Franceschi et al., 2017). 

In a previous study in chinchillas, we did a whole-mount preparation of the myenteric 

plexus in the intestinal segments in order to better understand the architecture of the enteric 

ganglia network and the distribution of the interganglionic strands (Franceschi, 2011). 

Differently from this approach, in this study, we used transversal sections, so that we did not 
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exclude the mucosa and submucosa layers. Since the immunostaining to GFAP and S100B 

stains the cytoplasmatic glial projections and the cellular glial body, making the individual 

cellular identification difficult, we did an analysis by optical densitrometry of immunoreaction 

in order to obtain a semi-quantitative comparison of the expression of these proteins between 

the submucosal and myenteric plexus in a general way and not only of the activity inside the 

enteric ganglia. This analysis revealed, in the animals in the control group, a quantity 

significantly higher in the GFAP expression of the submucosal plexus than in the myenteric 

plexus. In the duodenum, this difference is more accentuated (an average of 50% higher in 

the submucosa). In the ascending colon this difference is lower (an average of 24% higher in 

the submucosa). These differences of proportion of the immunoreactive GFAP are also 

present in the treated animals. Exclusively, when we analyzed the number of intraganglionic 

glia in other species (guinea pig and humans), we found a significantly higher number of EGCs 

in the myenteric plexus in comparison to the submucosal plexus (Hoff et al., 2008). However, 

the authors admit that the counting of only intraganglionic EGCs does not reveal a general glia 

index, because the majority of glial cells are in extraganglionic areas, constituting the larger 

and smaller networks, not only in the myenteric plexus but also in the submucosal plexus (Hoff 

et al., 2008). Therefore, we can suppose that the expressive GFAP quantity in the EGCs of the 

submucosa layer must also be attributed to the extraganglionic areas of the submucosal 

plexus. The studies that describe the distribution and density of the enteric glial cell, and its 

variations of response to stimulus, are mainly performed in myenteric plexus preparations, 

excluding the mucosa and submucosa layers (Hanani, 1994; Fekete et al., 1999; Nasser et al., 

2007; Boesmans et al., 2015), in a way that there are few studies in which we could establish 

comparisons with other animal species in order to investigate the submucosa EGC 

distribution, as well the myenteric EGCs. 

In comparative quantitative analysis between the submucosal and myenteric plexus 

in the small intestine of mice, the number of neurons in the submucosal ganglions was 

significantly higher in the oral portions than in the caudal portions (Gabella, 1987), associated 

with the decreasing thickness of the submucosa and mucosa layers of the duodenum when 

compared to the jejunum and ileum. We found a similar organization of these layers in 

chinchillas (Franceschi, 2011). Although a neuronal quantification was not performed, the 

GFAP immunoreactive quantity is significantly higher in the submucosa layer of the duodenum 

than in the cecum or in the ascending colon. This could indicates that the number of glial cells 
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(or glial cells that express GFAP), and possibly neurons, in the submucosal plexus may be 

higher in the duodenum than in the cecum and ascending colon.   

The S100B immunostaining was also significantly higher in the submucosal plexus 

when compared to the myenteric plexus in the duodenum of the control chinchillas, what 

contributes to the idea of a probable higher number of enteric glial cells in the submucosal 

plexus than in the myenteric plexus in the duodenum. However, the higher expression of 

S100B in a layer can reflects the variable physiological conditions along the luminal surface or 

of the functional characteristics of the different intestinal segments. Functional differences 

would explain, for instance, a higher S100B quantity in the myenteric plexus of the ascending 

colon when compared to the to submucosal plexus in this same segment or to the myenteric 

plexus of the other intestinal segments in the control chinchillas. If the basal conditions reveal 

different glial responses through the different expression of their markers throughout the 

enteric plexus, the imbalance situations of the homeostasis, with an inflammation provoked 

by gas accumulation in response to the diet alteration, would also lead, possibly, to the 

different glia responses throughout the different regions of the enteric plexus. 

The S100B protein participates extensively in the appearance and progression of the 

inflammatory status, since it organizes a great variety of signal activation mechanisms, directly 

correlated with the level of severity of the intestinal degenerative processes (Chow and 

Gulbransen, 2017). Ascending colon and duodenum segments in patients with celiac disease 

(Esposito et al., 2007) or ulcerative colite (Cirillo et al., 2009)) resulted in increased expression 

and releasing of S100B by the EGCs. Based on these reports we supposed that the 

inflammatory process caused by the tympanic colic can also lead to an increased EGCs activity 

and the increasing of S100B expression and releasing. However, under tympanic colic 

conditions, this effect was not observed. The level of S100B protein did not alter nor in the 

duodenum nor in the ascending colon, while the cecum of the tympanic chinchillas, on the 

contrary, presented a decrease in the intracellular S100B content. On the other hand, the 

S100B secretion was lowered in the three intestinal segments in the tympanic chinchillas. It is 

evident that, although the experimental tympanic colic may have caused structural alterations 

in the intestinal wall (Martinez-Pereira et al., 2014), we could not confirm if the tympanic colic 

led to the increase of S100B production or if it could indicate an increasing in the enteric glia 

activity. The decrease of intracellular S100B in the cecum of tympanic chinchillas was not 

accompanied of GFAP decreasing in the same conditions, what probably does not indicate a 



 67 

EGCs loss in the inflammatory process. The great diversity in the cell population in the 

different GIT regions could be a factor that would be influencing the local response to the 

inflammation. The lymphocytes’ population is one of the types of cells that shows great 

variation throughout the GIT. In humans, for instance, the cecum has a larger population of 

Th17, Th22 and Treg, but not of Th1 and Th2 in comparison to the small intestine, while in 

mice it is the opposite, the Th17 is higher in ileum when compared to the cecum (Wolff et al., 

2012). The different functions of intestinal segments imply a differentiated lymphocytes’ 

distribution in the cecum. This could explain the lower EGCs response in the cecum of the 

animals submitted to the tympanic colic induction protocol. However, the lack of general 

knowledge about the cellular constitution in the different GIT regions of chinchillas makes it 

difficult to comprehend the obtained results and leaves the hypothesis in the uncertain field 

of speculations.  

The microbiota associated to the mucosa is potentially responsible for the pro- or 

anti-inflammatory responses (Round e Mazmanian, 2009) and their relation to the proper 

functioning of the immune system should be considered as one of the factors to the variable 

in vivo responses of the EGCs to the inflammatory insult among the intestinal segments. The 

variable bacterial distribution in the different GIT segments supports the idea that the 

different local physiological conditions (intestinal motility, pH, redox potential, nutrients and 

secretions of the host) perform selective pressures on the microbiota formation (Gu et al., 

2013; Koboziev et al., 2014; Donaldson et al., 2016). For example, only in the cecum an 

abundance of proteobacteria specimen was found, distinguishing their microbiota profile 

from the other intestinal segments (Gu et al., 2013). Descriptions of strains of gram-negative 

and positive, bacillus and anaerobic bacteria were already obtained from faeces or cecum of 

Chinchilla lanigera (Worthington e Fulghum, 1988; Kitahara et al., 2013). Although the 

functional meaning of the microbial diversity and density is not known, this differentiation 

found throughout the GIT could also contribute to the differentiated responses throughout 

the GIT towards the diet alterations and the gas accumulation. However, studies about the 

microbiota type and its modifications in inflammatory conditions is still scarce. Such 

investigation would be necessary, since few studies report the presence of opportunistic 

bacteria as Escherichia coli (Diaz et al., 2013) and Clostridium perfringens (Lucena et al., 2011) 

in infection conditions and death of these animals. 
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The C. lanigera species has a well-developed cecum in comparison to other rodents, 

presenting a spiralled saccular segment, followed by a tubular part connected to a long 

ascending colon (De Castro et al., 2010). The remarkable characteristic of the tympanic colic 

is the accentuated distension of the cecum wall, due to the accumulation of excessive gas 

produced during the fermentative digestion (Franceschi, 2011). In the tympanic animals, the 

AChE activity reduced in different neuronal types, supposedly motor neurons, was observed 

in the cecum and ascending colon. However, the recovery of the control conditions was 

obtained, reestablishing the proper diet, especially in the cecum region of the recovery 

animals (Franceschi, 2011), that could suggest a resistance of these neurons to the deleterious 

processes of the inflammation in chinchilla cecum. The cecum and the ascending colon 

possess, yet, another peculiar characteristic: the existence of a longitudinal sulcus throughout 

the ascending colon mucosa in the chinchillas, which is responsible to return water and 

bacteria, along with the mucus, to the cecum, resulting in a fluid concentration, bacteria and 

nitrogen-rich matter in the cecum (Holtenius e Björnhag, 1985). These components are 

regularly reintroduced in the colon, so the bacteria and nitrogen compounds are recycled. 

Furthermore, the chinchillas’ cecum has a bacterial metabolism similar to the rumen, which 

uses the bacterial proteins produced in the cecal fermentation (Worthington e Fulghum, 

1988). These characteristics may influence in the resistant profile to inflammatory alterations 

of this segment, turning it less susceptible to homeostasis modifications in comparison to the 

other analyzed segments. In conclusion, it would be interesting to investigate if the distinct 

bacterial profiles among the intestinal segments of the chinchillas influence the EGCs 

homeostasis, as well as comparing possible variations of these profiles after the establishment 

of the inflammation condition due to the tympanic colic and its recovery process. 

The tympanic colic or acute abdomen, caused by abrupt diet changes, can induce 

gastrointestinal inflammation and lead horses (Tinker et al., 1997; Gonçalves et al., 2002) or 

chinchillas (Hoefer, 1994; Schaeffer e Donnelly, 1997) to death. However, we demonstrated, 

in Chinchilla lanigera, that it is possible to reverse this pathology by reestablishing the 

appropriated diet, even without an anti-inflammatory treatment. The lesser responsiveness 

of the enteric glial cells, or its absence, to the experimental tympanism-induced inflammation 

can indicate the existence of several protection mechanisms in the enteric system, even under 

imbalanced conditions, in the GIT physiology in Chinchilla lanigera. 
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Figures 

 
Figure 1. Response of abdominal sensitivity to a mechanical force transducer (von Frey test) 
in Chinchilla lanigera. The von Frey test, in milli-Newtons (mN), was conducted on D4, D11, 
D18, D25 and D38.  Data presented as mean ±SD (n=8/group). Repeated measure Analysis of 
Variance (ANOVA) and the Tukey test (post-hoc) were applied. Asterisk indicates p<0.05, when 
the tympanic and recovery groups are compared with the control group. 
 
Figure 2. S100B content and distribution in intestinal regions of Chinchilla lanigera. Values 
expressed as percentages compared to the control (100%), represented by the line. S100B 
content in the regions of the duodenum (D), cecum (C) and ascending colon (AC), measured 
by ELISA and expressed in ng/µg protein. Values of S100B are mean and standard error in the 
tympanic (T; n=8), diet recovery (DR; n=8) and analgesic recovery (AR; n=8) groups. 
 
Figure 3. Changes in the ex-vivo S100B secretion in intestinal regions of Chinchilla lanigera 
after in vivo tympanic protocol exposure. Values expressed as percentages compared to the 
control (100%), represented by the line. S100B secretion in the regions of the the duodenum 
(D), cecum (C) and ascending colon (AC), measured by ELISA and expressed in ng/mL protein. 
Values of S100B are mean and standard error in the tympanic (T; n=8), diet recovery (DR; n=8) 
and analgesic recovery (AR; n=8) groups. 
 
Figure 4. GFAP content and distribution in intestinal regions of Chinchilla lanigera. Values 
expressed as percentages compared to the control (100%), represented by the line. GFAP 
content in the regions of the the duodenum (D), cecum (C) and ascending colon (AC), 
measured by ELISA and expressed in ng/mL protein. Values of GFAP are mean and standard 
error in the tympanic (T; n=8), diet recovery (DR; n=8) and analgesic recovery (AR; n=8) groups. 
 
Figure 5. Mean (±SD) of GFAP immunolabeling in the submucous (SP) and myenteric (MP) 
plexus in duodenum of Chinchilla lanigera, for the control (C; n=8), tympanic (T; n=8), diet 
recovery (DR; n=8) or analgesic recovery (AR; n=8) groups. *p<0.05 relative to immunolabeling 
between submucous and myenteric plexus.  
 
Figure 6. Mean (±SD) of GFAP immunolabeling in the submucous (SP) and myenteric (MP) 
plexus in cecum of Chinchilla Lanigera, for the control (C; n=8), tympanic (T; n=8), diet recovery 
(DR; n=8) or analgesic recovery (AR; n=8) groups. 
 
Figure 7. Mean (±SD) of GFAP immunolabeling in the submucous (SP) and myenteric (MP) 
plexus in ascending colon of Chinchilla lanigera, for the control (C; n=8), tympanic (T; n=8), 
diet recovery (DR; n=8) or analgesic recovery (AR; n=8) groups. 
 
Figure 8. Mean (±SD) of GFAP immunolabeling in the duodenum (D), cecum (C) and ascending 
colon (AC) of Chinchilla lanigera, for the control (C; n=8), tympanic (T; n=8), diet recovery (DR; 
n=8) or analgesic recovery (AR; n=8) groups. 
 
Figure 9: Immunohistochemistry for GFAP of enteric slices from Chinchilla lanigera. 
Photomicrographs showing GFAP immunoreactive cells in the myenteric plexus (MP) and 
submucosus plexus (SM) from chinchilas. In the control group: (D) duodenum, (C) cecum and 
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(AC) ascending colon. The treatment groups: tympanic, diet recovery and analgesic recovery.  
Immunohistochemical GFAP:  the SM showed pronounced activation in all experimental 
groups, however, no statistical difference was showed. Scale bar = 50 µm. 
 
Figure 10. Mean (±SD) of S100B immunolabeling in the submucous (SP) and myenteric (MP) 
plexus in duodenum of Chinchilla lanigera, for the control (C; n=8), tympanic (T; n=8), diet 
recovery (DR; n=8) or analgesic recovery (AR; n=8) groups. *p<0.05 relative to immunolabeling 
between submucous and myenteric plexus. 
 
Figure 11: Immunohistochemistry for S100B of enteric slices from Chinchilla lanigera. 
Photomicrographs showing S100B immunoreactive cells in the myenteric plexus (MP) and 
submucosus plexus (SM) from chinchilas. In the control group: (D) duodenum, (C) cecum and 
(AC) ascending colon. The treatment groups: tympanic, diet recovery and analgesic recovery. 
Immunohistochemical S100B:  SM showed pronounced activation in duodenum and cecum 
relative to immunolabeling between submucous and myenteric plexus (p<0.05) and showed 
a pronounced activation in all experimental groups, however, no statistical difference was 
showed. Scale bar = 50 µm 
 
Figure 12. Mean (±SD) of S100B immunolabeling in the submucous (SP) and myenteric (MP) 
plexus in cecum of Chinchilla lanigera, for the control (C; n=8), tympanic (T; n=8), diet recovery 
(DR; n=8) or analgesic recovery (AR; n=8) groups. *p<0.05 relative to immunolabeling between 
submucous and myenteric plexus. 
 
Figure 13. Mean (±SD) of S100B immunolabeling in the submucous (SP) and myenteric (MP) 
plexus in ascending colon of Chinchilla lanigera, for the control (C; n=8), tympanic (T; n=8), 
diet recovery (DR; n=8) or analgesic recovery (AR; n=8) groups. *p<0.05 relative to 
immunolabeling between submucous (SP) and myenteric plexus (MP). 
 
Figure 14. Mean (±SD) of S100B immunolabeling in the duodenum (D), cecum (C) and 
ascending colon (AC) of Chinchilla lanigera, for the control (C; n=8), tympanic (T; n=8), diet 
recovery (DR; n=8) or analgesic recovery (AR; n=8) groups. 
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DISCUSSÃO 

 Apesar do sistema imunitário intestinal ser considerado especial por ser exposto 

constantemente a inúmeros antígenos dos alimentos, de bactérias residentes e de 

microrganismos invasores, gerando um estado de ”inflamação fisiológica” muito controlada 

(Wittig e Zeitz, 2003), já está bem estabelecido que inflamações no TGI também causam 

mudanças tanto estruturais quanto funcionais nesse sistema. Ainda, que as respostas no SNE 

variam de acordo com o tipo e extensão do processo inflamatório, que por consequência 

depende da natureza do estímulo (Collins, 1996; Sharkey & Kroese, 2001; Lomax et al., 2005). 

 Além da função da glia entérica no desenvolvimento, sobrevivência e diferenciação 

dos neurônios, por sua capacidade de proliferação e liberação de diversas substâncias, como 

neurotrofinas, fatores de crescimento e citocinas anti e pró-inflamatórias, as CEG também 

contribuem para a resposta imunitária, protegendo a superfície mucosa e atuando como um 

componente celular intermediário entre o sistema imunológico e o SN ao longo do TGI (Bush, 

1998; Esposito et al., 2007, von Boyen & Steinkamp, 2010; Yu & Li, 2014). As CEG possuem 

mecanismos moleculares potencialmente capazes de desencadear imunidade inata no 

intestino (Turco et al., 2014), sendo consideradas fundamentais na regulação de eventos 

inflamatórios intestinais (Cirillo et al., 2011; Neunlist et al, 2014). Em situações de colite a CEG 

aumenta a liberação de GDNF (fator neurotrófico derivado da glia), que possui propriedades 

anti-apoptóticas e limitam as lesões epiteliais que ocorrem durante uma inflamação 

(Steinkamp et al., 2003). Além de desempenhar um papel ativo na fisiologia e fisiopatologia 

do TGI, bem como suas implicações em doenças do sistema digestório (Neunlist et al, 2014), 

também estão relacionadas à neurotransmissão entérica (Bassotti et al., 2007), controle da 

motilidade (Aubé et al., 2006) e da secreção gastrointestinal, fluxo sanguíneo, captação de 

nutrientes, homeostase do TGI através da manutenção e conservação da integridade da 

barreira mucosa e proteção contra a invasão de patógeno (Rühl, 2004; Matteoli, 2011; Yu e Li, 

2014; Uesaka et al., 2016). Agentes nocivos que possam afetar a integridade das células gliais 

e imunitárias do TGI comprometem a homeostase, levando a disfunções do TGI (Neunlist et 

al, 2014). 

 A interação entre o complexo sistema imunitário da mucosa intestinal com placas de 

Peyer, folículos linfoides na mucosa do cólon, linfócitos na lâmina própria e linfócitos 

intraepiteliais podem criar sistemas locais de proteção da parede intestinal e respostas 
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diferenciadas regionais a estímulos luminais ou sistêmicos. Com base nesta hipótese, as 

nossas análises foram realizadas de forma comparativa em três diferentes regiões intestinais, 

porque encontramos respostas diferenciadas do TGI ao timpanismo, o qual afetou 

principalmente o ceco e o cólon ascendente (Martinez-Pereira et al., 2014). Com base nisso, 

adicionalmente à literatura que demonstra existir uma resposta inflamatória menor nas 

porções mais rostrais do intestino delgado (Gulbransen & Sharkey, 2012) e visando realizar 

uma comparação dos diferentes tipos de inflamação desenvolvidos por distintos protocolos, 

optamos por analisar as mesmas regiões, tanto nos ratos submetidos ao LPS sistêmico como 

nas chinchilas sob timpanismo provocado pela dieta, ou seja, uma alteração iniciada no lúmen 

intestinal.  

 Ao compararmos as análises histológicas dos dois modelos de protocolos utilizados nos 

dois trabalhos, observamos respostas distintas nos segmentos intestinais analisados. O 

duodeno foi a região menos afetada e o ceco foi o mais afetado em todos os momentos e 

doses, enquanto o cólon proximal manteve-se em uma pontuação intermediária. A 

administração de LPS intraperitoneal causou uma resposta inflamatória intestinal dependente 

da dose, tempo e região nos ratos. As análises histológicas dos efeitos de diferentes doses de 

LPS em ratos revelaram que a menor dose de LPS (0,25 mg kg-1) não foi suficiente para induzir 

um estado inflamatório à 1h, visto que as três regiões analisadas não diferiram do controle, 

com apenas uma discreta perda de organização nas criptas intestinais. Com a maior dose de 

LPS (2,5 mg kg-1) foi observada uma inflamação moderada em todas as regiões entéricas, em 

todos os tempos, sendo o dano à cripta mais intenso no grupo 24h. Foi observado uma lesão 

visível na mucosa do duodeno, ceco e cólon dos ratos 24 horas e 7 dias após o tratamento 

com LPS, sendo o duodeno o segmento menos suscetível a essa resposta inflamatória. Houve 

um aumento evidente de linfócitos, células plasmáticas e no tamanho dos nódulos linfáticos 

mesmo com a menor dose de LPS (0,25 mg kg-1). Estes resultados diferenciados conforme a 

região entérica estão de acordo com o encontrado na literatura durante um quadro de 

inflamação intestinal induzida por LPS (Im et al., 2012). Ainda, trabalhos prévios mostraram 

alterações no íleo às 2 ou 4 horas após injeção intravenosa de LPS com doses mais baixas do 

que as usadas em nosso estudo (Crouser et al., 1997; Lobo et al., 2003).  Nesses trabalhos não 

foi avaliada a histologia intestinal em períodos de tempo mais longos após a administração do 

LPS. No entanto, em modelos de endotoxemia (sepse) em ratos, as alterações histopatológicas 

graves são encontradas após a administração de LPS (Gao et al., 2015) e estas são mantidas 
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por alguns dias (Yue et al., 2013). Assim, esses resultados demonstram a necessidade de 

também serem realizadas análises em períodos mais longos após a administração de LPS in 

vivo.  

 Os efeitos histopatológicos do protocolo de indução de CT nas chinchilas, desenvolvido 

anteriormente por nosso grupo de pesquisa, também foram diferenciados nas distintas 

regiões do TGI. As alterações histológicas se caracterizaram por um infiltrado inflamatório 

mais denso nas criptas do ceco e do cólon ascendente, confinados principalmente à mucosa, 

caracterizando um processo inflamatório subagudo nesses animais. Áreas infartadas também 

foram observadas nos vasos mesentéricos em todo o intestino dos animais timpânicos. 

Entretanto, esses danos foram revertidos nos animais do grupo recuperado, vinte dias após o 

regularização da dieta, os quais não apresentaram áreas infartadas nos vasos sanguíneos 

mesentéricos (Martinez-Pereira et al. 2014). 

 Com relação ao duodeno ser menos suscetível à resposta inflamatória desencadeada 

pelo LPS, consideramos que tal fato possa estar relacionado à distribuição regional de células 

imunitárias. As populações de linfócitos de TH17, TH22 e TReg são mais expressas no ceco 

humano em relação ao intestino delgado ou ao cólon, em contraste com os ratos, que 

expressam mais TH17 no íleo do que no intestino grosso (Wolff et al., 2012). Não encontramos 

estudos comparativos semelhantes para ratos, mas se a frequência de linfócitos supressores 

de inflamação é maior no intestino delgado de ratos do que no ceco, como ocorre em 

camundongos, isso explicaria a maior resposta no ceco do que no duodeno de ratos tratados 

com LPS. Uma resposta inflamatória menor nas porções mais rostrais do intestino delgado já 

foi observada em um estudo que usou uma abordagem inflamatória mais severa (Gulbransen 

& Sharkey, 2012). Ainda, a distribuição desigual das fosfatases alcalinas (AP) ou do seu nível 

de atividade nos enterócitos de várias partes intestinais também pode ser o motivo das 

diferentes respostas nos três segmentos intestinais. AP desfosforila um dos grupos de fosfatos 

tóxicos da fração lipídica A de LPS, diminuindo a inflamação (Poelstra et al., 1997; Bentala et 

al., 2002). A atividade intestinal de AP em roedores é inversamente proporcional à densidade 

bacteriana no intestino, enquanto a atividade enzimática é maior no duodeno e 

progressivamente menor no jejuno e no íleo (Lallès, 2010). O cólon exibe uma atividade de AP 

ainda menor do que o intestino delgado (Lev e Griffiths, 1982). 

 É provável que uma atividade aumentada da AP em resposta tanto ao LPS i.p. quanto 

ao efeito da CT, e que as características do TGI dos roedores herbívoros, como a Chinchilla 
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lanigera, tais como o trato muito longo, o ceco volumoso e o trânsito intestinal lento (Quinton, 

2005), tenham influenciado para o desenvolvimento da doença nesses segmentos. Ainda, por 

tratar-se de uma inflamação com focos específicos na parede intestinal de algumas regiões, é 

provável que a grande diversidade na população celular nas diferentes regiões do TGI poderia 

ser um fator que estaria influenciando a resposta local à inflamação, através de mecanismos 

de controle inflamatórios locais e pelas características próprias do desenvolvimento da 

doença em áreas mais específicas. Como já descrito, a população de linfócitos é um dos tipos 

celulares que varia muito ao longo do TGI. Assim, uma diferença na distribuição de linfócitos 

supressores de inflamação no ceco, por exemplo, em relação ao intestino delgado, poderia 

explicar a menor resposta das CEG no ceco de animais submetidos ao protocolo de indução 

de CT. Além disso, uma menor resposta inflamatória nos segmentos do intestino delgado, 

neste caso o duodeno, já era esperada visto que, o aumento da sensibilização abdominal nos 

animais resulta de uma distensão acentuada nas paredes do ceco e do cólon, acompanhada 

da presença de focos isquêmicos nessas regiões. No entanto, a falta de conhecimento geral 

sobre a constituição celular das diferentes regiões do TGI de chinchilas dificulta uma melhor 

compreensão dos resultados obtidos e mantém as hipóteses no plano inseguro das 

especulações. 

 Além dos componentes dos sistemas imunes inato e adaptativos que contribuem para 

a proteção da superfície da mucosa, outro componente importante da homeostase do trato 

GI são as CEG. Como anteriormente referido, essas células atuam como um componente 

celular intermediário entre o sistema imunológico e o sistema nervoso através do TGI 

(Esposito et al., 2007; von Boyen & Steinkamp, 2010; Yu & Li, 2014). Existem evidências do 

estado dinâmico de CEG durante a vida adulta, podendo as células gliais do plexo mientérico 

e do submucoso serem renovadas em animais adultos (Joseph et al., 2011; Laranjeira et al., 

2011; Kabouridis et al., 2015). 

 Como já descrito, as CEG expressam marcadores gliais, tais como GFAP, S100B e os 

fatores de transcrição SOX8, SOX9 e SOX10, e alterações na expressão dos níveis desses 

marcadores gliais tem sido observadas em vários distúrbios gastrointestinais associados a 

disfunções de barreira, como distúrbios intestinais inflamatórios (Clairembault et al., 2014; 

Grubišić & Gulbransen, 2016). Em nosso estudo avaliamos a expressão de dois marcadores de 

atividade glial, GFAP e S100B intra e extracelular, em resposta tanto à administração de um 

fator inflamatório, LPS, de forma sistêmica em ratos, como pela administração de uma dieta 
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que desencadeasse um distúrbio luminal (CT), resultando também em alteração de natureza 

inflamatória diretamente sobre a parede intestinal em chinchilas. Embora os distúrbios 

pudessem ser confirmados por alterações morfológicas indicadoras de processos 

inflamatórios, essas alterações morfológicas nem sempre foram seguidas por alterações 

concomitantes na expressão de GFAP e S100B das CEG em resposta aos estímulos 

inflamatórios utilizados. 

 Apostando na diversidade de CEG nos diferentes segmentos intestinais dos animais em 

geral, observamos que o conteúdo de proteína S100B basal, tanto nos ratos tratados com 

veículo quanto nas chinchilas do grupo controle, foi maior no cólon em relação ao ceco e 

duodeno desses animais. No entanto, é importante esclarecer que, neste momento, não 

podemos concluir se a diferença no conteúdo de S100B entre as regiões intestinais seja devido 

à existência de número maior de células S100B positivas ou à expressão aumentada desta 

proteína. De qualquer forma, diferenças funcionais da glia entérica encontrada entre os 

diferentes segmentos intestinais reforçam a importância de se observar os efeitos de 

patologias nas diferentes regiões do TGI, o que comumente não encontramos na maioria dos 

trabalhos experimentais. Mesmo que a glia entérica tenha uma origem comum, produzidas a 

partir do mesmo progenitor, espera-se que ao longo da vida adulta se estabeleçam subtipos 

de CEG, resultando em uma plasticidade fenotípica de acordo com sua localização no TGI e 

contexto fisiológico variável (Boesmans et al., 2014). Esse é mais um aspecto de similaridade 

entre as CEG e os astrócitos, visto que a astrogliose reativa exibe heterogeneidade de acordo 

com regiões do SNC, da morfologia celular ou da sinalização celular, entre outros aspectos 

(Anderson et al., 2014). Assim, essa heterogeneidade nas células gliais pode estar interferindo 

na regulação das respostas imunes e inflamatórias. Na literatura são descritas diversas 

patologias que afetam de forma heterogênea o TGI. A análise de pacientes com doença de 

Chagas revelou que a destruição neuronal e glial iniciada pelo parasita e a resposta imunitária 

responsável pelo aspecto crônico da doença não afetava todo o intestino (da Silveira et al., 

2009). As possíveis respostas diferenciadas poderiam ser explicadas pelo perfil heterogêneo 

funcional das CEG ao longo do TGI. Foram reconhecidos dois (Hanani & Reichenbach, 1994) 

ou quatro (Boesmans et al., 2014) subtipos diferentes de CEG mioentéricas em camundongos. 

Com base na proposta de um perfil diferenciado das CEG ao longo do TGI, não foi surpresa 

uma variação de resposta das CEG nas distintas regiões do TGI dos ratos submetidos ao LPS. 
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Nas três regiões analisadas dos ratos houve aumento na S100B intracelular após 24 horas da 

administração da maior dose de LPS, em associação com o maior escore de inflamação. As 

CEG ao serem ativadas por um processo inflamatório intestinal, assim como os astrócitos 

quando submetidos à astrogliose reativa no SNC, apresentam sinalização e aumento do 

influxo de cálcio, além de alterações morfológicas e aumento na expressão e/ou secreção das 

proteínas GFAP e S100B. Sabe-se que a proteína S100B participa extensivamente no 

aparecimento e na progressão do estado inflamatório. O aumento da secreção da S100B pela 

glia contribui para o desenvolvimento da inflamação através da ativação de receptores para 

produtos finais de glicação avançada. Estes, por sua vez, levam a produção de NO, formação 

de espécies reativas de oxigênio, aumento do estresse oxidativo no ambiente local e dano 

neuronal. A S100B extracelular, em concentração micromolar, é necessária para obtenção de 

efeitos pró-inflamatórios, enquanto a secreção basal S100B à nível nanomolar produz efeitos 

neuroprotetores (Chow & Gulbransen, 2017). Curiosamente, apesar de existir aumento local 

de S100B durante a inflamação do trato GI, já foi observado diminuição nos níveis séricos de 

S100B em pacientes com CU (Celikbilek et al., 2014). Se supõe que tal diminuição ocorra 

devido a danos causados pela exposição ao estresse inflamatório prolongado pelas CEG que 

secretam S100B.  Ainda, dependendo da viabilidade das CEG, podem ocorrer oscilações nos 

níveis séricos de S100B ao longo do tempo da IBD, podendo tais mudanças ser úteis na 

determinação da cronicidade da inflamação (Chow & Gulbransen, 2017). Para Chow & 

Gulbransen (2017) tais ações aparentemente contraditórias podem estar relacionadas à 

quantidade de secreção e de concentração extracelular de produtos gliais, como se observa 

na secreção de S100B, ou à via de sinalização, diretamente correlacionadas com a gravidade 

de processos degenerativos intestinais, pela qual as CEG são ativadas. 

 Embora uma resposta inflamatória já esteja visível no ceco após 1 hora da dose mais 

alta de LPS, um aumento detectável de S100B só pode ser observado poucas horas depois. 

Além disso, após uma semana, enquanto o tecido ainda apresentava alterações morfológicas, 

especialmente no cólon proximal, os níveis da proteína S100B retornam a níveis basais ou 

níveis ligeiramente inferiores aos do controle neste ponto de tempo. Esses resultados estão 

em contraste com o nível basal de expressão da proteína S100B maior no cólon proximal. O 

escore histopatológico do cólon foi menor do que no ceco e a recuperação da resposta 

inflamatória foi mais lenta, uma vez que, após uma semana depois da injeção de LPS, o cólon 

ainda apresentava sinais de inflamação, embora a atividade concomitante das CEG não tenha 
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sido observada. Aparentemente, estes resultados indicam uma possível resistência do cólon 

a alterações agudas ou subagudas pelo LPS, em relação ao ceco ou ao intestino delgado, como 

também foi encontrado 2h após aplicação de LPS via enema retal em camundongos (Im et al., 

2012). Este efeito é atribuído aos mecanismos de proteção intrínseca do cólon, como o 

estabelecimento de uma barreira com secreção de anticorpos IgA e de muco produzido por 

células caliciformes do epitélio colônico (Johansson et al., 2011; Im et al., 2012). Quando, 

entretanto, o LPS é administrado de forma sistêmica, o cólon poderá ser afetado por outras 

formas, humorais ou neurais. Cabe ressaltar ainda que no trabalho de Im e colaboradores 

(2012) foram utilizadas doses diárias de LPS, via enema retal, por dois ou cinco dias e os 

resultados analisados no intervalo de até 10 dias após o início do tratamento. Isso significa 

que tanto a aplicação por via diferenciada da intraperitonial, utilizada em nosso trabalho, 

quanto o tempo de análise dos tecidos, possam ter ocasionado resultados contrários entre os 

estudos.  

 Doenças como colite ulcerativa (Cirillo et al., 2009) ou doença celíaca (Esposito et al., 

2007) resultam em expressão e liberação aumentadas de S100B pelas CEG. Com base em 

dados como esses, supomos que o processo inflamatório provocado pela CT pudesse levar à 

maior atividade da glia entérica e ao aumento da expressão e liberação de S100B pelas CEG, 

porém, não foi observado este efeito sob o timpanismo. Encontramos, inclusive, diminuição 

do conteúdo intracelular de S100B no ceco nos animais timpânicos. Quando medido ex-vivo, 

a secreção de S100B entérico nas chinchilas timpanizadas também não diferiu 

significativamente do grupo controle nos três segmentos intestinais. Mesmo que o 

timpanismo provoque alterações estruturais na parede intestinal das chinchilas, encontramos 

uma variabilidade tão grande nas respostas gliais entéricas destes animais que não ficou 

evidente ou significativo algum efeito do timpanismo sobre as células gliais do TGI. 

 Diferentemente das alterações no conteúdo intracelular S100B, as modificações no 

nível de secreção S100B nas três regiões intestinais dos ratos não foram significativas. Embora 

a concentração intracelular de S100B tenha aumentado nas três regiões intestinais, não 

verificamos aumentos extracelulares semelhantes de S100B nos diferentes tempos com as 

distintas doses de LPS. A administração de LPS induziu um aumento apenas nas fatias do ceco 

no tempo de 24 h. Este aumento ex-vivo da secreção de S100B no ceco foi confirmado pela 

avaliação da integridade celular, medida pela atividade de LDH extracelular. O aspecto 

morfológico com escore de inflamação mais alto no ceco, em comparação com duodeno e 
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cólon, coincidiu com as maiores porcentagens de aumento na secreção de S100B, nas 24 horas 

pós-endotoxina, em relação aos outros segmentos intestinais dos animais tratados. Se 

considerarmos que a secreção de S100B pode levar a uma maior expressão de óxido nítrico 

sintase (iNOS) e peroxidação lipídica (Esposito et al., 2007; Turco et al., 2014) capaz de induzir 

inflamação (De Filippis et al., 2011), isso poderia explicar a maior resposta inflamatória na 

mucosa do ceco em resposta à presença de altas doses de LPS. O nível elevado de secreção 

de S100B não se mantém, retornando aos níveis basais mesmo que os tecidos ainda mostrem 

alguns aspectos de inflamação. Em estudos in vitro o aumento da expressão da proteína S100B 

pelas CEG na presença de LPS já havia sido observada (De Filippis et al., 2011; Esposito et al., 

2007; Turco et al., 2014). Nossos dados demonstrando alterações nos níveis intracelulares e 

extracelulares de S100B no intestino são os primeiros obtidos após a administração sistêmica 

de LPS. Embora os dados in vivo estejam sujeitos a uma alta variabilidade da resposta 

inflamatória, foi possível observar alterações neste marcador de atividade enterotípica. Outra 

limitação dos resultados in vivo é a variabilidade da população CEG, com subtipos de CEG 

morfologicamente e quimicamente diferenciáveis. Esses subtipos estão localizados em 

diferentes regiões da parede intestinal, respondendo de forma diferente às citocinas (Tjwa et 

al., 2003). A expressão de seus marcadores (GFAP, S100B e Sox10) é muito dinâmica, mudando 

constantemente ao longo do tempo (Boesmans et al., 2014). 

 Como a proteína S100B é produzida no intestino apenas pelos CEG (Ferri et al., 1982), 

as alterações significativas no S100B intracelular deveriam ser seguidas por alterações na 

secreção de proteínas. No entanto, como já descrito anteriormente, mesmo em culturas de 

astrócitos, a variação intracelular em S100B nem sempre é seguida por alterações na secreção 

da proteína (Ziegler et al., 2004; Goncalves et al., 2008; Leite et al., 2008). Em nosso estudo 

não encontramos variação expressiva na secreção de S100B entérica em resposta ao desafio 

sistêmico de endotoxina e não observamos aumento da produção de S100B nas chinchilas 

indicando um aumento da atividade da glia entérica frente ao protocolo de CT. Há poucos 

estudos para doenças do TGI associadas com a regulação positiva de S100B, indicando o 

envolvimento da liberação de proteína S100B nas respostas inflamatórias do intestino 

humano (Cirillo et al., 2011; Esposito et al., 2007; Turco et al., 2014). Em contraste, um estudo 

demonstrou uma diminuição no nível S100B no soro em pacientes com colite ulcerativa 

(Celikbilek et al., 2014). No entanto, neste momento, não é possível ter certeza de quanto a 
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S100B entérica contribui para os níveis séricos de S100B, pois outras fontes dessa proteína 

podem estar envolvidas (Goncalves et al, 2008). 

 Com relação à expressão da proteína GFAP, os resultados mostraram-se variáveis nos 

diferentes modelos de roedores e nos protocolos experimentais utilizados nestes estudos. 

Assim como as alterações encontradas para S100B, o LPS também foi capaz de induzir um 

aumento na GFAP intestinal dos ratos em todas as regiões entéricas 24 h após a injeção da 

dose mais alta de LPS. Curiosamente, no ceco, observamos um aumento no GFAP à 1h após o 

LPS, também na dose mais alta. Corroborando com estes resultados, o conteúdo aumentado 

de GFAP foi detectado no sistema entérico em distúrbios gastrointestinais, como colite 

ulcerativa (Cornet et al., 2001; von Boyen et al., 2011) e em culturas de CEG expostas ao LPS 

(von Boyen et al., 2004). Além disso, observamos uma variação regional do GFAP para a 

exposição LPS in vivo. Usando a mesma dose elevada de LPS, Rosenbaum et al (2016) 

encontraram níveis aumentados de expressão do gene GFAP na camada muscular duodenal e 

colônica às 4 h após a injeção. O ceco não foi analisado por estes autores. No duodeno e cólon 

proximal encontramos um aumento do conteúdo de GFAP apenas às 24h após a injeção de 

LPS. Aparentemente, uma resposta rápida de CEG para exposição a LPS pode durar 24 horas 

de condição de inflamação. O aumento agudo e específico do conteúdo de GFAP na primeira 

hora após a exposição ao LPS no ceco pode envolver mudanças estruturais no GFAP (por 

exemplo, fosforilação) que afetam o reconhecimento de anticorpos do GFAP e não 

necessariamente seu conteúdo (Tramontina et al., 2007). 

 O timpanismo por alteração alimentar brusca não provocou diferenças significativas 

no conteúdo de GFAP no intestino de chinchilas timpânicas em relação às controles ou 

recuperadas. Aparentemente, sob algumas condições inflamatórias subagudas ou crônicas 

pode não ser observado um aumento nos níveis de GFAP entérico. A ausência de alteração 

significativa no nível de GFAP glial intestinal após uma semana de manifestação de sintomas 

de CT pode ser interpretada como ausência de respostas de proliferação enteroglial ou de 

hipertrofia dos processos celulares das CEG frente ao timpanismo. Isso poderia indicar uma 

baixa resposta das CEG frente ao insulto inflamatório associado à CT ou uma diminuição da 

atividade das CEG com a continuidade do timpanismo, evitando contribuir, dessa forma, um 

comprometimento maior da parede do TGI ao timpanismo. Deve-se considerar, também, que 

na condição de CT prolongada, os sintomas clínicos são detectados 7 dias antes da obtenção 

dos tecidos para a análise do nível de GFAP. Para conferir se a resposta das CEG de chinchilas 
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se manifesta apenas inicialmente no processo inflamatório ou não é, de fato, responsiva a 

este tipo de insulto, sob condição de inflamação aguda, seria necessário um grupo timpânico 

agudo, com antecipação da morte dos animais até no máximo 24h após o início dos sintomas 

clínicos do timpanismo. Cabe ressaltar que em experimentos in vivo, entretanto, nem sempre 

é possível se observar alterações dos marcadores gliais das CEG sob situações inflamatórias 

em roedores, ou, então, as alterações são relatadas como diminuição da expressão de 

proteínas gliais (Rosenbaum et al., 2016). Especialmente neste contexto complexo de 

condição experimental in vivo, é importante a diferenciação das condições inflamatórias, 

avaliando a expressão de diferentes citocinas, por exemplo. 

 Aparentemente, mesmo que o timpanismo provoque focos de áreas infartadas no 

cólon ascendente, migrações de células imunitárias e aspecto inflamatório no ceco e cólon 

ascendente (Martinez-Pereira et al., 2014), este modelo de colite em chinchila não resultou 

em gliose reativa do plexo entérico, considerando a ausência de diferença significativa de 

expressão de GFAP nas áreas do TGI, pelos métodos de análise utilizados. Mesmo que o 

timpanismo provoque algumas alterações agudas na parede do TGI, verificadas na análise 

histopatológica, não temos certeza se essas alterações implicariam em lesões do sistema 

nervoso entérico em si, o que talvez justificaria a ausência de resposta glial. Algumas 

dificuldades inerentes ao procedimento de análise por anticorpos também devem ser 

consideradas. Em estudo anterior foram observadas modificações estruturais que afetaram o 

reconhecimento de anticorpos ao GFAP. Tais variações não foram acompanhadas de 

mudanças no conteúdo de GFAP (Tramontina et al., 2007). Nem sempre o aumento da 

expressão de GFAP pode ser relacionado diretamente à proliferação glial, como, por exemplo, 

em outras abordagens de situações experimentais pró-inflamatórias, nas quais o aumento de 

GFAP, encontrado em resposta à indução por interleucina pró-inflamatória ou pela citocina 

TNFα, não foi atribuído a uma possível proliferação da glia entérica (Von Boyen et al., 2004; 

Rühl et al., 2001). 

 O conteúdo de TNFα mensurado no sangue tanto da veia porta como sistêmico das 

chinchilas não diferiu significativamente entre os grupos estudados. A ausência da variação 

sistêmica de TNFα pode indicar uma baixa sensibilidade ao ensaio utilizado em relação, por 

exemplo, a uma análise tecidual intestinal desta citocina. Também devemos considerar a 

possibilidade do tempo em que esta citocina pró-inflamatória foi analisada, ou seja, duas 

semanas após o início da dieta dos timpânicos ou 7 dias após o início dos sintomas clínicos do 
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timpanismo. É possível que o nível de TNFα já não estivesse mais elevado, já que esta citocina 

pode ser produzida e secretada em maior quantidade na fase aguda inflamatória e, 

dependendo do tipo de resposta inflamatória, o nível desta citocina pode diminuir em 

processos subagudos ou crônicos (Heinrich et al., 1990; Gruys et al., 2005). As alterações 

histológicas observadas na mucosa intestinal resultantes da CT indicam um processo 

inflamatório subagudo nas chinchilas (Martinez-Pereira et al., 2014). 

 Outro motivo da escolha desta citocina como evidência de um processo inflamatório 

foi baseado nos resultados da necropsia realizada em trabalho anterior, quando foi observado 

entre as características histopatológicas um infiltrado de macrófagos nas chinchilas 

timpânicas (Martinez-Pereira et al., 2014), pois o TNFα é reconhecidamente liberado por 

macrófagos (Baker et al., 2012). Apesar da maior presença de macrófagos no intestino dos 

animais timpanizados, o nível de TNFα não estava elevado na circulação da veia porta. Faltou, 

entretanto, a análise diretamente dos tecidos entéricos para confirmar a presença aumentada 

ou não deste marcador pró-inflamatório. De qualquer forma, aparentemente a inflamação 

desenvolvida pelo protocolo de CT deve ser distinta de uma IBD (doença inflamatória 

intestinal), na qual a produção de TNFα segue elevada, participando da lesão crônica 

estabelecida nestes quadros (Nenci et al., 2007; Baker et al., 2012). Poderíamos ter escolhido 

outros marcadores inflamatórios, como o fator β de transformação do crescimento (TGFβ), 

por exemplo. A liberação de TGFβ também é observada durante o processo de inflamação 

crônica e alterações nos níveis ou na responsividade do TGFβ têm sido descritas em doença 

inflamatória intestinal humana e em modelos animais de inflamação intestinal (Beck et al., 

2003; Gyires et al., 2014; Shen et al., 2015). Propõe-se, inclusive, que TGFβ possa ser 

produzido e liberado pela glia entérica, contribuindo para controlar uma eventual proliferação 

de células epiteliais de sua vizinhança (Neunlist et al., 2007). 

 Ainda, o perfil imunológico do processo inflamatório decorrente do timpanismo é um 

processo que precisa ser conhecido para acompanhamento da patologia e estudo da 

possibilidade de intervenção farmacológica adequada para o tratamento, seja em chinchilas 

ou em outros mamíferos também afetados pela CT ou abdômen agudo, como os cavalos. 

 Uma hipótese que sugerimos para compreender os diferentes resultados encontrados 

é em relação aos diferentes perfis bacterianos que compõem a microbiota intestinal. Já está 

bem estabelecido que a microbiota intestinal é crítica para a defesa contra agentes 

patogênicos invasores, estando envolvida na manutenção de um estado de alerta através do 
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controle de mediadores inflamatórios potentes e no desenvolvimento a longo prazo de 

respostas imunes intestinais, bem como que tratamentos com antibióticos afetam diversas 

vias envolvidas na resposta à infecção (Antunes et al., 2011). A homeostase das CEG da 

mucosa pode ser controlada pela diversidade da população bacteriana intestinal, não só pelo 

número de microorganismos (Kabouridis et al., 2015). 

 A espécie C. lanigera apresenta o ceco bastante desenvolvido em comparação a outros 

roedores, apresentando uma porção sacular espiralada, seguida de uma porção tubular que 

se continua em um cólon ascendente longo (Castro et al., 2010). A característica marcante da 

CT é a distensão acentuada da parede do ceco, devido ao acúmulo dos gases produzidos em 

excesso durante a digestão fermentativa (Franceschi, 2011). O ceco e o cólon ascendente 

possuem, ainda, mais uma característica peculiar, a existência de um sulco longitudinal ao 

longo da mucosa do cólon ascendente das chinchilas, responsável por devolver ao ceco água 

e bactérias juntamente com o muco, resultando em uma concentração de fluidos, bactérias e 

compostos nitrogenados no ceco (Holtenius & Björnhag, 1985). Esses componentes são 

periodicamente reintroduzidos no cólon, reciclando assim bactérias e compostos 

nitrogenados. Além disso, o ceco das chinchilas possui um metabolismo bacteriano 

semelhante ao do rúmen, utilizando as proteínas bacterianas produzidas na fermentação 

cecal (Worthington & Fulghum, 1988). Essas características podem influenciar no perfil 

resistente a alterações inflamatórias deste segmento, tornando o mesmo menos suscetível a 

modificações da homeostase em comparação aos outros segmentos analisados.  

 A microbiota associada à mucosa é potencialmente responsável por respostas pró- ou 

anti-inflamatórias e sua relação com o funcionamento apropriado do sistema imunitário 

(Round & Mazmanian, 2009) merece ser considerada com um dos fatores para que as 

respostas enterogliais in vivo a danos inflamatórios difiram entre os segmentos intestinais. A 

dominância bacteriana variável nos diferentes segmentos do TGI apoia a ideia de que as 

diferentes condições fisiológicas locais (motilidade intestinal, pH, potencial redox, nutrientes 

e secreções do hospedeiro) exerçam pressões seletivas sobre a formação da microbiota (Gu 

et al., 2013; Donaldson et al., 2015; Koboziev et al., 2014). Por exemplo, foi encontrada apenas 

no ceco uma abundância de espécimes de Proteobacteria, distinguindo o seu perfil de 

microbiota dos demais segmentos intestinais em camundongos (Gu et al., 2013). Descrição de 

94 linhagens de bactérias Gram-negativas, anaeróbicas, bacilos e Gram-positivas já foram 

obtidas de fezes ou de ceco de Chinchilla lanigera (Worthington & Fulghum, 1988; Kitahara et 
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al., 2013). Ainda que não se saiba o significado funcional da diversidade e densidade 

microbiana, essa diferenciação encontrada ao longo do TGI também poderia contribuir para 

as respostas diferenciadas ao longo do TGI frente a alterações de dieta e no acúmulo de gases. 

Entretanto, a literatura quanto ao tipo e modificações da microbiota em quadros 

inflamatórios ainda é escassa para essa espécie, sendo necessária uma investigação 

detalhada, pois os poucos estudos reportam-se a bactérias oportunistas como a Escherichia 

coli (Diaz et al., 2013) e o Clostridium perfringens (Lucena et al., 2011 e 2012), descritas em 

quadros de infecção e morte destes animais. 

 Em trabalho anterior em chinchila, realizamos uma abordagem wholemount do plexo 

mioentérico dos segmentos intestinais para obter melhor entendimento da distribuição 

ganglionar e arquitetura das redes entéricas interganglionares (Franceschi, 2011). 

Diferentemente desta abordagem, utilizamos neste trabalho secções transversais para não 

excluirmos as camadas mucosa e submucosa. E como a imuno-histoquímica para GFAP e 

S100B cora as projeções citoplasmáticas gliais, além do corpo celular glial, dificultando a 

identificação individual cada célula glial, realizamos análise por densitometria óptica da 

imunorreação para obtermos uma comparação semiquantitativa da expressão destas 

proteínas entre os plexos submucoso e mioentérico de forma geral e não apenas da 

atividade dentro de gânglios entéricos. A análise imuno-histoquímica evidenciou nas 

chinchilas controles uma quantidade significativamente maior de GFAP imunorreativa em 

células do plexo submucoso do que no mioentérico. No duodeno, esta diferença foi mais 

acentuada (em média 50% maior na submucosa). No cólon ascendente esta diferença foi 

menor (em média, 24% maior na submucosa). Essas diferenças na proporção de GFAP 

imunomarcada também se observam nos animais tratados. Quando foi analisado o número 

de CEG exclusivamente intraganglionares em outras espécies (guinea pig e humanos), 

encontrou-se um número substancialmente maior de CEG no plexo mioentérico em relação 

ao plexo submucoso (Hoff et al., 2008). Entretanto, os autores admitem que a contagem 

apenas de CEG  intraganglionares não revela a real quantidade de CEG, pela expressiva 

quantidade de elementos gliais extraganglionares, constituindo as redes maiores e menores, 

tanto do plexo mioentérico como submucoso (Hoff et al., 2008). Portanto, podemos supor 

que a expressiva quantidade de GFAP que encontramos nas CEG da camada submucosa deve 

estar distribuída também em partes extraganglionares do plexo submucoso. Os trabalhos 

que descrevem a distribuição e densidade de células gliais entéricas, e variações destas em 
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resposta a estímulos, são realizados principalmente em preparações de plexo mioentérico, 

excluindo as camadas mucosa e submucosa (Boesmans et al., 2014; Hanani & Reichenbach 

1994; Nasser et al., 2007; Fekete et al., 1999, entre outros), de maneira que há muito poucos 

trabalhos para podermos estabelecer comparações com outras espécies de animais sobre a 

distribuição de CEG submucosa, além da mioentérica. Em análises quantitativas 

comparativas entre plexo mioentérico e submucoso em intestino delgado de camundongos, 

foi descrito um número consideravelmente maior de neurônios nos gânglios submucosos 

nas porções orais do intestino delgado do que nas caudais (Gabella, 1987), relacionado com 

a decrescente espessura das camadas submucosa e mucosa do duodeno em relação ao 

jejuno e íleo. Encontramos uma variação na espessura das camadas mucosa e submucosa 

similar em chinchilas (Franceschi, 2011). Ainda que não tenha sido realizada uma 

quantificação neuronal, a quantidade de GFAP imunomarcada significativamente maior na 

camada submucosa do duodeno em comparação ao ceco ou ao cólon ascendente, poderia 

indicar que o número de células gliais (ou de células gliais que expressam GFAP), e 

possivelmente de neurônios, do plexo submucoso deve ser maior no duodeno que no ceco e 

no cólon ascendente de Chinchilla lanigera. 

 A imunomarcação de S100B também foi significativamente maior no plexo submucoso 

em relação ao mioentérico do duodeno das chinchilas controles, o que contribui para a ideia 

de um provável número maior de células gliais entéricas no plexo submucoso que no 

mioentérico do duodeno. No entanto, a expressão maior de S100B mais evidente em uma 

sub-região ou camada pode ser um reflexo das condições fisiológicas variáveis junto à 

superfície luminal ou das características funcionais dos diferentes segmentos, o que levariam, 

por exemplo, à maior quantidadede S100B no plexo mioentérico do cólon ascendente em 

relação ao submucoso ou ao mioentérico dos demais segmentos de chinchilas controles. Se 

as condições basais revelam diferentes respostas gliais através da expressão diferenciada de 

seus marcadores ao longo do plexo entérico, as situações de desequilíbrio da homeostase, 

como uma inflamação provocada por acúmulo de gases em resposta a alterações da dieta, 

também levariam, possivelmente, a respostas diferenciadas da glia ao longo das diferentes 

regiões do plexo entérico. Não conseguimos demonstrar, entretanto, que CT experimental 

resulte em alterações diferenciadas da expressão de S100B glia entérica ao longo do TGI, com 

exceção de uma resposta diminuída de S100B no ceco de chinchilas timpanizadas em relação 

ao controle. 



DISCUSSÃO 98 

 Uma dificuldade encontrada na realização de experimentos com chinchilas, e que pode 

ter influenciado na obtenção de diferenças que mostrassem ser significativas nos testes 

estatísticos aplicados, é a variabilidade dos animais, que é muito maior que a encontrada nos 

ratos fornecidos pelo CREAL da UFRGS. Mesmo que as chinchilas sejam fornecidas pela mesma 

Cabanha, os animais mostravam variações de tamanho e de peso, além do gênero. 

A abordagem experimental escolhida em ambos trabalhos, inflamação sistêmica ou 

inflamação, provocada pela dieta, sobre todo o trato digestório, expôs a variabilidade das 

respostas obtidas. E isso decorre, provavelmente, da heterogeneidade das células gliais e de 

suas interações com demais elementos da parede do trato digestório, sejam nervosos, 

imunitários ou epiteliais. Essa interação dinâmica deve ser sempre levada em conta quando 

buscamos a translação de uma abordagem experimental específica, in vitro ou ex-vivo, para a 

análise nos indivíduos. 
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CONCLUSÕES 

Concluindo, nossos resultados apontam que as células gliais entéricas respondem a 

situações inflamatórias, tanto desenvolvida localmente, junto à parede do TGI, como a 

processo inflamatório sistêmico, como o provocado por injeção intraperitoneal de LPS. 

Doses elevadas (mas inferiores a um quadro de sepse) de LPS intraperitoneal em 

ratos podem levar à ativação das CEG. Pode-se supor que essa ativação influencie as respostas 

imunitárias, possivelmente amplificando-as, agindo como um componente celular 

intermediário entre SNE e o sistema imunológico. Os efeitos do LPS sistêmico podem ser 

observados em alterações estruturais na parede intestinal até mesmo por uma semana. 

Mesmo que o pico de S100B e GFAP entérico tenha sido observado 24 h após a injeção, 

indicando atividade glial aumentada, esse efeito pode ter, indiretamente, contribuído para a 

manutenção do aspecto alterado da parede intestinal por mais dias. 

O timpanismo experimental em Chinchilla lanigera, caracterizado por focos de 

inflamação local, resulta em menor responsividade, ou sua ausência, das células gliais 

entéricas a essa inflamação. Este resultado pode indicar que mesmo que a parede intestinal 

mostre alterações compatíveis com quadro inflamatório, as CEG podem não responder a 

danos inflamatórios dessa natureza ou, então, a variabilidade de resposta dos grupos de 

chinchilas utilizadas não nos permitiu detectar diferenças significativas pelos procedimentos 

realizados.  

E finalmente, demonstramos que um efeito inflamatório sistêmico pode ter 

consequências específicas e heterogêneas no trato gastrointestinal, com algumas regiões 

intestinais mais resistentes a alterações do que outras regiões. Entre tantas diferenças 

existentes entre os segmentos intestinais, as células gliais funcionalmente distintas podem 

estar contribuindo para essa heterogeneidade funcional.  
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PERSPECTIVAS 

A partir dos resultados encontrados no presente trabalho novas questões são 

formuladas, abrindo a possibilidade de novos estudos, utilizando os dois modelos 

experimentais aqui apresentados. 

1. Investigar se os distintos perfis bacterianos entre os segmentos intestinais das 

chinchilas influenciam a homeostase das CEG, bem como comparar possíveis variações desses 

perfis após o estabelecimento do quadro de inflamação oriundo da CT e seu processo de 

recuperação ou frente a outros agentes pró-inflamatórios como o LPS. 

2. Realizar estudos sobre a constituição celular das diferentes regiões do TGI de 

chinchilas para auxiliar no entendimento das respostas inflamatórias observadas na CT; 

3. Pesquisar outros marcadores inflamatórios locais no TGI, como por exemplo o 

fator β de transformação do crescimento (TGFβ), para compreender melhor os efeitos da CT 

nas diferentes partes do TGI de chinchilas. 

4. Realizar estudos farmacológicos nas chinchilas, por meio de ensaios ex vivo, 

buscando compreender melhor a progressão do processo inflamatório oriundo da CT e, 

eventualmente, auxiliar em novas opções de tratamento terapêutico para este quadro. 
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