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Farmacologia da Universidade Federal do Parana, constando de uma revisdo de
literatura, objetivos do trabalho e um artigo cientifico abordando os experimentos
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conforme as normas propostas pelo periodico “Fundamental & Clinical

Pharmacology”, ao qual o artigo foi submetido em Junho de 2009.
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RESUMO

hY

Estudos tém relatado que a sepse leva a morte de hepatdcitos e ao
comprometimento da funcdo hepatica, e o estresse oxidativo tem sido identificado
como um fator importante no seu desenvolvimento. Varios antiinflamatérios nao
esteroidais (AINES) tém mostrado capacidade antioxidante in vitro, podendo atuar
dessa maneira na sepse. Neste trabalho foi avaliado se o AINE flunixin meglumine
(FM) pode ser util nesta condigdo. Para tanto, foram analisados os efeitos do FM: (a)
nos niveis plasmaticos de enzimas hepaticas; (b) nas alteracdes histoldgicas
indicativas de dano hepatico; (c) sobre a atividade de enzimas antioxidantes e
lipoperoxidacao; e (d) sobre o estudo do metabolismo da alanina na neoglicogénese,
ureagénese e sobre o consumo de oxigénio pelos hepatécitos. Grupos tratados com
solucdo salina ou FM, 1,1 ou 2,2 mg.kg™, 2 h antes ou 2 h apés a injecdo de LPS
foram avaliados. Niveis plasmaticos aumentados de alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e alteracdes histologicas indicaram dano hepatico
durante a sepse. Além disso, a atividade da superdxido dismutase (SOD) e da
catalase (CAT) e os niveis de peroxidacéo lipidica no figado foram aumentados,
sugerindo que este dano hepatico poderia estar relacionado também ao estresse
oxidativo. O pré-tratamento dos animais com FM diminuiu estes parametros e
aumentou a disponibilidade de glutationa reduzida (GSH) no figado durante a sepse.
Verificou-se também que o FM tem atividade redutora do radical DPP+ in vitro. Além
disso, o tratamento com FM antes da injecdo de LPS normalizou a producdo de
glicose e recuperou parcialmente a ureagénese. O tratamento ap0s a injecdo com
LPS apresentou-se menos efetivo, apesar de diferencas significativas terem sido
observadas nos niveis enziméticos, principalmente na maior dose de FM
administrada. Estes resultados mostram que o LPS tem importantes efeitos no
metabolismo hepatico e no estresse oxidativo. Além disso, o FM demonstrou acao
antioxidante e esta acdo pode ser, em parte, responsavel pela restauracdo da
funcdo hepética, preservando a integridade dos hepatécitos em estados de

endotoxemia.

Palavras-chave: Endotoxemia, LPS, Flunixin Meglumine, Figado, Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Sepsis leads to the death of hepatocytes and impairment of liver function. Oxidative
stress has been shown to play an important role on this condition. Although NSAIDS
are not the suggested drugs for sepsis treatment, some of them have shown
antioxidant capacity. The aim of the present study was to evaluate the actions of the
NSAID flunixin-meglumin (FM) on the changes caused by LPS-induced sepsis in
several parameters, such us: (a) plasma levels of hepatic enzymes; (b) hepatic
histological characteristics; (c) hepatic antioxidant enzymes; and (d) several
metabolic fluxes. The latter comprised gluconeogenesis, ureagenesis and oxygen
consumption. Groups treated with saline or FM, 1.1 or 2.2 mg.kg™*, 2 h before or 2 h
after LPS inoculation were evaluated. Liver damage in sepsis was indicated by
histological changes and increased plasma levels of alanine aminotransferase (ALT)
and aspartate aminotransferase (AST). Furthermore, the increased catalase and
superoxide dismutase activities and the enhanced lipid peroxidation were indicative
of oxidative stress. Pre-treatment of the animals with FM decreased these variables
and increased the hepatic availability of reduced glutathione. Consistently, FM was
found to have antioxidant activity by reductive DPP+ radicals in vitro. Treatment of
rats with FM before LPS inoculation normalized glucose production and partly
restored ureagenesis. These results show that LPS induces oxidative stress and that
it is able to affect liver metabolism. Furthermore, the antioxidant properties of FM
could be co-responsible for restoring the liver functions by preserving the hepatocyte
integrity.

Keywords: Endotoxemia, LPS, Flunixin Meglumin, Liver, Oxidative Stress.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Origens e progressdo da sepse e sua interrelacdo com outras
] o £0] 1 1= R 15
FIGURA 2 - Formacao de algumas espécies de radicais livres...........cccccevvvvvivnennnen. 20
FIGURA 3 - Esquematizacdo do papel-chave do estresse oxidativo no processo
INFIAMALOIIO NA SEPSE....uiiiiiiiii i e et e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e aaaaaaaes 21
FIGURA 4 - Representacdo esquemética da parede celular das bactérias gram-
negativas, sendo representados lipideo A, lipoproteina e O-antigeno...................... 22
FIGURA 5 - Familia de proteinas Toll-like, ligacdo do LPS no receptor e sinalizagdo
celular deSENCATEATA...........uuuuiiiiiiiiiiiie e 23

FIGURA 6 - Formula estrutural do flunixin meglumine............ccccovvvveiiniiiiineeeeiiiiins 30

ARTIGO CIENTIFICO

FIGURE 1 - Effects of FM on the plasma levels of enzymes and urea after sepsis
1T 100110 o P 44
FIGURE 2 - Histopathological changes induced by LPS in the liver tissue (12 h after
injection) and the effects Of FM.......cooii i e 46
FIGURE 3 - Evaluation of the DPP+ reductive activity of FM in the range between 10
aNd 1000 PG/ML ..ot e e e e e e e e e e e A8
FIGURE 4 - Effect of FM on liver SOD and CAT enzymatic activity, lipid peroxidation
and GSH levels after SEPSIS......ov v e e e e a0 49
FIGURE 5 - Time-courses of hepatic glucose and urea productions and oxygen

uptake: influence of LPS-induced sepsis and flunixin-meglumin (FM)................... 52



LISTA DE TABELAS

ARTIGO CIENTIFICO

TABLE 1 - Histopathological changes caused by LPS and action of FM pre- and
post-treatment @t 12 ... e 47

TABLE 2 - Influence of the LPS and the flunixin meglumine (FM) on alanine

(121 =1 0 0] 11 1 0 R o 1



LISTA DE ABREVIATURAS

IL-18 — Interleucina 13

IL-2 - Interleucina 2

IL-6 - Interleucina 6

IL-8 - Interleucina 8

IL-10 — Interleucina 10

TNF-a — Fator de necrose tumoral a
PGE; - Prostaglandina E2

TXA; — Tromboxano A2

PAF — Fator de ativacao plaquetaria

Thl —T helper 1

ATP — Adenosina trifosfato

ERO — Espécies reativas de oxigénio
H.O, — Peroxido de Hidrogénio

GSSG - Glutationa Oxidada

EROS — Espécies reativas de Oxigénio
iINOS — Oxido nitrico sintase

cPLA;— Fosfolipase A,

AA — Acido araquidénico

LPS - Lipopolissacarideo

CYP450 - Citocromo P450

IL-1RA — Antagonista do receptor de Interleucina 1
PEPK — Fosfoenol piruvato carboxiquinase
AINES — Antiinflamatoérios ndo esteroidais
TXS - Tromboxanos

PGF1-a - Prostaglandina F1-a

ARTIGO CIENTIFICO

NSAIDs: Non-steroidal anti-inflammatory drugs
FM: flunixin-meglumin

ROS: reactive species of oxygen

LPS: lipopolysaccharide

TNF-a: tumoral necrosis factor alfa

COX: cyclooxygenase

SOD: superoxide dismutase

CAT: catalase

GSH: reduced glutathione

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhidrazyl



1.

SUMARIO

REVISAO DE LITERATURA .....oooiiieeeeceeteeeeeeet ettt ste st 14
1.1. Sepse: breve historico e epidemiologia.............uuvvieiieiieiiiieeiiiiiiiee e eeeeeeeeieens 14
1.2. Caracteristicas fisiopatoldgicas envolvidas na SIRS e na sepse.................. 16

1.3 Via oxidativa mitocondrial: fator regulatorio da ativagdo de componentes

INFIAMALOTIOS ... 19
1.4. LPS e 0 processo inflamatOrio............ccooveeiieiiiiieiiicie e 22
1.5. DisfungBes hepatiCas Na SEPSE ...cceevveeeeeeeeeeee e 26
1.6. Tratamentos diSPONIVEIS Para @ SEPSE ....ccceveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
1.7. Flunixin Megluming (FIM) .....coooo oot e e e e e e eaannes 30
OBUJIETIVOS . ...ttt e e e e e e sttt e e e e e e e sttt e e e e e e e s e annsbnnneeeeeas 33
2.1, ODJELIVO GEIAL......ccceeeeiiiiieee et 33
2.2. Objetivos ESPECITICOS.....ccciiiiiiiiice e 33
ARTIGO CIENTIFICO ..ottt ettt 34
L INErOTUCTION .. 37
2. Materials and MethodsS..........ooooiiiiiiiii e 39
2.0, ANIMAIS oo 39
2.2. EXperimental deSigN........ccooviiiiiiiiiiee e 39
2.3. Blood sample processing and aSSaYS ........cuuuiiieeeeeereeeeiriiiiaeeeeeeeeeeenii 39
2.4. Tissue preparation for light MICrOSCOPY .......uuuuiiiieeiiiiiiiiiiiieie e 40
2.5. In vitro evaluation of the DPP+ reductive activity of FM ............ccccvvvinnnnnnn. 40
2.6. Determination of superoxide-dismutase and catalase activity..................... 40
P2 I o o 0 T=T 0 (T =1 [ ISP 41
2.8. Reduced glutathione (GSH) leVels ... 41
2.9, LIVET PEITUSION. ...ttt e e e e s 41
2.10. StAtiStICAl ANAIYSIS.....cii e 42
S RESUIS .. 43
3.1. Effect of FM on plasma levels of enzymes and urea...............cccevvevvvvvnnnnnnn. 43
3.2. Histological analySEsS..........uuuuuiiiiiee e 44
3.3. Evaluation of the DPP+ reductive activity of FM..........cccooooiiiiiiiiiiiiiiineee. 47
3.4. Effects of FM on hepatic oxidative stress parameters............ccccevveevvvvnnnnnnn. 48
3.5. Effect of FM on hepatic gluconeogenesis and ureagenesis ..........cccccceeunnn.. 50

A IS CUSSION ..t 54



4.

Acknowledgements
References ............

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ADICIONAIS........cccc. cveeeieeieeeieeieeeeinns



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Sepse: breve historico e epidemiologia

As doencas causadas por microorganismos sdo um problema antigo enfrentado
pela humanidade. Na antiga Grécia usava-se o0 termo “Pepse” para designar o
processo de fermentacdo do vinho ou digestdo da comida que indicava vida e boa
saude, e o termo “Sepse” para descrever casos onde havia putrefacdo, sendo
associado com doenca e morte (MAJNO, 1991). Sepse tornou-se entdo uma
condicéao clinica resultante de infeccédo bacteriana e a septicemia a presenca desses
microrganismos na corrente sangiinea.

Referéncias sobre as manifestacdes clinicas da sepse podem ser encontradas
até mesmo em textos de Hipocrates (460 — 377 a.C.), que relatou um processo de
“perigo, deterioracdo bioldgica fétida ou putrefacdo”. Em 1879-80, Louis Pasteur
encontrou, pela primeira vez, bactérias no sangue de uma paciente que sobreviveu a
sepse, mas foi somente no século XVIII que o médico hungaro Ignaz Semmelweiss
relacionou medidas simples de higiene por parte dos médicos e estudantes, como
lavar as maos antes do contato com pacientes, com uma redugcdo expressiva da
mortalidade de mulheres no puerpério (DE COSTA, 2002). Nos dias atuais, Bone e
colaboradores (1992) definiram sepse como sendo uma sindrome de resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) que pode ocorrer durante uma infec¢cdo (BONE et al.,
1992)

Aproximadamente um século ap0s a observagdo feita por Pasteur € que
finalmente se chegou a um consenso sobre a definicdo de sepse. Esta relativa
demora se deve principalmente a dificuldade de identificacdo desta sindrome por
clinicos e pesquisadores, uma vez que 0S sinais e sintomas clinicos variam
enormemente dependendo do estagio da sindrome em que o0 paciente se encontra
(ANNANE, 2005).

Em 1992, a sepse foi definida na Conferéncia de Consenso feito em Chicago
pela American College of Chest Physicians and the Society of Critical Care Medicine
como uma resposta inflamatoéria sistémica a infeccéo, com possibilidade de evolucéo
para quadros clinicos, cujos sintomas e sinais diferem enormemente a medida que a
doenca evolui (BONE et al., 1992). Por definicdo, a sepse pode ser manifestada pela
presenca de dois ou mais dos seguintes sintomas:
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a) alteracao de temperatura, acima de 38T ou abaix o de 36C;

b) aumento de freqiiéncia cardiaca acima de 90 batimentos por minuto ou paCO,
menor que 32 mmHg;

c) contagem de leucdcitos no sangue acima de 12.000/mm? ou menor que 4.000/
mm? (BONE et al., 1992).

Nesta mesma ocasido foram estabelecidos critérios para a classificacdo de sepse
e doencas similares, optou-se por enquadra-las como sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS, do inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome).
Como ilustrado na figura 1, ha convergéncia de sinais e sintomas entre estas

sindromes.

Figura 1. Origens e progressao da sepse e sua interrelagdo com outras
sindromes.
(Fonte: http://www.scribd.com/doc/6976100/MURILLO-ASSUNCAQO-2008-Sepse-
100-Anos-de-Historia-e-Para-Onde-Caminhamos)

Além disso, ficou estabelecido também que o termo sepse devera ser utilizado
apenas nos casos onde a infeccdo é documentada, pois aproximadamente 70% dos
pacientes admitidos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) desenvolvem a SIRS,
gue pode ocorrer também em associagdes com eventos nado infecciosos (além da
infeccdo por bactérias, virus e fungos), considerados como “estéreis”, tais como
trauma, queimadura, choque hemorragico e pancreatite aguda (BEISHUIZEN et al.,
1999). Esta medida foi necessaria para adequac¢éo do tratamento a fase de evolucéo
da sindrome em que o paciente se encontra e possibilidade de intervencdo
terapéutica adequada, uma vez que a incidéncia de sepse vem aumentando nos
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altimos anos, sendo considerada a principal causa de morte em unidades de
tratamento intensivo ndo-coronarianas. Anualmente, em todo o mundo, ocorrem
cerca de 18 milhdes de casos de sepse grave (SALES JUNIOR et al, 2006).

As mais frequentes fontes de infeccdo que podem desencadear o
desenvolvimento da sepse sdo de origem pulmonar, abdominal, urinaria, cutanea e
por catéteres vasculares. Os microorganismos causadores sd0 na maioria bactérias,
embora uma parcela dos casos seja originada por infeccdes virais ou fungicas. O
choque séptico é uma complicacdo em pelo menos 50-60% de bacteremias Gram-
negativas e em 5-10% de bacteremias Gram-positivas ou infeccbes fangicas.
Acredita-se que 0 aumento na incidéncia da sindrome seja devido ao crescente
namero de pacientes imunodeprimidos, uso frequente de procedimentos invasivos,
freqiéncia no uso de antibioticos (geracdo de mais microorganismos resistentes),
além do aumento da expectativa de vida, a qual aumenta o nimero de pacientes
idosos (RANGEL-FRAUSTO, 2005).

Recentemente foi lancada a campanha mundial “The Surviving Sepsis
Campaign” para unificacdo dos critérios de diagnéstico e de tratamento da sindrome
séptica. Esta campanha esta abrangendo varios profissionais da saude, sociedades
de medicina de terapia intensiva, organizacdes politicas e financiadoras, além de
pacientes e de seus familiares. Dentre os varios objetivos, almejou-se diminuir em

25% a mortalidade associada a sepse até o ano de 2008 (LEVY et al., 2003).

1.2. Caracteristicas fisiopatoldgicas envolvidas n  a SIRS e na sepse

Muitos mecanismos estdo envolvidos na fisiopatologia da SIRS e da sepse,
incluindo liberacdo de citocinas, ativacdo de neutrofilos, mondcitos e células
endoteliais, bem como ativacéo de reflexos neuroendocrinos e sistemas de cascatas
de proteinas plasmaticas, como o0 sistema complemento e o0s sistemas de
coagulacdo e o fibrinolitico. Ha interacbes complementares e sinérgicas de
diferentes componentes dessas cascatas, o que dificulta o tratamento dessa
sindrome (LIU & MALIK, 2006).

A resposta sistémica a infeccdo é mediada através de citocinas produzidas
por macrofagos, que estimulam receptores especificos das células do sistema
imunologico e de orgaos-alvo. A liberacao de citocinas como interleucina (IL)-18 , IL-

6, IL-8 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) € um evento deflagrado precocemente
16



neste processo (MEDZHITOV & JANEWAY, 1998, CAO et al., 1997, MEDZHITOV &
JANEWAY, 2000, SKIDMORE et al., 1975, STRIETER et al., 1993). Estas citocinas
estimulam a liberacdo de outros mediadores da resposta inflamatéria, como
produtos derivados do &cido araquidonico (prostaglandina E, [PGE;] e
consequentemente tromboxano A, [TXAZ2]), fator de ativagdo plaquetaria (PAF),
peptideos vasoativos como bradicinina a angiotensina Il e o peptideo intestinal
vasoativo, aminas como histamina e serotomina além de uma variedade de produtos
derivados do complemento, assim como outras citocinas (VINCENT, 2000).

A literatura cientifica tem contradicbes quanto a sepse ser caracterizada por
curto periodo da sindrome de resposta inflamatoria sistémica, seguido por um
sustentado periodo de imunossupressao e anti-inflamacéo, chamado sindrome da
resposta antiinflamatéria compensatoria (CARS). Alguns autores propdem que a
SIRS prossegue pela liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF-a, IL-
1B e outras, sobreposta a CARS. A CARS ¢ caracterizada por defeito na
apresentacdo de antigeno, “paralisia” de macréfagos, anergia de células T,
supressdo de proliferacdo de células, diminuicdo da proliferacdo de células Thl e
aumento de apoptose das células B e T. Em alguns pacientes é dificil estabelecer o
adequado equilibrio deste processo, e neste estagio o controle é perdido, ocorrendo
uma intensa reacao inflamatéria (PINSKY et al., 1993, DEMBIC, 2000, BONE, 1991).
Neste caso a sepse progride ao choque séptico, caracterizado pela queda drastica
da pressao arterial, com consequente déficit da perfusao tecidual.

Com a queda da perfusao tecidual, diversos mecanismos neuro-humorais
tentam manter o débito cardiaco e a pressdo arterial. Estes incluem reflexos
mediados por barorreceptores, liberacdo de catecolaminas, ativacdo do eixo renina-
angiotensina-aldosterona, liberacdo de hormonio antidiurético e estimulacéo
simpatica generalizada (COTRAN et al.,, 1996). A vasoconstricdo pode ser
intensificada pela subsequente liberagdo de mediadores humorais constritores,
como TXA,, leucotrienos (LTs) e opidides enddgenos (BOGOSSIAN, 1992). O efeito
desencadeado é taquicardia e vasoconstricdo periférica, como um mecanismo de
conservacao de liquidos pelos rins (COTRAN et al., 1996). Dentre os mediadores
envolvidos nesse processo hemodinamico e cardiovascular, o TNF-a e seus efeitos
sinérgicos com outros mediadores, sdo provavelmente 0s responsaveis pela
depressdo do miocardio (COSTELLO et al., 2003) e pela hipotensao, que resultam

na disfuncdo de orgaos durante a evolucdo da sepse severa (RICE & BERNARD,
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2005). Subsequentemente, a vasoconstricdo gerada compromete a microcirculacao,
levando os tecidos a hipdxia grave do tipo isquémica. Como conseqiéncia ha queda
no pH celular, aléem da liberacdo de produtos da respiracdo anaerObica e de
mediadores humorais dilatadores (cininas, histamina, serotonina, proteases, etc).
Esses mediadores neutralizam a resposta vasomotora constritiva, originando
vasodilatacao subita periférica e dificultando o retorno venoso (BOGOSSIAN, 1992).
A liberacdo de mediadores, incluindo IL-1@, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a
(COSTELLO et al., 2003), é tdo intensa que é chamada por alguns autores de
cytokine storm (MATSUDA & HATTORI, 2006). Para outros, o reconhecimento de
gue esses mediadores inflamatorios tém funcdo-chave em enfermidades como SIRS
e MODS (Sindrome da Disfungdo Multipla de Orgédos) é uma das mais destacadas
descobertas na medicina de emergéncia moderna (JOHNSON et al., 2004), tamanha
€ a sua importancia.

Um das consequéncias dessa resposta inflamatoria exacerbada é a ativacéo
dos sistemas de coagulacdo, levando a coagulagdo e acumulo de fibrina, na
chamada coagulacdo intravascular disseminada (CID). A CID causa ocluséo
trombdtica de pequenos vasos, 0 que contribui para a MODS, além de induzir a
coagulopatia por consumo de plaquetas e dificultar ainda mais a perfuséo tecidual
(HOPPER & BETEMAN, 2005). A partir do momento em que a célula comeca a ndo
receber seu suprimento normal de oxigénio, por estase microcirculatéria ou por
isquemia, surgem os problemas da hipoxia, como o acumulo de lactato resultante do
metabolismo anaerdbico, gerando acidose lactica e diminuicdo da maquinaria
energeética celular. Ha& diminuicdo da capacidade de funcionamento de mecanismos
ATP-dependentes, como a bomba Na*/K*ATPase, originando alteragdo no potencial
de membrana celular (SILVA et al., 2003). O metabolismo celular inadequado, em
decorréncia de defeitos na producéo energética mitocondrial, € uma das principais
causas de disfuncéo organica em pacientes sépticos (HOTCHKISS & KARL, 1992).
Na vigéncia do dano celular todas as estruturas nobres s&o atingidas, mas 0s
principais problemas se situam na membrana celular lipoprotéica, nos lisossomos,
ribossomos e nas mitocondrias (BOGOSSIAN, 1992), organelas detentoras da

maquinaria energética e metabdlica celular.

18



1.3 Via oxidativa mitocondrial: fator regulatorio da ativagdo de componentes

inflamatoérios

Os mecanismos envolvidos na sepse, no choque e na MODS sao multifatoriais.
Como supracitado, mecanismos moleculares relacionados a inflamacéao,
hemodindmica e danos celulares estdo presentes na patogénese do choque
endotoéxico. O colapso funcional detectado em muitos 6rgdos na MODS pode ser
resultado da apoptose mediada por citocinas (JOHNSON et al., 2004). No entanto,
dentre outros evidentes mecanismos participantes, inclui-se a geracao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) em decorréncia da isquemia (JOHNSON et al., 2004,
WALKER et al.,, 2007) ou da atividade de neutrdéfilos, desencadeadores do dano
tecidual (SAKAGUCHI & FURUSAWA, 2006).

Radicais livres sdo moléculas ou por¢cbes moleculares, que possuem um ou
mais elétrons desemparelhados no seu orbital exterior, um estado que aumenta
consideravelmente sua reatividade (DE GROOT, 1994). As espécies reativas mais
conhecidas de radicais livres de oxigénio incluem o anion superéxido (O,"), radical
hidroxila (OH) e o peroxinitrito (DE GROOT, 1994). O anion superédxido é
enzimaticamente reduzido a perdéxido de hidrogénio na presenca de superéxido
dismutase (SOD), que o mantém assim em niveis controlaveis. Todavia, em muitas
doencas, a exemplo do choque endotoxico, ha um desequilibrio entre a
concentracdo de anion superoxido formado e a habilidade da SOD em remové-lo,
caracterizando o estresse oxidativo (SALVEMINI & CUZZOCREA, 2002). A figura 2
ilustra a cascata de formacédo de ERO.

Das espécies reativas de oxigénio, o anion superoxido tem sido descrito como
coadjuvante na patogenia do choque endotoxico (SALVEMINI & CUZZOCREA,
2002), pois é um mediador pré-inflamatério, cujas propriedades incluem o
recrutamento de neutréfilos ao local da inflamacdo, formacdo de fatores
quimiotaxicos (CUZZOCREA et al., 2001), danos ao DNA e liberacdo de citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1, via ativacdo do fator nuclear (NF)-kB (LIAO &
LIBBY, 1999). Na endotoxemia ocorre também lipoperoxidacéo induzida por radicais
livres em tecidos isquémicos, propiciada pela coagulacéo intravascular disseminada
(SAKAGUCHI & FURUSAWA, 2006)
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Figura 2 . Formacao de algumas espécies de radicais livres (Sies, 1991)

Adicionalmente, o TNF-a per se é responsavel pela producdo excessiva de
radicais livres na presenca de endotoxemia (SAKAGUCHI & FURUSAWA, 2006),
bem como é um dos fatores desencadeadores, junto com o LPS, da ativagdo do NF-
KB. Por mecanismos génicos o grupo de proteinas transcripcionais NF-kB, induz a
producdo de varios outros componentes inflamatérios, como citocinas, NO,
cicloxigenase e lipoxigenase (LIU & MALIK, 2006). Existe, portanto, uma correlacéo
positiva entre sepse, TNF-a, estresse oxidativo e NF-kB, sendo este o alvo final dos
indutores de choque séptico, de modo que sua inibicdo pode ser um sitio terapéutico
interessante para controlar a SIRS associada a sepse. A figura 3 sumariza os efeitos
celulares de ERO e moléculas inflamatérias na sepse.

O estresse oxidativo mitocondrial desencadeado pela ativacdo do NF-kB (LIU &
MALIK, 2006) induz a reducdo da producdo de energia celular. Esta deterioracédo
energética tem correlacdo com as alteracbes metabodlicas descritas no choque

séptico, envolvendo principalmente a funcdo mitocondrial de hepatocitos. Esta
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situacdo compromete ainda mais a maquinaria energética celular e o metabolismo,

gerando um ciclo letal para as células.
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Figura 3. Esquematizacédo do papel-chave do estresse oxidativo no processo
inflamatério na sepse (Adaptado de SAKAGUCHI & FURUSAWA, 2006).
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1.4. LPS e o processo inflamatério

A sepse e 0 choque séptico sao principalmente provocados por endotoxinas de
bactérias Gram-negativas, como Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae, espécies
de Proteus, Pseudomonas aeruginosa e Serratia (COTRAN et al., 1996), e, menos
comumente, por exotoxinas de bactérias Gram-positivas, virus e fungos
(BOGOSSIAN, 1992). As endotoxinas sao lipopolissacarideos (LPS) derivados da
desintegracdo da membrana celular de bactérias Gram-negativas mortas
(BOGOSSIAN, 1992). O LPS é a forma que melhor caracteriza a endotoxemia por
Gram-negativos, porém outros componentes bacterianos, incluindo peptideoglicanas
e acido lipotecoico produzem sindromes clinicamente indistinguiveis da endotoxemia
(MACKAY, 1987).

O LPS de varias familias microbianas Gram-negativas € constituido do mesmo
principio arquitetdénico (Figura 4): polissacarideo ligado covalentemente com o
lipideo A (LA). A cadeia O é caracteristica e Unica para cada sorotipo bacteriano,
sendo um importante fator de viruléncia. O LA representa o principio endotoxico do
LPS, e quando bioativo forma micelas em meio aquoso, pela sua caracteristica
anfofilica. Em condi¢cdes fisiologicas de eletrdlitos e pH, apresenta-se

exclusivamente em estrutura cubica ou hexagonal (RIETSCHEL et al., 1996).
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Figura 4. Representacao esquematica da parede celular das bactérias Gram-
negativas, sendo representados lipideo A, lipoproteina e O-antigeno (SORIANO,
2006).

O LPS pode ser reconhecido pela reposta imunoldgica inata, que utiliza
sistemas de reconhecimento primitivos e inespecificos que permitem sua ligacdo a
muitos produtos microbianos (KOURILSKY & TRUFFA-BACHI, 2001). Estas
estruturas estdo referidas como “padrdes moleculares associados a patdégeno”
(PAMP) (p ex. LPS, peptideoglicano, éacidos lipoteicdicos, mananos, DNA das
bactérias, RNA de dupla-fita e glucano) e os receptores do sistema da imunidade
inata que estdo envolvidos no reconhecimento do padrédo (PRR). Estes receptores
estdo expressos em muitas células efetoras do sistema inato, tais como macrofagos,
células dendriticas e células B — as células “profissionais” de apresentacdo de
antigeno. Os LPS-PRRs reconhecem LPS de bactérias Gram-negativas e alertam o
sistema imunologico sobre a presenca das bactérias (DEMBIC, 2000).

O principal mecanismo pelo qual o LPS atua é através de um complexo com a
proteina ligadora de LPS sinalizando através de receptores Toll-like 4 (TLR-4), uma
proteina transmembrana que é predominantemente ativada pelo LPS. A sinalizacéo
intracelular depende da ligacdo do dominio intracelular do TLR-4 ao IRAK (IL-1
receptor-associated kinase), um processo que é facilitado por proteinas

adaptadoras, entre elas a MyD88 (myeloid differentiation protein 88).
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Posteriormente, ocorre ativacdo do TRAF6 (TNF-receptor activated factor-6) que
coordena a fosforilagdo do IkB, inibidor do fator nuclear kappa B (NF-kB), por ativar
o complexo IKK (IkB quinase) (COHEN, 2002, SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY,

2004) conforme mostrado na figura 5.

LPS/PG/HMGB-1 IL-1

TLR’—h [L-IRH-\H-IR.-\.-P
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Figura 5. Familia de proteinas Toll-like, ligacdo do LPS no receptor e
sinalizacao celular desencadeada (Adaptado de SORIANO, 2006).

A fosforilacdo do IkB pelo IKK leva a sua degradacdo por proteassoma; o
dimero NF-kB citosélico € entéo liberado e translocado para o nucleo da célula, onde
inicia a transcricdo de diversos genes cujos produtos sdo reguladores da resposta
inflamatéria (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004, COHEN, 2002). Além da
fosforilacdo do IkB, o IKK também regula a transcricdo por fosforilar diretamente
proteinas do NF-kB (GHOSH & HAYDEN, 2008). A parte a estes mecanismos, as
células também podem responder ao LPS através de receptores intracelulares
denominados NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) (INOHARA et al.,
2001, Cohen, 2002), resultando na ativacdo de mondcitos e macrofagos. Estas
células ativadas liberam grande quantidade de citocinas, principalmente de TNF-a
(SAKAGUCHI & FURUSAWA, 2006), que pode ser considerado o mediador principal
gue ativa o processo de sepse (HAVEMAN et al., 1999; COSTELLO et al., 2003).
Em meados de 1970, descobriu-se o TNF como resultado de longas pesquisas
sobre mecanismos que caracterizavam o0s efeitos autoimunes induzidos por
endotoxinas (OLD, 1988, CARSWELL et al., 1975). Entretanto, somente apo0s a
clonagem dos genes para o TNF em 1984-1985 (PENNICA et al., 1984, WANG et
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al., 1985) € que as investigacdes sobre seus efeitos tornaram-se mais claras. O
envolvimento do TNF como mediador do choque endotoéxico foi descrito inicialmente
por Beutler, (1990) e Tracey, (1992), os quais demonstraram que a imunizacao
passiva contra o0 TNF protegia ratos dos efeitos letais das endotoxinas, como
hipotenséo ou taquicardia.

O LPS também pode se ligar a CD14 soluvel, e este complexo
subsequentemente interage com receptores de células endoteliais (ULEVITCH &
TOBIAS, 1995). Considerando que células endoteliais ativadas liberam mediadores
inflamatorios, como IL-1 e IL-6, eicosandides, espécies reativas de oxigénio (ERO),
fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e 6xido nitrico (NO), produtos da parede celular
bacteriana interagem e ativam o sistema complemento e também a cascata de
coagulacéo, danificando a superficie do endotélio. Durante a ativacdo do endotélio a
expressao de moléculas de adesado é aumentada, e granuldcitos polimorfonucleares
se tornam ativados e se acoplam ao endotélio (HAVEMAN et al., 1999). Os
granuldcitos ativados liberam ERO e proteases, com o intuito de inativar
microorganismos. Porém, esses produtos podem também danificar as células
endoteliais (WEISS, 1989, VICTOR et al., 2004), fomentando os danos
hemodinamicos do choque.

Dada a existéncia de muitas variaveis para os estudos clinicos, modelos
animais sado considerados de suma importancia para o entendimento dos
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na sepse, e 0s experimentos em animais
tém contribuido significativamente para a compreensdo de muitos aspectos da
sepse e do choque séptico, alem de servirem como testes preliminares para novas
terapias antes de tentativas clinicas (RITTIRSCH et al., 2007).

Em funcéo das alteracdes celulares e sistémicas provocacas pelo LPS, injecdes
desta endotoxina ou de bactérias viaveis sdo modelos h& muito utilizados devido a
sua simplicidade e alta reprodutibilidade, mimetizando varios efeitos observados em
pacientes sépticos (TITHERADGE, 1999). O LPS induz hipofagia, perda de peso e
hipolocomocéao, sintomas coletivamente relacionados a prostragdo (CONNOR et al.,
2002).

As endotoxinas, como o LPS, adicionalmente sdao um importante fator na relagcéo
entre toxemia e hepatotoxicidade, na qual ha envolvimento das células de Kupfer,
que sdo alvos comuns de agentes toxicos (SAKAGUCHI & FURUSAWA, 2006).
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Como o figado é o principal 6rgdo integrador do metabolismo, em condi¢cdes
patolégicas como no choque endotdxico, a homeostasia é prontamente afetada.

1.5. Disfuncgbes hepaticas na sepse

A sepse geralmente pode progredir para faléncia de mudltiplos 6érgéos e
sistemas (BONE et al., 1997). A SIRS evolui freqientemente com disfuncédo de
orgaos, e praticamente todos os pacientes em sepse apresentam disfuncdo de
orgaos, ou em pelo menos um 6rgéo, na evolucédo da doenca. O figado é o segundo
orgao mais afetado na sepse, sendo os pulmdes os primeiros. Sabe-se que as vias
metabdlicas na sepse sao alteradas (BEAL & CERRA, 1994), pois estudos tem
demonstrado que a injecdo de LPS em animais leva a queda ou aumento de
producdo de metabdlitos, dependendo do caso e via envolvida (PASTOR & SUTEr,
1999).

Assim como outras disfuncdes organicas desencadeadas pelo processo
séptico, a disfuncdo hepatica pode ser secundaria a interferéncia direta sobre o
funcionamento celular ou hipoperfuséo tecidual. Em paralelo, a disfuncéo hepatica e
a consequente queda na depuracdo de varias substancias podem acentuar a
resposta inflamatoria ao retardar a depuracéo de endotoxina e/ou de citocinas. Uma
caracteristica importante da disfuncéo hepatica € sua contribuicdo a hiperlactatemia,
que na sepse € multifatorial. Os principais fatores que contribuem para a
hiperlactatemia sdo queda acentuada da perfusédo tecidual, inibicdo da piruvato
desidrogenase e diminuicdo da depuracdo do lactato pelas células hepaticas.
Embora a disfuncdo hepatica isoladamente ndo seja responsavel pela
hiperlactatemia na sepse, pode contribuir para sua manutencédo ou pelo atraso de
sua normalizacédo (PASTOR & SUTER, 1999).

Vary & Kimball, (1992), verificaram durante a sepse experimental por LPS que
concentragcfes plasméticas de proteinas hepéticas como proteina C reativa, anti-
tripsina e fibrinogénio estavam aumentadas. Essas proteinas sao de fase aguda e
modulam func¢des imunologicas, reparam a lesdo tecidual e possuem um efeito
protetor sobre a lesdo induzida pelo LPS e pelo TNF-a. O aumento no transporte de
aminoacidos nos hepatOcitos € necessario para sustentar a sintese dessas
proteinas. Em constraste, concentracbes de albumina e transferrina foram

diminuidas pelo LPS (OHTAKE & CLEMENS, 1991). A producdo hepatica de uréia
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foi aumentada pelo aumento do consumo de aminoacidos depois do catabolismo de
proteinas dos tecidos periféricos (OHTAKE & CLEMENS, 1991).

Numerosas alteragbes no metabolismo da glicose sao descritas. A
glicogendlise inicialmente estimulada pelo aumento da disponibilidade de
aminodacidos e de lactato é também reduzida pela atividade de enzimas limitantes da
via, como a fosfoenolpiruvato quinase (PEPK), que tem sua atividade reduzida pelo
LPS. Em ratos com peritonite a atividade da fosfofrutoquinase foi estimulada devido
a rapida acumulacao de frutose 2,6 bifosfato, que € o mais potente regulador da
gliconeogénese. Assim as hexoses sao preferencialmente canalizadas para a via da
glicdlise ao invés da (gliconeogénese (HILL & MCCALLUM, 1991).
Consequentemente, como a glicose esta limitada, a hipoglicemia severa pode
ocorrer. A disponibilidade de glicose também pode modificar a resposta inflamatoria
do figado, porque nas células de Kupfer, a liberagdo de IL-1 € baixa quando as
células sdo incubadas em meio deficiente de glicose (ORLINSKA & NEWTON,
1993).

A reducéo da biotransformacao é outra alteracdo hepatica durante a sepse.
Citocinas e o NO tem sido demonstrados como redutores da atividade de muitas
enzimas do CYP450. Ainda, diminuicdo do fluxo da bile e diminuicdo da excre¢éo da
bile prejudicam a eliminacdo de varios compostos quimicos e metabdlicos
(MOSELEY, 1997).

O figado € um potente scavenger de LPS, bactérias e citocinas. Depois de
injecdo de uma alta dose da toxina em modelos murinos, muitas das endotoxinas
sado fagocitadas por células de Kupfer. Hepatocitos podem “limpar” e diretamente
eliminar a endotoxina na bile. O figado também remove bactérias do sangue, mas o
clearance de bactérias é modificado pelo local de injecdo e por doencas pré-
existentes no figado (DeCAMP et al., 1992).

Em cées conscientes injetados com LPS, a producao de TNF-a foi verificada
aumentada no figado. Aléem de TNF-q, a injecdo de LPS aumenta a producéo de IL-1
em células de Kupfer (McGUINNESS et al., 1996). Em figados intactos, 0 RNAm de
IL-1a/ aumentou significantemente 1-2 h depois da injecdo de LPS, enquanto o
RNAmM do antagonista do receptor IL-1 (IL-1ra) teve pico em 2-4 h depois. Deste
modo, células de Kupfer produzem citocinas pro-inflamatorias e antiinflamatérias. O

figado também participa do clearance de citocinas. Deste modo, este 6rgdo tem
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papel-chave na resposta inflamatéria durante a sepse pela producédo e clearance
dessas citocinas (ANDUS et al., 1991).

Como supracitado, numerosas funcdes hepaticas sdo modificadas na sepse
experimental, essas modificacbes podem ser benéficas ou maléficas. Por um lado,
durante a fase aguda ha scavenging de bactérias e LPS e clearance de citocinas,
gue podem ser benéficos diminuindo o processo inflamatério. Por outro lado, a
diminuicdo na biotransformacdo e a hipoglicemia podem ter conseqiéncias

desastrosas.

1.6. Tratamentos disponiveis para a sepse

Apesar da grande quantidade de investigacdes e de relatos sobre SIRS,
sepse e sindromes correlatas nos udltimos anos, e do indiscutivel melhor
entendimento sobre as suas respectivas patogéneses, a abordagem inicial da sepse
continua sendo predominantemente de suporte. Na suspeita de SIRS, se nenhum
outro importante evento nao infeccioso € detectado, a conduta tomada é orientada
para a sepse. Ou seja, além das medidas de suporte de vida, quando indicadas,
outras medidas sdo tomadas de acordo com a gravidade de apresentacdo da
respectiva sindrome (CARVALHO & TROTTA, 2003).

Os limites que separam a sepse da sepse grave, e esta do choque séptico ou
da disfuncdo de multiplos 6rgdos ndo sdo claramente detectados na pratica clinica
(BONE, 1996, PROULX et al., 1996). No processo de evolucdo da resposta
inflamatdria da sepse ocorrem fendmenos cardiovasculares, como hipovolemia,
vasodilatacdo periférica, depressdo miocardica, aumento da permeabilidade
endotelial e hipermetabolismo. A terapia proposta ao séptico inclui ressuscitacao
volumétrica vigorosa. Também, o uso da dopamina € indicado como primeira
escolha de terapia inotrépica, no lugar da dobutamina (CARCILLO & FIELDS, 2002).

Os antimicrobianos (AMs) sdo 0s agentes mais especificos e acessiveis para
o tratamento do paciente com infeccdo, embora representem uma abordagem
somente parcial do problema (BOCHUD et al., 2001). Podem ser mais Uteis no
tratamento de estagios clinicos precoces da sepse, antes que a producdo sequencial
dos mediadores do hospedeiro determine estagios mais adiantados na cascata
inflamat6ria, com eventuais danos teciduais graves (BOCHUD et al., 2001). Terapias

empiricas com AMs tém sido recomendadas, especialmente em pacientes com
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sepse grave e choque séptico. Uma das tentativas de melhora da eficiéncia
antibiotica é o aumento da imunidade inata, pelo aumento do nimero de leucdcitos.
No estudo de Root e colaboradores, o uso precoce de filgrastima em pacientes
adultos, apesar de ter obtido o efeito esperado da droga (aumento de leucdcitos até
75.-109 cel/L), ndo modificou a mortalidade dos pacientes em 28 dias (ROOT et al.,
2003). A maioria dos pesquisadores concorda que melhores taxas de sobrevida em
pacientes com sepse grave sO poderdao ser atingidas com terapias adicionais as
terapias antimicrobianas convencionais. Quanto mais se conhece a complexidade e
a interdependéncia dos mecanismos fisiopatoldgicos da sepse, mais se buscam
estratégias terapéuticas com base em substancias que modulem ou interrompam os
efeitos dos mediadores endogenos e exdgenos da sepse (CARVALHO & TROTTA,
2003).

Os agentes que se ligam ou que neutralizam os componentes da parede
celular bacteriana (anticorpos antiendotoxina, antiproteina de ligacdo de
lipopolissacarideos, antireceptores CD14, antiproteina de aumento de
permeabilidade) ou aqueles que modulam a resposta imediata do hospedeiro a
esses produtos téxicos (pentoxifilina, amrinona) ndo se mostraram muito validos
para o tratamento da sepse (CARVALHO & TROTTA, 2003). Sabe-se hoje que a
producdo de oxido nitrico (NO, vasodilatador enddgeno), é responsavel por alguns
dos efeitos nocivos da resposta inflamatéria sobre os 6rgaos-alvo (vasodilatacao e
hipotensao, e depressédo miocardica no choque séptico). Ele é produzido a partir da
L-arginina, com o auxilio da NO sintase (NOs), sendo que a sua inibi¢cdo ou bloqueio
€ uma das estratégias terapéuticas para minimizar esses efeitos. Embora a inibicéo
da INOS em animais com sepse possa levar a normalizacdo da pressao arterial,
pode determinar também outros efeitos indesejaveis, tais como a reducdo do indice
cardiaco e aumento de pressdo pulmonar. Imagina-se que o inibidor da NOs - L-
NAME (Nitro-L-arginina metil-ester) deva também inibir os efeitos benéficos do NO, e
que apenas em situacdes de superproducdo de NO poderia haver um real beneficio
desse agente. (CARVALHO & TROTTA, 2003). A estratégia terapéutica de utilizacao
de inibidores da NOs nédo esta suficientemente testada em humanos, e nenhuma
correlacdo entre seus efeitos hemodinadmicos e a taxa de sobrevida na sepse foi
estabelecida (CARVALHO & TROTTA, 2003).

O processo de ativacao e degranulacdo de polimorfonucleares causado pelos

mediadores inflamatérios determina uma grande producdo de radicais livres.
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Acredita-se que os antioxidantes endégenos (vitaminas C e E, 3-caroteno, catalase
e superdxido-dismutase) seriam insuficientes para neutralizar essa explosdo de
radicais livres e evitar o dano celular na SIRS. Estudos de sepse em modelos
animais ja mostraram efeitos benéficos de tratamento com enzimas antioxidantes
sobre espécies reativas de oxigénio (superéxido-dismutase e catalase) (SAEZ-
LLORENS & McCRACKEN, 1993, RIVERS et al., 2001). Outras terapias com
agentes antioxidantes (a-tocoferol, dimetilsulfoxido, coenzima Q10, N-acetilcisteina,
glutationa, alopurinol, entre outras) estdo em avaliacdo através de estudos em
animais, com resultados ainda inconclusivos (RIVERS et al, 2001). Considera-se
gue os produtos resultantes do metabolismo do acido araquidénico pelas vias da
cicloxigenase e da lipoxigenase, tais como prostaglandinas e tromboxanas, parecem
desempenhar papel consideravel nos 6rgdos-alvo quando da evolucdo da resposta
inflamatoria e da disfungédo de 6rgdos (BERNARD et al, 1997). Varios inibidores da
cicloxigenase, conhecidos como antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES), parecem
ter efeito benéfico em pontos especificos da cascata inflamatéria e na sobrevida de
animais, pois a intervencdo em qualquer passo da sequéncia dos eventos
fisiopatoldgicos que caracterizam a resposta inflamatoria sistémica da sepse, no
sentido de modular essa reacdo do hospedeiro, parece ser a estratégia terapéutica
com maiores perspectivas de mudar os resultados desalentadores da progresséao da
sepse. (CARVALHO & TROTTA, 2003)

1.7. Flunixin Meglumine (FM)

O flunixin meglumine (Figura 6), um &cido aminonicotinico, € um antiinflamatorio
nao esteroidal (AINE) usado somente em Medicina Veterinaria. Seu uso foi aprovado
pelo Food and Drug Adminsitration (FDA) para algumas espécies, como equinos e
bovinos. A indicacdo priméria consiste no tratamento de enfermidades musculo-
esqueléticas e colicas, em funcdo de seu efeito antiinflamatoério, propiciado pela
inibicdo da enzima cicloxigenase (COX) e consequente inibicdo da formacdo de
mediadores inflamatorios (TASAKA, 2006).
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Figura 6 . Formula estrutural do flunixin meglumine.

(Fonte: http://www.chemblink.com/structures)

Outras aplicacdes também lhe s&o atribuidas, como nos casos de choque
endotéxico em equinos e bovinos, pelos efeitos antiinflamatdrios e pela analgesia
visceral que produz. O FM vem sendo utilizado em choque séptico também em
pequenos animais, especialmente em cées, e em algumas espécies selvagens,
como aves. O fundamento do uso deste AINE em endotoxemia consiste em seu
efeito inibitério sobre TXs e prostaciclinas, que sdo responsaveis por algumas das
alteracdes cardiovasculares e metabdlicas presentes nesta enfermidade (TASAKA,
2006). A aplicacao de flunixin meglumine no tratamento do choque endotoxico em
equiinos causa significante supressdo na geracdo plasmatica de tromboxano e
prostaglandina F1-a (PGF1-a). Na dose de 0,25 mg/kg provocou, em cavalos pré-
medicados, significativa supressdo nos indices de lactato sangiineo (EMMA &
NATHANIEL, 2002), que € um bom parametro indicador da gravidade da toxemia
(CICARELLI et al., 2006). Alguns trabalhos sugerem que 0s mecanismos anti-
toxémicos do flunixin sdo independentes da COX (LITTLE et al.,, 2007a). Estes
mecanismos ndo estdo, no entanto, bem estabelecidos e ha indicativos de efeitos
reguladores do estresse oxidativo celular, da fosfatidil-inositol-3’-quinase, do
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa e do NF-kB (LITTLE et al., 2007b). Embora
as vias metabdlicas hepaticas sejam alteradas em sepse e choque (HARDIE et al.,
1983), ndo ha também descricdo das interferéncias do FM sobre as mesmas.

Considerando a gravidade da condicédo clinica de pacientes acometidos por
choque endotoxico, outras terapias tém sido testadas. A exemplo destas, inibidores
da NOs e antiinflamatorios esteroidais, como a metilprednisolona. Ha controvérsias
quanto a reducdo da mortalidade também com relagdo ao uso deste ultimo farmaco
(WANG et al., 2004; CICARELLI et al., 2006;). Terapia com drogas anti-trombéticas
em modelos animais de sepse a principio mostrou-se benéfica, embora a extenséo

dos beneficios nas diferentes espécies e humanos ndo esteja estabelecida
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(HOOPER & BATEMAN, 2005). Ha controvérsias, portanto, quanto a terapia em
endotoxemias, inclusive das drogas antiinflamatdrias flunixin meglumine e
metilprednisolona com relacdo a dose adequada, em que fase iniciar o tratamento,
qual é a duracdo necessaria do tratamento e sua eficacia em reduzir a mortalidade.

As informacgfes anteriores mostram que ha indicagdo para o uso do FM em
outras situacdes clinico-veterinarias além do choque ou sepse. No entanto, alguns
profissionais sdo resistentes ao seu uso em funcdo dos efeitos colaterais. Via de
regra, o0 FM nédo deve ser administrado por mais de 3 dias em caes ou 5 dias em
equinos. Como os demais AINES, produz efeitos colaterais gastrintestinais quando
utilizado por varios dias, inclusive com formacao de Ulceras de cdlon ou estdbmago
(FORNEY, 2007, LUNA et al., 2007). Por esta razdo, é usado em combinacdo com
omeprazol, sucrafato e cimetidina, e a combinag¢do com outros AINES ou corticoides
deve ser evitada (FORNEY, 2007). Outros efeitos colaterais podem incluir lesdes
hepaticas e alteracdes na coagulacdao (FORNEY, 2007, LUNA et al., 2007).
Adicionalmente, sua administracdo em cavalos com endotoxemia provocou
alteracdes tardias (24 — 72 h) na concentracdo de testosterona sérica (DANEK,
2006).

Finalmente, ao considerarmos: 1) que a resposta organica a presenca de
endotoxinas envolve inflamacdo, estresse oxidativo, alteracbes celulares e
metabdlicas de modo ciclico e progressivo; 2) que a auséncia de tratamento efetivo
€ um importante fator que contribui para a alta mortalidade no choque séptico
(RIEDERMANN et al.,, 2003); 3) que o flunixin meglumine apresenta potencial
terapéutico nesses casos; e visando preencher as lacunas acerca de seus efeitos no
metabolismo hepatico, estresse oxidativo e inflamacao durante endotoxemias, € que

o presente trabalho foi delineado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar a acdo anti-endotéxica do flunixin meglumine (FM) em modelo de
toxemia induzida por LPS em ratos e a possivel atuacdo da droga nas vias

metabdlicas hepaticas e no estresse oxidativo

2.2. Objetivos Especificos

Investigar a natureza do estresse oxidativo e suas implicagdes no
desenvolvimento da sepse e a acdo do tratamento com FM através da mensuracéo
da:

a) Capacidade redutora do radical DPP+ pelo FM;
b) Niveis de peroxidagéo lipidica e de glutationa (GSH);

c) Atividade das enzimas superoxido-dismutase (SOD) e catalase (CAT).

Verificar a fungdo hepatica durante a sepse e a acdo do tratamento com FM
através de experimentos de andlises bioquimicas séricas (ALT, AST e uréia) e de
perfusdo hepatica, verificando:

a) Glicdlise: pela producao de lactato e piruvato;

b) Neoglicogénese: pela producao de glicose;

c) Ureagénese: pela producdo de amdnia e uréia,

d) Consumo de oxigénio.
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Abstract

Sepsis leads to death of hepatocytes and impairment of liver function. Oxidative
stress was identified as an important factor on its development. Although
NSAIDS are not the indicated drugs for sepsis treatment, some of them have
shown antioxidant capacity. The aim of the present study was to evaluate the
actions of the NSAID flunixin-meglumin (FM) on the changes caused by LPS-
induced sepsis in several variables. Flunixin-meglumine (FM) has been widely
used in the veterinary clinics during sepsis treatment. The variables to be
measured include plasma levels of hepatic enzymes, hepatic histological
characteristics, hepatic antioxidant enzymes and several metabolic fluxes. The
latter comprised gluconeogenesis, ureagenesis and oxygen consumption. Groups
treated with saline or FM, 1.1 or 2.2 mg kg, 2 h before or 2 h after LPS
inoculation were evaluated. Liver damage in sepsis was indicated by histological
changes and increased plasma levels of alanine aminotransferase and aspartate
aminotransferase. Furthermore, the increased catalase and superoxide dismu-
tase activities and the enhanced lipid peroxidation were indicative of oxidative
stress. Pre-treatment of the animals with FM decreased these variables and
increased the hepatic availability of reduced glutathione. Consistently, FM was
found to have antioxidant activity by reductive DPP+ radicals in vitro. Treatment
of rats with FM before LPS inoculation normalized glucose production and partly
restored ureagenesis. These results show that LPS induces oxidative stress and
that it is able to affect liver metabolism. Furthermore, the antioxidant properties
of FM could be co-responsible for restoring the liver functions by preserving the

hepatocyte integrity.

Keywords: sepsis, LPS, liver, oxidative-stress, flunixin meglumin

36



1. Introduction

Sepsis is considered a systemic inflammatory disorder which includes
pathological changes such as endothelial damage, increased microvascular
permeability, platelet aggregation, local blood flow reduction and ischemia-
reperfusion injury [1]. Excessive inflammatory response may result in tissue
injury which may lead to multiple organ injury and/or failure [1-4].

Multiple organ failure derived from sepsis is associated with an even higher
mortality that increases substantially with the number of organs involved [5].
The liver is the second most commonly affected organ in sepsis/multiple organ
failure and the development of this hepatic dysfunction is usually fatal [6].
Changes in liver functions such as gluconeogenesis and ureagenesis have been
described [7-9]. Disturbances in these pathways may worsen the clinical
condition of sepsis [9].

Microcirculatory failure resulting from the recruitment and activation of
neutrophils is considered to be a critical event in the development of liver injury
during sepsis [10]. Although neutrophils make an important contribution to the
elimination of invading microorganisms, these phagocytic cells can also cause
tissue damage that results from the overproduction of reactive oxygen species
(ROS) and inflammatory mediators [11].

Regarding ROS, lipopolysaccharide from Gram-negative bacteria (LPS) can
activate macrophages and Kupffer cells, causing the generation of free radicals,
including the superoxide anion (**0,), hydrogen peroxide (H,0,) and the hydroxyl
radical (*OH), leading to oxidative damage in many tissues, including the liver
[12]. NO can react with *0, to form the peroxynitrite anion (ONOO®"), which
oxidizes sulfhydryl groups and generates °*OH [13]. This may also precipitate
circulatory failure, which is associated with a substantial increase in mortality
[14]. Therefore, ROS, and particularly the superoxide anion, have been described
as holding an important role in the pathogenesis of sepsis [15].

Besides the generation of ROS, LPS also induces the production of a variety of
inflammatory mediators including cytokines such as interleukin-1 and tumor
necrosis factor. The levels of TNF-a are particularly high during the first hours of
sepsis [16-18]. These mediators amplify the inflammatory response inducing the

expression of molecules such as nitric oxide synthase (which generates even
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more NO) and cyclooxigenase (COX-2, which generates vasodilatatory prosta-
glandins) [19-22].

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID), which inhibit COX-2 and
therefore prostaglandin synthesis, do not seem a useful therapeutic approach
during sepsis [23] due to the variety of inflammatory mediators produced in this
condition. However, flunixin-meglumine (FM), a well known NSAID, has been
successfully used in the veterinary clinic to treat endotoxemia [24-26]. There is
evidence that anti-toxemia mechanisms of some anti-inflammatory drugs, such
as FM, are independent of COX inhibition [27]. Besides this, little mechanistic
information is available, but a recent work suggests that NSAIDS have the
capacity of scavenging free radicals and act as powerful antioxidants in the body
[28].

In this study we have analysed the effect of pre- and post-treatment of
animals with FM in sepsis induced by the intraperitoneal injection of LPS, with
particular focus on the liver functions. We have investigated if FM treatment can
reduce hepatocyte damage and if this reduction involves an antioxidant
mechanism. Also, we evaluated the effectiveness of the FM in restoring
gluconeogensis and ureagenesis, essential pathways in the metabolic

homeostasis.

38



2. Materials and Methods

2.1. Animals

Adult male Wistar rats weighing 180-220 g were used in all experiments.
Animals were housed at 22 + 1°C under a 12 hour light-dark cycle, and had free
access to standard laboratory food (Purina®) and tap water. The experiments
were conducted following the recommendation of the Brazilian Law 6638, for the
scientific management of animals and the procedures were approved by the
Institutional Animal Ethics Committee (CEEA, certificate 279).

2.2. Experimental design

FM (Banamine® - Schering-Plough Laboratory) was dissolved in phosphate-
buffered saline (PBS) pH 7.4 and administered intraperitoneally (i.p.) at doses of
1.1 or 2.2 mg kg (ANADA 200-308, FDA), 2 h before (pre-treatment) or 2 h
after receiving i.p. 10 mg kg™ LPS (E. coli, 0111:B4, Sigma, USA). Control
groups received only LPS, only FM at the same doses described before or PBS.
Six and twelve hours after LPS injection (considered as time 0) animals were
deeply anesthetized with i.p. injection of sodium thiopental (50 mg kg™) and
blood samples were collected from the cava vein using heparinized syringes to
evaluate plasmatic urea and the activities of alanine aminotransferase (ALT) and
aspartate aminotransferase (AST). At 12 h time point, the liver was also
removed for the histological analyses and to evaluate the superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) activities, lipid peroxidation and reduced glutathione
(GSH) levels.

2.3. Blood sample processing and assays

Plasma samples were prepared by centrifugation at 3000 g for 10 min and
stored at -70°C. Measurement of the plasma urea concentration and the
activities ALT and AST were performed using commercial kits from Labtest

Diagnostica (Lagoa Santa, Brazil).
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2.4. Tissue preparation for light microscopy

Samples of liver tissue were prepared as described before [29]. Briefly,
samples were fixed in metacan solution (methanol 60%, chloroform 30% and
acetic acid 10%) for 3 h at room temperature and then dehydrated in a graded
series of ethanol before paraffin embedding (for 2 h at 58°C). Thin sections (4
Mm) were stained with hematoxylin and eosin [30, 31] and analyzed under light

microscopy.

2.5. In vitro evaluation of the DPP+ reductive activity of FM

The reactivity of FM with the stable free radical 2,2-diphenyl-1-picrilhidrazil
(DPPH) was measured according to the method described by Cheng [32], with
few modifications. The system consisted of 750 pL of test solution (FM 10-1000
mg mL™) and 250 pL of methanol solution of DPPH (40 pug OmL™). After 5 min,
the decrease in absorbance was measured at 517 nm. A solution with the
reducing agent ascorbic acid (AA, 50 ug OmL™) was used as positive control and

distilled water as negative control.

2.6. Determination of superoxide-dismutase and catalase activity

For the determination of the SOD and CAT activities, liver samples were
homogenized in phosphate buffered solution (0.1 M K;HPO,4 and 0.1 M KH,PQO,)
pH 6.5 at a ratio of 1:10 (200 milligrams of tissue to 1.8 mL of phosphate buffer)
in a Politron homogenizer at 25000 rpm and centrifuged at 9700g for 20 min at
4°C. The SOD activity was measured by the ability of this enzyme to inhibit
pirogallol self-oxidation [33]. The reaction was monitored in a microplate reader
Sunrise Remote model (Tecan Deutschland GMBH, Germany) at 440 nm. The
concentration of enzyme that inhibited the reaction by 50% (ICso) was defined as
one unit of SOD, and expressed as units of SOD per mg total protein (U SOD per
mg protein™).

The CAT activity was measured according to Aebi [34]. The reaction was
monitored for 60 seconds at 240 nm in a spectrophotometer Model Ultrospec

4300 pro (Amersham Biosciences).
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2.7. Lipid peroxidation

The lipid peroxidation rate was measured by the FOX-2 method [35] which
quantifies the formation of lipid hydroperoxides during peroxidation. Briefly, liver
samples were homogenized in methanol (200 milligrams tissue in 1.8 mL
methanol) in a Politron homogenizer at 25000 rpm and centrifuged at 5000g for
5 min at 4°C. The absorbance of the supernatant was measured at 560 nm in a

spectrophotometer model Ultrospec 4300 pro.

2.8. Reduced glutathione (GSH) levels

GSH levels were measured using the method described by Sedlak [36] which
quantifies the formation of 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)-sulfidryl groups
by a colorimetric assay. A sample of tissue (100 mg) was homogenized in 900 pl
of 0.1 M phosphate buffer pH 6.5 and the supernatant was incorporated with
5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) as reaction mixture. Absorbance was
measured at 412 nm in a microplate reader using reduced glutathione as an

external standard.

2.9. Liver perfusion

The perfusion technique previously described by Scholz [37] was used. The
perfusion fluid was Krebs—-Henseleit-bicarbonate buffer, pH 7.4, containing
0.025% bovine serum albumin and saturated with an oxygen-carbon dioxide
mixture (95:5%). The fluid was pumped through a temperature-regulated (37°C)
membrane oxygenator prior to entering the liver via a cannula inserted in the
portal vein. The perfusion flow was constant in each individual experiment and
adjusted between 29 and 30 ml/min. Eighteen-hour fasted rats were submitted
to the same protocol described earlier, with LPS injected at 9 h p.m. The
perfusion experiments were done 12 h later, i.e., at 9 h a.m. The experimental
protocol is illustrated by Figure 6. After a short pre-perfusion period, 2.5 mM
alanine was infused as a gluconeogenic, ammoniagenic and ureogenic substrate.
For the analytical procedures, samples of the effluent perfusion fluid were

collected at 2-min intervals during the whole perfusion time and analyzed for
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glucose, lactate, pyruvate, urea and ammonia. All these metabolites were
assayed employing standard enzymatic procedures [38]. The oxygen concentra-
tion in the outflowing perfusate was monitored continuously employing a teflon-
shielded platinum electrode adequately positioned in a plexiglass chamber at the
exit of the perfusate [39]. Metabolic rates were calculated from input-output

differences and the total flow rates and referred to the wet weight of the liver.

2.10. Statistical Analysis

Statistical analyses consisted in one way ANOVA followed by Tukey’s test for
multiple comparisons. The data of the liver perfusion experiments were analyzed
by two way ANOVA with post-hoc Bonferroni multiple range testing and Newman
Keuls test for multiple comparisons using the Graph Pad Prism 5.0 program.

Differences were considered significant when p < 0.05.
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3. Results

3.1. Effect of FM on plasma levels of enzymes and urea

Plasma levels of AST and ALT at 0, 6 and 12 h after LPS injection were
measured in order to determine at which time the hepatic changes were more
prominent. The results are shown in Figure 1A. Both the levels of AST and ALT
were significantly increased 12 h after LPS injection while no difference was
observed at 6 h. For this reason, all subsequent parameters were analyzed at 12
h after LPS injection.

The administration of FM alone (1.1 or 2.2 mg kg™) to rats did not change the
plasma levels of AST, ALT and urea compared to vehicle administration (data not
shown). The AST and ALT increases caused by LPS injection, which were 108.7%
and 142.6% above the control values, respectively, were accompanied by an
increase of 146.8% in the plasma urea concentration (Figure 2B-D). Pre-
treatment with FM, as revealed by Figures 2B and 2C, reduced the increments
in the plasma levels of both AST and ALT. The first one was reduced by 36% and
31%, respectively, by FM 1.1 and 2.2 mg kg, whereas the latter was reduced
by 43% and 46%, respectively. The lower dose also reduced the urea levels by
51% (Figure 2D). Post-treatment with FM, on the other hand, was much less
effective. Although a tendency toward reduction was seen for all cases, only the

plasma levels of AST were significantly reduced (30%) at the higher dosis.
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Figure 1. Effects of FM on the plasma levels of enzymes and urea after
sepsis induction. Animals were injected with phosphate-buffered saline
(vehicle, V) or LPS (10 mg kg™). The treatment with FM (1.1 mg kg™ or 2.2 mg
kg was done 2 h before (FM-pre) or 2 h after (FM-post) the injection of LPS.
Panel A shows the time-course of alanine aminotranferase (ALT) and aspartate
aminotranferase (AST) in the plasma following LPS injection. The following
panels show the effect of the FM treatment on the plasma levels of AST (B),
ALT(C) and urea (D). Points or bars represent the means £ mean standard errors
(n = 5). Symbols: *, statistically different from the LPS-injected group; *
statistically different from the vehicle-injected group (*p < 0.05, **p<0.01,

***¥p<0,001, **#p<0.001).

3.2. Histological analyses

In a histological analysis of the liver from the animals after the different
treatments, vehicle-treated animals showed normal hepatocytes and no un-
specific alterations. The administration of FM alone did not change this pattern.
Figure 2A-C illustrates the histophatological changes seen 12 h after LPS

injection and the effect of the treatment with FM. A semi-quantitative scoring of
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these modifications is also shown in Table I. Macroscopically, livers from
endotoxemic animals showed a perceptible paleness after 12 h. Microscopically,
several changes were observed indicating hepatic lesions after LPS
administration, such as apoptotic cells and lobular migration of leukocytes,
outbreaks of visible necrosis and tumefacted cells (Figure 2A, Table I).

The treatment with the higher dose of FM, but not at lower dose, 2h after the
LPS injection significantly reduced leukocyte infiltration but not the outbreaks of
necrosis and apoptosis. Conversely, the pre-treatment with FM was very effective
in attenuating the hepatotoxicity induced by LPS in the liver, especially at the
lower dose. Leukocyte infiltration was reduced in both doses and in lower dose

the outbreaks of necrosis were abolished (Figure2C).
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Figure 2. Histopathological changes induced by LPS in the liver tissue (12
h after injection) and the effects of FM. Sections were prepared and stained
with hematoxylin and eosin as described in Materials and Methods (400x
magnification). In A, section from LPS-treated rats; arrow 1 indicates apoptotic
cell, area 2 delimits great outbreaks of necrosis, arrow 3 indicates tumefaction
and arrow 4 indicates microsteatosis. In B, section from normal rats. In C,
sections from animals treated with FM (1.1 mg kg™) 2 h before LPS injection, in

which outbreaks of necrosis caused by LPS were abolished.
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Table 1

Histopathological changes caused by LPS and action of FM pre- and post-
treatment at 12 h. Semi-quantitative scoring of the light microscopy
observations of hepatic tissue sections stained with hematoxylin-eosin as
illustrated by Figure 2.

FM pre- FM post-
Alterations LPS treatment treatment
1.1 mg 2.2 mg 1.1 mg 2.2 mg
kg™ kg™ kg™ kg™
Drop-like microsteatosis + + +
Apoptosis ++++ ++ ++++ ++
Necrosis outbreaks ++++ +/++ ++++ ++
Po_rtal mononuclear . 4 .
infiltrate
Portal polymorphonuclear it it
infiltrate
!_ol_aular mononuclear . .
infiltrate
!_opular polymorphonuclear it it
infiltrate
Tumefaction +
Hepatocytolysis + +

3.3. Evaluation of the DPP+ reductive activity of FM

FM was effective in preventing, partly at least, the LPS-induced alterations in
cell integrity and plasma enzymes. Since it is believed that oxidative stress can
be a determinant factor in the induction of these changes, the DPP+ reductive
activity capacity of FM was evaluated. The results are shown in Figure 3. FM
presented reductive activity in the concentration range of 100 to 1000 pg mL™.
An activity similar to that of the positive control ascorbic acid was found for the
FM concentrations of 300 and 1000 yg mL™.
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Figure 3. Evaluation of the DPP+ reductive activity of FM in the range
between 10 and 1000 pg/mL. Water was used as a negative control (C).
Ascorbic acid (AA; 50 mg mL™) was used as a positive control. The absorbance
data represent the means * mean standard errors. Symbols: *, statistically
different from C; #, statistically different from AA (**p<0.01, ***p<0.001,
*#p<0.01, *##*p<0.001).

3.4. Effects of FM on hepatic oxidative stress parameters

To examine the effect of FM on liver oxidative stress parameters in LPS-
treated rats the SOD and CAT activities and the GSH and lipid peroxidation levels
were measured. The administration of FM alone did not change the CAT activity,
the GSH concentration and the lipid peroxidation levels (data not shown).
However, the SOD activity was increased by approximately 55% when 1.1 mg
kg™ were administered. No such changes were found with the 2.2 mg kg™ dose
(data not shown). LPS injection, on the other hand, resulted in substantial
increases in the SOD and CAT activities and in the lipid peroxidation levels after
12h (90%, 31% and 498%, respectively; Figs. 4A-B and D). LPS injection also
reduced the GSH levels (49%; Fig. 4C). The pre-treatment with FM 2 h before
LPS injection reduced the increases caused by LPS in the CAT and SOD activities
and in the lipid peroxidation (Fig. 4A-D). The reduction occurred with both the
1.1 and 2.2 mg kg™ doses, the reductions of the CAT activity being 43% and

33%, those of the SOD activity 34% and 27%, and those of the lipid
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peroxidation 52% and 59%, respectively. A partial restoration of the GSH levels,
however, was found only with the 1.1 mg kg™ dose of FM (50% increase relative
to the LPS level; Fig 4C). The post-treatment with FM was also effective on the
SOD and CAT activities and on the lipid peroxidation levels, but generally only at
the dose of 2.2 mg kg™. With this dose the SOD and CAT activities were reduced
by 35% and 30%, respectively. The lipid peroxidation levels were 71% reduced

by the 2.2 mg kg™ dose.
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Figure 4. Effect of FM on liver SOD and CAT enzymatic activity, lipid
peroxidation and GSH levels after sepsis. Animals were injected with
phosphate-buffered saline (vehicle, V) or LPS (10 mg kg?). The treatment with
FM 1.1 mg kg™ or 2.2 mg kg was done 2 h before (FM-pre) or 2 h after (FM-
post) the injection of LPS. The activity of SOD (A), CAT (B) and the levels of GSH
(C) and lipid peroxidation (D) are shown. Bars show the mean + mean standard
errors (n = 5). Symbols: *, statistically different from the LPS-injected group; #,
statistically different from the vehicle-injected group (*p<0.05 **p<0.01,

***¥p<0.001,"p<0.05 **#p<0.001).
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3.5. Effect of FM on hepatic gluconeogenesis and ureagenesis

Hepatic gluconeogenesis and ureagenesis have been found to be diminished in
sepsis [7, 9]. Since the pre-treatment with the lower dose of FM (1.1 mg kg™)
seemed to be effective in reverting, partly at least, some of the hepatic changes
caused by LPS, we evaluated the effect of this dose of FM on gluconeogenesis
and ureagenesis. The results of perfusion experiments in which alanine was
infused as the gluconeogenic and ureogenic substrate are shown in Figure 5 and
Table 2.

Figure 5 shows the time courses of the changes in three selected parameters
in livers of vehicle, LPS, FM and LPS+FM injected rats. The rates of urea
production were practically the same for all conditions before the onset of alanine
infusion. The rates of oxygen uptake and glucose production before alanine
tended to be different. In the case of glucose release they were clearly higher in
livers from rats injected with FM alone or with FM+LPS. The infusion of alanine
produced progressive increases in the metabolic parameters toward new steady-
states. In livers from LPS injected rats all three parameters shown in Figure 5
presented lower steady-states when compared to the control condition (vehicle
injected rats). In the case of oxygen uptake this was clearly the consequence of
both the lower basal rates and the lower response to alanine. In the case of
glucose and urea production it was basically due to the lower response to
alanine. In all cases also pre-treatment with FM tended to increase the final
steady-states in LPS injected rats. Glucose and urea production responded
differently in rats injected solely with FM. The final steady-state rates of glucose
release in the livers from FM injected rats tended to remain well above those in
the livers from control rats, the opposite occurring with the rates of urea
production.

Table 2 presents the final increments caused by alanine in the parameters
shown in Figure 4 as well as those in ammonia, lactate and pyruvate production.
These increments were calculated as [final values at the end of the alanine
infusion period] — [basal rates before alanine infusion] and represent, thus, the
liver response to alanine. LPS clearly diminished the increments caused by
alanine in glucose production (-81.6%), urea production (-57.3%) and oxygen
uptake (-73.0%). The increments in lactate, pyruvate and ammonia productions,

however, were not affected by LPS. Flunixin treatment of LPS injected rats (LPS
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+ FM) restored in part the hepatic responses of gluconeogenesis and ureagenesis
to alanine. Gluconeogenesis, for example, although still 34.2% depressed
relative to the control condition, was 257% increased relative to the LPS
condition. The oxygen uptake increment also tended to be restored by FM, but
statistical significance was lacking. It should be remarked that the injection of FM
alone caused a 70.3% reduction in ammonia production and a 61.1% reduction
in pryuvate production. This contrasts with the observation that these

parameters were normal in livers from LPS and LPS + FM injected rats.
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Figure 5. Time-courses of hepatic glucose and urea productions and
oxygen uptake: influence of LPS-induced sepsis and flunixin-meglumin
(FM). Fasted rats (18 h) were injected with phoshate-buffered saline or LPS (10
mg kg™?). The treatment with FM 1.1 mg kg' was done 2 hours before the
injection of LPS. After 12 hours the livers were isolated and perfused in a non-
recirculating system. Zero time corresponds to the time at which sampling of the
outflowing perfusate was initiated after oxygen consumption stabilization.
Alanine infusion was started at 10 min. Data points are the means +* mean
stardard errors (n=5). Glucose production symbols: control,®C @®; LPS, OO O;
LPS + FM, ®0 ®; FM, ©0 ©. Oxygen uptake symbols: control, 0 B; LPS, OO0 O;
LPS + FM, KO X; FM, EOE. Urea production symbols: control, ¢ ¢; LPS,
OO0 <O; LPS + FM, &—: FM, 9—P, Statistical symbols: *, statistically different
from the LPS-injected group (p < 0.05); #, statistically different from the vehicle-
injected group (p < 0.05).
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Table 2

Influence of the LPS and the flunixin meglumine (FM) on alanine
metabolism. Fasted rats were injected with saline (control), LPS (10 mg kg™),
FM (1.1 mg kg™) or LPS + FM. After 12 hours the livers were perfused according
to the protocol described in Material and Methods. Samples of the effluent
perfusate were collected for metabolite assay. Oxygen uptake was followed
polarographically. The data represent the mean £ mean standard errors of the
changes that occurred upon 2.5 mM alanine infusion. The latter were calculated
as [final values at the end of the alanine infusion period] — [basal rates before
alanine infusion]. Variance analysis was done followed by Newman-Keuls Multiple
Comparison test. Legends: *, differs from the LPS group (p < 0.05); *, differs
from vehicle group (¥p < 0.05, **p < 0.01, **#p < 0.001).

Metabolic Vehicle (n=5) LPS (n=5) LPS + FM FM (n=5)
parameters: (n=5)

changes upon

2.5 mM alanine pmol min! g™

infusion
Glucose 0.266+0.038 0.049+0.010%%# 0.175+0.047* 0.273+0.020
production
Oxygen uptake 0.408+0.056 0.110+0.030* 0.260+0.047 0.344+0.079

Lactate production 0.336+0.049 0.269+0.073 0.337+0.027 0.216+0.050

Pyruvate 0.237+0.021 0.238+0.046 0.204+0.017 0.092+0.038*
production
Ammonia 0.192+0.028 0.173+0.075 0.209+0.021 0.057+0.019%
production
Urea production 0.349+0.037 0.149+0,017**  0.272+0.035* 0.219+0.038
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4. Discussion

In this study we showed that treatment of rats with FM, an NSAID commonly
used in the veterinary clinics, was effective in reversing, partly at least, most
alterations induced by LPS. Confirming previous reports [40, 41], the alterations
caused by LPS-induced sepsis were increased plasma levels of AST and ALT,
leukocyte migration, cell death and hepatic tissue alterations such as apoptosis,
necrosis and leucocyte infiltrations. The action of FM was more effective when it
was given before LPS injection. There are indications that liver damage caused
by sepsis can be in part the consequence of oxidative stress. Under physiological
conditions, a homeostatic balance exists between the formation of ROS (reactive
oxygen species) and their removal by endogenous antioxidant scavenging
compounds [42]. Oxidative stress may occur when this balance is disrupted by
excessive production of ROS, including *0O,, H,O, and °*OH, and/or inadequate
antioxidant defenses by changes in superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) activities and reduced glutathione (GSH) levels [43]. Increased levels of
ROS in the liver after LPS challenge have been demonstrated in different models
of sepsis [15, 44, 45] and this disturbance may lead to DNA, protein or lipid
damage resulting in apoptosis and necrosis followed by cell death [15, 44, 45].
Therefore, the release of AST and ALT into the plasma that was found after 12 h
may result from an increased cell permeability or even hepatocyte disruption
through the action of the free radicals [46, 47].

In sepsis, there are several potential sources of ROS, including the
mitochondrial electron transport chain, xanthine oxidase activation as a result of
ischaemia and reperfusion, the respiratory burst associated with immune cell
activation, arachidonic acid metabolism and NADPH oxidase [45]. Antioxidant
activity has also been attributed to some NSAIDS in addition to their anti-
inflammatory activity. This leads one to expect that these substances could be
clinically useful in sepsis treatment [28]. Corroborating this view we found in the
present study that FM possesses reductive capacity in vitro by using the DPPH
scavenger test. Prevention of liver damage by FM may result, partly at least,
from this mechanism.

Our results confirm that the SOD and CAT activities in the liver increase after
LPS administration [48]. Induction of these enzymes was probably necessary for

host defense. The treatment with FM, on the other hand, reduced these
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increased levels of SOD (indicating a decrease in the release or concentration of -
*0; in the cell) and CAT. Treatment with FM also diminished the lipid peroxidation
which was increased by LPS. All these results indicate that the overall production
of ROS by the liver was diminished by FM. A surprising observation was that the
treatment with 1.1 mg kg FM without LPS increased the levels of SOD in vivo.
This could be related to the well known uncoupling effects generally exerted by
NSAIDs, which affects mitochondrial ATP production and increases the generation
of ROS [49]. However, this effect does not seem to be important during sepsis.

Another observation of the present work was that FM alleviated the depletion
of glutathione caused by sepsis. This is line with an earlier observation [50]. The
glutathione turnover is increased early in sepsis, with increased GSH synthesis in
many tissues (especially the liver) but with lower blood GSH concentrations [45,
51]. Recent studies have demonstrated that endogenous glutathione plays an
important role in reducing vascular hyporeactivity and endothelial dysfunction in
response to peroxynitrite and sepsis, as well as in acute inflammation.
Suppression of TNF-a and IL-1B synthesis could be a further mechanism of action
of FM. Those cytokines have their synthesis induced through NF-kB activation
and there are suggestions that FM can inhibit NF-kB activation [14]. It is well
known that TNF-a and IL-1B induce ROS production in many cell types [15] but
the damage caused by these reactive oxygen species may further increase the
production of these cytokines [52].

The liver perfusion experiments were done in order to verify if FM can also
improve the liver function which is known to be impaired by sepsis, with
decreases in oxygen consumption, glucose production and urea production [7-9].
In overall terms the results allow to conclude that FM was able to revert the
impaired gluconeogenesis and ureagenesis from alanine. It should be remarked
that the first step in alanine transformation consists in a transamination reaction
catalyzed by ALT. The presence of ALT in blood may indicate cellular rupture and
loss of tissue function, which would lead to a decrease in alanine transformation
[53]. On the other hand, AST is also very important in transamination reactions
during the urea cycle in the mitochondria converting products of aminoacid
metabolism [53]. Therefore, the presence of AST in blood may also indicate
mitochondrial rupture and slowing down of transamination reactions involving

aspartate, a phenomenon that can also impair ureagenesis. Interestingly,
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plasmatic urea was increased 12 h after LPS injection, which points to renal
failure and difficulties in metabolite excretion [54].

Partial restoration of the sepsis impaired gluconeogenic and ureagenic activity
of the liver were the most prominent effects of FM, but the compound also
exerted effects which were not related to the pathology. The administration of FM
alone, for example, increased the basal glucose release, i.e., before alanine
infusion. Since no gluconeogenic substrates were present during this period, the
phenomenon could be reflecting increased hepatic glycogen stores. Also, the
administration of FM alone reduced the production of pyruvate and ammonia in
the perfused liver. However, they seem not to be important during sepsis.

In conclusion, our data have shown that sepsis may lead to severe liver
damage, affecting both structure and function, and that the treatment with FM
can be used to avoid this damage. Pre-treatment of the animals was more
effective than the post-treatment (after sepsis was induced by LPS) but even
some improvement in the liver condition was seen when FM was given 2 h after

endotoxemia induction.
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