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A análise quantitativa dos canais para íons das membranas celulares é impensável sem a técnica de fixação de voltagem (“voltage clamp”)  e medida das correntes que passam pela membrana. A técnica foi introduzida por Cole e refinada por Hodgkin e Katz em meados do século XX. Finalmente, com Sakmann e Neher, que introduziram a técnica de “patch clamp”,  correntes através de canais para íons puderam ser medidas, em voltagens fixas no tempo, em praticamente todas as células, por menores que fossem, e mesmo através de um único canal na membrana celular.

A concorrência, na década de 80 do século passado, de desenvolvimentos tecnológicos na microscopia, na síntese orgânica,  na fotodetecção e em computação, estimulou  esforços para o desenvolvimento de indicadores fluorescentes para íons intracelulares. Interessa aqui aqueles para o Ca2+ . O esforço inicial era motivado pela propriedade do íon como sinalizador intracelular.  Pôde-se detectar variações nas concentrações do íon associadas a modificações na fisiologia da célula com razoável resolução temporal. A fonte que provia o íon, extracelular ou dos estoques intracelulares, e as vias, em geral canais, foram alvos de intensa investigação. Todavia, a resolução espacial da técnica de estimativa das variações na concentração intracelular de Ca2+ era pouca. Gradientes entre volumes pequenos, adjacentes, não podiam ser detectados e correlacionavam-se as modificações fisiológicas eventuais com o valor médio da concentração intracelular do Ca2+. Com o pleno desenvolvimento da microscopia confocal a resolução espacial aumentou muito, ao custo de redução na resolução temporal. O emprego criterioso, todavia, desta técnica produziu informações que enfatizam a importância de picos de concentração em volumes locais, adjacentes às membranas, na determinaçao do processo de sinalização pelo Ca2+ . 

Na apresentação que se fará mostrar-se-ão as informações obtidas de receptores purinérgicos expressos por células neuronais e gliais, em culturas primárias de células de gânglios da raiz dorsal. A constatação da existência do receptor fez-se pela exploração das variaçoes  na concentração de Ca2+ que se seguiam à estimulação dos receptores. Estas variações eram seguidas por modificações na fluorescência do indicador fluo-4. A sensibilidade aos diversos agonistas purinérgicos permitiu a distinção do tipo de receptor. Demonstrou-se que os neurônios expressam receptores de tipo P2X enquanto as células gliais expressam predominantemente receptores P2Y. Estes, por cascatas envolvendo proteína G, fosfolipase e IP3, promovem elevações na concentração citosólica do Ca2+, por vazamento do íon estocado do retículo endoplasmático. Os receptores P2X são parte de canais para cátions. Ao estimulá-los a elevação na concentraçao citosólica depende da presença do Ca2+ na solução extracelular. A microscopia confocal foi importante na fase seguinte da investigação, em que se explorou a relação entre glia e neurônios, nas culturas recentes, em que estes dois fenótipos mantinham contato físico. A resolução espacial da técnica permitiu seguir, no tempo, os eventos nas células gliais e nos neurônios. Não se observaram alterações conspícuas nos neurônios, no que concerne à concentração intracelular do Ca2+ , quando os receptores P2Y da célula glial aderida eram estimulados.
