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RESUMO 

 

Sabe-se que os nervos autônomos regulam o sistema imunológico, mas embora o papel 

do nervo vago na imunorregulação tenha sido extensivamente investigado, há poucas 

informações sobre os papéis desempenhados pelos nervos simpáticos. Neste trabalho avaliamos 

se e como os nervos esplâncnicos simpáticos regulam a defesa do hospedeiro em um modelo 

de peritonite em ratos. A denervação esplâncnica bilateral (SplancX) ou cirurgia simulada 

(Sham) foi realizada uma semana antes do desafio com E. coli. O desafio consistia em uma 

gaze enriquecida com E. coli implantada no peritônio. Carga bacteriana, infiltração de 

leucócitos e marcadores de disfunção orgânica foram avaliados. A carga bacteriana foi maior 

no sítio primário de infecção (peritônio), seguido pelo baço e pulmões. Em comparação com os 

ratos Sham, os ratos SplancX foram mais eficientes na eliminação de bactérias no baço e no 

sítio primário da infecção quando E. coli foi administrada na dose de 1x104/rato. No entanto, 

quando E. coli foi administrada em uma dose mais alta, 1x106/rato, a denervação reduziu a 

carga bacteriana somente no baço. A eficácia do sistema imune nos ratos SplancX não foi 

promovida pela migração aumentada de leucócitos, pois os grupos não diferiram em relação ao 

número de células CD45+/RP1+/CD68- (neutrófilos) ou células CD45+/RP1-/CD68+ 

(macrófagos) no peritônio, pulmões ou baço. Possivelmente está envolvido o aumento dos 

mecanismos microbicidas de neutrófilos ou macrófagos. Nossa hipótese é que o aumento da 

atividade microbicida poderia vir com o custo de aumento dos danos colaterais dos órgãos. No 

entanto, os resultados revelaram que, em comparação com a cirurgia simulada, o SplancX não 

aumentou os níveis de marcadores de lesão de órgão estabelecidos. Deve-se considerar, no 

entanto, que os níveis de tais marcadores não estavam muito acima dos valores de referência 

no período de tempo do experimento (24 horas). Os dados revelam um papel supressivo dos 

nervos esplâncnicos no clearance bacteriano. Este papel não foi relacionado a mudanças na 

infiltração de tecidos por neutrófilos e macrófagos dentro de 24 horas após a infecção. 

Presumivelmente, estão envolvidas alterações na atividade microbicida desses leucócitos. A 

melhora na eliminação bacteriana na ausência dos nervos esplâncnicos não resultou em dano 

colateral aumentado, mas tais custos podem se tornar evidentes em outros contextos, como em 

uma infecção prolongada. 

 

Palavras-chave: carga bacteriana, nervo esplâncnico, reflexo inflamatório, sepse. 
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ABSTRACT 

 

It is known that autonomic nerves regulate the immune system. But although the roles 

of the vagus nerve in immunoregulation have been extensively investigated, there is scant 

information about the roles played by sympathetic nerves. Here, we have assessed whether and 

how the sympathetic splanchnic nerves regulate host defense in a rat model of peritonitis.  

Bilateral splanchnic denervation (SplancX) or sham surgery was performed one week before 

the E. coli challenge. The challenge consisted of an E. coli-enriched gauze implanted in the 

peritoneum. Bacterial burden, leukocyte infiltration and organ-injury markers were assessed. 

Bacterial burden was the highest in the primary site of infection (peritoneum), followed by the 

spleen and lungs. Compared to the sham-operated rats, the SplancX rats were more efficient at 

clearing bacteria in the spleen and the primary site of infection when E. coli was given at the 

dose of 1x104/rat. However, when E. coli was given at a higher dose 1x106/rat, SplancX reduced 

bacterial burden only in the spleen. Effectiveness of the immune system in the SplancX rats 

was not promoted by enhanced migration of leukocytes, as the groups did not differ in relation 

to the numbers of CD45+/RP1+/CD68- cells (neutrophils) or CD45+/RP1-/CD68+ cells 

(macrophages) in peritoneum, lungs, or spleen. Enhancement of microbicidal mechanisms of 

neutrophils or macrophages are possibly involved. We hypothesized that augmented 

microbicidal activity could come with the cost of enhanced collateral damage of organs. 

However, the results revealed that, compared to Sham surgery, SplancX did not increase the 

levels of established organ-injury markers. It should be considered, though, that the levels of 

such markers were not well above refence values in the timeframe of the experiment (24 h). 

The data uncover a suppressive role of the splanchnic nerves on bacterial clearance. This role 

was not related to changes in the infiltration of tissues by neutrophils and macrophages within 

24 h of infection. Changes in the microbicidal activity of these leukocytes are presumably 

involved. Improved bacterial clearance in the absence of the splanchnic nerves did not result in 

augmented collateral damage, but such costs might become evidence in other contexts, such as 

prolonged infection.  

 

Keywords: bacterial burden, inflammatory reflex, sepsis, splanchnic nerve. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Sepse: definição, evolução conceitual e patogênese 

 

O termo sepse origina-se da palavra Grega sēpein que significa putrefação ou 

podridão.1,2 O termo é encontrado em escritos desde a Idade Antiga, e cerca de 400 a.C. 

Hipócrates o descreveu como uma decadência perigosa e odorífera que poderia acometer o 

corpo.2 Naquela época acreditava-se que essa decomposição tinha princípio no cólon, liberando 

“princípios perigosos” que poderiam causar “auto-intoxicação”.1 Na medicina moderna, sepse 

refere-se a uma emergência médica de preocupação global, sendo a principal causa de morte 

em pacientes hospitalizados. O número de casos anuais de sepse é surpreendentemente alto, 

chegando até 48,9 milhões de casos por ano em todo o mundo, sendo que destes, 11 milhões 

culminou em morte.3 Esses números são ainda subestimados, sendo que não há vigilância 

epidemiológica adequada nos países de baixa e média renda4. Os custos hospitalares associados 

à sepse são altíssimos, sendo que nos EUA é considerada como a condição de saúde na qual 

mais dinheiro é despendido, responsável por mais de US$ 23,7 bilhões por ano4. No Brasil, de 

2010 a 2019, houve 1.044.227 casos de sepse e 463.000 óbitos, sendo que a média diária da 

despesa hospitalar por paciente pode chegar a cerca de R$ 5140,00 a depender da gravidade5. 

A definição de sepse foi primeiramente desenvolvida de forma consensual em 1991 pelo 

“American College of Chest Physicians” e pela “Society of Critical Care Medicine” (na 

convenção conhecida como Sepsis-1) como a síndrome da resposta inflamatória sistêmica 

(SIRS) causada por uma infecção2,6. A SIRS, por sua vez, é caracterizada pela satisfação de 

dois ou mais critérios que refletem as manifestações fisiológicas que acompanham a inflamação 

sistêmica – alteração da temperatura corporal, frequência cardíaca, frequência respiratória –, 

juntamente com contagens de leucócitos7 (Anexo A).  

Essa definição foi reconhecidamente como pouco específica e limitada uma vez que os 

critérios da SIRS são atendidos em uma ampla gama de outras condições, até mesmo uma gripe 

mais forte.8 Em outras palavras, o número de casos de sepse seria superestimado se todos os 

pacientes diagnosticados com SIRS fossem considerados realmente pacientes sépticos.9 

Contudo, levando em consideração as subdivisões da sepse, as definições são suficientemente 

discriminativas (Anexo B). Assim, sendo a sepse grave definida como sepse na presença de 

disfunção de um ou mais órgãos, e choque séptico definido como sepse associada a uma 

hipotensão que é refratária à administração de fluidos cristalóides.10 Em 2001 houve uma nova 
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convenção (Sepsis-2) em busca de refinar os critérios diagnósticos da sepse, conduto, por falta 

de evidências científicas significativas, a definição continuou praticamente inalterada.8  

Finalmente, em 2016, depois de esforços internacionais para o aumento de pesquisas e 

padronizações no manejo de pacientes sépticos, uma nova convenção (Sepsis-3) foi realizada 

para a atualização da definição de sepse e de seus critérios diagnósticos.3 Entre umas das 

limitações anteriores estava o consenso de que havia uma evolução de sepse para sepse grave, 

seguido de choque séptico. Na Sepsis-3 o termo ‘sepse grave’ passou a ser chamado de sepse 

somente, e o conceito de sepse “não grave” foi eliminado.6 A partir de então, a sepse ficou 

definida como uma disfunção orgânica com risco de vida causada pela resposta desregulada do 

hospedeiro a uma infecção - definição que se tornou amplamente utilizada em todo o mundo.2,3 

A disfunção orgânica passou a ser representada pela pontuação sequencial de 2 ou mais pontos 

na Avaliação Sequencial de Falha de Órgãos (SOFA), a fim de padronizar a gravidade da 

doença e fornecer associação com mortalidade3,6 (Anexo C).  

 As infecções bacterianas causam a grande maioria dos casos de sepse, sendo diversos 

os agentes etiológicos, incluindo também vírus, parasitas e fungos.11 As principais infecções 

que geralmente resultam em sepse são as de origem pulmonar, abdominal, e do trato urinário.11 

A grande maioria dos casos é causado por bactérias gram-negativas, sendo as mais comuns 

Pseudomonas e Escherichia coli.11,12,13  

A membrana externa das bactérias gram-negativas é composta por moléculas de 

lipopolissacarídeos (LPS), conhecido também como endotoxina, o qual é amplamente utilizado 

para mimetizar a fisiopatologia da sepse em modelos experimentais.14 Por outro lado, diversos 

modelos infecciosos são empregados, como a infusão de bactérias vivas na corrente sanguínea, 

peritonite bacteriana, e, mais frequentemente, a ligadura e perfuração cecal.15 Apesar de 

amplamente empregado, o modelo de ligadura e perfuração cecal apresenta uma variabilidade 

entre animais experimentais e entre experimentadores, pois o tamanho da perfuração não é fácil 

de controlar. Ainda, mudanças na microbiota intestinal entre grupos experimentais impactam 

os resultados, uma vez que mudaria o grupo de microorganismos causador da infecção. 

Portanto, nosso grupo de trabalho optou por empregar um modelo de sepse por infecção 

monobacteriana. Neste modelo, uma gaze previamente autoclavada é alocada na cavidade 

abdominal do animal e enriquecida com uma determinada dose de E. coli, proporcionando 

assim o desenvolvimento de uma peritonite séptica monobacteriana.   
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Assim como houve uma atualização da definição de sepse aos longos dos anos, o 

conhecimento sobre a patogênese da sepse também foi evoluindo nas últimas décadas.2 

Inicialmente, na década de 1980, pensava-se que a ação direta dos microrganismos invasores, 

como a liberação de toxinas, levava ao desarranjo fisiológico. Já na década de 1990, a 

inflamação, ou seja, a própria resposta do hospedeiro, passou a ser o grande protagonista que 

culminava no desarranjo fisiológico da sepse.16 Diversos mediadores foram descritos, sendo o 

TNF proposto como o mediador central da sepse.17 Entretanto esse conceito foi rejeitado frente 

aos fracassos de mais de 100 estudos clínicos com terapias anti-inflamatórias testadas em 

pacientes sépticos.18 Esses estudos visavam modificar a resposta inflamatória sistêmica, 

focando nos mediadores endógenos da inflamação de forma seletiva ou não. Algumas das 

estratégias utilizadas foram a neutralização de mediadores inflamatórios como o fator de 

necrose tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1), utilização de imunoglobulinas polivalentes, e 

supressão da inflamação com o uso de corticosteroides.18  Novos estudos dos anos 2000 até o 

presente levaram à mais recente ideia conceitual de que ambos, tanto a ação dos agentes 

infecciosos quanto a resposta inflamatória, são responsáveis pela perda da homeostasia, 

desencadeando a disfunção orgânica19 (Figura 1).  

 

1.1. Inflamação 

 

A resposta imune é um processo natural e necessário para conter microrganismos 

invasores, que envolve eventos celulares e moleculares de forma coordenada para a proteção 

Figura 1. Histórico do entendimento da patogênese 

da sepse. A flecha com ponta (→) indica estimulação 
ou consequência. A flecha sem ponta (˧) denota 
eliminação. 
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do organismo. A inflamação é um processo fundamental da resposta imunológica, no qual há o 

recrutamento de leucócitos e proteínas plasmáticas para o local de infecção ou lesão tecidual. 

Como todo mecanismo biológico, por mais importante que seja, tem um custo para o indivíduo, 

o processo inflamatório também tem efeitos colaterais. 

Quando ocorre de forma desenfreada, a inflamação passa a ser um inimigo para o 

organismo, com o potencial de causar lesão e doença.20 Em outras palavras, a resposta 

inflamatória é como uma faca de dois gumes, tem como objetivo principal salvar a vida, 

contudo, em algumas ocasiões pode causar mais dano do que o agente infeccioso em si. 

Infecções persistentes, resposta inata insuficiente, ou desequilíbrio de mecanismos reguladores 

levam a essa situação.  Portanto, o equilíbrio entre a proteção e a patogênese se faz necessário 

para que o organismo consiga superar e eliminar a infecção, mas que ao mesmo tempo não 

aconteça de forma desregulada, evitando danos colaterais. Na sepse esse equilíbrio não é 

alcançado, ocasionando uma complexa patofisiologia que desencadeia na disfunção de um ou 

mais órgãos, podendo levar ao óbito. A desregulação imune na sepse ocasiona a disfunção das 

células imunes, podendo o problema primordial ser a atividade microbicida enfraquecida dos 

fagócitos.9,21  

A fase inicial da inflamação é crucial para determinar o seu desfecho. A detecção de 

fatores que interferem na homeostase por receptores e células da imunidade inata provoca a 

produção e liberação de mediadores e citocinas inflamatórias, e recrutamento celular que vão 

definir o destino da inflamação.22 A depender do grau da inflamação a fase aguda é suficiente 

para conter a lesão, assim como responder rapidamente a invasão de forma robusta controla a 

infecção quando a carga bacteriana é menor, favorecendo assim o hospedeiro com um menor 

dano colateral22,23  

 

1.1.1. Reconhecimento e recrutamento celular 

 

Quando um patógeno penetra as barreiras iniciais de proteção eles são detectados por 

células sentinelas, como os macrófagos e células dendríticas, além das células endoteliais24,25,26. 

Essas células apresentam em sua superfície receptores de reconhecimento de padrão (PRRs) 

que reconhecem os padrões moleculares associados ao dano (DAMPs) e os padrões moleculares 

associados ao patógeno (PAMPs).24,27 O reconhecimento desses padrões ativa as vias de 

sinalização dentro das células, que levam à expressão de genes inflamatórios. 27 
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O processo inicial da inflamação é caracterizado pela ativação de células teciduais e 

macrófagos residentes com a consequente expressão e liberação de histamina, prostaglandina, 

e citocinas (incluindo TNF e IL-1), que promovem a vasodilatação arteriolar, o aumento da 

permeabilidade capilar e o recrutamento celular nas vênulas28,29 (Figura 2).  As citocinas 

estimulam a expressão de P- e E-selectinas nas células endoteliais, mediando uma fraca ligação 

aos leucócitos por meio dos ligantes de selectina expressos na membrana dessas células.  A 

velocidade do sangue mais lenta, devido à vasodilatação, favorece a ligação do leucócito e o 

consequente rolamento da célula. O rolamento facilita a ligação de quimiocinas com os seus 

receptores no leucócito, resultando no aumentando da afinidade das integrinas do leucócito. Em 

seguida, acontece a firme adesão mediada pelas integrinas nos leucócitos (LFA-1 ou VLA-4) 

com seus respectivos ligantes no endotélio (ICAM-1 ou VCAM-1). Assim, ocorre a 

reorganização do citoesqueleto da célula e a transmigração através do endotélio. A quimiotaxia 

dos neutrófilos para o sítio inflamatório é dependente da ligação da quimiocina CXCL8 

(humanos) ou CXCL1/CXCL2 (murino) ao receptor CXCR230,31. Enquanto os monócitos 

expressam CCR2 e se ligam a CCL2 ou CCL732. 

 

 

Os primeiros leucócitos recrutados na fase inicial da inflamação são os neutrófilos, 

sendo então a primeira linha de defesa da imunidade inata pela sua função fagocítica e 

capacidade de eliminar microrganismos invasores por diferentes mecanismos.28,33 Com o 

Figura 2. Passos do recrutamento celular. Tecidos lesionados ou inflamados (1) 

liberam substâncias químicas (2) que podem ser detectadas pelo sistema imunológico. 
Em resposta a essas substâncias químicas, as células endoteliais produzem moléculas de 
adesão (3) e os leucócitos que se movem no sangue (4) irão ligar, rolar (5) e aderir (6). 
A célula imune então sairá do vaso sanguíneo para o tecido inflamado (7). Figura retirada 
de Kelly et al., 2007 (29). 
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avanço do processo inflamatório, monócitos circulantes são recrutados, e no tecido sofrem 

maturação e se transformam em macrófagos, sendo ativados por LPS e por IFN-γ.34 Os 

macrófagos recrutados diferenciam dos macrófagos residentes principalmente pela alta 

capacidade fagocítica e microbicida.35,36  

 

1.1.2. Mecanismos microbicidas dos fagócitos 

 

Ao encontrarem o agente invasor no sítio infeccioso os neutrófilos são ativados e os 

fagocitam. Ao fagocitar, os seus grânulos se fundem com o fagossoma para liberar os produtos 

antimicrobianos.  São simultaneamente também estimulados a produzir espécies reativas de 

oxigênio (ROS) através do complexo NADPH oxidase. As ROS como peróxido de hidrogênio 

(H2O2), radical hidroxila (OH-) ácido hipocloroso (HCLO) são altamente reativos, e são 

liberados no fagolisossomo, que juntamente com proteínas bactericidas matam o patógeno por 

oxidação37,38. Além de ROS, os neutrófilos produzem óxido nítrico (NO) através da enzima 

oxido nítrico sintase a partir da L-arginina,39,40 que quando combinado com o ânion superóxido, 

produz peroxinitrito, uma substância com efeitos microbicidas.31 Os neutrófilos sofrem também 

degranulação, liberando o componente citotóxico dos grânulos que irão agir 

extracelularmente31, contribuindo para o dano tecidual durante uma resposta inflamatória 

desregulada.  

Ainda, os neutrófilos conseguem também eliminar patógenos extracelulares através do 

mecanismo de extrusão de NETs (neutrophil extracelular traps), que são redes compostas de 

proteínas bactericidas como a elastase e histonas, e de DNA37, formando filamentos que 

imobilizam o microrganismo, impedindo a sua disseminação e facilitando consequentemente a 

posterior fagocitose por outros fagócitos41, já que os neutrófilos geralmente sofrem lise e 

morrem na formação de NETs.31,42 

Assim como os neutrófilos, os macrófagos contêm enzimas lisossômicas que ajudam na 

degradação e eliminação de patógenos e materiais estranhos e, também produzem ROS e oxido 

nítrico e superóxido.35 Contudo, diferente dos neutrófilos, os macrófagos são capazes apenas 

de matar microrganismos fagocitáveis. Produzem citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, 

IL-1 e IL-6, que ajudam no recrutamento de mais células imunes para o local da infecção.34 

Além disso, os macrófagos são capazes de apresentar antígenos para outras células imunes, 

interagindo assim com o sistema imune adaptativo.43 Falhas no recrutamento ou nos 
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mecanismos microbicidas dos fagócitos levam à persistência da infecção, podendo levar à sepse 

e até a morte do indivíduo infectado44.  

 

1.2. Regulação da resposta imune 

 

O próprio sistema imune possui intrinsecamente mecanismos reguladores que ajudam 

no controle do desencadeamento da resposta inflamatória. A ativação da resposta imunológica 

está associada a mecanismos de feedback negativos e checkpoints regulatórios que são 

importantes para manter a regulação fina da inflamação e manter a homeostase imunológica45. 

As células mais estudadas no contexto de imunorregulação são as células T reguladoras (Tregs), 

que são um subtipo de células T CD4+. Essas células suprimem tanto a fase efetora como a 

ativação de linfócitos T e B convencionais, e inibem a diferenciação de células da imunidade 

inata46,47,48,49. Há também a imunorregulação endócrina, através do eixo hipotálamo-pituitário-

adrenal (HPA), o qual tem um papel essencial na sobrevivência durante a sepse, aumentando a 

resistência ao choque séptico50,51,52, devido ao papel imunossupressor dos glicocorticoides. 

Esses hormônios agem nas células imunes impedindo a produção de mediadores pro-

inflamatórios, como TNF, IL-6 e IL-1, alterando a geração de ROS53, promovendo um fenótipo 

anti-inflamatório, prevenindo a expressão de moléculas coestimuladoras na superfície de APCs, 

e promovendo a diferenciação de células T reguladoras54. Ainda, há também os mecanismos 

reguladores neurais, que são menos compreendidos e foram o foco deste trabalho. A regulação 

neural da resposta imune ocorre através da inervação autônoma de órgãos imunes primários e 

secundários e a consequente ação dos neurotransmissores nas células imunes.  

 

1.2.1. Sistema nervoso autônomo 

 

O sistema nervoso autônomo (SNA) é crucial na manutenção da homeostase do 

organismo, sendo responsável pelo controle involuntário de processos fisiológicos como 

regulação da temperatura corporal, metabolismo, digestão, pressão arterial, frequência cardíaca, 

e excitação sexual. O SNA é controlado por centros localizados na medula espinhal, no tronco 

encefálico, e no hipotálamo55. Essas regiões recebem impulsos nervosos de diferentes áreas do 

cérebro, como o córtex cerebral e o sistema límbico, e recebem informações sensoriais dos 

órgãos torácicos e abdominais através de nervos cranianos e espinhais, além de sinais humorais 
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ao nível da barreira hematoencefálica56. Esses sinais aferentes são integrados e controlados para 

o impulso eferente de respostas em diversas partes do corpo. 

O SNA pode ser subdividido em simpático e parassimpático, os quais são relacionados 

a funções basicamente divergentes. De forma resumida, o sistema nervoso autônomo simpático 

é relacionado à vigília, mecanismos de “luta e fuga”, enquanto o sistema nervoso autônomo 

parassimpático é associado a condições de repouso55,56.  Na realidade, nem sempre as funções 

de ambos serão estritamente separadas, sendo que certas vezes tanto o simpático quanto o 

parassimpático são ativados simultaneamente. Por exemplo, a ereção peniana pode ativar tanto 

o sistema nervoso simpático, que aumenta a frequência cardíaca e o fluxo sanguíneo para a área 

genital, quanto o sistema nervoso parassimpático, que promove o relaxamento e a função 

sexual.57 Além disso, os neurônios parassimpáticos dependem dos nervos simpáticos para 

preservar suas características e funções normais.58 A ativação simultânea do simpático e 

parassimpático parece ser também o mecanismo de regulação neural da inflamação, trabalhando 

de forma sinergista para o fino ajuste necessário na relação custo-benefício da inflamação.59  

Os neurotransmissores liberados pelos neurônios do sistema nervoso autônomo são a 

acetilcolina e a noradrenalina. As fibras nervosas que liberam acetilcolina são chamadas de 

fibras colinérgicas, enquanto as fibras nervosas que liberam noradrenalina são denominadas de 

fibras adrenérgicas55,56. Basicamente todos os neurônios pré-ganglionares autônomos liberam 

acetilcolina, além dos neurônios pós-ganglionares parassimpáticos. E a maioria dos neurônios 

pós-ganglionares simpáticos liberam noradrenalina (Figura 3). Fibras colinérgicas também 

inervam a medula da glândula suprarrenal, cujas células funcionam como neurônios pós-

Figura 3. Vias do sistema 

simpático e parassimpático. 
Silverthorn, Fisiologia Humana, 
7. Ed., 2017 
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ganglionares modificados, liberando noradrenalina e, principalmente, adrenalina na corrente 

sanguínea56.   

 

O mesmo neurotransmissor pode atuar excitando ou inibindo diferentes células e órgãos 

a depender do receptor em que se liga e da célula na qual o receptor está acoplado55,56,60. A 

acetilcolina se liga a receptores nicotínicos, excitando os neurônios pós-ganglionares, e se liga 

a receptores muscarínicos no tecido efetor. Já a adrenalina e a noradrenalina se ligam a 

receptores adrenérgicos, que são de duas classes, α-adrenérgicos e β-adrenérgicos, que diferem 

entre si pela afinidade para noradrenalina e pela distribuição tecidual56. 

 

1.2.2. Regulação neural da resposta imune 

 

Estudos iniciais sobre o controle neural da inflamação levaram à descoberta do 

mecanismo conhecido como reflexo inflamatório. Esse mecanismo é composto pela anti-

inflamatória colinérgica, descrita pelo grupo de pesquisa de Kevin Tracey. A estimulação do 

nervo vago in vivo durante desafio com LPS inibiu a síntese de TNF e preveniu o choque 

séptico, enquanto a vagotomia cervical ocasionou o aumento da síntese dessa citocina61. 

Vagotomia bilateral subdiafragmática também aumentou os níveis de TNF e outras citocinas 

pró-inflamatórias62. A atenuação da inflamação sistêmica pela via anti-inflamatória colinérgica 

tem sido associada à acetilcolina liberada pelos terminais do nervo vago eferente, inibindo a 

ativação de macrófagos63 e de citocinas pró-inflamatórias TNF, IL-1β, e IL-1859,61,63. As fibras 

eferentes do ramo celíaco do nervo vago terminam no gânglio celíaco, não havendo, portanto, 

sinapse entre as fibras colinérgicas e leucócitos nos tecidos64. A integração dessa via acontece 

através de ramos do nervo vago que fazem conexões no gânglio celíaco e no gânglio 

mesentérico superior, de onde saem as fibras catecolaminérgicas do esplênico, as quais 

terminam adjacentes a células imunes. Já no baço, um subtipo de células T residentes são 

estimuladas através do receptor β2. Esses linfócitos expressam a enzima acetilcolinesterase, 

sendo então estimuladas a produzir a acetilcolina que irão estimular os receptores nicotínicos 

α7 expressos em macrófagos esplênicos, os quais são estimulados a alterar o seu padrão 

fenotípico65,66,67 (Figura 4).  
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Essas interconexões com o nervo vago e a regulação inflamatória tem sido amplamente 

estudada e a estimulação do nervo vago tem sido utilizada como terapia em doenças 

inflamatórias68,69,70 e, ainda experimentalmente, no controle da sepse71,71,72,73. No entanto, mais 

recentemente, outras vias neurais, integradas por nervos simpáticos, foram identificadas na 

regulação do sistema imunológico. Os nervos simpáticos que começaram a ser estudado nessa 

regulação foram os nervos esplâncnicos. Da porção torácica do tronco simpático, os nervos 

esplâncnicos se originam a partir da T5 e penetram na cavidade abdominal atravessando o 

diafragma através do trígono lombocostal. A exata origem e localização dos nervos 

esplâncnicos apresentam pequenas variações interespécie e intraespecíficas. Os nervos 

esplâncnicos maiores terminam nos gânglios celíacos, enquanto que os nervos esplâncnicos 

menores terminam nos gânglios aórtico-renal.74,75,76  

Em experimentos de Martelli et al., a atividade do nervo esplâncnico foi registrada 

durante 90 minutos durante endotoxemia, sendo fortemente ativado e promovendo um perfil de 

citocinas anti-inflamatório, ao reduzir TNF e aumentar IL-1077,78,79. Inicialmente pensava-se 

que essa ação anti-inflamatória do nervo esplâncnico era principalmente associada à 

consequente ativação do nervo esplênico, que inibe a liberação excessiva de citocinas no baço, 

principal órgão relatado por mediar respostas inflamatórias ao LPS.80,78,79 Contudo, novos 

experimentos demonstraram que a influência do nervo esplâncnico é distribuída também em 

outros órgãos inervados por esses neurônios simpáticos,78,79 como o fígado, pâncreas e 

Figura 4. O reflexo inflamatório. O protótipo do circuito reflexo que regula a imunidade 
é composto de sinais aferentes e eferentes transmitidos no nervo vago em resposta aos 
produtos moleculares de infecção e lesão, incluindo citocinas, eicosanóides, DAMPs e 
PAMPs. A ativação de neurônios adrenérgicos no baço culmina na liberação de 

norepinefrina nas proximidades das células T capazes de secretar acetilcolina. A 
acetilcolina atravessa a zona marginal e entra na polpa vermelha, onde interage com α7 
nAChR expresso em macrófagos produtores de citocinas. A transdução do sinal α7 
nAChR suprime a síntese e liberação de TNF, IL-1, IL-18, HMGB1 e outras citocinas. 
Figura retirada de Andersson and Tracey (68). 

 



22 

 

estômago, intestino, e glândula adrenais81 (Figura 5). Nesse estudo os níveis plasmáticos de 

TNF foram medidos em ratos (previamente submetidos ou não à denervação esplâncnica) 

induzidos a endotoxemia com LPS. Posteriormente, as respostas dos animais foram comparadas 

após a remoção única ou combinada de órgãos inervados pelos nervos esplâncnicos. Com 

exceção dos animais nos quais todos os órgãos de interesse foram removidos, o TNF continuava 

a ser maior nos animais desnervados estimulado com LPS81 quando comparado ao animais que 

não sofreram a denervação. Sugere-se então que diferentes órgãos abdominais desempenham 

papéis complementares na mediação da modulação neural reflexa da inflamação sistêmica.  

 

Embora o estudo sobre o papel dos nervos autonômicos no reflexo inflamatório tenha 

sido vastamente explorado, a compreensão da influência desses nervos no combate a infecções 

propriamente ditas ainda são escassos, e sem análises da migração celular. Os grupos se 

restringem a modelos assépticos, com a indução de LPS i.v., e geralmente se limitam somente 

à medida de TNF (rápida liberação) como marcador inflamatório, com análises nas horas 

iniciais da inflamação. Para alcançar achados clinicamente relevantes é necessário a 

investigação do papel dos nervos autônomos em modelos sépticos, com a avaliação de 

Figura 5. Diagrama mostrando o conceito atual do reflexo inflamatório. Abreviaturas: β2AR, receptor 
adrenérgico beta2; IL-10, interleucina 10; LPS, lipopolissacarídeo; TLR4, receptor toll-like 4; TNF, fator de necrose 
tumoral α. Os sinais positivos indicam ação excitatória, os sinais negativos, ação inibitória. Figura retirada de Martelli 
et al., 2021 (82). 
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mediadores inflamatórios, analisando a atividade e recrutamento celular, e controle da infecção. 

Logo, visamos essas análises em nosso trabalho. 

 

1.2.3. Inervação e receptores simpáticos nos órgãos e células imunes 

 

Fibras simpáticas adrenérgicas eferentes inervam órgãos linfoides primários e 

secundários, incluindo medula óssea, timo, baço, linfonodos e tecido linfoides associados à 

mucosa60,83. A inervação do baço é o mais bem caracterizado, sendo o nervo esplênico a via 

comum final de impulsos nervosos para o baço83. Projeções neuronais se estendem ao longo da 

polpa vermelha e polpa branca, com terminações nas proximidades de linfócitos T e B, 

macrófagos e células dendríticas60,84,85.  

Após ser liberada nos terminais nervosos, a noradrenalina se liga a α- e β-receptores na 

superfície de células imunes, incluindo células dendríticas, macrófagos, granulócitos, linfócitos 

T e B, entre outras células60,83. Entre os receptores adrenérgicos, o receptor β2-adrenérgico é o 

mais expresso entre as células imunes86,87. Não obstante, as células imunes inatas expressam 

ambos os tipos de receptores adrenérgicos, sendo que a ativação dos receptores α1 geralmente 

aumenta as funções efetoras e a ativação dos receptores β2 suprimem88,60,89,90. De acordo, a 

estimulação dos receptores β-adrenérgicos inibe  a produção de TNF e IL-1β, e estimula a 

produção de IL-10 nos macrófagos91,92,93, enquanto a ativação de receptores α-adrenérgicos 

aumenta a atividade microbicida94. Em neutrófilos os efeitos da ativação do receptor β-

adrenérgico suprime a eficiência fagocítica e diminui o burst oxidativo95,96. Dada esta 

diversidade de efeitos observados in vitro, fica evidente que estudos in vivo são necessários 

para definir quais dos efeitos possíveis são, de fato, relevantes no controle de infecções.  
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2. OBJETIVO  

 

Este projeto visou determinar como que as ações imunomodulatórias do nervo 

esplâncnico impactam a capacidade do organismo de controlar a sepse em um modelo de 

peritonite induzida por Escherichia coli em ratos.  

 

2.1.  Objetivos Específicos 

 

2.1.1. Confirmar a eficácia da denervação do nervo esplâncnico por meio de medidas 

de adrenalina plasmática. 

2.1.2. Avaliar o efeito da denervação esplâncnica no clearance bacteriano no sítio 

primário (peritônio) e nos sítios secundários (baço e pulmão) da infecção. 

2.1.3. Avaliar o efeito da denervação esplâncnica no infiltrado leucocitário na infecção 

generalizada.  

2.1.4. Avaliar o efeito da denervação esplâncnica sobre marcadores de disfunção 

orgânica.  

2.1.5. Analisar o efeito da denervação esplâncnica sobre citocinas pró- e anti-

inflamatórias circulantes. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1.  Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos (peso médio 326 g) provenientes do Biotério 

Central do Instituto de Ciências Biomédicas (CEUA N 4754050718) para a realização dos 

experimentos. Os animais foram acondicionados em caixas com maravalha (4 animais/caixa) 

com água e ração ad libitum em sala com temperatura média de 26 °C e ciclo de claro/escuro 

(12:12 h). Após o procedimento cirúrgico até o final do experimento, cada rato ficou em caixa 

individual.  

 

3.2. Cirurgia para denervação esplâncnica ou procedimento Sham 

Uma semana antes do experimento, os ratos foram submetidos à cirurgia para a 

realização da denervação esplâncnica bilateral ou cirurgia simulada (Sham). Para tal 

procedimento, os animais foram anestesiados por sistema a gás contendo 5% de isoflurano em 

1 L/min de oxigênio e mantidos em mesa cirúrgica com temperatura (37 °C) e volume de 

anestesia controlados (1,5 – 2,5% de isoflurano em 1 L/min de oxigênio). No início da cirurgia, 

todos os animais receberam injeção subcutânea do antibiótico Enrofloxacino (5 mg/kg), e ao 

final da cirurgia, do anti-inflamatório Cetoprofeno (5 mg/kg). Para a secção dos nervos 

esplâncnicos, utilizou-se de uma abordagem dorsolateral para a visualização da glândula 

suprarrenal, seguindo, a partir desta, a visualização do nervo esplâncnico, em direção à medula 

espinhal. Após a exposição do nervo esplâncnico, ele foi cortado na sua parte proximal. No 

procedimento Sham, realizou-se a mesma abordagem, porém sem a exposição e corte dos 

nervos. 

 

3.3. Modelo e indução da sepse 

Para a indução séptica, utilizamos um modelo de peritonite séptica monomicrobiana de E. coli 

(cepa ATCC 25992 obtida inicialmente pela profa. Elsa Masae Mamizuka – FCF/USP) que está sendo 

estabelecido pelo laboratório. Este modelo foi adaptado de um modelo prévio estabelecido pela Dra. 

Monique Fonseca no nosso laboratório. Tendo como base a curva de crescimento bacteriano 

padronizada97, a fase de crescimento exponencial é entre 4 e 5 horas, com densidade ótica entre 0,7 a 

0,9. Para preparar o inóculo que seria utilizado no dia da indução da sepse, uma alíquota da bactéria em 

meio líquido Luria-Bertani (LB broth) (que já havia sido previamente congelada) foi descongelada e 10 

µL desta solução foi adicionada a 5 mL de meio LB broth. Esta solução foi incubada à 37 °C sob agitação 
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constante overnight. Em seguida, 1 mL dessa nova solução foi novamente adicionada a 4 mL de meio 

LB broth e incubada por 2 h à 37 °C sob agitação constante. Para calcular com precisão a quantidade de 

bactérias utilizada no enriquecimento da gaze, lemos a densidade óptica no espectrofotômetro no 

comprimento de onda 600 nm. O valor obtido foi adicionado a equação (ANEXO D), derivada da 

regressão linear previamente estabelecida pelo grupo de estudo. A partir da equação calculamos a 

quantidade de CFU/mL necessários para inocular a quantidade de bactéria que correspondesse à 

concentração de interesse. 

Para a indução da sepse os ratos foram anestesiados como previamente relatado. Os 

ratos foram então submetidos a uma laparotomia medial, e os músculos da cavidade 

abdominal separados para a inserção de uma gaze, previamente autoclavada, enriquecida com 

E. coli na dose de 1x106 CFU/animal ou 1x104 CFU/animal de forma localizada, em um volume 

final de 0,5 ml. 

 

3.4. Coleta de sangue e tecido 

Após 6h ou 24h da indução da sepse, com o animal anestesiado conforme descrito 

anteriormente, as cavidades abdominal e torácica foram expostas para coleta de fluído e tecidos. O 

sangue venoso foi coletado com o auxílio de uma seringa e agulha 18G na veia cava inferior. Esse 

sangue foi colocado em tubo com heparina, e centrifugado para separação do plasma para posteriores 

dosagens de citocinas. Após a coleta do sangue, o pulmão esquerdo e cerca de 20% do baço (extremidade 

anterior) foram congelados em nitrogênio líquido. O pulmão direito, o restante do baço e a gaze foram 

coletados e colocados separadamente em tubos com PBS gelado. Essas amostras foram em seguida 

processadas para a determinação da carga bacteriana e para extração de células totais que posteriormente 

foram analisadas em citômetro de fluxo. A gaze foi utilizada para a análise referente ao sítio primário 

da infecção. 

 

3.5. Dosagem de adrenalina plasmática 

Para a detecção de adrenalina plasmática foi utilizado o Epinephrine/Norepinephrine ELISA Kit 

(ABNOVA, Taipé, Taiwan) seguindo o protocolo de ensaio da empresa. A colorimetria foi detectada 

em espectrofotômetro a 450 nm. 

 

3.6. Determinação da carga bacteriana 

A carga bacteriana foi determinada a partir do homogenato de pulmão e baço, e lavado 

da gaze de cada rato. Duzentos microlitros (200 µl) de cada amostra foram espalhados, com 

auxílio de alça drigalski, em ágar McConkey (seletivo para E. coli). Após 24 h de incubação à 

37°C, foi contabilizado a quantidade de colônias que cresceram em cada placa. A quantidade 
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de Unidades Formadoras de Colônias por ml (CFU/ml) foi calculada levando em consideração 

a diluição, volume de material utilizado no plaqueamento e o número de colônias 

contabilizadas. 

 

3.7. Análise fenotípica das células por citometria de fluxo 

Para avaliar fenotipagem e infiltrado celular as células dos diferentes compartimentos 

(pulmão, baço e sítio infeccioso primário) obtidas dos animais infectados foram fixadas com 

Fixation buffer (BD Biosciences, Oxford, UK) por 20 min a 4°C no escuro, e em seguida lavadas 

com Wash buffer 1X e centrifugadas. Todo o protocolo utiliza a centrifugação a 600 g por 5 

min a 4°C. As células foram ressuspensas com Stain buffer (BD Biosciences, Oxford, UK) e 

deixadas a 4°C até a marcação. No dia da marcação, após centrifugação, o sobrenadante foi 

desprezado e as células foram neutralizadas com Stain buffer e incubadas por 30 min a 4°C no 

escuro com anticorpos de superfície com diferentes fluorocromos: CD45/APC-Cy7 (BD 

Biosciences, Oxford, UK), e anti-RP1/PE (BD Biosciences, Oxford, UK). Após nova lavagem 

e centrifugação as células foram permeabilizadas para a marcação intracelular por 20 min a 4°C 

no escuro com Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, Oxford, UK). Em seguida, as células foram 

lavadas com Wash buffer 1X, centrifugadas, e o sobrenadante descartado. As células foram 

então ressuspensas em Stain buffer e incubadas por 30 min a 4°C com o anticorpo anti-

CD68/APC (Novus Biologicals, Littleton, EUA). Após nova lavagem e centrifugação as células 

foram ressuspensas com PBS e levadas para leitura no citômetro de fluxo FACsCanto (BD 

Biosciences, Oxford, UK). 

Foram adquiridos 50.000 eventos de cada amostra, as quais foram analisadas com o 

Software FlowJo v10.8.1. As células foram analisadas inicialmente quanto ao tamanho (FSC) 

e a granulosidade (SSC), excluindo os restos celulares, seguindo para a análise da marcação 

CD45. Dentro do positivo para CD45, foram analisadas as marcações específicas para 

macrófagos e neutrófilos, CD68 e RP-1, respectivamente. Os leucócitos CD45+ CD68- RP-1+ 

foram considerados neutrófilos, enquanto os leucócitos CD45+ CD68+ RP-1- foram 

considerados macrófagos. A estratégia de gate para a identificação de macrófagos e neutrófilos 

é representada na Figura 9. Foi utilizada a mesma estratégia para a análise celular do sítio 

infecioso primário (peritônio), baço, e pulmão de todos os animais. 

 

3.8. Dosagem de citocinas 

Para a detecção dos mediadores inflamatórios TNF, IL1-β, IL-6, e IL-10 no homogenato dos 
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pulmões, baço e lavado da gaze, foi utilizado o ensaio imunoenzimático (ELISA sandwich) padronizado 

(R&D, Littleton, USA). Para isso, o anticorpo de captura (1º Ac) foi diluído em PBS, plaqueado 50 

µL/poço e incubado overnight à Ta. O excesso de anticorpo foi removido com PBS Tween (PBST). O 

bloqueio foi feito com PBS 1% BSA (300 µL/poço) e incubação por 1 h à TA. As amostras ou a curva 

padrão diluída de forma seriada (50 µL/poço) foram adicionadas após lavagens com PBST e incubadas 

por 2 h à temperatura ambiente. O anticorpo de detecção (2° Ac) foi adicionado e após 2 h de incubação 

e lavagens com PBST a Streptoavidina – HRP foi adicionada por 20 min à Ta no escuro. A colorimetria 

foi detectada em espectrofotômetro a 450 nm. 

 

3.9. Análise estatística 

Comparações estatísticas foram feitas com auxílio do programa Statistica Advanced 

8.0 (StatSoft) com nível de significância de 0,05. Foi utilizado Shapiro-Wilk para o teste de 

normalidade. Os dados de carga bacteriana (CFU) não são normalmente distribuídos (não 

paramétricos) e foram analisados pelo Teste de Mann-Whitney (comparações pareadas). Os 

outros parâmetros foram avaliados usando testes paramétricos: teste t de Student para 

comparações pareadas e análise de variância (ANOVA) para comparações múltiplas.  
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4. CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, os resultados deste trabalho indicam que os nervos esplâncnicos deixam 

o hospedeiro menos agressivo na eliminação de uma infecção bacteriana, agindo 

principalmente no baço e no peritônio no caso do modelo de peritonite. Este fenótipo não foi 

decorrente de um aumento no infiltrado de neutrófilos e macrófagos, sugerindo, assim, uma 

modulação neural direta da atividade microbicida. É possível que os nervos esplâncnicos, por 

reduzir a intensidade da resposta imune, sirvam o propósito de minimizar o dano tecidual na 

sepse. Entretanto, tal propósito não foi revelado no contexto dos nossos experimentos, que 

tiveram enfoque na fase mais inicial da peritonite séptica.  
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ANEXOS 

 

ANEXO A – SÍNDROME DA RESPOSTA INFLAMATÓRIA SISTÊMICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Critérios SIRS. Adaptado do comunicado oficial Sepsis-3. 
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ANEXO B – DEFINIÇÃO DE SEPSE E SUAS SUBDIVIÇÕES 

 

 

Definição de sepse e suas subdivisões. Adaptado de Legrand and Chiu. 
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ANEXO C – PONTUAÇÃO DE AVALIAÇÃO SEQUENCIAL DE FALHA DE 

ÓRGÃOS RELACIONADA À SEPSE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pontuação de Avaliação Sequencial de Falha de Órgãos (Relacionada à Sepse). Adaptado do comunicado oficial 
Sepsis-3. 
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ANEXO D – EQUAÇÃO PARA CÁLCULO DA CONCENTRTAÇÃO DE E. 

COLI 

 

 

y = a + b.x 

 

Onde y = logCFU 

a = coeficiente linear = 6,74 

b = coeficiente angular = 3,041 

x = densidade ótica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


