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1. RESUMO

A sepse ¢ uma resposta inflamatoria sistémica frente a uma infeccao e ¢ considerada a
principal causa de morte em Unidades de Terapia Intensiva.

O uso de antibidticos ¢ um dos procedimentos mais utilizados pelos hospitais para o
tratamento da sepse. Foi observado que antibioticos podem induzir uma maior liberagdo de
constituintes da parede celular bacteriana e com isso agravar a resposta inflamatoéria,
agravando o quadro séptico. Um agente liberado durante a sepse ¢ o 6xido nitrico, a partir do
aminoacido Z-arginina, que pode causar vasodilatagdo e hipotensdo, podendo levar a uma
lesdo tecidual e disfungdo de multiplos orgdos. Alguns estudos recentes descrevem a
diminui¢do de L-arginina durante a sepse devido ao seu intenso uso na sintese de 6xido nitrico,
na sintese de proteinas de fase aguda e para aumentar a proliferagdo celular. Como
conseqiiéncia ocorre uma modifica¢do no metabolismo da arginina, levando a uma diminui¢ao
da concentragdo plasmatica deste aminodcido, sendo entdo, a arginina um aminodcido
essencial na inflamagdo severa. Isto sugere entdo que a suplementacdo de arginina na sepse
seria um tratamento eficaz.

Portanto, o objetivo deste estudo foi o de avaliar o efeito da administracdo de
diferentes antibidticos B-lactdmicos (aztreonam e ceftriaxona) e da L-arginina no tratamento
da sepse experimental, através da analise da sobrevida e de mediadores inflamatorios.

Observou-se que todos os animais do grupo controle séptico e do grupo tratado com
L-arginina morreram, enquanto que os animais dos grupos que receberam o tratamento com os
antibioticos a sobrevida foi significativamente maior. Nos animais tratados com os antibidticos

a contagem de bactérias no liquido peritoneal foi significativamente menor em comparagao



com o grupo controle séptico. Nao foram verificadas diferencas nos niveis séricos de TNFa, ja
os niveis séricos de nitrito e nitrato e de IL1f3 apresentaram-se significativamente aumentados
no grupo tratado com ceftriaxona+/Z-arginina em relagdo ao grupo controle séptico. Os niveis
séricos de IL10 mostraram-se significativamente elevados nos grupos tratados com
ceftriaxona+/-arginina e aztreonam comparados com o grupo controle séptico. Os animais
com sepse experimental tratados somente com Z-arginina apresentaram um aumento nas
concentragdes séricas de glicose em compara¢do com os animais do grupo controle séptico.
Com esses resultados conclui-se que o tratamento com os antibidticos -lactamicos,
aztreonam e ceftriaxona, pode aumentar a sobrevida dos animais com sepse experimental

independentemente da presenca de Z-arginina.



2. APRESENTACAO DO TEMA

2.1. Fisiopatologia da sepse

Sepse ¢ definida como uma resposta inflamatoria sistémica frente a uma infecgao,
secundaria a invasdo da corrente sangiiinea por um grande nimero de microorganismos tais
como bactérias, fungos, parasitas e virus ou suas toxinas (MALOT at al., 2001; HOTCKISS &
KARL, 2003).

Em 1991, o American College of Chest Physians/Society of Critical Care Medicine
(ACCP/SCCM) realizou uma reunido de consenso para estabelecer critérios e definicdes para
sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SRIS), infeccdo, bacteremia, sepse, sepse severa,
choque e disfun¢do de multiplos 6rgaos (DMO). A reunido teve por objetivo padronizar estes
conceitos para facilitar a deteccdo da doenca o mais breve possivel, possibilitando a
intervencdo terapéutica precoce (BONE e al, 1989; BONE ef al, 1991; BONE efal, 1997).

o Sindrome da Resposta Inflamatéria Sist€émica (SIRS): resposta sistémica a uma
variedade de insultos clinicos graves (trauma, infec¢do, queimadura). A resposta ¢ manifestada
por dois ou mais dos seguintes critérios: temperatura (> 38°C ou < 36°C), freqiiéncia cardiaca
(>90 bpm), freqiiéncia respiratoria (>20 mov/min ou hiperventilagdo verificada pela PaCO,
<32 mmHg) e leucdcitos (>12.000 cel/mm’ ou >10% formas jovens; bastdes).

o Infecgdo: resposta inflamatoria a presenca de microorganismos (bactérias, virus,
fungos e parasitas) ou a invasio de um tecido estéril do hospedeiro por esses agentes.

o Bacteremia: presencga de bactéria vidvel no sangue.

o Sepse: quando a SIRS ¢ decorrente de uma infecgao.



o Sepse severa: sepse associada com disfungdo organica, hipoperfusio ou
hipotensdo (pressdo arterial sistélica abaixo de 90 mmHg). Caracteriza-se por acidose lactica,
oligtria, acidose metabolica, hipdxia e diminui¢do do nivel de consciéncia.

o Choque: sepse associada a hipotensdo que persiste apesar da reposicao
volémica adequada acompanhada de hipoperfusdo ou disfun¢@o orgéanica. Faz-se necesséario o
uso de agentes vasopressores.

o Disfungdo de Multiplos Orgdos (DMO): presenga de alteragdes de fungio
organica em pacientes com patologia aguda critica de forma tao grave que a homeostase nao
pode ser mantida sem intervencdo terapéutica. Pode variar desde uma disfuncdo leve até
faléncia total do 6rgdo (HEARD et al, 1991).

Os fatores fisiopatologicos da sepse incluem o local da infecc¢ao, sendo os sistemas de
coagulagdo, fibrinolitico e inflamatério os determinantes da evolugdo (BONE er a/, 1997).

Os principais sintomas desta sindrome sdo febre, pulso arritmico e a pressao arterial
baixa em virtude da queda na resisténcia periférica, aumento da capacidade vascular e
conseqiientes variagdes no débito cardiaco que, mesmo quando normal ou alto, mostra-se
insuficiente. A hipotensdo ¢ decorrente da vasodilatagdo periférica e aumento da
permeabilidade vascular como conseqiiéncia de substancias farmacologicamente ativas
(histamina e serotonina) que se formam no local do processo inflamatério. Como resultado, hé
queda da pressdo arterial e da velocidade da circulagdo sangiiinea, havendo ma oxigenacao da
area inflamada e de outros tecidos (PARRILO, 1993).

Além destes sintomas, podem ocorrer diarréia, resfriamento das extremidades,
pressdo venosa central baixa, insuficiéncia pulmonar progressiva, acidose metabdlica, retengdo

nitrogenada, hemorragia digestiva e sangramentos anormais (ASTIZ & RACKOW, 1998).



Alteracdes renais e hepaticas, devido a diminui¢do do aporte de oxigénio nos tecidos,
podem ocasionar alteragdes ou morte celular nestes 6rgaos. No rim, podem-se desenvolver
lesdes em todos os niveis dos tubulos, sendo caracteristica a necrose tubular aguda. Ja no
figado, devido a sua diversidade de fungdes, como sintese, metabolismo e excrecdo, e também
a sua capacidade de regeneragdo, a doenga pode afetar em diversos graus (BAUMANN &
GAULDIE, 1994).

No coracdo, distinguem-se dois grupos de lesdes: as necroses e hemorragias
subendocardicas e subepicardicas e as zonais ou em faixa do miocardio. A necrose vai desde
lesdes isquémicas de fibras miocéardicas isoladas a dreas de micro e macroinfarto
(PARRILLO, 1993).

Nos pulmdes, o quadro se apresenta por acentuado edema intra-septal, seguido de
colecdo de liquido de edema e exsudato protéico nos espacos alveolares, além da presenca
ocasional de membranas hialinas (DAVIES et al, 1997).

Também pode ocorrer encefalopatia hipdxica, dependendo das lesdes cerebrais, e
hemorragia na mucosa do tubo digestivo (BAUMANN & GAULDIE, 1994).

A hipoperfusdo acarreta acidose metabdlica pela reducdo da oferta de oxigénio e
nutrientes para as células com deplecdo de adenosina trifosfato (ATP) e formacdo de
mecanismo anaerdbico, que utiliza a glicdlise anaerdbica como fonte de energia, havendo um

aumento na formacao de 4cido lactico que induz a queda do pH (ASTIZ & RACKOW, 1998).

2.2. Resposta inflamatoéria na sepse

Quando o organismo sofre alguma agressdo, como na sepse, ocorre a ativagcdo dos

mecanismos de defesa do hospedeiro que tendem a minimizar ou mesmo neutralizar os efeitos



da agressdo causada pelos microorganismos. Os mediadores da resposta inflamatéria incluem
citocinas, neutrofilos, mondcitos, macrofagos, células endoteliais, plaquetas e outras células;
sistema em cascata de proteinas plasmaticas, como o complemento, coagulagdo, fibrinolitico e
moléculas de adesdo; enzimas proteoliticas; mediadores lipidicos, como eicosanoides e o fator
ativador plaquetario; e os radicais do oxigénio e do nitrogénio. Durante este processo, outros
agentes sdao liberados que bloqueiam a resposta inflamatéria, como as citocinas
antiinflamatorias, receptores soliiveis das citocinas, inibidores da proteinase e hormonios de
estresse (ASTIZ & RACKOW, 1998; BONE ef al, 1997, WHEELER & BERNARD, 1999;
MALOT et al, 2001).

Os polimorfonucleares, especialmente os neutrofilos, sdo as células dominantes nas
primeiras 24 a 48 horas apds a invasdo por microorganismos patogénicos. A seguir, comegam
a migrar os mondécitos do sangue que, ativados nos tecidos, recebem o nome de macrofagos;
seguem-se os eosindfilos e as células imunologicamente ativas como os linfocitos. As
hemacias migram em menor numero, porém, quando a agressdo ¢ muito grave, levando ao
comprometimento dos vasos, podem ser as células dominantes (DAVIES et al, 1997).

Ocorre leucocitose neutrofilica com a presenga de células jovens (desvio a esquerda)
e também granulagdes toxicas finas ou grosseiras, corpusculos de Ddohle e vacuolizacao
citoplasmatica, indicando atividade celular intensa, que tendem a ser mais sensiveis e
especificas para o diagnostico do processo infeccioso (FAILACE, 1995).

Apos a inoculagdo de endotoxina, certas citocinas aparecem rapidamente na
circulacdo sangiiinea. A seqiiéncia classica ¢ a liberagdo de fator de necrose tumoral alfa

(TNFa) seguido das interleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6), 8 (IL-8) e 12 (IL-12), que sdo chamadas



citocinas pro-inflamatérias (WHEELER & BERNARD, 1999; KARZAI et al., 2003; PETER
etal, 2003).

O dano tissular, ou no local de infeccdo, ativa o complemento e induz os macréfagos
tissulares, os mondcitos e os mastocitos a produzirem uma série de mediadores. Em
aproximadamente 1 hora, o TNFa e a IL-1 sdo secretadas em grande quantidade na circulacao.
Ambos possuem efeitos locais e a distancia. As células do estroma do sitio da lesdo liberam
outras classes de mediadores, como a IL-6 e a IL-8, que também apresentam efeitos sistémicos
(WHEELER & BERNARD, 1999; HOTCKISS & KARL, 2003; PETER et al, 2003).

O TNFa e a IL-1 apresentam efeitos sobrepostos e atuam sinergicamente. A ligagao
deles com seus receptores induz a ativacdo e a liberacdo de transdutores de membrana, como
as proteinas G, a adenilciclase, as fosfolipases A, e C e radicais livres de oxigénio. Elevam a
transcricdo de um niimero de genes, incluindo as moléculas de adesdo (ex: seletinas), os do
fator tissular de coagulacdo e fibrindlise protéica, Oxido nitrico sintase induzivel e
cicloxigenase (DAVIES ef al, 1997; ASTIZ & RACKOW, 1998; WHEELER & BERNARD,
1999).

A interacdo do TNFa e IL-1 com o endotélio ¢ um dos principais fatores da resposta
inflamatoria, induzindo os seguintes efeitos: expressdo de fatores tissulares e inibidores da
trombopoetina, expressdo de moléculas de adesdo, producdo de fatores de crescimento
hematopoiéticos, IL-1, IL-6, IL-8, fator de crescimento derivado de plaquetas, a proteina-1
quimiotatica dos mondécitos e RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed
and Secreted - quimoquina secretada para regulacdo da expressdo da ativagdo dos T normais),

fator ativador de plaquetas (PAF) e prostaglandinas, liberacdo dos fatores ativadores de



plasminogénio, e geragdo de 6xido nitrico (NO) (CARVALHO et al, 1999; PETER ef al,
2003).

A interacdo com os macrofagos aumenta a capacidade citotoxica, a produgdo dos
radicais livres de oxigénio e a liberagdo de outras citocinas. O TNFa e a IL-1 também
apresentam efeitos sobre outros mediadores da resposta inflamatéria, ativando o processo da
coagulagdo e da fibrindlise, o sistema complemento e a interacdo leucocito-endotélio.
Apresentam efeitos cardiacos, interferindo na homeostase do calcio durante a contragdo
(DAVIES et al, 1997, CARVALHO et al., 1999).

O TNFa e a IL-1 juntamente com a IL-6, executam um papel critico na indugdo da
resposta de fase aguda no figado como a proteina C reativa, fibrinogénio e as principais
antiproteases. além de estimularem a glandula pituitaria a liberar os hormdnios do estresse
como o cortisol. A IL-1 e a IL-6 também estdo relacionadas com a inducdo da febre (MALOT
etal,2001; PETER etal, 2003).

A IL-8 ¢ importante na migracdo de neutréfilos aos locais da infeccdo e a IL-12 ¢
uma citocina significativa na ativacdo dos células natural killers (NK) e no desvio de uma
resposta de células CD4, face a diferenciacdo de células T inflamatérias (HOTCKISS &
KARL, 2003; PETER et al, 2003).

Também, na fase aguda, ha a liberagdo de interferon gama (INFy), principalmente
pelas células T e células NK, que é capaz de ativar macroéfagos, aumentando a transcricdo de
TNFa e IL-1, interagir com as células endoteliais, potencializando a capacidade de sintese de
nitrogénio reativo, afetando o tonus vascular, com aumento da permeabilidade induzida pelo

TNFa, e atuar sinergicamente com o TNFa na liberacao de citocinas (GUZIK et al., 2003).



Para assegurar que os efeitos dos mediadores pro-inflamatoérios ndo se tornem
destrutivos, o organismo libera mediadores antiinflamatoérios, como as interleucinas 4 e 10
(IL-4 e IL-10), que normalmente promovem um processo de downregulation sobre a resposta
pro-inflamatoéria inicial. A IL-4 e a IL-10 podem bloquear a produ¢do do TNFa., IL-1, IL-6 e
IL-8 (PARRILO et al, 1990; WHEELER & BERNARD, 1999; PETER et al, 2003).

Na sepse, esse controle da resposta inicial a infec¢cdo € perdido, ocorrendo entdo uma
reacdo sistémica exacerbada e extremamente danosa. O excesso dos mediadores inflamatorios,
TNFa e IL-1, provoca uma resposta fisiologica inadequada e interfere na fun¢do normal
tecidual, levando a morte celular pela apoptose ou até mesmo necrose, dependendo do estado
metabodlico, ocasionando DMO (PARRILO ef al, 1990; PINSKY ef al., 1993; BONE et al,
1997; ARIAS, 2003; HOTCKISS & KARL, 2003; HOESEL &WARD, 2004).

Estudos recentes tém sugerido que o uso de insulina para controlar a glicemia durante
a sepse, pode restabelecer o controle sobre a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios e anti-
inflamatérios melhorando assim a sobrevida dos pacientes com esta sindrome, ja que a glicose
encontra-se aumentada nos primeiros estagios da sepse e da endotoxemia (van der BERGHE
et al, 2001; van der BERGHE ef al, 2003; ANDERSEN er al, 2004; MARIK &
RAGHAVAN, 2004).

Também ha a liberagdo do PAF, que ¢ uma molécula fosfolipidica de membrana
produzida por inimeras células e tecidos, incluindo plaquetas, polimorfonucleares,
macrofagos, linfocitos, mononucleares, hepatocitos, células pulmonares e da musculatura lisa.
Quando liberado, no processo inflamatorio, o PAF apresenta efeitos sobre o sistema
cardiopulmonar, ativa uma variedade de mediadores, como as aminas (histamina, serotonina e

catecolaminas), metabdlitos do 4cido araquidonico (tromboxano A; e leucotrienos) e outros
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produtos humorais e celulares de células ativadas (radicais de oxigénio e enzimas
lisossomais). Também atua promovendo a agregacdo plaquetdria e dos polimorfonucleares,
vasodilatagdo sistémica e aumento da permeabilidade endotelial (CARVALHO et al., 1999).
No processo inflamatério, também sdo produzidos outros mediadores, como, por
exemplo, o fator estimulador de macréfagos e granulécitos, que, sdo produzidos por
macrofagos e células endoteliais, em resposta as endotoxinas, TNFa ou IL-1. Eles tém a
funcdo de estimulagdo e degranulacdo dos neutrofilos, produgdo de citocinas e estdo
envolvidos no agravamento da lesdo pulmonar bem como na leucocitose. Destacam-se,
também, a fosfolipase A, eicosanodides e cininas. A fosfolipase A, ¢ um grupo de enzimas que,
quando ligado a membrana, catalisa a hidrolise dos fosfolipideos, resultando na liberacdo de
acido araquidonico, o substrato para a sintese dos leucotrienos, tromboxanos e
prostaglandinas. Também ¢ a principal enzima envolvida na regulagdo da producdo do PAF.
Os eicosanoides, como sdo denominados os metabdlitos do 4cido araquidonico, incluem: o
tromboxano, o qual ¢ sintetizado pelas plaquetas e tem acdo vasoconstritora, agregante
plaquetario e estimulador dos polimorfonucleares; as prostaglandinas, que sdo produzidas por
células endoteliais, e atuam na vasodilatacdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria, inibicdo de
polimorfonucleares, ativacdo de macrofagos, inibem a sintese do tromboxano e reduzem a
pressdo arterial; e os leucotrienos, que estdo relacionados com adesdo e migracdo de
leucocitos, polimorfonucleares e macréfagos e estimulagdo da hidrolase lisossomal. As cininas
sdo produzidas pela acdo de enzimas proteoliticas especificas em proteinas precursoras. Sao a
bradicinina e a calidina, que estdo relacionadas com a ativagdo da cascata da coagulagdo e do
complemento. Elas possuem efeitos pro-inflamatorio, como vasodilatagio e aumento da

permeabilidade celular (CARVALHO ef al, 1999; DIAS, 2002; GUZIK et al., 2004).
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E importante salientar que, no processo inflamatério, primeiro se observa uma
vasoconstri¢ao arterial local, logo seguida por dilatacdo ativa e intensa das arteriolas e veias
circundantes. Ocorre o aumento da permeabilidade capilar como conseqiiéncia da agdo de
substancias farmacologicamente ativas que se formam no local. O endotélio se contrai
separando as jungdes intercelulares e permitindo a passagem sucessiva de liquido,
macromoléculas e células do sangue para o intersticio. Como conseqiiéncia do aumento da
permeabilidade vascular, ocorre aumento da concentragdo de elementos figurados do sangue
(hemoconcentragdo), aumentando a viscosidade sangiiinea. Estes eventos provocam a queda
da velocidade de circulagdo e a area inflamada passa a ser mal oxigenada. A vasodilatagdo e o
aumento de permeabilidade vascular sdo controlados pela histamina e pela serotonina. A
histamina se encontra em mastdcitos, basofilos e plaquetas e a serotonina em plaquetas. A
liberagdo destes componentes no foco inflamatorio pode ser desencadeada por dano tecidual,
complexo antigeno-anticorpo, sendo este anticorpo de classe IgE, e pelos componentes do
sistema complemento (METRANGOLO et a/.,1995; DAVIES et a/,1997).

Outro agente muito importante que ¢ liberado em processos infecciosos ¢ o NO, o
principal responsavel pela hipotensdo na sepse e que pode evoluir para o choque (MONCADA
& HIGGS, 1993; IGNARRO et al, 2002).

O NO ¢ uma molécula gasosa simples, habitualmente encontrada no ar atmosférico
em pequenas quantidades, altamente toxica devido a presenga de radical livre (elétron extra)
que a torna um agente quimico altamente reativo. Quando diluido, o0 NO tem uma meia vida
de menos de 10 segundos devida a sua rapida oxidacdo a nitrito e nitrato. O NO liga-se a
hemoglobina e outras proteinas que contém o nucleo heme levando ao término de sua

atividade biologica (SNYDER & BREDT, 1992).



12

Ele ¢ mediador endogeno de varios processos fisiopatologicos. No sistema nervoso
central, ele ¢ um neurotransmissor, atuando na formagdo da memoria e do aprendizado. No
endotélio vascular, ¢ responsavel pelo tonus vasodilatador, que ¢ essencial para manter a
pressdo e o fluxo sangiiineo. Estd envolvido em algumas fungdes dos tratos genitourinario,
gastrointestinal e respiratdrio como vasodilatador. Ele contribui para controlar a agregacao
plaquetaria e as contragdes do musculo cardiaco. Também est4 presente na imunorregulagao,
na inflamacdo e nos mecanismos de autoimunidade, podendo ser toxico para as células do
organismo (MONCADA & HIGGS, 1993; FLORA FILHO et al, 2000; MIRANDA et al.,
2001).

O NO ¢ produzido pela oxidagdo da L-arginina a L-citrulina mediada pela 6xido
nitrico sintase (NOS). Primeiro, a L-arginina ¢ transformada em um intermediario, a N°-
hidroxi-Z-arginina com presen¢a de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzido
(NADPH) e calcio, sendo necessario mais NADPH e oxigénio (O, para a formagdo de L-
citrulina e NO (MONCADA & HIGGS, 1993; FLORA FILHO et al., 2000).

A arginina ¢ um aminoacido semi-essencial, que provém da dieta, da quebra de
proteinas e da sintese de novo a partir da citrulina. Além de ser o substrato para a sintese do
NO, este aminoacido também ¢ incorporado a proteinas e ¢ substrato para sintese de uréia e
ornitina a partir da enzima arginase. No quadro inflamatério severo, como ¢ o caso da sepse,
as concentragdes plasmaticas de arginina estdo diminuidas devido ao intenso catabolismo para
a produc¢do de NO e proteinas inflamatorias, além da sintese de novo estar reduzida, assim

como a dieta alimentar (LUIKING et a/, 2004; LUIKING ef al., 2005).
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NADPH NADPH ,
L-arginina === N-Hidroxi-L-arginina === L<itrulina + Oxido Nitrico (NO)
Ca+ 02

Figura 1. Sintese do 6xido nitrico a partir da Z-arginina (FLORA FILHO ez al/, 2000).

Muitas células sdo capazes de sintetizar NO através de hemeproteinas da familia
citocromo P450-like, as NOS. As NOS sdo dependentes de O, ¢ NADPH para exercer sua
atividade. Sdo conhecidas trés isoformas de NOS, duas constitutivas (cNOS), encontradas no
sistema nervoso central (nNOS) ¢ nas células endoteliais (eNOS), e uma induzivel (iNOS),
encontrada principalmente em macrdéfagos e neutrofilos. As duas isoformas constitutivas sao
dependentes do complexo célcio-calmodulina para serem ativadas e desativadas. O célcio
serve como sinalizador citoplasmatico e atua através da ligacdo com a calmodulina, que ¢ uma
proteina intracelular receptora especifica, tendo entdo controle sobre algumas enzimas
(MONCADA & HIGGS, 1993; FLORA FILHO et al,, 2000; SCHWENTKER et al., 2002).

A iINOS ¢ independente do complexo calcio-calmodulina para a ativacdo. Ela ¢
induzida por citocinas e endotoxinas de bactérias gram-negativas promovendo a producao de
grandes quantidades de NO e desencadeando um relaxamento vascular que pode ndo
responder ao uso de substancias vasoconstritoras (MONCADA & HIGGS, 1993; IGNARRO
etal,2002; SCHWENTKER et al, 2002).

Este mecanismo de relaxamento vascular ¢ mediado pela a¢do da guanilato ciclase
soluvel, que ¢ estimulada pelo NO, resultando na sintese de guanosina monofosfato ciclica a

partir da guanosina trifosfato, promovendo entdo o relaxamento vascular e, conseqiientemente,

a vasodilatacio (MONCADA & HIGGS, 1993; IGNARRO et al., 2002).
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Viérias evidéncias sugerem uma hiperprodugdo de NO durante o quadro séptico, pois
estudos em ratos e camundongos detectaram niveis elevados de nitrito e nitrato, que sdo
metabolitos estaveis do NO, no plasma e na urina dos animais apds a inducdo de sepse. Os
macréfagos sdo as principais células envolvidas na liberagdo de NO na sepse. A sua
hiperproducdo pode ter efeitos deletérios com lesdo tecidual direta ou do 4&cido
desoxirribonucleico (DNA), vasodilatagdo sistémica, diminuicdo da resisténcia vascular
sistémica até hipotensdo refrataria e disfuncdo de multiplos 6rgaos (FLORA FILHO et al,

2000).

2.2.1. Toxinas bacterianas

Sob o nome de toxinas bacterianas, compreendem-se dois grupos de substancias:
exotoxinas e endotoxinas. Freqiientemente as toxinas fazem parte da estratégia de entrada,
propagacao ou defesa contra o hospedeiro (MIMS et al, 1995).

As endotoxinas sdo substancias liberadas pelas bactérias gram-negativas, constituidas
por lipopolissacarideos (LPS) sendo muito importantes na patogenecidade do choque séptico
(GOSCINSKI et al, 2004). Elas sdo compostas por uma por¢ao lipidica (lipidio A), um niicleo
polissacaridico, evolutivamente conservado, e o polissacarideo O, altamente varidvel e
responsavel pela diversidade destas moléculas detectadas sorolégicamente (PETER ef al,
2003; MURRAY et al, 2004). Sao liberadas espontaneamente durante a multiplicagdo da
bactéria, entretanto, esta liberacdo tem se mostrado maior na desintegracdo do
microorganismo induzida por antibioticos (LEPPER ef al, 2002; PETER et al, 2003).

Na circulacdo, a endotoxina ativa o centro termorregulador € o processo de

coagulagdo, altera o sistema Calicreina/Bradicinina, atrai leucécitos para o local da inflamagao
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acarretando a queda do tonus esfincteriano da microcirculacdo e dilatacdo de capilares e
vénulas. Ocorre, entdo, o aporte insuficiente de oxigénio para os tecidos, acarretando o
predominio de glicélise anaerdbica nos tecidos, com aumento de acido latico (acidose latica) e
dano celular (NAKAMURA & BARROS, 1986).

As endotoxinas sdo responsaveis pela ativacdo de células e complemento diretamente
(fagodcitos, células endoteliais, linfocitos e fibroblastos) e pela ativagdo indireta da cascata
inflamatoria, induzindo a producdo de citocinas pelos macréfagos e mondcitos. Ela também
induz a secre¢do de peptideos enddgenos e mediadores lipidicos (tromboxano, leucotrienos e
PAF) (GOSCINSKI ef al, 2004; MYHRE, 2004).

Uma vez liberado, o LPS se liga rapidamente as proteinas plasmaticas ou a receptores
celulares especificos, como os da familia CDI11b/ CDI18, presentes em fagdcitos, ou ao
receptor CD14, associado a membrana celular dos mondcitos, macrdéfagos e granuldcitos
ativados, levando a introdugdo de um complexo para o interior da célula e promovendo a sua
ativacao (ASTIZ & RACKOW, 1998; OPAL et al, 1999; GINSBURG, 2002; PETER ef al,
2003).

A maioria das exotoxinas sdo proteinas secretadas pela célula bacteriana. Em alguns
casos, estas toxinas consistem de duas ou mais subunidades, uma das quais € requisito para
ligacdo e penetracdo na célula, enquanto a outra inibe ou ativa algumas fungdes celulares
(MIMS et al, 1995).

Esses componentes das bactérias gram-negativas e gram-positivas podem levar o
individuo a sepse, que ¢ uma resposta inflamatdria sistémica frente a essa infeccao (MALOT

etal,2001).



16

2.3. Efeito do uso de antibidticos sobre o quadro séptico

Os antibidticos foram primeiramente descritos em 1942, sendo definidos como
substancias quimicas produzidas por microorganismos capazes de inibir o crescimento ou
destruir bactérias e outros microorganismos (BURKHOLDER, 1952). Mais tarde verificou-se
que vegetais produziam estas substancias de a¢cdo antimicrobiana (GONCALVES et al, 1959;
CAMARGO et al, 1991; LIMA NETO et al, 1993). Da mesma forma, substancias
antimicrobianas podem ser produzidas pelo proprio organismo animal, como a lisozima ou
também as substancias dcidas da pele e mucosas (KOCH, 2003).

A principal a¢do dos antimicrobianos ¢ prevenir ou tratar infec¢des, diminuindo ou
eliminando os organismos patogénicos e, se possivel, preservando os germes ndo patogénicos
da microbiota normal (ARIAS ef al, 2003).

O marco da historia dos antibioticos foi a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming, em 1929. Porém, somente em 1943 foi que o uso terapéutico da penicilina tornou-se
uma realidade na pratica clinica (KOCH, 2003).

A necessidade de combater doengas infecciosas, em tempos de aumento de
expectativa de vida para pacientes imunodeprimidos e com diversas patologias de base, tem
levado os laboratorios farmacéuticos a produzirem antimicrobianos de forma sintética e semi-
sintética. Estas novas drogas produzidas podem ser restritas a um determinado
microorganismo, ou ter um amplo espectro de acdo sobre uma gama de bactérias, que podem
ser tanto gram-positivas como gram-negativas (MALOT, 2001).

Os antibidticos estdo entre os farmacos mais utilizados na terapéutica, tanto em
ambulatorios como em hospitais. O uso indiscriminado ou ndo criterioso destas substancias

tem propiciado a selegdo de cepas bacterianas com elevada capacidade de sobrevivéncia, ou
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seja, resistentes a estas drogas. Conseqilientemente, ocorre o surgimento de superinfecgdes
causadas por germes multiresistentes (ARIAS et al, 2003).

O uso de potentes agentes antimicrobianos nas Unidades de Terapia Intensiva tem
aumentado a sobrevida de pacientes com sepse por gram-negativo, porém a mortalidade
continua variando de 20 a 50%, especialmente em pacientes com choque. Esta alta taxa de
mortalidade pode ser explicada pela reacdo provocada pelos componentes da parede celular
bacteriana, principalmente LPS por parte dos gram-negativos e peptideoglicano e 4acido
teicoico pelos gram-positivos (RANGEL-FRAUSTO ez al, 1995; FRIELING et al., 1997).

O LPS ¢ liberado durante a divisdo bacteriana e também quando a bactéria ¢ atingida
pelo agente antimicrobiano. A quantidade de LPS liberada depende do mecanismo de agdo e
da concentragao do antibiotico usado (FRIELING ef al., 1997).

Entre os antibidticos que levam a liberagdo de constituintes da parede celular estido os
beta-lactamicos (p-lactamicos), muito usados para o tratamento de infecgdes por gram-
negativos, que atuam em diferentes proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), responséveis pela
formacdo da parede celular bacteriana. Dependendo da PBP que eles se ligarem, havera uma
maior liberagdo de LPS e, conseqiientemente, os niveis de citocinas também serdo maiores,
resultando numa resposta inflamatoria exacerbada que poderd gerar a destruicdo de 6rgdos e
tecidos e a disfuncdo de multiplos 6rgdos (OPAL ef al., 1999; GINSBURG, 2002; LEPPER et
al., 2002).

Um estudo, feito por Kragsbjerg e colaboradores, demostrou um aumento no nivel de
LPS durante o tratamento de sepse induzida por Escherichia coli em coelhos e porcos, sepse
induzida por Haemophilus influenza em ratos e meningococcemia em camundongos. Outro

estudo comparando a quantidade de TNFa liberado por monécitos, quando incubados com
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LPS e B-lactamicos, que atuam em diferentes PBPs, e LPS e uma quinolona, que ndo tem
como mecanismo de acdo atingir a parede celular, mostrou haver uma maior produgdo deste
mediador quando houve a incubagdo de LPS com o B-lactdmico que atua em uma PBP 3

(LEPPER et al, 2002).
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Figura 2. Liberagdo de TNFa por monocitos quando incubados com LPS e LPS e
diferentes antibidticos. Moxifloxacim e imipenem liberaram uma menor quantidade de TNFa

em comparagdo com a ceftazidima (KRAGSBJERG ef al, 1996).

Pesquisas feitas por Horn ef a/ (2000) tém demonstrado que antibidticos -
lactamicos, liberam uma maior quantidade de endotoxinas, comparados com drogas, como as
quinolonas, que agem interferindo na sintese do DNA cromossomal do microorganismo ou até
mesmo com os glicopeptideos, que também atuam na parede celular. O tratamento de uma

infeccdo com um antibidtico que ndo interfira na sintese da parede celular leva o
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microorganismo a perder a sua viabilidade na auséncia de lise celular, o que resulta na

diminui¢do dos niveis de endotoxinas liberadas (LEPPER et al, 2002).

2.3.1. Mecanismos de a¢do dos antibidticos

Os antimicrobianos podem agir em um microorganismo de quatro maneiras:
interferindo na sintese proteica, na replicacio do DNA, na permeabilidade da membrana

citoplasmatica e na sintese da parede celular.

Interferindo na sintese protéica:

A sintese protéica ¢ um processo metabolico, feito a partir de genes cromossomais. O
cromossoma bacteriano ¢ formado por uma unica longa molécula de DNA (acido
desoxirribonucléico)

A sintese protéica ocorre nos ribossomos, que sdo estruturas formadas por duas
subunidades, uma maior e uma menor. Os ribossomos bacterianos (70S) possuem subunidades
que se sedimentam 50S e 30S e os dos mamiferos (80S) se sedimentam em 60S e 40S
(NOLLER, 1984).

A sintese protéica envolve trés fases: a iniciagdo, a extensdo e a terminagao.

A inicia¢do envolve a reagdo que precede a ligacdo entre o primeiro e o segundo
aminoacido que irdo formar a proteina. Ocorre entdo a ligacdo do ribossomo a seqii€ncia que
precede a regido codificadora do 4acido ribonucléico mensageiro (mRNA) formando um
complexo que contém o primeiro aminoacil RNA transportador (tRNA). A molécula de

mRNA possui codons, que sdo seqiiéncias especificas formadas por trés bases. O tRNA possui
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anticodons que se ligam aos cédons do mRNA. Os codons especificam a inser¢do na cadeia
peptidica em formacdo do aminoécido transportado pelo tRNA (SACHS et al, 1997).

A extensdo envolve todas as reagdes com adigdo de aminoacidos a extremidade
carboxila da cadeia polipeptidica em formag¢do. Durante esta etapa, os ribossomos movem-se
do 5'terminal ao 3'terminal do mRNA que estd sendo traduzido. Este processo chama-se
translocagdo. A formagao das ligagdes peptidicas ¢ catalizada pela peptidiltransferase (SACHS
etal, 1997).

A terminacdo ¢ feita por um codon de terminacdo e € seguida respectivamente pela
liberagdo da proteina recém sintetizada, dissocia¢do do ribossomo e do mRNA (SACHS ef al,
1997).

A sintese proteica pode sofrer interferéncia em vérias fases do seu desenvolvimento
como na formagdo dos RNAs, que ocorre no caso das rifampicinas, que se ligam de maneira
irreversivel a RNA polimerase. Ja o cloranfenicol atua se ligando a fracdo 30S do ribossoma,
impedindo a ligacdo do tRNA, e inibem a agdo da peptidiltransferase. As lincosaminas
(clindamicina e lincomicina) atuam da mesma maneira que o cloranfenicol e o tiafenicol,
porém ligam-se a porcao 50S. As tetraciclinas ligam-se a fracdo 30S impedindo a ligagdo do
tRNA e conseqiientemente o aporte de aminodcidos. Os macrolideos também se ligam a
por¢do 50S inibindo a translocacdo do tRNA e bloqueando a unido dos aminoacidos na

formacdo da cadeia peptidica (MURRAY ef al, 2004).

Interferindo na replicagdo do DNA:
Quando as duas fitas da dupla hélice de DNA sdo separadas, cada uma pode servir

como um molde para replicar uma nova fita complementar, produzindo duas novas fitas
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idénticas com orientacdo antiparalela. Este processo ¢ chamado replicagdo e ¢ feito por
polimerases.

Na replicacdo, ocorrem dois fenomenos fisicos: o de desnaturagdo e o de renaturagio
da dupla fita, ou seja, fusdo da dupla-fita realizada principalmente pela topoisomerase, e
reanelamento formando uma nova fita (WAGA et al, 1998).

Antibidticos que tém como mecanismo de agdo interferir na replicagio do DNA
atuam, na grande maioria das vezes, ligando-se as topoisomerases, como no caso das

quinolonas e do 4cido nalidixico (HARDY ef al, 2003).

Interferindo na permeabilidade da membrana citoplasmética:

A membrana citoplasmatica ou membrana interna, como também ¢ chamada, se
localiza abaixo da parede celular e envolvendo o citoplasma, onde encontram-se as organelas
essenciais para as fungdes vitais do microorganismo. Sua constituicdo ¢ a mesma para gram-
negativos e gram-positivos. E constituida por uma dupla camada de lipideos, principalmente
fosfolipideos, e proteinas, principalmente enzimas vitais para o metabolismo celular
(MURRAY et al., 2004).

Ela possui uma permeabilidade seletiva que controla a passagem de solugdes para
dentro e fora da célula e também apresenta um sistema enzimatico de transporte ativo. E aonde
ocorre a sintese de ATP por oxidacdo fosforilativa e onde estdo as enzimas envolvidas na
sintese do peptideoglicano (MURRAY et al., 2004).

Alteragdes fisico-quimicas da membrana citoplasmatica levam a morte bacteriana,
pois a permeabilidade seletiva ¢ rompida, havendo a saida de elementos vitais a célula, como
fosfatos, ions, purinas e acidos nucléicos, ou entrada de substancias nocivas ao metabolismo

bacteriano. A morte celular pode ser devido a alteracdes no sistema respiratorio da célula.
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Estes sdo os mecanismos de ac¢do das polimixinas e a tirotricina que causam uma

desorganizacdo funcional da célula (MURRAY et al, 2004).

Interferindo na sintese da parede celular:

A parede celular ¢ responsavel por dar a forma e rigidez a célula bacteriana. Ela serve
como uma barreira osmotica, permite que as bactérias retenham nutrientes, proteinas
essenciais e acidos nucléicos no seu interior ¢ mantenham certas moléculas em seu exterior
(KOCH, 2003).

A membrana externa tem constituicdo diferente conforme a bactéria, seja gram-
negativa ou gram-positiva. Todas, entretanto, t€ém uma camada em comum, o peptideoglicano,
um polimero mucocomplexo rigido formado pelos agticares aminados N-acetilglicosamina e
acido N-acetilmuramico, ligados por pontes peptidicas (KOCH, 2003). Nos microorganismos
gram-positivos, este mucopeptideo compreende 60% da parede celular, sendo o restante
constituido de acidos tedicos, ribonucleato de magnésio e carboidratos. J4 nos gram-negativos,
ele constitui 10% da membrana externa, formando, entdo, uma camada basal sobre a qual se
situa uma camada externa composta por lipopolissacarideos, fosfolipideos e proteinas (OPAL

et al, 1999; GINSBURG, 2002).
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Figura 3. Configuracdo da parede celular bacteriana (TAVARES, 2001).

E a partir da parede celular ou membrana externa, como ¢ denominada, que ocorre a
reproducdo binaria normal da célula, que se inicia pela formacdo de um septo a partir dela.
Numa bactéria que cresce e se reproduz, a parede celular ¢ constantemente destruida (por
enzimas autoliticas) e sintetizada novamente, estabelecendo-se um equilibrio entre a lise e a
sintese. Este equilibrio permite que a divisdo celular ocorra sem destrui¢ao celular. A medida
em que um septo vai se formando na parede, novas subunidades dissacarideo-peptidicas vao se
formando (MURRAY ef al, 2004).

A sintese do peptideoglicano ocorre em trés etapas: a primeira ocorre no citoplasma
bacteriano e resulta na formac¢ao de um derivado do acido N-acetilmuramico, o acido uridino-
difosfato-N-acetilmuramico. Este ¢ um produto da unido do fosfoenolpiruvato a uridino-
difosfato N-acetil glicosamina, catalizada pela piruvil-transferase. A fosfomicina é um
antibiotico que se liga irreversivelmente a piruvil-transferase inibindo a continuagdo da sintese
da parede. Logo apos, ligam-se a este derivado aminoéacidos que também vao constituir o
mucopeptideo, como: a [L-alanina, D-alanina, 4cido glutamico, lisina e o 4cido
diaminopimélico. H4 a formagdo de um composto derivado do dcido N-acetilmuramico com

um pentapeptideo, que serd transportado por um fosfolipideo para fora da membrana



24

citoplasmatica, juntamente com moléculas de N-acetilglicosamina, constituindo a segunda
etapa da sintese da parede celular. No meio externo, ocorrera a terceira etapa com as reagdes
de transglicosilagdo e transpeptidagdo. A transglicosilagio compreende a polimerizagdo das
duas subunidades, formando longas cadeias polipeptidicas, e a transpeptidagdo. A
transpeptidagdo ¢ o entrelacamento das longas cadeias polipeptidicas (MAINARDI ef al,
2002). Os glicopeptideos atuam se ligando ao derivado do acido N-acetilmuramico, impedindo
a transglicosilacdo (GRAIG, 2003).

Proteinas ligadoras de penicilina ou PBPs (Penicillin-Binding Proteins) de agdo
enzimatica de transglicosidases, transpeptidases, carboxipeptidases e endopeptidases, que
participam da terceira etapa da biossintese das novas moléculas de peptideoglicano e a sua
incorporacdo na parede da bactéria em multiplicacdo (PERITI ez al, 1999).

Estas PBPs sdo os principais alvos dos antibidticos [-lactdmicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapenens e monobactans) inibindo a sua agdo e, conseqiientemente, a
formacao do peptideoglicano havendo lise osmotica (ARIAS et al, 2003; SINGH, 2004).

As PBPs sdo divididas em sete fragdes principais, separadas de acordo com o seu
peso molecular. As de alto peso molecular (entre 60.000 a 140.000) sd3o as PBPs 1A, 1B, 2 e 3
e estdo em menor quantidade na célula porém, sdo essenciais na sintese do peptideoglicano,
enquanto que as de baixo peso molecular (entre 40.000 a 60.000) sdo as PBPs 4, 5 e 6 e estdo
em maior quantidade na célula bacteriana porém, na sua auséncia, o peptideoglicano ¢
sintetizado normalmente (MURRAY et a/, 2004).

As PBPs 1A e 1B sdo enzimas que participam no alongamento da bactéria em

divisdo. A ligacdo de antibidticos B-lactdmicos a estas proteinas impede a formacdo do
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peptideoglicano, tornando a célula em crescimento defeituosa, havendo rapidamente lise
osmotica (LEPPER et al, 2002; TSUJI ef al., 2003).

A PBP 2 ¢ responsavel pela configuracdo, formato celular dos microorganismos,
durante uma parte especifica da sintese da parede. Assim, esta PBP ¢ responsavel pela
manuten¢do da forma da bactéria e, na sua auséncia ou quando ¢ inibida, ocorre a formagao de
grandes células redondas que terminam por sofrer lise ap6s algumas horas de desenvolvimento
ativo. Ligam-se a esta PBP as amidinopenicilinas, o 4cido clavulanico, os carbapenens
(imipenem e meropenem) e algumas cefalosporinas (cefotaxima e cefepime) (LEPPER ef al,
2002; TSUII et al, 2003).

A PBP 3 ¢ responsavel pela formacdo do peptideoglicano que constitui o septo que
divide a bactéria durante a sua multiplicacdo. Caso seja inibida, a célula continua crescendo,
formando longos filamentos, sem divisdo septal, sofrendo lise apds um periodo de
desenvolvimento varidvel. Desta maneira, até que ocorra a morte celular, hd uma grande
liberagdo de LPS pelos bacilos gram-negativos. Ligam-se a esta PBP cefalosporinas
(ceftazidima, cefpiroma) e monobactans (aztreonam) (LEPPER ef al, 2002; TSUJI ef al,

2003).

2.3.1.1. Antibidticos B-lactdmicos

Os antibioticos [-lactdmicos sdo compostos por um grupamento quimico
heterociclico azetidinona denominado anel B-lactdmico, que ¢é responsavel pela atividade
antimicrobiana deste grupo de antibioticos, interferindo na sintese da parede celular. Este anel

¢ formado por uma amida ciclica com quatro lados e o fechamento da cadeia se da pela
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ligagdo do nitrogénio da amida do carbono situado na posicdo B (MURRAY er al, 2004)

(Figura 4).

P
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Figura 4. Anel B-lactamico (TAVARES, 2001).

As principais classes de antibidticos que pertencem a esta familia sdo: as
cefalosporinas, 0s monobactans, as penicilinas, as cefamicinas, as oxacefemas, os
carbapenens, e os inibidores de -lactamases. O que as diferenciam s3o os radicais ligados ao

anel B-lactamico (NCCLS, 2004).

2.3.1.1.a. Cefalosporinas

Foram primeiramente isoladas do fungo Cephalosporium acremonium durante a
Segunda Guerra Mundial. Possuem como nucleo central o 4cido 7-aminocefalosporanico, que
¢ constituido da ligagcdo do anel B-lactdmico a um anel di-hidrotiazina, sendo esta estrutura

denominada nticleo cefém. Elas podem ser naturais ou semi-sintéticas. Atuam ligando-se a

diversas PBPs 1, 2 e 3 (ELANDER, 2003; SINGH, 2004) (Figura 5).
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Figura 5. Nucleo das cefalosporinas (7-ACA) (TAVARES, 2001).

As cefalosporinas s3o divididas em quatro geragdes, € o que as diferenciam sdo os
espectros de acdo e a resisténcias as [-lactamases, que sdo enzimas produzidas pelos
microorganismos que degradam o anel -lactdmico. As cefalosporinas de primeira geragdo
possuem atividade moderada contra gram-negativos e Staphylococcus aureus. Sua principal
representante ¢ a cefalotina. As cefalosporinas de segunda geracdo sdo mais ativas contra
gram-negativos, sendo ativas em infecgdes provocadas por Haemophilus sp, Moraxella sp. e
anaerobios. S3o mais estaveis a acdo das P-lactamases. S3o constituintes deste grupo o
cefaclor e o cefuroxime. As cefalosporinas de terceira geracdo possuem amplo espectro de
acdo, além de serem estdveis a agdo das P-lactamases. Sdo efetivas contra gram-negativos,
contra gram-positivos e Pseudomonas aeruginosa. Sao suas representantes a ceftazidima, a
cefotaxima, cefoperazona, cefpodoxima e a ceftriaxona. As cefalosporinas de quarta geracao
compreendem o cefepime e o cefpirome. Sdo muito estdveis a agdo das B-lactamases e muito
ativas contra gram-negativos principalmente Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp. Nao
sdo muito ativas contra Enterococcus sp. € anaerobios (GLOOR ef al, 2003; NCCLS, 2004;
SINGH, 2004).

A maioria das cefalosporinas requerem administragdo parenteral, mas um crescente
numero estd disponivel para administracdo via oral como o cefaclor, a cefoxitina e o

cefpodoxima, que possuem boa absor¢do gastrointestinal. Atingem boas concentragdes nos
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diferentes 6rgdos, sendo que a cefotaxima, o ceftriaxona a cefoperazona e o cefepime atingem
6timas concentracdes no sistema nervoso central e sdo muito utilizadas no tratamento de
meningite. Tém eliminacdo renal e a meia vida ¢ de 4,5 a 8 horas, permitindo uma
administracdo de uma a duas vezes por dia (GLOOR et a/, 2003, KIM et al., 2003).

A cefalosporina utilizada neste trabalho foi uma cefalosporina semi-sintética de
terceira geragdo, a ceftriaxona, que se apresenta sob a forma de sal dissddico, em cristais
amarelados, facilmente soluveis em agua, mantendo a substincia estavel por dois anos a
temperatura ambiente. As solu¢cdes mantém estabilidade por 6 horas a temperatura ambiente.
Cada 1 grama de ceftriaxona contém 83mg (3,6 mEq) de sédio (VADEMECUM, 1999;
MURRAY, 2004).

A sua atividade bactericida ¢ devida a inibi¢do da sintese da parede celular. /n vitro é
ativa contra germes gram-positivos e gram-negativos, mas ¢ pobre sua agdo contra
Pseudomonas aeruginosa. Sua maior atividade relaciona-se a bacilos gram-negativos enterais:
E. coli; Klebsiella sp, Proteus sp, Salmonella sp, Shiguella sp, Enterobacter sp, Morganella
morganii (VADEMECUM, 1999; MURRAY, 2004).

A ceftriaxona pode ser administrada por via intramuscular e intravenosa, ndo sendo
absorvida por via oral. A concentracdo plasmadtica, depois de dose unica de 1 grama
intramuscular, ¢ cerca de 81 mg/L e ¢ alcangada de 2 a 3 horas ap6s a administragdo, tendo
uma biodisponibilidade de 100%. Apresentou excelente penetracdo tecidual, alcancando
concentragdes acima da concentracdo inibitéria minima contra a maioria dos patdgenos
responsaveis pela infeccdo. A meia vida de eliminacdo, em adultos sadios, ¢ de
aproximadamente 8 horas. Em criangas menores de 8 anos e idosos com mais de 75 anos, a
média da meia vida de eliminagdo ¢ cerca de 2 vezes mais longa. Em adultos cerca de 50-60%

¢ excretada sobre a forma inalterada na urina enquanto 40-50% na bile. Nos recém-nascidos,
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70% da dose administrada tem eliminagdo urindria. Em pacientes com insuficiéncia renal e
hepética, a farmacocinética ¢ discretamente alterada e a eliminacdo levemente aumentada
(VADEMECUM, 1999; MURRAY, 2004).

A dose usual em adultos e criangas acima de 12 anos 1-2 gramas dose unica didria,
recém-nascidos 20-50 mg/kg. A administragdo deve ser descontinuada durante um periodo
minimo de 48-72 horas ap6s o desaparecimento de febre ou ap6s evidéncias da erradicacdo da

bactéria (VADEMECUM, 1999; MURRAY, 2004).

2.3.1.1.b. Monobactans

Constituem uma classe de antibidticos formados por um unico anel, o B-lactdmico,
com diferentes radicais ligados a ele. Podem ser naturais ou sintéticos, porém somente o
aztreonam, que ¢ obtido por sintese quimica a partir do acido 6-aminomonobactamico, possui
atividade clinica se ligando a parede celular (SMITH ef a/, 2001; LEPPER ef al, 2002).

Para cada 1 grama de aztreonam ha aproximadamente 780 mg de L-arginina, que
serve como tampao. Apresenta-se soluvel em agua (VADEMECUM, 1999; MURRAY, 2004).

Possui atividade contra amplo espectro de patdogenos gram-negativos aerobios,
incluindo Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacteriaceae (N ADEMECUM, 1999;
MURRAY, 2004).

O aztreonam pode ser administrado via intramuscular ou intravenosa. As
concentragdes séricas apos inje¢cdes intramusculares atingem niveis maximos apos cerca de

lhora. No soro a meia-vida foi em média 1,7 hora, em pacientes com fun¢do renal normal. Em
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pacientes com insuficiéncia renal, a meia-vida ¢ prolongada. A elimina¢do do aztreonam ¢
renal (VADEMECUM, 1999; MURRAY, 2004).

Dose: para o tratamento de infecgdes graves, em pacientes com 2 anos de idade ou
mais a dose recomendada ¢ de 50 mg/kg, em intervalos de 6 a 8 horas (VADEMECUM,

1999; MURRAY, 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Nucleo central dos monobactans (TAVARES, 2001).

2.3.1.1.c. Penicilinas

As penicilinas sd3o um grupo de antibidticos naturais e semi-sintéticos que possuem
em seu nicleo central o 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA), que ¢ constituido da ligagdo de
um anel B-lactdmico a um anel tiazolidinico com um grupamento amina no carbono 6. A
penicilina G e a penicilina V foram as primeiras a serem descobertas a partir da fermentacao
do fungo Penicillium notatum. No processo normal de fermentacdo do Penicilium outras
penicilinas foram descobertas apresentando variagdo no radical ligado ao 6-APA. Ja as semi-
sintéticas sdo produzidas por modificacdes quimicas no d4cido-6-aminopenicilanico ou

interrupcao do processo fermentativo do Penicillium (ELANDER, 2003). (Figura 7)



31

i 91: CH,
TSR ? CH,
4 3
7 N N
O COOH

Figura 7. Nucleo central das penicilinas (6-APA) (TAVARES, 2001).

Seu espectro de acdo ¢ sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas, espiroquetas,
actinomicetos e alguns microorganismos anaerobicos (KLUGMAN, 1990).

A administragdo oral difere entre as penicilinas, mas a maioria delas tem boa
absor¢do, com excecdo da meticilina que ¢ inativa da pelos acidos gastricos. Elas tém boa
distribuicao pelos 6rgaos incluindo pulmdes, figado, rins, misculos, medula e placenta. Estas
drogas sdo eliminadas via renal. A meia-vida ¢ de 0,5 a 1,5 hora, e sdo usualmente
administradas de 4 a 6 horas para manterem a concentracao plasmatica (MURRAY, 2004).

As penicilinas sdo divididas da seguinte maneira: penicilinas naturais (penicilina G e
penicilina V), penicilinas estaveis (oxacilina, meticilina, nafcilina, dicloxacilina, clixacilina),
aminopenicilinas (ampicilina e amoxacilina), carboxipenicilinas (ticarcilina e carbenicilina) e

ureidopenicilinas (piperacilina, azlocilina, mezlocilina) (NCCLS, 2004).

2.3.1.1.d. Cefamicinas

Sdo estruturalmente semelhantes as cefalosporinas tendo no carbono 7 do grupo

cefém um grupamento metoxilico. S3o semi-sintéticas, tem espectro de agdo farmacocinética e

farmacodindmica semelhante as cefalosporinas de segunda geragdo e suas principais
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representantes sdo a cefoxitina e ao cefotetam (WEXLER ef al, 1988; WU ef al, 2004)

(Figura 8).

COQH

Figura 8. Nucleo das cefamicinas (TAVARES, 2001).

2.3.1.1.e. Oxacefemas

Estruturalmente sdo semelhantes as cefalosporinas, tendo a substitui¢do da molécula
de enxofre da posi¢do 1 por um oxigénio. Sdo sintéticas, tém atividade semelhante as
cefalosporinas de terceira geracdo e sdo ativas também contra microorganismos anaerobios.
Quando administradas intravenosamente t€ém uma meia-vida de 2 horas e alcangam O6timas
concentragdes em liquidos e tecidos atravessando a barreira hematoencefalica. Seu principal

representante ¢ o moxalactam (MURRAY et a/, 2004) (Figura 9).
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Figura 9. Nucleo central das Oxacefemas (TAVARES, 2001).
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2.3.1.1.f. Carbapenens

Sao formados por um anel carbapenema, que ¢ composto por um anel B-lactdmico
unido a um pentaciclo ndo saturado e tem um atomo de enxofre na posicdo 1 substituido por
carbono. Sdo substancias naturais ou sintéticas porém, somente as sintéticas tém elevada
poténcia contra microorganismos gram-positivos e gram-negativos. Possuem elevada
estabilidade a maioria das B-lactamases. Atuam se ligando as PBPs 1 e 2 (AYALEW et al,

2003) (Figura 10).
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Figura 10. Nucleo central dos carbapenens (TAVARES, 2001).

Sdo principais representantes dos carbapenens o imipenem, o meropenem € O
ertapenem (NCCLS, 2004).

Tém administragdo intravenosa e se distribuem amplamente pelos 6rgaos e tecidos. O
imipenem ¢ metabolizado e inativado nos rins por uma enzima, a diidropeptidase I (DHP-I).
Entdo, para esta droga atingir boas concentragdes, ela ¢ combinada com um inibidor da DHP-I
a cilastatina. O meropenem e o ertapenem nao necessitam estar associados a este inibidor. A
farmacocinética do imipenem e do meropenem ¢ semelhante, tendo uma meia-vida de 1 hora.
J& o ertapenem tem uma meia-vida de 4 horas, que permite que seja administrado uma vez por

dia (AYALEW et al., 2003).
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2.3.1.1.g. Inibidores de B-lactamases

B-lactamases sdo enzimas produzidas pelas bactérias gram-positivas e gram-negativas
que tem como funcao destruirem o anel B-lactdmico das penicilinas e cefalosporinas. Elas sao
produzidas por genes cromossomais ou plasmidiais. A associacdo de uma penicilina ou
cefalosporina com um inibidor, faz com que este inative estas enzimas, e a droga tenha acao
para combater o microorganismo (KOCH, 2003).

A inibi¢do pode ser competitiva, quando o inibidor compete pelo sitio de ligacdo do
antibidtico com a enzima; ou ndo competitiva, quando o inibidor se liga a outro sitio de
ligagdo na enzima que ndo ¢ o mesmo do antibiotico se liga (KOCH, 2003).

Sdo os principais inibidores:

-Acido clavulanico: ¢ constituido por um anel PB-lactimico ligado a um anel
oxazolidina. Apresenta espectro de acdo contra germes gram-positivos € gram-negativos e
anaerobios. A droga s6 exerce acdo antimicrobiana em altas concentragdes. Liga-se as [3-
lactamases de maneira irreversivel inativando as enzimas. Apresenta-se ligado a ampicilina,
amoxacilina e ticarcilina. Possui boa absor¢ao pelo trato gastrointestinal e uma meia-vida de 1
hora. Tem boa penetracdo nos tecidos com excecao das meninges (SINGH, 2004).

-Sulbactam: ¢ um firmaco semi-sintético e ¢ uma sulfona do 4cido 6-
aminopenicilanico. Da mesma forma que o 4cido clavulanico se liga as enzimas de maneira
irreversivel. E muito ativo contra meningococo, gonococo e Acinetobacter sp. Na clinica
apresenta-se associado a ampicilina e a amoxacilina. Possui uma meia-vida de 1 hora quando ¢

absorvido via oral e atinge boas concentragcdes em liquidos e tecidos e também nas meninges

(SINGH, 2004).
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-Tazobactam: ¢ um derivado sulfonico do 4acido penicilanico. Possue o mesmo
espectro de acdo que os outros inibidores e também ¢é capaz de inativar a enzima Amp C
produzida por genes cromossomais dos gram-negativos. Apresenta-se ligado a piperacilina,
tendo uma meia-vida de 1 hora e atingindo altas concentragdes em liquidos e tecidos

(MURRAY et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

o Avaliar o efeito dos antibidticos B-lactdmicos e da L-arginina na sobrevida de
ratos sépticos.

o Determinar o efeito dos antibidticos B-lactdmicos e da Z-arginina na produ¢ao
de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatdrias em ratos sépticos.

o Avaliar a ag¢do dos antibioticos B-lactamicos e da L-arginina na producdo de
6xido nitrico em ratos sépticos.

o Avaliar a acdo dos antibidticos P-lactamicos e da L-arginina sobre a

concentragdo sérica de glicose em ratos sépticos.
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Abstract

Objective: The aim of this research was to investigate the impact of differents [3-
lactam antibiotics and L-arginine treatment in septic rats.

Design: Controlled experimental study.

Setting: University experimental laboratory

Interventions: Five experimental septic groups were tested. Six hours after the
procedures, the rats received a single intramuscular injection of the following treatments:
ceftriaxone; aztreonan; ceftriaxone plus Z-arginine; and Z-arginine. The septic control group
did not receive any treatment.

Measurements and main results: While all the animals in the septic control group
and in the group treated with Z-arginine died, the survival rates of the groups which received
antibiotic were significantly greater. The animals treated with antibiotics presented
significantly lower bacterial counts in the peritoneal liquid in comparison with septic control
group. We did not find significant differences in the serum levels of TNFa. Serum levels of
nitrite and nitrate and ILIP were significantly increased in the group treated with
ceftriaxone+/Z-arginine when compared to the septic control group. The levels of IL10 were
significantly elevated in the animals of groups treated with ceftriaxone+/-arginine and
aztreonam comparing with the septic control group. The septic group treated with Z-arginine
presented significantly increased in glucose concentrations in comparison with the septic
control group.

Conclusion: The treatment with antibiotics can enhance the survival regardless of the
L-arginine presence.

Key-words: sepsis, B-lactam antibiotics, L-arginine, inflammatory mediators.
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INTRODUCTION

Sepsis is defined as a systemic response to an infection, caused by the invasion of a
large number of microorganisms or their toxins in the blood circulation (1, 2). When this
syndrome results in hypotension and organ dysfunction, it is called septic shock (3). Septic
shock is the most common cause of death in intensive care units (3-5). It occurs in 750.000
patients per year in the US with a mortality rate currently 30-70% (4, 6-8).

The hemodynamic alterations that occur during the clinical course of septic shock are
attributable to the lipopolysaccharide (LPS) released by the gram-negative bacteria. It seems
to be a crucial pathogenic factor in septic shock, unchaining the cascade of inflammatory
mediators and disturbing the microcirculation in many organs (2).

It has been shown that in the septic process there is a significant increase in the
interleukins (notably tumor necrosis factor-o. and interleukin-6) (4, 9, 10) that trigger
inducible nitric oxide synthase (iNOS), that generates nitric oxide (NO) from the aminoacid Z-
arginine in high quantity. It is known that NO is a potent vasodilator and that it causes
vascular relaxation and consequently shock (10-13). This leads to an insufficiency of oxygen
in the tissues, which induces anaerobic glycolysis, a decrease of cellular adenosine-5-
triphosphate (ATP), and increase of lactic acid (lactic acidosis), and cellular damage (2, 11).
Some studies described that changes in arginine metabolism are present in sepsis and arginine
availability is probably limited leading to a arginine-deficiency state, suggesting that arginine
supplementation is a logical option in treatment of sepsis (2, 14).

Antibiotic chemotherapy has been the major method for treating septic patients for

many decades (15). However, it has become apparent that antibiotics may also play a role in
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the pathophysiological immunologically active components of the bacterial cell wall during
destruction of the microorganism (8-10).

Some studies reported that different classes of antibiotics vary in the rates and
amounts of LPS release through different modes of bactericidal action (16, 17).

Among the studies on antibiotic-induced LPS release from gram-negative bacteria,
attention has focused on cell wall-active B-lactams. LPS release by this component correlated
well with the variances in affinities for binding to, and inhibition of, penicillin-binding
proteins (PBP1, PBP2, PBP3) (8, 15, 18). Inhibition of PBP1 results in rapid bacterial lyses,
while inhibition of PBP2 causes the formation of spheroplasts. Antibiotics that convert gram-
negative bacteria into spheroplasts are: carbapenens, ceftriaxone, cefepime and glycopeptides
(8, 18, 19). Inhibition of PBP3 by antibiotics such ceftazidime and aztreonam, in contrast,
leads to the formation of extended bacterial filaments. It has been reported that filamentous
cells release significantly higher amounts of LPS than spheroplasts (8, 15, 18, 19).

Some studies suggest that hyperglycemia may potentiate the pro-inflamatory
response in sepsis (20). Recent provocative data suggest that tight glycemic control with
insulin may restore the balance between pro-inflamatory and anti-inflamatory mediators and
improve the outcome of critically ill patients (20, 21).

In the study reported here, we investigated the impact of differents P-lactam
antibiotics (ceftriaxone and aztreonam) on the release of TNFa, IL1f3, IL10, nitrite and nitrate
and glycose in serum of septic rats. Furthermore, it was evaluated the survival of the animals
and was measured the bacterial content in peritoneum fluid. It was observed that aztreonam

has in its constitution Z-arginine, the precursor of NO, that could make worse the treatment of
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septic patients. The parameters described above also were measured in a group treated only

with Z-arginine.

MATERIALS AND METHODS

Animals: The animals were cared for and used in accordance with the Guiding
Principles in Care and Use of Animals approved by the Council of American Physiologic
Society. Male Wistar rats 220g (£20g) were submitted to a 12 hours light/dark cycle.

Sepsis: Animals were anesthetized with 50 mg/kg of pentobarbital intraperitoneally.
The abdomen of each animal was shaved and cleansed with povidine-iodine solution. A 2 cm
midline abdominal incision was made to expose the /inea a/ba and a gelatin capsule with fecal
sterile content and a suspension of Escherichia coli (E. coli) was introduced in the peritoneum
cavity. This suspension was stored in autoclaved skimmed milk on glass beads at —80°C. Each
week, a bead was inoculated into trypticase soy agar and incubated overnight at 37°C. The
culture was passed daily for use the next day. Each day, a representative colony was
transferred into 10 mL of nutrient broth and incubated at 37°C for 2 h, and diluted in pyrogen-
free phosphate-buffered saline to yield a concentration of 1.5 x10° colony-forming units/mL
(22).

Six hours after the procedures, rats received a single intramuscular injection of the
following treatements: ceftriaxone (Bristol-Myers Squibb Brasil) (n=7) 50 mg/kg; aztreonam
(Bristol-Myers Squibb Brasil) (n=7) 50 mg/kg; ceftriaxone (n=7) 50 mg/kg plus L-arginine
(Sigma St Louis, MO, USA) 39 mg/kg; L-arginine (n=7) 39 mg/kg. The control group did not

receive any treatment.
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Survival rate: After the procedures all animals were then returned to their cages with
free access to food and water. Rats were continuously monitored and followed up for 6 days
after sepsis induction to assess the survival. After 6 days the animals that survived were killed
by decapitation.

Number of bacteria in peritoneal cavities: Twelve hours after the induction of
sepsis and 6 h after the administration of the antibiotics or Z-arginine, the rats were killed and
the peritoneal cavities washed with sterile saline. For peritoneal lavage, the skin of the
abdomen was cut open in the midline after thorough desinfection and without injury to the
muscle. Sterile PBS buffer (10 mL) was injected into and aspirated out of the peritoneal
cavities. Aliquots of serial log dilutions of these peritoneal lavage fluids were plated on
Mueller-Hinton agar dishes (Oxoid Basingstoke, Hampshire, England); colony-forming units
were counted after overnight incubation at 37°C, and the results were expressed as the number
of colony-forming units (CFU) (23).

Cytokine, nitrate and nitrite, glucose measurements: Twelve hours after the
induction of sepsis and 6 h after the administration of the antibiotics or Z-arginine, the rats
were killed and the blood were colected for the measurements.

The concentration of TNFa, IL1p and IL10 in the serum were determined by using a
double-ligand ELISA. Briefly, each well of flat-bottomed 96-well microtiter plates was coated
with 100 pL of antibody specific to one of the above cytokines at a dilution of 2 pug/mL
(TNFa and IL1B) or 1 pg/mL (IL10) in coating buffer and incubated overnight at 4°C. Plates
were then washed, and nonspecific-binding was blocked for 120 min at 37°C with 1% bovine
serum. Samples and standards were loaded into plates. Recombinant murine (rm) TNFa, IL1J3

and IL10 standard curves were used to calculate the cytokine concentrations. The plates were
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thoroughly washed, and the appropriate biotinylated polyclonal or monoclonal anti-cytokine
antibody was added. After 1 h, the plates were washed, avidin-peroxidase (diluted 1:5000) was
added to each well for 15 min, and each plate was thoroughly washed again. Next, substrate
(0.4 mg of o-phenylenediamine and 0.4 pg of H,O, in 1 mL of substrate buffer) was added,
the reaction was stopped with HySO4 (1 M), and the optical density (OD) was measured on an
ELISA plate scanner (Spectra Max 250, Molecular Devices, Menlo Park, CA) at 490 nm. The
results were expressed as picograms of TNFa, IL1f and IL10 per milliliter of the serum
supernatant, comparing the OD in the samples with standard curves.

The nitrate concentrations in serum samples were determined by enzymatically
reducing nitrate to nitrite with nitrate reductase, as previously described (20). Briefly, 40 uL of
non-diluted serum samples was incubated with the same volume of reductase buffer (0.1 M
potassium phosphate, pH 7,5 containing | mM NADPH, 10 mM FAD, and 4 U of nitrate
reductase/mL) for 20 hours at 37°C. A standard nitrate curve was performed by incubating
sodium nitrate (1 to 200 uM) with the reductase buffer. The total amount of nitrite was then
determined by the Griess method (21). Absorbance at 550 nm was determined with a plate
reader (Spectra Max 250-Molecular device, Sunnyvale, CA). The results are reported as
micromolar (uM) amounts of NO3 + NO,.

Blood glucose concentration was determined by a commercial assay kit (Glucose
PAP Liquiform — Labtest Diagndstica S. A., Brazil), and the results were obtained
spectrophotometrically at 505 nm.

Statistical analysis: Data analysis was performed using the SPSS v. 11.5.0 software
(SPSS Inc. USA), considering “P”’ value less than 0.05 as significant. Parametric data were

evaluated by One-Way ANOVA using Dunnett post-hoc to determine de differences between
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the control group and the experimental groups. Non parametric data were evaluated through
Kruskal-Walis and Man-Withney analysis. Survival functions was determined using Kaplan-

Meier procedure, with Log-Rank test for significance.

RESULTS

Survival functions of the animals in the experimental groups

Antibiotics represent the most commonly used treatment for bacterial infection. In
order to verify the efficacy of these drugs in an experimental model of sepsis, we evaluated the
survival of animals in different treated or untreated groups. While all the animals died in the
septic control group and the septic group treated with L-arginine, in the groups that received
treatment with the antibiotics aztreonam, ceftriaxone, and ceftriaxone+/-arginine, the survival
rates were significantly greater, with values of 71%, 85% and 100%, respectively (Figure 1).
Thus, these results demonstrate the efficacy of these drugs in the treatment of sepsis.

Quantification of bacteria in the peritoneal liquid

As the model of sepsis used to induce sepsis in this experiment involved the
introduction of a capsule containing bacteria into the abdominal cavity, the viable bacteria
were quantified in the peritoneal liquid. The animals treated with ceftriaxone, aztreonam and
ceftriaxone+/Z-arginine presented significantly lower bacterial counts in comparison with
septic control (P<0.002, P<0.009, P<0.002, respectively). No significant difference was found
between the group treated with Z-arginine and the septic control group (Figure 2).

Serum nitrite and nitrate levels

Nitric oxide is a powerful vasodilator that is found in increased volumes in the

plasma of individuals with sepsis. In order to evaluate the effect of B-lactams antibiotics in
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the treatment of this syndrome, the serum concentrations of nitrite and nitrate, were evaluate
which can reflect the production of nitric oxide. The serum nitrite and nitrate levels were only
found to be significantly increased (P=0,001) in the group treated with ceftriaxone+Z-arginine
when compared with the septic control (Figure 3). In the other groups there were no
significant statistical differences.

Serum TNFa levels

One of the inflammatory mediators released after the initiation of the infectious
process is TNFo. The serum levels of this mediator in the animals in the groups treated with
ceftriaxone, aztreonam, ceftriaxone+/Z-arginine and [L-arginine were not increased when
compared with those of septic control (Figure 4).

Serum IL1B levels

Another inflammatory mediator released during inflammation is ILIP. It was
observated a significant increase of ILIJ levels (P<0,001) in the group treated with
ceftriaxone+/Z-arginine when compared to the septic control. In the other groups there were no
significant differences when compared with septic control (Figure 5).

Serum IL10 levels

IL10 is known to be a cytokine with anti-inflammatory action that may be found in
increased in systemic infections. The levels of IL10 were significantly enhanced in the animals
of groups treated with ceftriaxone+/Z-arginine (P<0,001) and aztreonam (P=0,039) in
comparison with the septic control group. In the other groups there were no significant

statistical differences (Figure 6).
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Serum glucose levels

In order to assess a possible role for glucose as an inflammatory marker, the serum
glucose concentrations of animals from different groups were determinated. The septic group
treated with LZL-arginine presented significantly increased concentrations (P=0,004) in
comparison with the septic control. In the other groups there were no significant statistical

differences when compared with the septic control (Figure 7).

DISCUSSION

The introduction of new antimicrobial agents in the treatment of sepsis has reduced
the mortality rate in patients with gram-negative bacteria induced septic shock, though the rate
still remains high (10, 24). Several authors have suggested that the high mortality rate with
sepsis may be the result of the LPS release, which can be accentuated by the use of B-lactams
antibiotics. These, it is known, act by destroying the bacterial cell wall, so increasing the
release of LPS and consequently the systemic inflammatory response, leading the individual to
shock and multiple organ dysfunction (8, 18, 19, 25).

In analyzing the formulation of antibiotics used in this study, it was noted that
aztreonam has Z-arginine in the formulation, which is used as a buffer. As Z-arginine is a NO
precursor, a powerful vasodilator, the possibility that this quantity of Z-arginine could have an
influence on the septic condition was investigated. As there is no formulation of aztreonam
without Z-arginine, the same concentration was added to another antibiotic without this
aminoacid in the formulation. The antibiotic used in this experiment was ceftriaxone. In order
to evaluate only the effect of the Z-arginine on the septic condition, we administered this

aminoacid to a group of animals.
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To evaluate the efficacy of the treatments used in this study we initially analyzed the
survival of the animals after they had been submitted to sepsis. Increased survival was
obtained in all the groups treated with antibiotics, and reached 100% in the group that received
ceftriaxone+Z-arginine. The mortality in the septic control group rate was 100%, as observed
to the group that received only Z-arginine, demonstrating that this substance did not present an
adequate therapeutic effect, which led to the high mortality rate (Figure 1). Regarts to L-
arginine, our studies differed from that carried out by Poeze ef a/, in which sepsis was
induced in pigs that received a continuous infusion of arginine, and showed improved blood
perfusion, reduced pulmonary artery pressure and an increase in the metabolism of proteins in
the hepatic and muscular tissues, leading to an increase in survival among the animals (26).

In the groups treated with antibiotics ceftriaxone, aztreonam and ceftriaxone+Z-
arginine, where survival was increased, a significant reduction in the bacterial count in the
peritoneal liquid from the animals was observed 6 hours after the administration of the
antibiotics. However, in those animals treated only with Z-arginine, the bacterial count
remained the same as that of the untreated animals (Figure 2). These data indicate that
antibiotics, whatever their action mechanism, are still the most efficient mechanisms of
controlling bacterial infections.

Several authors have discussed the importance of L-arginine in sepsis, as recent
studies have shown that serum concentrations of this aminoacid in patients with severe
inflammatory diseases are decreased, because the catabolism is higher than the anabolism (27,
28). In sepsis, demand for arginine is increased for the synthesis of acute phase proteins, and
mainly for the production of NO (14). Arginine is the only substrate for the synthesis of NO,
which is increased in sepsis due to the intense activity of inducible nitric oxide synthase

(INOS). The latter being an independent calcium enzyme present in phagocytary, muscular
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and endothelial cells that, when stimulated by LPS and cytokines, produces large quantities of
NO (12, 14). Upon analyzing our findings, the hypothesis that the Z-arginine present in the
antibiotics could have some influence on the condition due the enhanced NO production, was
not proven. The only group that presented increased serum nitrite and nitrate levels was the
ceftriaxone+L-arginine treated group, suggesting that the combination of the antibiotic and the
L-arginine may lead to greater release of nitrate and nitrate (NO) (Figure 3).

Despite the obvious importance of the use of antibiotics in managing sepsis, there
may be a correlation between them and the physiopathology of this syndrome, given that they
release immunologically active components from the bacterial cell wall during the destruction
of the microorganism. These components from the cell wall lead to the production of pro-
inflammatory and anti-inflammatory cytokines (8, 29).

Of particular note among the pro-inflammatory cytokines directly involved in sepsis
is TNFa, which is the first mediator to have its levels increased in inflammatory diseases, as
demonstrated by Waage ef al. and Grau ef al, in results obtained with patients with sepsis
provoked by meningococccus and severe malaria respectively (30, 31). However, TNFa has a
dual behavior. When produced at the infection site, it acts as an antimicrobial agent, as shown
in the study carried out by Rijneveld ef a/ that assessed the survival of mice after induce
pneumonia and later treatment with ceftriaxone, ceftriaxone+anti-TNFa and only anti-TNFa.
In the group that received only anti-TNFa, the mortality rate was 100% and in the group
received that received ceftriaxone survival was 60%, while in the group that received
ceftriaxonetanti-TNFa it was 40%, showing that TNFa is important in the combat of
infection, mainly when used with ceftriaxone (32). However, its systemic release may cause

cell damage to the host, as has been shown in some studies where anti-TNFo was used, that
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prevented death in the fatal sepsis (33). TNFa can stimulate the synthesis of the iNOS enzyme
and consequently, NO release, which causes vasodilatation and hypotension during septic
shock (34). The study developed by Kragsbjerg et al. (2003), showed an increase in the levels
of TNFa when monocytes were incubated with the supernatent of LPS of E.co/i and
antibiotics that acted on different PBPs. The levels of TNFa were significantly higher when
used an antibiotic that acts on the PBP3 in comparison with that which acts on PBP2 (35). In
our study, there was no significant difference in the serum TNFa levels between the groups
that received aztreonam, which acts on the PBP3, and ceftriaxone, which acts on the PBP2, in
relation to the septic control group, indicating that the release of TNFa in the septic control
was the same as that in the groups treated with antibiotics (Figure 4).

Like TNFa, IL1 is also high during the initial stages of inflammatory response. It is
involved in the producing fever and like TNFa, stimulates the production of acute phase
proteins by the liver: reactive C protein, fibrinogens, etc (36, 37). A study by Gill ef al
showed that TNFo and ILIP in combination with LPS, can stimulate the iNOS enzyme and
L-arginine uptake, increasing the accumulation of nitrite in cell culture (38).

When analyzing our results we observed an increase in the levels of IL1J (Figure 5)
in septic animals treated with ceftriaxone+/Z-arginine, which acts on PBP2. This data
challenges some studies that showed there to be greater release of pro-inflammatory mediators
when use is made of antimicrobial agents that act on PBP3 (35). As mentioned earlier, the
group that received treatment with ceftriaxone+Z-arginine, presented a significant increase in
the production of nitrite and nitrate. Based on these data it is possible to suggest that there was
an increase in iNOS stimulation and/or an increase in L-arginine uptake by the cationic

aminoacid transporter of L-arginine CAT2B, which is enhanced as a consequence of the
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increase in IL1P (38). Given this, it is suggested that the increase in nitrite and nitrate in this
group be due to the higher levels IL1.

Together with the release of pro-inflammatory mediators, there is an attempt to
controlling the immune response through the production of anti-inflammatory cytokines, such
as IL10. Normally it provokes a process of “downregulation” of the initial inflammatory
response, having a protective effect in lethal and sub-lethal endotoxemia in mice, and is found
to be increased within 2 to 5 hours after the initiation of the inflammatory response (39,40).
The study carried out by Poll ef al showed that the administration of IL10, together with
Streptococcus pneumoniae in the induction of pneumonia, increased mortality of this group by
inhibiting the initial inflammatory response (39). While Wang et al. showed that when the
IL10 is administered together with ceftriaxone, in a period after the induction of pneumonia,
survival increased in comparison with groups that received only ceftriaxone or IL10 (40). In
our research there was a significant rise in the serum IL10 concentrations in the septic groups
treated with ceftriaxone+ L-arginine and treated with aztreonam (Figure 6). Our results show
that IL10 is increased significantly in those groups in which the antibiotic contains Z-arginine,
suggesting that this aminoacid, in some way, stimulates an anti-inflammatory response.
Therefore, when analyzing the levels of IL1p, nitrite and nitrate, and IL10, it is possible to
observe, that the IL1 and nitrite and nitrate are only increased in the ceftriaxone+Z-arginine
group, showing a potentializing effect of L-arginine in the inflammatory process, leading to
suggestion that the concomitant increase in IL10 in this group may be due to an attempt to
control this process.

Glucose has also been shown to be a very important pro-inflammatory marker (20).

Studies report that hyperglycemia may have some influence in the production of pro-
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inflammatory cytokines (41) and that the use of high doses of insulin in experimental sepsis
reduces the levels of TNFa and IL6 (42). However, our results do not corroborate those found
in the literature. The serum glucose levels were found to be significantly increased in the
septic group treated with Z-arginine, but there was no correlation with the pro-inflammatory
cytokines (Figure 7).

Although a number of studies have shown that the use of antibiotics in the treatment
of sepsis may lead to enhanced release of endotoxins and, consequently, higher production of
cytokines and NO, generating the dysfunction of multiple organs, our study showed that the
antibiotics, besides not increasing the release of TNFao, ILIP and serum concentrations of
glucose, significantly improved the survival of the rats.

We also observed that, although some authors recommend the use of Z-arginine in the
treatment of sepsis, that this aminoacid did not have a positive influence on the septic
condition and failed to raise the survival rate of the animals. However, when L-arginine is
administered together with antibiotics, they generate an enhanced anti-inflammatory response,

displayed by the increase in IL10 that can be extremely beneficial in the treatment of sepsis.
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Figure 1. Survival curve of the experimental groups (n=7). Log-rank P<0.05.
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P<0.05 compared with septic group (ANOV A- Dunnett test).
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Figure 6. IL-10 of serum in experimental groups (n=5). Values are mean +SD.

P<0.05 compared with septic group (ANOV A- Dunnett test).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou o efeito dos antibidticos PB-lactamicos e da L-arginina no
tratamento da sepse experimental em ratos.

Para avaliar a eficicia dos diferentes tratamentos utilizados neste estudo, analisamos
a sobrevida dos animais apos a induc¢ao de sepse. Nossos resultados sugerem que o uso de
ceftriaxona e aztreonam aumenta a sobrevida dos animais, independentemente da presenga de
L-arginina.

Analisando os niveis de IL1[3, nitrito e nitrato e IL10 foi possivel observar que os
nievis séricos de ILIP, nitrito e nitrato apresentaram-se elevados somente no grupo
ceftriaxona+/Z-arginina, mostrando uma potencializagdo do efeito da L-arginina no processo
inflamatério. O aumento concomitante da concentragcdo sérica de IL10 neste grupo pode
demonstrar uma tentativa de controlar o processo inflamatorio inicial. Também houve um
aumento da IL10 no grupo tratado com aztreonam, sugerindo que, de alguma maneira, a Z-
arginina presente no antibidtico aumenta a resposta anti-inflamatoria.

A glicose tem se mostrado um importante marcador pré-inflamatério, estando
relacionada com o aumento de citocinas pro-inflamatdrias. Entretanto isto ndo foi verificado
em nosso estudo, em que os niveis de glicose mostraram-se elevados somente no grupo tratado
com L-arginina.

Dessa forma, abre-se mais uma frente a ser pesquisada sobre o efeito do uso de
diferentes classes de antibidticos bem como seus mecanismos de agdo, ¢ da utiliza¢ao de Z-

arginina no tratamento de patologias graves como a sepse.
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