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“Só sabemos com exatidão quando sabemos pouco;  

à medida que adquirimos conhecimentos,  

instala-se a dúvida.” 

 

Goethe 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

”O importante é nunca deixar de questionar.” 

 

Einstein 
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 RESUMO 

 

 A sepse é uma das principais causas de admissão de pacientes nas unidades de 

terapia intensiva e apresenta altas taxas de mortalidade. Anormalidades na coagulação 

são freqüentes em pacientes com sepse e contribuem para o desenvolvimento da 

disfunção de múltiplos órgãos. A Frutose-1,6-bisfosfato (FBP) é uma substância formada 

na rota glicolítica que tem demonstrado efeito terapêutico em diversas situações que 

envolvem lesão celular, como, por exemplo, a sepse. Além de diminuir a resposta 

inflamatória, a FBP também pode inibir a agregação plaquetária in vitro induzida por 

diversos agregantes. Este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos in vitro da FBP 

sobre a agregação plaquetária em plasma de ratos hígidos e sépticos, bem como os 

efeitos do tratamento com FBP no momento da indução da sepse sobre a agregação 

plaquetária e coagulação sangüínea. Em um primeiro momento foram conduzidos os 

experimentos in vitro. Os animais foram divididos em dois grupos, hígido e séptico, e 

doses crescentes de FBP foram incubadas no plasma destes animais. Em um segundo 

experimento, os animais foram divididos em três grupos experimentais: controle, 

séptico e séptico tratado com FBP 2g/kg. Doze horas após a indução da sepse, o sangue 

dos animais foi coletado para as avaliações referentes à coagulação sangüínea e a 

agregação plaquetária ex-vivo. A FBP inibiu a agregação plaquetária in vitro (p<0,001) 

de maneira dose-dependente. Em ratos hígidos, a inibição foi verificada a partir da dose 

mais baixa testada, 2,5mM. A dose média efetiva calculada foi de 10,6mM. A dose mais 

alta testada no grupo hígido, 40mM, inibiu completamente a agregação plaquetária. Já 

a agregação plaquetária em plasma obtido de ratos sépticos foi inibida somente com 

doses mais altas de FBP, a partir de 20mM. A dose média efetiva calculada foi de 

19,3mM. A agregação plaquetária ex vivo foi significativamente menor (p<0,05) em 
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ratos sépticos e sépticos tratados com FBP 2g/kg. A agregação plaquetária no grupo 

tratado foi de 27%, significativamente menor que no grupo séptico, e preveniu a 

trombocitopenia (p<0,001). Além disso, o tratamento com FBP reverteu o 

prolongamento dos tempos de protrombina (p<0,001) e tromboplastina parcial ativada 

(p<0,001), resultados que sugerem que a FBP possua um efeito inibidor da agregação 

plaquetária e coagulação sangüínea in vivo, representando um possível tratamento para 

a coagulação intravascular disseminada decorrente da sepse. Entretanto, outros estudos 

são necessários para avaliação deste efeito. Os mecanismos de ação ainda estão sob 

investigação.  

Palavras-chave: sepse, inflamação, agregação plaquetária, coagulação 

sangüínea, frutose-1,6-bisfosfato, ratos. 
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 INTRODUÇÃO 

 

 A sepse, o choque séptico e a disfunção de múltiplos órgãos (DMO) são as 

principais causas de mortalidade nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). A sepse é 

uma síndrome clínica decorrente de infecção grave, associada à inflamação sistêmica e 

lesão tecidual, que apresenta altas taxas de mortalidade e custo de tratamento (1-6). 

No Brasil, cerca de 25% dos pacientes internados em terapia intensiva apresentam sepse 

grave desde a internação ou a desenvolvem durante sua permanência na unidade (5, 7). 

 Os conceitos sobre a fisiopatologia da sepse estão mudando. Atualmente 

considera-se que a inflamação, a coagulação e a fibrinólise atuam simultaneamente no 

processo evolutivo da doença. Na sepse há um desequilíbrio entre a via pró-coagulante 

e os mecanismos anticoagulantes, e estes eventos compõem um dos principais fatores 

da disfunção orgânica. O sistema de coagulação e as plaquetas são ativados nos estágios 

iniciais da doença, ocasionando coagulopatia e trombocitopenia. Esse processo pode 

progredir, levando a coagulação intravascular disseminada (CIVD), que pode apresentar-

se como trombose na microcirculação e sangramentos. Apesar das manifestações 

hemorrágicas receberem bastante atenção, a trombose microvascular é considerada 

patologicamente mais importante, pois está fortemente ligada ao desenvolvimento da 

DMO (5, 8-17).  

 Em novembro de 2001, uma forma recombinante da proteína C ativada (PCArh) 

foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de pacientes 

com sepse severa. O estudo randomizado denominado PROWESS (Protein C World Wide 

Evaluation in Severe Sepsis) avaliou a utilidade do fármaco contra a sepse e revelou uma 

redução de 6,1% do risco absoluto de morte. Uma análise detalhada revelou que apenas 
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pacientes de alto risco apresentam redução significativa na mortalidade (44% de 

mortalidade no grupo de pacientes que receberam placebo contra 31% no grupo que 

recebeu PCArh) (18-23). Os mecanismos pelos quais a PCArh aumenta a sobrevida em 

humanos ainda não estão completamente elucidados (18), mas sua introdução na 

terapêutica estimulou a pesquisa de uma série de estratégias farmacológicas no 

tratamento da sepse (24-30). Este estudo teve por objetivo investigar os efeitos do uso 

da frutose-1,6-bisfosfato (FBP) sobre a agregação plaquetária e coagulação sangüínea na 

sepse experimental em ratos.  
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 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1. Sepse 

 

1.1. Definição de sepse 

 

 A sepse é uma síndrome clínica, decorrente de infecção grave, associada à 

inflamação sistêmica e lesão tecidual. O nome síndrome da resposta inflamatória 

sistêmica (SIRS, do inglês sistemic inflammatory response syndrome) designa uma lesão 

tecidual difusa, provocada por um insulto não-infeccioso (pancreatite aguda ou grande 

queimado, por exemplo), que é secundária à perda da regulação da resposta 

inflamatória do indivíduo. Quando a SIRS é decorrente de uma infecção confirmada ou 

suspeita, chamamos de sepse (6). Pode-se definir sepse, portanto, como uma resposta 

inflamatória sistêmica secundária a um processo infeccioso (31). 

 Diferente de outras doenças, a sepse pode representar distintas situações 

clínicas dentro de um mesmo espectro evolutivo: o mesmo paciente pode, ao longo de 

sua internação, evoluir para diferentes estágios da patologia, como sepse ou choque 

séptico. Assim, faz-se necessária adequada utilização dos termos que definem sepse (5). 

Para tanto, em 1991, durante a conferência do American College of Chest 

Physicians/Society of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM) foi realizado o Consenso de 

Sepse, com o objetivo de padronizar os termos sobre sepse. Foram estabelecidas as 

seguintes definições, até hoje utilizadas (31):  
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• Infecção: presença de microorganismo ou à invasão de tecido normalmente 

estéril àqueles organismos. 

• Bacteremia: presença de bactérias viáveis no sangue. 

• Síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS): resposta do organismo 

a um insulto variado (trauma, pancreatite, grande queimado, infecção 

sistêmica), com a presença de pelo menos dois dos critérios abaixo:  

• Febre, temperatura corporal acima de 38ºC ou Hipotermia, temperatura 

corporal abaixo de 36ºC; 

• Taquicardia – freqüência cardíaca acima 90 bpm; 

• Taquipnéia – freqüência respiratória maior que 20 irpm ou PaCO
2 

< 32 

mmHg; 

• Leucocitose ou leucopenia - leucócitos mais de 12.000 células/m3 ou 

menos de 4.000 células/mm3, ou presença de mais de 10% de formas 

jovens (bastões). 

• Sepse: quando a SIRS é decorrente de um processo infeccioso comprovado. 

• Sepse grave: sepse associada a manifestações de hipoperfusão tecidual e 

disfunção orgânica, caracterizada por acidose lática, oligúria ou alteração do 

nível de consciência, ou hipotensão arterial com pressão sistólica menor do 

que 90 mmHg – porém, sem a necessidade de agentes vasopressores. 

• Choque séptico: quando a hipotensão ou hipoperfusão induzido pela sepse é 

refratária à ressuscitação volêmica adequada e com subseqüente necessidade 

de administração de agentes vasopressores.  



 
14

• Hipotensão: pressão arterial sistólica menor que 90mmHg ou redução de 

40mmHg da linha de base, na ausência de outras causas de hipotensão. 

• Disfunção de múltiplos órgãos: alteração na função orgânica de forma que a 

homeostasia não pode ser mantida sem intervenção terapêutica. É um 

processo contínuo e dinâmico, podendo variar desde disfunção leve até 

falência total do órgão. Geralmente são utilizados parâmetros de seis 

sistemas-chave: pulmonar, cardiovascular, renal, hepático, neurológico e 

coagulação.  

 

1.2. Diagnóstico 

 

 As definições ACCP/SCCM podem dar a idéia de que existe uma evolução linear 

dos estágios da sepse no quadro clínico do paciente, iniciando em SIRS e aumentando 

em gravidade até o choque séptico. Na clínica, isso nem sempre ocorre. O quadro 

clínico clássico de febre, leucocitose, taquicardia e taquipnéia pode não ser observado 

em todos os casos. Além disso, febre moderada pode estar presente em outros tipos de 

choque, mas não no choque séptico. (5, 6). No entanto, uma série de características 

clínicas e laboratoriais, em uma variedade de órgãos e tecidos, são frequentemente 

encontradas na sepse e contribuem para o diagnóstico (6): 

 

• Alterações Sistêmicas: febre ou hipotermia, calafrios, taquipnéia; 
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• Marcadores Inflamatórios: alteração na leucometria, aumento de 

procalcitonina e da proteína C-reativa (PC-r); 

• Alterações da Coagulação: aumento de D-dímeros, prolongamento do tempo 

de protrombina (TP) e tromboplastina parcial ativada (APTT); 

• Alterações Hemodinâmicas: taquicardia, hipotensão, aumento do débito 

cardíaco, resistência vascular sistêmica baixa, baixa taxa de extração do 

oxigênio; 

• Alterações Metabólicas: redução da perfusão da pele, oligúria, 

hiperlactatemia, enchimento capilar lentificado; 

• Disfunções Orgânicas: aumento de uréia e creatinina, trombocitopenia e 

outras alterações da coagulação, hiperbilirrubenia, alterações do estado 

mental, hipoxemia, íleo paralítico. 

 

1.3. Epidemiologia 

 

 A maioria dos estudos epidemiológicos em sepse utiliza dados de incidência em 

diferentes ambientes, como enfermarias e unidades de terapia intensiva. Esses estudos 

apontam basicamente para a taxa de ocorrência da sepse nessas áreas; entretanto, a 

real incidência da sepse deve ser calculada a partir de dados populacionais (5). Angus e 

colaboradores realizaram, em 1992, o único estudo com base populacional revelando a 

incidência de sepse grave. Este estudo retrospectivo revelou que a sepse, o choque 

séptico e a disfunção de múltiplos órgãos (DMO) são as principais causas de mortalidade 



 
16

nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). A taxa de mortalidade pode variar de 28 a 

80%, dependendo de fatores que incluem a severidade da sepse, o número de órgãos em 

falência, a idade, as co-morbidades e o tempo de internação. De 750.000 pacientes 

acometidos de sepse, 215.000 evoluíram ao óbito, perfazendo uma taxa de 29% de 

mortalidade (1). Pesquisas apontam que a incidência da sepse aumenta de 1,5 e 8% ao 

ano, apesar dos desenvolvimentos técnicos em UTIs e dos avançados tratamentos de 

suporte. O custo de internação de pacientes sépticos é muito alto, pois estes 

permanecem hospitalizados geralmente por períodos extensos, raramente deixando a 

UTI antes de 2-3 semanas (18). 

 Pesquisas recentes apontam que a incidência da sepse está aumentando em 1,5 e 

8% ao ano, apesar dos desenvolvimentos técnicos em unidades de terapia intensiva e dos 

avançados tratamentos de suporte (1, 5, 7, 18, 32). Assumindo um crescimento anual de 

casos por ano de 1,5% , como referido por Angus e colaboradores, chegaríamos a 

934.000 novos casos em 2010 e 1.110.000 casos no ano de 2020, somente nos Estados 

Unidos (1). O custo de internação de pacientes sépticos é muito alto, pois estes 

permanecem hospitalizados geralmente por períodos extensos, raramente deixando a 

UTI antes de 2-3 semanas (1, 5, 7, 18, 32). Cada paciente despende 22.000 dólares para 

o tratamento, sendo que os não sobreviventes despendem maiores recursos, em torno 

de 26.000 dólares. Pacientes internados em unidades de terapia intensiva alcançavam 

valores ainda superiores, cerca de 30.000 dólares (1). 

 No Brasil, os dados epidemiológicos são escassos; porém, desde 2002, vem 

sendo desenvolvido o estudo denominado BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological 

Study). Em 2004, dados preliminares deste estudo de coorte foram publicados. Este 

estudo avaliou todos os pacientes admitidos em cinco UTIs no país, independente da sua 

patologia de base, que foram avaliados durante todo o período de internação na UTI. 



 
17

Dados clínicos e laboratoriais foram coletados diariamente no sentido de verificar a 

presença de SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico. Dois grupos foram 

prospectivamente formados: a) pacientes que permanecem menos de 24 horas na UTI e 

b) aqueles que permanecem mais de 24 horas. Nos pacientes com mais de 24 horas, a 

incidência de sepse grave e de choque séptico foi de 27% e 23%, respectivamente. Em 

geral, a morte do paciente séptico está mais relacionada com o evento infeccioso do 

que com a doença de base, quando essa ocorre no período hospitalar. Estes resultados 

levam a crer que a sepse é um dos principais problemas de saúde pública nas UTIs 

brasileiras, onde cerca de 25% dos pacientes internados em terapia intensiva 

manifestam um quadro compatível com sepse grave desde a internação ou 

desenvolverão o mesmo durante sua permanência na unidade. A densidade da 

incidência de sepse é de 57 para 1000 pacientes/dia, apresentando diferenças 

importantes entre instituições públicas e privadas (7). A expansão desses dados para 

outras regiões do país é de fundamental importância para se estimar a real incidência 

de sepse e sua mortalidade atribuída nas UTIs brasileiras; para tanto, hoje o estudo 

BASES envolve sete UTIs. 

 

1.3.1. Fisiopatologia: Inflamação, Coagulação e Fibrinólise 

 

 Os paradigmas da fisiopatologia da sepse estão mudando. Um dos novos 

conceitos que têm modificado a visão da sepse é o impacto da inflamação, coagulação e 

fibrinólise atuando simultaneamente no processo evolutivo da doença (Figura 1), uma 

vez que, anteriormente a atenção era voltada somente para a inflamação como 
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processo dominante nos eventos desencadeados pela sepse que levavam a DMO (5, 17, 

33-36).  

 

 

 

 Figura 1: Fisiopatologia da sepse. Infecção, inflamação e coagulação atuam 

simultaneamente, levando à trombose na microcirculação e disfunção de múltiplos órgãos (DMO). 

A DMO também retro-alimenta o sistema, ampliando a resposta inflamatória e ativando a cascata 

de coagulação. Fonte: Consenso Brasileiro de Sepse (5). 

 

 A inflamação é a resposta orgânica normal a uma infecção. Ao se considerar uma 

infecção por gram-negativos, a resposta inflamatória se inicia após a interação do LPS 

com a proteína ligadora do LPS (LBP, do inglês LPS binding protein). Este complexo liga-

se ao receptor de membrana do monócito/macrófago denominado CD14, que não possui 

porção intracelular, tornando impossível a ativação celular. Com a descoberta dos 
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receptores Toll-like, pôde-se entender como o complexo LPS-LBP-CD14 ativa a célula. 

Este receptor Toll-like ativa uma série de eventos intracelulares que culmina com a 

ativação do NFkb e, por conseqüência, ativação de genes relacionados à produção de 

mediadores pró-inflamatórios como o TNF-α (Fator de necrose tumoral alfa), as 

interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6) e o fator ativador plaquetário (PAF) (Figura 2). Esses 

mediadores apresentam múltiplos efeitos a fim de reparar danos já existentes e 

prevenir novas lesões teciduais. Para assegurar que os efeitos dos mediadores pró-

inflamatórios não se tornem destrutivos, o organismo libera mediadores 

antiinflamatórios, como as interleucinas 4 e 10 (IL-4, IL-10), que normalmente 

promovem um processo de downregulation sobre a resposta pró-inflamatória inicial. O 

papel da IL-10 é realmente importante uma vez que dados recentes demonstram que 

camundongos sépticos, geneticamente incapazes de gerar IL-10, apresentam letalidade 

maior que os controles. Na sepse, esse controle da resposta inicial à infecção é 

superado, ocorrendo uma reação sistêmica exacerbada e extremamente danosa. O 

excesso dos mediadores inflamatórios, TNF-α e IL-1, provoca uma resposta fisiológica 

inadequada e interfere na função normal tecidual, levando ao dano celular e à DMOs 

(32, 33, 37, 38). 
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 Figura 2: Ativação de monócito pelo LPS. Fonte: Consenso Brasileiro de Sepse (5).  

 

 

 Junto à ativação do sistema inflamatório, o sistema de coagulação é recrutado e 

as plaquetas são ativadas. Durante a sepse há um desequilíbrio entre a via pró-

coagulante e os mecanismos anticoagulantes e, isso faz parte dos principais fatores da 

disfunção orgânica na sepse (39). 
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2. Agregação Plaquetária 

 

 Plaquetas, ou trombócitos, são derivadas do citoplasma de megacariócitos 

presentes na medula óssea. São células pequenas, anucleadas e discóides, com um 

diâmetro de 2 a 4 µm, com vida média de 9 a 12 dias. A contagem normal de plaquetas 

é de 130 a 400 x103/µL, dependendo da metodologia empregada. A função plaquetária 

normal, tanto in vivo quanto in vitro, requer uma contagem de ao menos 100 x103/µL 

(44-47).  

 

2.1. Morfologia e Fisiologia Plaquetária 

 

 A estrutura das plaquetas é bastante distinta, levando a uma subdivisão em três 

zonas definidas que possuem capacidades funcionais únicas (44, 45): 

 

I- Zona periférica 

 Região complexa que consiste do glicocálix, membrana plaquetária, numerosos 

canais de superfície que compõem o sistema canicular aberto, e uma área 

submembranosa de microfilamentos especializados (44, 45).  

 O glicocálix cobre intimamente a plaqueta e é considerado um componente 

importante da membrana plaquetária. Um número de glicoproteínas (GP) presentes 

nesta área é responsável pela especificidade de grupo sangüíneo, compatibilidade 
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tissular e antigenicidade plaquetária; outras servem como receptores e facilitam a 

transmissão de estímulos através da membrana plaquetária. A GP Ib é o receptor 

primário para o fator de von Willebrand, que funciona como um mediador para a adesão 

inicial das plaquetas ao subendotélio. A GP de membrana GP IIb/IIIa funciona como um 

receptor para substâncias, tais como o fibrinogênio, fibronectina e fator de von 

Willebrand, e possui, portanto, função mediadora da agregação plaquetária. Cálcio e/ou 

magnésio na forma de cátions divalentes também são necessários para a ligação com o 

fibrinogênio (44, 45). 

 A membrana plaquetária, similar a outras membranas plasmáticas, é um fluido 

lipídico bicamada, composta de glicoproteínas, glicolipídeos e lipoproteínas. A porção 

fosfolipídica da plaqueta ativada serve de superfície para a interação das proteínas 

plasmáticas envolvidas na coagulação sangüínea. Os fatores de coagulação V e VIII 

também estão presentes na superfície da membrana plaquetária, como vários fatores 

plaquetários que participam da formação da fibrina (44, 45). 

 O sistema canicular aberto consiste de invaginações da membrana plasmática 

que se articulam através da plaqueta, embora seja parte da zona periférica. Os 

produtos armazenados nas plaquetas são liberados para o exterior através dessas 

invaginações, que também coleta substâncias pró-coagulantes do plasma (44, 45). 

 

II- Zona Solugel 

 A zona solugel é formada por microtúbulos e microfilamentos. Microtúbulos 

envolvem as plaquetas, mantendo o formato discóide. Na plaqueta estimulada, 

contrações na banda circunferencial dos microtúbulos em direção ao centro da plaqueta 

são responsáveis pela movimentação das organelas para o interior da plaqueta e sua 
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reorganização, o que facilita o processo secretório. Após a secreção, os microtúbulos 

migram do centro da plaqueta para áreas periféricas, na forma de pseudópodos. Além 

disso, monitoram as contrações internas das plaquetas, regulando o grau de resposta 

aos estímulos. Microfilamentos formam um tecido através do citoplasma da plaqueta e 

são formados por actina e miosina. Actina é a principal proteína contrátil do citosol, 

correspondendo a 20-30% das proteínas totais, enquanto a miosina compõe de 2 a 5% das 

proteínas totais das plaquetas. Também apresentam trombostenina, outra proteína de 

função contrátil. Microfilamentos podem convergir de um estado gelatinoso 

desorganizado para filamentos paralelos organizados capazes de contrair em segundos 

enquanto a plaqueta é estimulada (44, 45). 

 

III- Zona das Organelas 

 Responsável pelas atividades metabólicas das plaquetas. De modo geral, as 

organelas mais numerosas são os grânulos, que são heterogêneos em tamanho, 

densidade eletrônica e conteúdo químico. As plaquetas contêm três tipos de grânulos de 

estocagem morfologicamente distintos: grânulos densos, alfa grânulos e lisossomos 

contendo hidrolases ácidas. Os alfa-grânulos são os mais numerosos (20 a 200 por 

plaqueta) e contêm uma série de proteínas envolvidas na agregação plaquetária, como 

FAP, PGDF e fatores de coagulação. Grânulos densos são encontrados em menor número 

(2 a 10 por plaqueta) e são representados como corpos opacos em micrografias de 

transmissão eletrônica (TEM) (Figura 3). Contém, entre outras substâncias, adenosina 

difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), cálcio (Ca++), magnésio (Mg++), 

catecolaminas como epinefrina e norepinefrina, serotonina, pirofosfato (44, 45).  
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 Figura 3: Micrografia de transmissão eletrônica (TEM) de uma plaqueta em repouso 

seccionada, exibindo as organelas. Fonte: Science Photo Library (48). 

 O sistema tubular denso é outra estrutura importante presente no citoplasma, 

formada a partir do retículo endoplasmático liso (REL) de megacariócitos imaturos. É o 

local de síntese de prostaglandinas e tromboxano e de seqüestro de cálcio; é a liberação 

primária de cálcio do sistema tubular denso que engatilha a contração plaquetária e a 

subseqüente ativação interna das plaquetas (44, 45).  

 

2.2. Agregação Plaquetária 

 

 Numerosos estímulos podem iniciar a agregação plaquetária, que pode ser 

transitória, reversível ou irreversível. As plaquetas respondem de diferentes formas, 

dependendo da força e duração do estímulo, bem como das funções fisiológicas e do 

estado patológico das plaquetas. No estágio inicial de ativação, as plaquetas formam 

pseudópodos enquanto começam a contrair; se o estímulo persiste, a contração e 

formação dos pseudópodos aumentam. Organelas, como grânulos densos e alfa grânulos 
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são reorganizados para o centro das plaquetas, e a contração faz com que estas 

secretem seus conteúdos através do sistema de canalículos abertos para o meio 

extracelular. As plaquetas adjacentes são ativadas através de receptores em contato 

com os grânulos densos, amplificando a ativação (44-47).  

 Quando há dano vascular, as plaquetas são incorporadas na parede do vaso, 

liberando fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), mantendo assim a 

integridade do vaso e nutrindo as células vasculares ao redor da lesão. A exposição ao 

tecido conectivo subendotelial, como às fibras de colágeno, iniciam a adesão 

plaquetária, um processo reversível, de baixo consumo de energia, que envolve a 

interação das glicoproteínas de superfície das plaquetas com elementos do tecido 

conectivo do subendotélio. A secreção é um processo com consumo de energia que 

envolve a liberação de ADP, serotonina e Ca++ das organelas. (44, 45, 47). 

 Em 1956 foi demonstrado que as plaquetas contêm ATP em concentrações 

extraordinariamente altas, e que este ATP se quebra rapidamente quando as plaquetas 

estão suspensas em plasma em coagulação. Também foi sugerido que, se esta quebra de 

ATP ocorre na superfície das plaquetas, a tendência de agregar-se das plaquetas é 

aumentada. Mais tarde foi descoberto que as plaquetas também aderem umas às outras 

no plasma e também a outras superfícies pela adição de ADP (44-47, 49). A 

especificidade do ADP em agregar plaquetas sugere que este efeito seja significativo 

fisiologicamente tanto na ligação deste aos receptores específicos de membrana P2Y 

(50), iniciando o estímulo, quanto de sua liberação dos grânulos das plaquetas, 

ampliando a intensidade do estímulo. A ligação do ADP na membrana plaquetária ativa a 

fosfolipase, que cliva os fosfolipídios presentes na membrana plaquetária, liberando 

ácidos graxos como o ácido araquidônico. Por sua vez, o ácido araquidônico é 

convertido no citoplasma das plaquetas em endoperóxidos pelas enzimas cicloxigenase 
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(COX) I e II. Os endoperóxidos são convertidos a TxA2, importante agregante de 

plaquetas, mediador da fase de secreção e promotor da vasoconstrição. A ação do TXA2 

é limitada por sua meia-vida de 30 segundos, quando é hidrolisado a tromboxano B2 

(TXB2) (44-47, 49). 

 Cálcio ionizado e fibrinogênio plasmático são fundamentais para a agregação 

plaquetária. O fibrinogênio se liga a complexos de cátions divalentes (Ca++, Mg++) das 

glicoproteínas de membrana (GPIIb/IIIa); uma vez ligado a estes complexos, forma 

pontes entre cálcio extracelular ionizado dependente de fibrinogênio com as plaquetas 

adjacentes, promovendo, portanto agregação plaquetária. Outros agonistas da 

agregação também têm um papel importante, tanto na estimulação plaquetária quanto 

na exposição do sítio de ligação do fibrinogênio. (44, 45, 47). 

 A agregação plaquetária in vitro pode ser iniciada por uma grande variedade de 

agentes: ADP, colágeno, epinefrina, trombina, ristocestina, serotonina, ácido 

araquidônico, peçonhas, agentes imunizantes. A eficiência deste fenômeno está 

associada ao agonista e sua concentração utilizada para a resposta in vitro (49, 51). A 

agregação in vitro, da mesma maneira que a agregação in vivo, é um processo bifásico 

que pode ser reversível ou irreversível, dependendo da potência do estímulo. (44-47). 

 

2.2.1. Agregação Plaquetária em Ratos 

 

 Ratos e plaquetas de ratos são muito utilizados em modelos de trombose e 

hemostase; no entanto, a resposta in vitro de plaquetas de ratos pode ser influenciada 

por uma série de fatores, tais como a variação de animal utilizado (52, 53), o gênero 
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(54), o antiagregante empregado (53, 55-57) e agente anestésico empregado na coleta 

(53, 55) o agente agregante utilizado (53, 57) e o modo de coleta (58). 

 Há quase três décadas é documentado que plaquetas humanas agregam em 

resposta à epinefrina, e que este efeito é devido à ligação da mesma em receptores α-

adrenérgicos específicos (59). Embora existam receptores α-adrenérgicos na superfície 

das plaquetas em ratos, a epinefrina exerce pobre ação agregante como agente isolado, 

não causando ativação ou agregação plaquetária, sendo inclusive um inibidor da 

agregação plaquetária induzida por trombina (60, 61).  

 As plaquetas de ratos são também resistentes aos colágenos obtidos de tecido 

conectivo oriundos de ratos, humanos e bovinos (57) e não respondem à ação do PAF por 

não possuírem receptores específicos para o mesmo. O ADP é considerado o agente 

agregante de melhor resposta; no entanto, plaquetas de ratos não respondem ao ADP 

quando o agente agregante empregado é o citrato de sódio, sendo preferível o uso da 

heparina (53, 55). Da mesma maneira, a agregação plaquetária induzida por ADP é 

influenciada pelo anestésico empregado; o éter e o metoxiflurano são os agentes 

anestésicos mais indicados (55). 

 

2.3. Agregação Plaquetária na Sepse 

 

 A agregação plaquetária pode ser vista como uma sucessão de eventos 

envolvendo ativação, adesão, agregação, secreção e promoção de atividade coagulante. 

Através da adesão e da agregação ao subendotélio, as plaquetas mantêm a hemostase 

primária, ocluindo locais de dano vascular e permitindo a reunião dos fatores de 
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coagulação responsáveis pela formação de trombo (62). A sepse severa, o choque 

séptico e a endotoxemia estão associados com efeitos significativos na coagulação, 

sistema fibrinolítico e agregação plaquetária, e as alterações no balanço dos 

mecanismos de hemostasia impulsionam a progressão destes estados patológicos (63). 

Anormalidades na coagulação e trombocitopenia são comuns na sepse severa, e podem 

variar de diminuições de menor importância na contagem de plaquetas e alterações nos 

testes de coagulação até CIVD e trombose microvascular generalizada, e a severidade 

das desordens na hemóstase parecem se correlacionar com a severidade da doença (3, 

8-18, 33-36, 46, 62, 64-82).  

 Enquanto poucos autores afirmam que haja um aumento na agregação 

plaquetária in vitro na sepse (65, 83, 84), mas a maioria dos estudos relatam que há um 

decréscimo na agregação plaquetária e na contagem de plaquetas na sepse, 

independentemente do agente agregante utilizado; a trombocitopenia constitui um mau 

prognóstico. A agregação plaquetária está comprometida tanto em pacientes com CIVD 

quanto em pacientes que não apresentam o quadro (17, 46, 62, 64, 65, 77, 82, 85, 86) 

 Os α-grânulos plaquetários contém fatores de crescimento vascular, como o fator 

de crescimento vascular endotelial (VEGF), PDGF e fator plaquetário-4 (PF-4), que são 

liberados durante a agregação. O VEGF é um potente fator angiogênico, que regula a 

proliferação, diferenciação e sobrevivência do endotélio microvascular; o PDGF 

contribui também para angiogênese e reparo endotelial, mas pouco é sabido sobre o seu 

papel na resposta à sepse. A liberação de VEGF é significativamente superior em 

pacientes sépticos, quando comparados a controles sadios (62). As citoquinas (IL-1β, IL-

6, IL-8 e TNF-α), em contraste com os agonistas clássicos, não ativam plaquetas (63).  
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3. Coagulação Sangüínea 

 

 A formação do coágulo de fibrina no sítio de lesão endotelial constitui processo 

crucial para a manutenção da integridade vascular. Os mecanismos operantes nesse 

processo são dependentes da integridade anatômica e funcional do sistema 

hemostático, e devem ser finamente regulados de modo a evitar perda excessiva de 

sangue e a formação de trombos intravasculares decorrentes de formação excessiva de 

fibrina. Os componentes do sistema hemostático incluem as plaquetas, os vasos, as 

proteínas da coagulação do sangue, os anticoagulantes naturais e o sistema de 

fibrinólise. O equilíbrio funcional desses fatores é garantido por uma variedade de 

mecanismos envolvendo interações entre proteínas, respostas celulares complexas, e 

regulação de fluxo sangüíneo (87-89). 

 

3.1. Sistema Pró-Coagulante 

 

 A formação do coágulo de fibrina envolve complexas interações entre proteases 

plasmáticas e seus cofatores, que culminam na gênese da trombina, que por proteólise 

converte o fibrinogênio solúvel em fibrina insolúvel (88-91). Em 1964, MacFarlane 

propôs a hipótese da “cascata” (Figura 4) para explicar a fisiologia da coagulação do 

sangue (92). Nesse modelo, a coagulação ocorre por meio de ativação proteolítica 

seqüencial de zimógenos por proteases plasmáticas, resultando na formação de 

trombina, que então converte o fibrinogênio em fibrina. A coagulação se dividiria em 

uma via extrínseca e uma via intrínseca, que convergem no ponto de ativação do fator X 
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(“via final comum”). Na via extrínseca, o fator VII plasmático ativa diretamente o fator 

X. Na via intrínseca, ativação do fator XII ocorre por contato e requer ainda a presença 

de pré-calicreína e cininogênio de alto peso molecular. O fator XIIa ativa o fator XI, que 

por sua vez ativa o fator IX. O fator IXa, na presença de fator VIII, ativa o fator X da 

coagulação, desencadeando a geração de trombina e subseqüente formação de fibrina 

(87, 92, 93). 

 

 

 Figura 4: Representação clássica da cascata de coagulação. Fonte: Consenso Brasileiro 

de Sepse(5) 
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 Embora haja a tradição de se dividir o sistema de coagulação do sangue em 

intrínseco e extrínseco, tal separação é atualmente entendida como inadequada para 

entendimento da fisiologia da coagulação. A análise do conjunto de reações envolvidas 

na coagulação do sangue mostra que não há distinção clara entre os sistemas intrínseco 

e extrínseco, que atuam de modo altamente interativo in vivo. No entanto, a utilização 

dos termos “intrínseco” e “extrínseco” é útil para fins didáticos e na interpretação de 

exames laboratoriais utilizados na rotina da avaliação da hemostasia: o TP e o TTPA, 

que são de particular importância na monitorização de terapêutica anticoagulante. Na 

execução desses testes in vitro, criam-se no tubo de reação as condições para ativação 

preferencial das vias ditas extrínseca (avaliada pelo TP) ou intrínseca (avaliada pelo 

TTPA) (53).  

 O início do processo de coagulação depende da ocorrência de dano vascular ou 

alterações bioquímicas (por exemplo, liberação de citocinas). Qualquer que seja o 

evento desencadeante, o início da coagulação do sangue é dependente da expressão do 

seu componente crítico, o fator tecidual (FT), por células endoteliais e pelo monócito, e 

sua exposição ao espaço intravascular. O FT é uma glicoproteína de membrana de 45000 

Da que funciona como receptor para o fator VII da coagulação, e apresenta expressão 

constitutiva em fibroblastos subjacentes ao endotélio vascular. Células endoteliais e 

monócitos, que normalmente não expressam o fator tecidual, podem expressá-lo na 

ocorrência de lesão endotelial e na presença de estímulos específicos tais como 

endotoxinas e citocinas (87, 94-99). 

 Em indivíduos normais, níveis mínimos da forma ativada do fator VII da 

coagulação (FVIIa) estão presentes em circulação. O FVIIa é capaz de se ligar ao FT 

expresso em membranas celulares, formando um complexo que exibe função enzimática 

ativa, também capaz de ativar o próprio FVII em um processo denominado “auto-
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ativação”. O complexo FT-FVIIa tem como substratos principais o fator IX e o fator X, 

cuja clivagem resulta na formação de FIXa e FXa, respectivamente, com subseqüente 

formação de trombina e fibrina. Uma vez que há formação de trombina, o complexo FT-

FVIIa é capaz de ativar o fator V e o fator VIII. Essas duas reações envolvendo ativação 

de pro-cofatores são fundamentais para a geração do complexo “tenase” intrínseco 

(fator IXa/fatorVIIIa), o qual converte o fator X em fator Xa, e do complexo 

“protrombinase” (fator Va/fator Xa), que converte a protrombina em trombina. Outro 

aspecto importante dessas reações é que o complexo fator IXa/fator VIIIa ativa o fator X 

com eficiência 50 vezes maior que o complexo fator VIIa/FT (88, 90, 96, 98, 100). O 

produto principal dessas reações, a trombina, exibe atividades pró-coagulantes e pró-

inflamatórias, convertendo o fibrinogênio em fibrina, promovendo ativação plaquetária 

e ativando o fator XIII da coagulação, que por sua vez estabiliza o coágulo de fibrina 

(87, 94-98). 

 

3.2. Mecanismos Anticoagulantes 

 

 As reações bioquímicas da coagulação do sangue devem ser estritamente 

reguladas de modo a evitar ativação excessiva do sistema, formação inadequada de 

fibrina e oclusão vascular Em condições fisiológicas (ausência de lesão vascular) há 

predomínio dos mecanismos anticoagulantes sobre os procoagulantes, mantendo-se 

desta forma a fluidez do sangue e preservando-se a patência vascular (87). 

 O complexo fator VIIa/FT atua sobre os fatores IX e X da coagulação, ativando-

os. Essas reações são reguladas pelo inibidor da via do fator tecidual (TFPI), uma 

proteína produzida pelas células endoteliais que apresenta dois mecanismos: inibição do 
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complexo fator VIIa/FT e do fator Xa. Assim, a ativação direta do fator X é regulada 

negativamente de modo rápido na presença do TFPI, que limita desta forma a produção 

de fator Xa e fator IXa. A ligação do fator Xa é necessária para que o TFPI exerça seu 

papel inibitório sobre o complexo fator VIIa/FT (101). 

 Outra importante via de anticoagulação do sangue é o sistema da proteína C 

ativada (PCa). A proteína C (PC), quando ligada ao seu receptor no endotélio (EPCR, 

“endothelial protein C receptor”), é ativada após a ligação da trombina ao receptor 

endotelial trombomodulina (TM). A PCa inibe a coagulação clivando e inativando os 

fatores Va e VIIIa. Este processo é potencializado pela PS, que atua como um cofator 

não enzimático nas reações de inativação. A identificação do sistema da PCa implicou 

importante mudança conceitual no que se refere ao papel da trombina no sistema 

hemostático: não obstante ela tenha função procoagulante quando gerada em excesso, 

sua função na fisiologia do sistema, em que é produzida apenas em pequenas 

quantidades, é de um potente anticoagulante, tendo em vista que sua ligação à TM 

endotelial representa o evento chave para ativação da via inibitória da PC (102-107). 

 A antitrombina III (ATIII) é o inibidor primário da trombina e também exerce 

efeito inibitório sobre diversas outras enzimas da coagulação, incluindo os fatores IXa, 

Xa, e XIa. Adicionalmente, a ATIII acelera a dissociação do complexo fator VIIa/fator 

tecidual e impede sua reassociação. Desta forma, a ATIII elimina qualquer atividade 

enzimática procoagulante excessiva ou indesejável. A molécula de heparan sulfato, uma 

proteoglicana presente na membrana das células endoteliais, acelera as reações 

catalisadas pela ATIII. A atividade inibitória da ATIII sobre a coagulação é também 

potentemente acelerada pela heparina, um polissacarídeo linear estruturalmente 

similar ao heparan sulfato (24, 108).  
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 Da mesma maneira que os mecanismos pró-coagulantes, as diferentes vias 

regulatórias não operam isoladamente; há sinergismo entre o TFPI e a ATIII e entre o 

TFPI e o sistema da PC suprimindo a gênese de trombina. Por exemplo, a ATIII (mas não 

o TFPI) inibe a ativação do fator VII mediada pelo fator Xa no complexo fator VII/FT. Por 

outro lado, o TFPI (mas não a AT) inibe o excesso de ativação do fator X pelo complexo 

fator VII/FT. Adicionalmente, o TFPI em conjunção com o sistema da PCa inibe 

potentemente a gênese de trombina pelo complexo fator VII/FT (87). 

 

3.3. Sistema Fibrinolítico 

 

 O sistema fibrinolítico ou sistema plasminogênio/plasmina é composto por 

diversas proteínas que regulam a geração de plasmina, uma enzima ativa produzida a 

partir do plasminogênio, que tem por função degradar a fibrina (109-114).  

 São conhecidos dois ativadores fisiológicos do plasminogênio: o ativador do 

plasminogênio tecidual (t-PA) e o ativador do plasminogênio do tipo uroquinase (u-PA). 

Os dois ativadores têm alta especificidade de ligação com seu substrato, resultando na 

formação de plasmina. Embora a plasmina degrade não somente a fibrina, mas também 

o fibrinogênio, fator V e fator VIII, em condições fisiológicas, a fibrinólise ocorre como 

processo que é altamente específico na presença de fibrina. Em contraste com esses 

mecanismos fisiológicos, ativação mais extensa do sistema fibrinolítico ocorre quando 

da infusão de agentes trombolíticos do tipo estreptoquinase e uroquinase, que não são 

específicos para a presença de fibrina (109-111). 
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 A inibição do sistema fibrinolítico, através da inibição dos ativadores do 

plasminogênio, ocorre mediante ação de inibidores específicos, cujo principal 

representante é o PAI-1, e diretamente sobre a plasmina, função inibitória esta 

exercida pela a2-antiplasmina (109-111).  

 Recentemente, um novo componente do sistema fibrinolítico foi identificado e 

designado inibidor da fibrinólise ativado pela trombina (TAFI). O TAFI ocupa importante 

papel na hemostasia funcionando como um potente inibidor da fibrinólise. O TAFI é 

ativado pela trombina, tripsina e plasmina, e na sua forma ativada é capaz de inibir a 

fibrinólise. A principal via de ativação do TAFI é dependente da ligação da trombina à 

trombomodulina, um complexo que tem também a função de ativar o sistema da PC. 

Desta forma, o TAFI representa um ponto de conexão entre os sistemas de coagulação e 

fibrinolítico (112). 

 

3.4. Coagulação na Sepse 

 

O sistema de coagulação e as plaquetas são ativados nos estágios iniciais da sepse, 

podendo ocasionar coagulopatia e trombocitopenia (8, 80). Esse processo pode 

progredir, levando CIVD. Apesar das manifestações hemorrágicas receberem bastante 

atenção, a trombose microvascular é considerada patologicamente mais importante e 

está fortemente ligada ao desenvolvimento da DMO (8, 11, 12, 14, 70, 115-117).  

Utilizando o modelo de cascata proposto por MacFarlane, a via extrínseca é a 

principal responsável pela ativação do sistema de coagulação na sepse; entretanto, a 

via intrínseca pode ser ativada por altas concentrações de endotoxinas bacterianas. O 
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FT, expresso por diferentes células, como monócitos e células endoteliais, é altamente 

trombogênico e, em condições normais, liberado em poucos minutos na circulação. Na 

sepse os monócitos circulantes e os granulócitos são as principais fontes de FT. O TNF-α, 

as IL-l e 6, o PAF e o sistema complemento podem aumentar a expressão de FT, que 

forma um complexo catalítico com o fator VIIa, clivando os fatores IX e X, ativando o 

sistema de coagulação (9-17, 34-36, 68-74, 78-82). Além disso, na sepse os níveis de 

ATIII e de PCa estão diminuídos, o que constitui um mau o prognóstico (14, 115). 

O sistema fibrinolítico é ativado precocemente na sepse, mas inibido em pouco 

tempo como resultado de um importante aumento de inibidores dos ativadores do 

plasminogênio. O principal responsável pela inibição da fibrinólise em resposta a 

endotoxinas é o inibidor do PAI-1, que pode contribuir para uma redução da atividade 

fibrinolítica, assim favorecendo a microtrombose e a DMO (68-73).  
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4. Tratamento da Sepse 

 

 Em novembro de 2001, uma forma recombinante humana da proteína C ativada 

(PCArh) foi aprovada pelo FDA para o tratamento de pacientes com sepse severa, e hoje 

constitui o único fármaco específico para sepse. O estudo multicêntrico, randomizado e 

placebo-controlado denominado PROWESS, que avaliou a utilidade do fármaco contra a 

sepse, revelou uma redução de 6,1% do risco absoluto de morte (mortalidade de 30,8% 

em 28 dias no grupo placebo contra 24,7% com PCArh). Verificou-se que apenas 

pacientes de alto risco apresentam redução significativa na mortalidade (44% de 

mortalidade no grupo de pacientes que receberam placebo contra 31% no grupo que 

recebeu PCArh) (19-23, 40-43).  

 Os mecanismos de ação da PCArh ainda não estão elucidados (19-23, 40-43), 

porém oferece esperança de que novas estratégias terapêuticas para o tratamento da 

sepse possam ser introduzidas na clínica.  
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5. Frutose-1,6-Bisfosfato 

 

A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) é um açúcar bisfosforilado e um metabólito da via 

glicolítica que desempenha um papel direto na regulação de muitas rotas metabólicas. 

Pode alterar o metabolismo dos carboidratos estimulando a glicólise e inibindo a 

gliconeogênese. Além disso, é capaz de estimular a síntese de glicogênio e, ao mesmo 

tempo, impedir sua degradação (118-124).  

 

5.1. Efeitos Fisiológicos: Glicólise e Gliconeogênese 

 

A FBP afeta a atividade de muitas enzimas que participam na conversão de glicose 

a ácido lático. De modo geral, a FBP estimula as reações na glicólise, apesar de não ter 

o mesmo efeito em todas as células e em todas as espécies. A ativação da 

fosfofrutoquinase 1 (PFK-1) pela FBP está bem documentada; em muitos casos, esta 

ativação faz-se pelo bloqueio dos efeitos inibitórios de outros efetores, incluindo o ATP 

e a Frutose-6-fosfato (Fru-6-P) (118-120). 

De uma maneira geral, a FBP não possui nenhuma ação sobre a atividade da 

lactato desidrogenase. Com relação à piruvatoquinase, sua ativação é bastante 

ambígua, mas em geral diz-se que tem uma união cooperativa com fosfoenolpiruvato e 

que isto é ativado pela FBP. Estudos demonstraram que a FBP inibe a 

fosfoglucoisomerase somente em uma direção. A FBP compete com Fru-6-P na reação 

inversa, mas não compete com a Gli-6-P quando a reação vai em outro sentido. Os 
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autores observaram que a inibição da reação inversa desta enzima leva as pessoas que 

possuem intolerância à frutose a ter hipoglicemia após a ingestão da mesma (122). 

A enzima fosfoglicomutase catalisa, como principal reação, a interconversão de 

Gli-1-P e Gli-6-P, usando como cofator a Gli-1,6-P2. Esta enzima, que é inibida por ATP 

e citrato, pode também ser inibida pela FBP, através de um mecanismo de competição 

com a Gli-1,6-P2 (124). 

A FBP também atua na gliconeogênese inibindo enzimas. Na via usual da 

gliconeogênese a FBP é substrato e inibidor da Frutose-1,6-bifosfatase (123). Esta 

enzima pode unir fortemente dois íons metálicos (Zn++/Mn++) por molécula e nestas 

condições pode unir 4 moléculas de substrato. As constantes de união diminuem à 

medida que os substratos vão se unindo, indicando uma interação negativa à medida 

que aumenta o número de ligantes. Com estes dados pode-se concluir que a FBP pode 

ser um importante modulador da gliconeogênese (121). 

A ribulose-1,5-bifosfato descarboxilase funciona no ciclo fotossintético do carbono 

produzindo 3-fosfoglicerato, que é posteriormente usado para a gliconeogênese. Esta 

reação é ativada pela Fru-6-P e bloqueada pela FBP (121). 

A enzima malato desidrogenase catalisa a descarboxilação oxidativa do malato a 

piruvato em alguns microorganismos, incluindo Streptococcus faecalis. Esta enzima é 

induzível, mas não está regulada pela repressão metabólica. Entretanto, sua atividade é 

inibida por ATP e também por intermediários glicolíticos, incluindo a FBP. A isocitrato 

liase catalisa a transformação de isocitrato para glicoxilato e succinato em muitos 

microorganismos, numa reação que permite gliconeogênese a partir de intermediários 

do ciclo dos ácidos tricarboxílicos. A enzima de Pseudomonas indigofera é inibida pela 

FBP (122). 
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5.2. Efeitos Terapêuticos 

 

 A FBP apresenta efeitos protetores sobre vários órgãos, tecidos e células, e em 

uma série de situações de dano celular: 

 

5.2.1. Coração e Cardiomiócitos 

 

Imediatamente após obstrução arterial inicia-se a isquemia; se o aporte energético 

celular não for reconstituído brevemente, há o risco de lesão irreversível. Uma das 

etapas críticas durante a isquemia é a inativação da PFK-1, induzida por um progressivo 

aumento da acidez intracelular, provocando uma diminuição da concentração de FBP 

(125). 

Markov e colaboradores (1980), utilizando um modelo de isquemia em cães e 

monitorando parâmetros hemodinâmicos, eletrocardiográficos e efeitos metabólicos, e 

observaram que a administração FBP aos cães provocava uma melhora nas funções 

mecânicas do coração, visualizada pela regressão nas modificações eletrocardiográficas 

provocadas pela isquemia. Além disso, o tratamento com FBP aumentou 

significativamente o ATP e a creatinina fosfato no miocárdio normal e isquêmico. Além 

disso, a quantidade de ácido láctico estava aumentada, sugerindo um aumento da 

oxidação da glicose pela FBP. Os autores propuseram que a FBP atravessaria a 

membrana plasmática e ativaria a glicólise anaeróbica intracelular, inibida pela súbita 

diminuição do pH, provocado pela isquemia, e a conseguinte inativação da PFK-1. Além 
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disso, sugeriu-se que a FBP, uma vez dentro da célula, transpassaria as duas etapas de 

fosforilação, economizando duas moléculas de ATP (126).  

O mecanismo de ação da FBP na isquemia ainda não está completamente 

elucidado e é objeto de estudo e discussão. O mecanismo de ação teórico de Markov foi 

criticado por Eddy e colaboradores (1981) afirmando que um composto bisfosforilado, 

portanto, uma molécula grande e polar, não sendo possível atravessar a membrana 

plasmática. Além disto, em perfusões do coração isquêmico, a enzima chave para a 

glicólise é a gliceradealdeído-3-fosfato desidrogenase e não a PFK-1. Concluiu-se que o 

efeito protetor da FBP existe, mas que não é um efeito direto (127). Em 2000, Ehringer 

e colaboradores defenderam a teoria de que a FBP atravessa a membrana plasmática 

por difusão passiva, de maneira intacta (isto é, não há quebra na molécula) e dose-

dependente.(128) Ainda, Wheeler e colaboradores publicaram um estudo sobre os 

efeitos da FBP sobre células cardíacas e lipossomas, onde, utilizando FBP radiomarcada, 

afirmaram que a mesma seria capaz de entrar na célula não por difusão passiva através 

da membrana bicamada, mas através de dois mecanismos dependentes de proteína. 

Esta propriedade proporcionaria à FBP os efeitos protetores no coração pós-isquêmico, 

pois a capacidade de captação da FBP ocorreu tanto à temperatura ambiente quanto a 

3°C (129). 

Hassinen e colaboradores (1991), utilizando um modelo de coração perfundido, 

monitoraram parâmetros como o consumo de oxigênio, o fluxo coronário, a pressão 

sistólica intraventricular e a pressão diastólica intraventricular cardíaca. Observaram 

que o coração isquêmico tratado com FBP tinha o consumo de oxigênio diminuído, 

pressão diastólica aumentada e sistólica diminuída, e uma pequena diminuição do fluxo 

coronário quando se comparava ao grupo sem tratamento. Além disso, a relação 

NADH/NAD+ aumentava na administração de FBP e com isto levava ao conseqüente 
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aumento de ATP. A FBP também diminuiu o cálcio iônico extracelular, o que poderia 

representar uma melhora no rendimento mecânico e respiratório do coração isquêmico 

através da diminuição do cálcio iônico extracelular. Convém ressaltar que o cálcio 

extracelular tem um efeito direto sobre a mecânica do coração e, portanto, os 

resultados obtidos podem ser particulares da ação da FBP sobre o órgão, e não um 

efeito geral contra a lesão celular provocada pela isquemia (130). 

Em 2002, Markov e colaboradores publicaram um estudo onde a FBP, sozinha e/ou 

combinada com ciclosporina, diminui a lesão de reperfusão pós-isquêmica em 

transplante de coração de ratos. Além disso, os autores verificaram um aumento 

discreto, porém significativo, da sobrevivência pós-transplante; os níveis de proliferação 

de linfócitos e a expressão de IL-2 diminuída, sugerindo um efeito imunossupressor da 

FBP (131). 

 Baseado nos efeitos benéficos da FBP sobre o coração, Riedel e colaboradores 

(2004) conduziram um ensaio clínico randomizado, duplo-cego e placebo-controlado 

onde pacientes submetidos à cirurgia de bypass da artéria coronariana recebiam FBP, 

em cinco diferentes doses, ou placebo. Os autores verificaram que a dose de 250 mg/kg 

FDP IV antes da cirurgia mais 2.5mM FBP como um aditivo cardioplégico. Estes pacientes 

apresentavam baixos níveis de creatino-quinase 6 horas após a reperfusão do coração, 

menor número de infartos perioperativos do miocárdio e índice cardíaco aumentado. 

Baseados nos resultados, os autores defendem o uso da FBP como protetor do miocárdio 

em cirurgia de bypass da artéria coronariana (132). 
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5.2.2. Eritrócitos 

 

Ao incubar a FBP com sangue total humano, Lazzarino e colaboradores (1984), 

observaram que a principal resposta era o aumento da FBP intraeritrocitária, 

acompanhado por uma significativa diminuição da glicose do sangue (133). Rigobello e 

Galzigna (1982) mostraram que a interação da FBP com a membrana de eritrócitos 

induzia modificação na permeabilidade a íons, incluindo a captação de potássio e a 

eliminação de hidrogênios, com o conseguinte aumento do pH intracelular e ativação da 

PFK-1, resultando em uma estimulação da glicólise (134). Markov e colaboradores (1980) 

verificaram que a FBP causava um substancial aumento do 2,3-difosfoglicerato nos 

eritrócitos e concluíram que este efeito poderia aumentar a quantidade de oxigênio 

para os tecidos isquêmicos e provocar uma melhora no quadro clínico (126). Greenwald 

e colaboradores (2002), utilizando FBP 10mM em pools de eritrócitos de doadores não 

comprovaram estes resultados (135). 

 

5.2.3. Rins 

 

Didlake e colaboradores (1985) verificaram em ratos, depois de 30 minutos de 

isquemia, que o tratamento com FBP oferecia uma proteção significativa, funcional e 

histológica, para o rim. A taxa de filtração glomerular, de fluxo urinário e a taxa de 

excreção absoluta de solutos foram iguais nos animais isquêmicos tratados com FBP e 

nos animais controles. Isto demonstrou que a FBP oferece uma proteção parcial ao rim 

contra a isquemia renal. Este efeito protetor parece ser específico da FBP e não devido 
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à expansão do volume plasmático, já que os ratos que foram injetados com iguais 

volumes de solução fisiológica não foram protegidos da lesão renal. Além disso, o efeito 

protetor da FBP tem mecanismos diferentes daqueles que são exercidos pelo manitol ou 

furosemida, já que estes protegem através de um mecanismo que está relacionado com 

a excreção de solutos (136). 

Realizando experimentos “in vitro”, Rizzoli e colaboradores (1990) verificaram que 

o álcool podia aumentar a entrada de cálcio em células renais de ratos. Este efeito é 

dependente da concentração de cálcio (extracelular) e, também, do tempo de 

incubação (137). A FBP, adicionada a diferentes concentrações durante o tempo de pré-

incubação, exerceu um efeito protetor contra este fenômeno. Sugeriram que seu efeito 

podia ser por um mecanismo de estabilização da membrana plasmática. Estes resultados 

foram confirmados também “in vivo” através de experimentos de Galzigna e 

colaboradores (1989) (138). 

Um estudo publicado por Antunes e colaboradores (2004) avaliou os efeitos 

protetores da infusão de 350mg/kg de FBP em ratos submetidos a um modelo 

experimental de falência renal aguda isquêmica.  Os autores verificaram que a FBP 

aumentou a viabilidade do tecido renal, por manter o conteúdo de ATP da célula, 

diminuir o dano tecidual (avaliado através da diminuição da liberação de lactato 

desidrogenase - LDH) e preveniu a desrupção de microfilamentos das células do tubo 

proximal (139). 
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5.2.4. Sistema Nervoso Central 

 

Gregory e colaboradores (1989 e 1990) e Vexler e colaboradores (2002) 

investigando culturas de astrócitos demonstraram em células submetidas à hipóxia que 

a liberação de LDH diminuía quando se adicionava FBP ao meio de cultura. Observaram, 

também, que outros análogos da frutose, assim como outros metabólitos da rota 

glicolítica, não tinham um efeito protetor significativo. Além disso, verificaram que a 

FBP atenuava a diminuição do ATP provocado pela hipóxia, através da preservação dos 

níveis de ATP, o que impedia a lesão celular (140-142). Em 1995, Kelleher propôs a 

hipótese de que os efeitos da FBP sobre os astrócitos não seriam por sua propriedade de 

ser um substrato para a glicólise, por sua inabilidade de penetrar na célula em 

quantidades suficientes para aumentar o aporte energético.  (143). Donohoe e 

colaboradores (2001) observaram não só a preservação dos níveis de ATP, mas também a 

capacidade de estabilização dos níveis de Ca++ durante a hipóxia. Este efeito não é 

devido à inibição do receptor de glutamato ou quelação de cálcio, mas via sinalização 

da fosfolipase C-dependente (PLC) (144). 

Farias e colaboradores (1989) provaram a ação da FBP sobre as funções e 

metabolismo cerebral em coelhos sujeitos a coma hipoglicêmico. Utilizaram o 

eletroencefalograma e a diferença arterio-venosa na concentração de oxigênio como 

indicadores da atividade metabólica. Concluíram que a FBP podia melhorar as funções e 

metabolismo do cérebro e sugeriram que podia substituir, em parte, a glicose durante a 

hipoglicemia, sendo um substrato alternativo para a glicólise quando o metabolismo 

cerebral dos carboidratos estava diminuído (145). A partir destes achados, os autores 

realizaram outro estudo a fim de verificar se a FBP poderia ter um efeito protetor para 

o cérebro durante a isquemia anóxica. Os animais tratados com FBP apresentavam 
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menos alterações neurológicas que os animais controles, o que sugere a existência de 

um efeito protetor para o cérebro durante a isquemia anóxica (146).  

O efeito neuroprotetor da FBP também foi observado a em slices de cérebros de 

ratos submetidos à hipóxia. Sugere-se também que o açúcar atue como protetor do 

sistema nervoso central quando administrado intraperitonialmente. Este efeito da FBP 

não parece muito fácil de explicar, devido à grande seletividade da barreira 

hematoencefálica. É muito pouco provável que o açúcar possa penetrar no cérebro, 

sugerindo que o efeito da droga é indireto (147). 

Rogido e colaboradores (2003) demonstraram que a FBP previne a morte neuronal 

excitotóxica no cérebro de camundongos neonatos; os autores não buscaram 

mecanismos para este efeito, e admitem que a modulação de cálcio intracelular através 

da ativação da PLC é a responsável pelo efeito protetor (148). Já Park e colaboradores 

(2004) e Song e colaboradores (2005) propõem que a neuroproteção em modelos de 

excitotoxicidade ocorre através da alteração de espécies reativas ao oxigênio (EROs), 

via p38MAPK e ERK, que são proteíno-quinases envolvidas na regulação e morte 

neuronal. A FBP controlaria a produção excessiva destas proteíno-quinases. Song 

também admite um efeito modulador da FBP sobre a PLC em slices de hipocampo de 

ratos em modelo de toxicidade induzida por β-amilóides (149, 150).  

 

5.2.5. Fígado 

 

O composto polihalogenado Tetracloreto de Carbono (CCl4) é um conhecido agente 

hepatotóxico que pode levar à morte. Rao e Mehendale (1989) estudaram o papel 
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protetor da FBP contra a hepatotoxicidade provocada por CCl4. Observaram que as 

enzimas plasmáticas marcadoras de dano hepático AST (Aspartato amino transferase) e 

ALT (Aspartato alanina transferase), estavam significativamente menos aumentadas nos 

animais tratados com FBP do que naqueles que não receberam tratamento. O ATP e 

ADP, que diminuíam pela ação do tóxico, recuperavam-se parcialmente pela ação da 

FBP; as enzimas ornitina-descarboxilase e espermidina N-acetiltransferase, que são 

importantes para a regeneração celular, também estavam significativamente mais 

aumentadas nos animais tratados. (151) . Em outro estudo os autores encontraram 

efeitos protetores hepáticos da FBP mesmo quando utilizaram como agente tóxico a 

clordecona em combinação com CCl4  (152). 

Markov e colaboradores (1989), verificaram que a FBP protege o fígado do dano 

utilizando como agente hepatóxico a galactosamina. Neste estudo foram utilizados 

parâmetros histológicos e marcadores plasmáticos da lesão hepática (AST e ALT) (153). 

O uso de galactosamina em conjunto com FBP mostrou-se menos lesivo do que no grupo 

controle (154). Em outro modelo experimental, a FBP apresentou efeitos protetores 

contra a lesão hepática induzida por paracetamol (155). Estes estudos utilizaram como 

parâmetros de lesão marcadores plasmáticos e celulares (ATP). 

 

5.2.6. Proteção Anti-Radicais Livres (RL) 

 

A formação de radicais livres na reperfusão pós-isquêmica ou através de 

substâncias tóxicas parece ser um mecanismo importante no desenvolvimento da lesão 

celular. Para protegerem-se destes efeitos citotóxicos, as células possuem mecanismos 

enzimáticos antioxidantes tais como enzimas (superóxido dismutase, catalase) ou 
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antioxidante endógenos (ácido ascórbico, vitamina E). Sugeriu-se que o ATP pode ser um 

regulador fisiológico da atividade catalítica da enzima NADP oxidase, uma das enzimas 

responsáveis da produção de radicais superóxidos. Em 1986, Schinetti e Lazzarino, 

utilizando um éster de forbol (miristato acetato de forbol) para produzir radicais 

superóxido em neutrófilos humanos in vitro, verificaram que o tratamento prévio destas 

células com FBP inibia a produção de radicais superóxido provocada pela ação do éster 

de forbol. O mecanismo com que o açúcar diminuiu a formação destes radicais parece 

ser através do aumento dos níveis intracelulares de ATP, já que o éster de forbol 

provocava uma diminuição deste metabólito em aproximadamente 85%. Além disso, 

verificou-se que a FBP impedia o metabolismo oxidativo de neutrófilos e inibia a 

liberação de histamina pelos mastócitos, sugerindo que o açúcar poderia ter um efeito 

antiinflamatório (156). 

A anóxia pode induzir uma transformação de xantina-desidrogenase em xantina-

oxidase; este sistema enzimático pode formar radicais superóxidos como conseqüência 

da diminuição do metabolismo energético e o conseguinte aumento no conteúdo de 

AMP. Sob as mesmas condições de anóxia, notou-se que a FBP pode manter a relação 

xantina-desidrogenase/xantina-oxidase através da recuperação da carga energética que 

está diminuída durante a anóxia (157).  

Cárdenas e colaboradores (2000) incubaram 5mM de FBP em slices de cérebros de 

ratos submetidos a hipóxia e privação de glicose, observaram a inibição da atividade da 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e redução significativa dos níveis de glutamato e 

aspartato. Esta redução é uma das razões para acreditar que a FBP possa exercer um 

efeito neuroprotetor (158). 
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5.2.7. Inibição da Agregação Rlaquetária In Vitro 

 

Cavallini e colaboradores (1992) demonstraram que a FBP (1 - 3mM) inibe a 

agregação plaquetária in vitro em indivíduos sadios induzida por diversos agonistas 

trombina, vasopressina, PAF, ADP, adrenalina, araquidonato e um análogo estável do 

tromboxano U 44069. Neste estudo, embora não tenha sido elucidado o mecanismo de 

ação para tal efeito, a ação antiagregante plaquetária foi atribuída à inibição da 

secreção de ATP induzida por trombina; foi também observada uma ação quelante do 

Ca++ extracelular, o que também pode respresentar um mecanismo de ação. Além disto, 

os autores destacam a improbabilidade de a FBP exercer seus efeitos através da 

penetração na membrana celular, sendo mais provável que atue via interferência de 

sinal na superfície celular, no receptor G do sistema PLC (159). 

 

5.2.8. Ação Antiinflamatória 

 

Oyanagui (1998), comprovou o efeito antiinflamatório da FBP quando associada à 

dexametasona em edema de pata de ratos (160). Cuesta e colaboradores (2006) 

avaliaram o efeito protetor da endotoxemia, ativação de macrófagos e dano hepático 

em modelo de hepatite experimental em ratos induzida por D-galactosamina (GalN), e 

verificaram que a FBP não previne a sensibilização induzida ao TNF-α pela GalN, mas 

previne o aumento de transaminases hepáticas, por diminuição da liberação de citocinas 

inflamatórias. Os autores sugerem que esta ação é mediada pela ação da FBP sobre 

canais de potássio (K+), aumentando a permeabilidade destes canais (161).  
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Nunes e colaboradores verificaram em 2003 um efeito imunomodulador da FBP em 

linfócitos T em ratos submetidos à sepse experimental (162); em 2004 os autores 

avaliaram os efeitos da FBP e clorpropamida sobre receptores solúveis de TNF-α em 

linfócitos de doadores hígidos. Os resultados mostraram que a FBP é um potente 

imunomodulador, confirmando os resultados do estudo anterior; FBP, em concentrações 

entre 1,25 e 10mM reduziram significativamente a proliferação linfocitária induzida por 

fitohemaglutinina (PHA)(163).  

Em 2002, Nunes e colaboradores publicaram um estudo com o intuito de avaliar os 

efeitos protetores da FBP na sepse em ratos, em um modelo onde é introduzida via 

intraperitonial uma cápsula de gelatina contendo Escherichia coli em fezes estéreis de 

ratos. Os animais foram divididos em três grupos: um grupo controle sham, um grupo 

séptico e, um grupo séptico tratado com frutose-1,6-bisfosfato (500mg/kg). No grupo 

controle não houve mortalidade; no grupo séptico houve 100% de mortalidade em 15 

horas, enquanto que no grupo que recebeu frutose-1,6-bisfosfato houve uma sobrevida 

de 80% dos animais em 15 horas, 70% em 24 horas e 50% em 48 horas. Esses dados 

demonstraram a ação protetora dessa droga no quadro séptico (164). Em outros 

trabalhos, no intuito de determinar os mecanismos protetores da FBP, o mesmo grupo 

avaliou possíveis ações antimicrobianas na sepse e antiinflamatórias em modelo de 

edema de pata (165) e pleurisia (166) induzidas por carragenina. Verificou-se que a FBP 

não possui efeito antimicrobiano (165), mas possui antiinflamatório na dose de 

500mg/kg (165, 166). A dose letal média intravenosa em ratos é de 1068mg/kg em 24 

horas (167). 
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 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO 

 

 Considerando-se o impacto da sepse na sociedade, principalmente no que diz 

respeito às altas taxas de morbi-mortalidade e prevalência, faz-se necessária a pesquisa 

de novas intervenções preventivas e/ou curativas. A FBP é um açúcar bisfosforilado que 

apresenta efeitos protetores em diversas situações de dano celular e orgânico. Para que 

essa substância possa futuramente ser utilizada de forma segura no tratamento da 

sepse, novos estudos devem ser realizados. O presente trabalho propôs o estudo das 

propriedades terapêuticas FBP sobre as anormalidades na coagulação sangüínea e a na 

agregação plaquetária causadas pela sepse experimental em ratos. 
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 OBJETIVOS 

 

1. Objetivos Gerais 

 

 Avaliar o efeito da FBP na coagulação sangüínea e na agregação plaquetária em 

modelo experimental de sepse. 

 

 

2. Objetivos Específicos 

 

2.1. Avaliar os efeitos da FBP sobre a trombocitopenia; 

2.2. Avaliar os efeitos da FBP sobre a agregação plaquetária in vitro e ex vivo; 

2.3. Avaliar os efeitos da FBP sobre a coagulação sangüínea nas vias 

extrínseca, intrínseca e comum final. 
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 LOCAL DE EXECUÇÃO 

 

 Laboratório de Biofísica Celular e Inflamação da Pontifícia Universidade Católica 

do Rio Grande do Sul, sob coordenação do Prof. Dr. Jarbas Rodrigues de Oliveira. 
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 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 Projeto aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia Universidade 

Católica do Rio Grande do Sul em 12 de dezembro de 2005, sob número 1190/05. 

 Os animais foram manipulados de acordo com as recomendações do “Guidelines 

on the Care and Use of Animals for Scientific Purposes”(168) aprovado pelo Conselho da 

Sociedade de Fisiologia Americana. 
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 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 O tamanho da amostra (n=9/grupo) foi calculado para um -Pα = 0,05 e poder 

estatístico de 90%. As variáveis foram analisadas com o teste de Kolmogorov-Smirnov e 

classificadas como simétricas. Os dados, descritos como média±desvio-padrão foram 

comparados por ANOVA e aplicado o pós teste de Bonferroni. A análise estatística foi 

realizada utilizando o pacote estatístico SPSS® versão 13.0 para Windows. Os gráficos 

foram construídos com auxílio do programa Graph Pad Prism® versão 4.02.  
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 ABSTRACT 

 

 Introduction: Sepsis is a systemic response to an infection that leads to a 

generalized inflammatory reaction. There is an intimate relationship between 

procoagulant and proinflammatory activities, and coagulation abnormalities are 

common in septic patients. Pharmaceutical studies have focused to the development of 

substances that act on coagulation abnormalities and on the link between coagulation 

and inflammation. Fructose-1,6-bisphosphate (FBP) is a high-energy glycolitic 

metabolite that in the past two decades has been shown therapeutic effects in great 

number of pathological situations, including sepsis.  

 Objectives: The aims of this study were to assess the effects of FBP on platelet 

aggregation in vitro and ex vivo in naive and septic rats and evaluate the use of FBP as a 

treatment for thrombocytopenia and coagulation abnormalities in abdominal sepsis in 

rat.  

 Results: FBP inhibited platelet aggregation (p<0.001) in vitro in naive rats from 

the smallest dose tested, 2.5mM, in a dose-dependent manner. The mean effective dose 

calculated was 10.6mM. The highest dose tested, 40mM, completely inhibited platelet 

aggregation (p<0.001) induced by ADP. Platelet aggregation in plasma from septic rats 

was inhibited only with higher doses of FBP, starting from 20mM (p<0.001). The 

calculated mean effective dose was 19.3mM. Ex vivo platelet aggregation in septic rats 

was significantly lower (p<0.05) than higid rats and the treatment with FBP, at the dose 

of 2g/kg, diminished the platelet aggregation at the extention of 27% (p<0.001), 

suggesting that FBP is a potent platelet aggregation inhibitor in vivo. Moreover, 

treatment with FBP 2g/kg prevented thrombocytopenia (p<0.001), prolongation of 
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prothrombin and partial thromboplastin time (p<0.001), but not fibrinogen, in septic 

rats.  

 Conclusions: The most important findings in this study are that FBP is a potent 

platelet aggregation inhibitor, in vitro and ex vivo. It presents protective effects on 

coagulation abnormalities, which can represent a treatment against DIC. The 

mechanisms for these effects remain under investigation.  

Key words: fructose-1,6-bisphosphate, sepsis, platelet aggregation, coagulation, blood. 
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 INTRODUCTION 

 

Sepsis is a great challenge in medicine, affecting approximately 700.000 people 

annually in United States and accounting for about 210.000 deaths per year. It 

represents a major burden to the US health care system, with costs estimated to be 

about $16.7 billion per year (1). In sepsis, a systemic response to an infection through 

endogenous mediators leads to a generalized inflammatory reaction in several organs 

remote from the initial insult and, eventually, to organ dysfunction or failure (2). Many 

investigators have reported the intimate relationship between procoagulant and 

proinflammatory activities (3). Coagulation abnormalities are a common occurrence in 

critically ill patients and have been associated with increased mortality (4). Almost 

every patient with sepsis presents abnormalities in the coagulation system, ranging from 

a small decrease in platelet count and subclinical prolongation of clotting times to full-

blown disseminated intravascular coagulation (DIC). In the routine clinical setting, DIC is 

diagnosed on the basis of the platelet count dropping or low and prolongation of global 

clotting time tests (PT, aPTT). There is evidence that DIC is involved in the pathogenesis 

of microvascular dysfunction and contributes to organ failure. Also, activation of the 

coagulation system may cause bleeding, through the depletion of platelets and 

consumption of coagulation factors (5).  

Supportive strategies that act on the coagulation system have been found to be 

beneficial in experimental studies and clinical trials. Pharmaceutical studies have 

focused in the development of substances that act on the link between coagulation and 

inflammation, such as antithrombin concentrate (6) or recombinant human activated 

protein C (rhapC) (7). FBP is a high-energy glycolitic metabolite that in the past two 

decades has been showing therapeutic effects in a great number of experimental injury 
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situations, and its benefic effects of FBP are documented in several organs and tissues 

(8-11). It is an activator of glycolitic route (12), an inhibitor of nitric oxide synthesis for 

inducible nitric oxide sintase (iNOS) (13), augments of fagocytosis (14), chelates 

extracellular calcium (15) and diminishes lipidic peroxidation and generation of oxygen 

reactive species (16). Studies have reported the protective effects of FBP in 

experimental sepsis and other inflammatory conditions. Nunes et al have demonstrated 

that FBP reduces the mortality rate provoked by experimental sepsis and ameliorates 

hematological and histological alterations (17), has anti-inflammatory properties, but 

not antimicrobial action (18) and acts as a powerful immunomodulatory agent, through 

inhibition of T-lymphocytes proliferation in vitro (19, 20); in pleurisy induced by 

carrageenan in rats, administration of 500mg/kg attenuated inflammatory parameters 

such as exudate volume, total leukocytes and the number of polymorphonuclear 

leukocytes (21). 

The effects of this bisphosphorylated sugar have been attributed to its ability to 

maintain the levels of ATP when the cell is under stress. However, the cellular 

mechanisms involved in this action are still unclear. The aims of this experimental study 

were to assess the effects of FBP on platelet aggregation in vitro in plasma from septic 

rats and to test the effects of FBP treatment on thrombocytopenia and coagulation 

abnormalities caused by abdominal sepsis in rat. 
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1. MATERIAL AND METHODS 

 

1.1. Subjects: 

 Male, Wistar rats, subject to a 12 h/12 h light/dark cycle in an acclimatized 

room, receiving water and regular food for rodents ad libitum and weighing 200–250 g 

were used. The animals were divided into three groups of 9 animals each: a control 

group, a septic group and a septic group that was treated with FBP. The sample size 

(n=9/group) was calculated to Pα=0.05 and power of 90%. 

 

1.2. Ethics: 

 This study was approved by the local ethics council. The care and the use of the 

animals were performed according to the “Guiding Principles in the Care and Use of 

Animals for Scientific Purposes” approved by the Council of the American Physiological 

Society .  

 

1.3. Interventions: 

 Sepsis was induced according to Nunes et al, 2000 (22). The animals were 

anesthetized with ethyl ether and the abdomens were shaved and cleaned with iodide 

solution. A 1-cm incision was made above the linea alba and the ceccum was 

exteriorized. Three perforations were performed with the point of a small surgery 

scissor, until faeces flow out, to ensure patency. The ceccum was replaced in the 

abdominal cavity and the abdomen was sutured to close the abdominal wall and the skin 



 

79

and again cleaned with iodine solution. For the treated group, sepsis was induced 

following the same procedure described above, and immediately after sepsis induction 

the rat was treated with 2g/kg of FBP (Sigma Chemical Co.) diluted in sterile saline 

solution until 1mL volume, via intraperitoneum. The control group was constituted of 

naive animals, which have not been submitted to any procedure. After the chirurgic 

procedure, each animal was placed in an individual cage for recovery, with food and 

water ad libitum, and was kept alone in the cage for twelve hours. After this period, 

blood was collected for analysis.  

 

1.4. Blood collection: 

 Twelve hours after sepsis induction, the animals were anesthetized with ethyl 

ether and blood was collected from the heart through direct punction, approximately 

6mL in syringes with heparin (Sigma Chemical Co), for platelet aggregation tests  and 

approximately 2 mL in syringes with sodium citrate 1:9 (Sigma Chemical Co), for blood 

coagulation tests. After blood collection, the animals were euthanized by decapitation. 

 

1.5. Sample Preparation: 

 Blood collected with heparin was used in platelet aggregation tests. Sample was 

prepared according to Yun-Choi, 2000(23). Blood was centrifuged in (Centrifuge® 5804R, 

Eppendorf) for 15 minutes, at 24°C temperature and at 200G, to obtain the platelet rich 

plasma (PRP), which was separated in a clean glass tube. After, the remained blood was 

once more centrifuged for 15 minutes, at 24°C temperature and at 2000G, to obtain the 

platelet poor plasma (PPP). A platelet count was performed in the PRP and it was 
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adjusted to 300 x 103 platelets/mL, by dilution with PPP, obtaining the platelet 

equalized plasma (PEP). 

 Blood collected with sodium citrate was analyzed in a blood counter (Coulter® 

T890, USA) to obtain platelet count. After this evaluation, blood was centrifuged for 15 

minutes, at 24°C and 2000G and the plasma obtained was used for coagulation tests 

(PT, ATTP and fibrinogen). 

 

1.6. Platelet Aggregation Test: 

1.6.1. In vitro: 

 For in vitro platelet aggregation, Born (1962) technique was performed (24). For 

control tests, 800µL of PEP from naive or septic rats and 100µL of sterile physiologic 

solution were added in a plastic spectrophotometer cuvette and read in a 

spectrophotometer (Spectronic®, GenesisTM) at 609 nm wave length. After, 100µL of 

adenosine diphosphate 0.2 mM (ADP, Sigma Chemical Co) was added to the cuvette, 

which was placed in a 37°C bath and kept under constant stirring for 5 minutes. After a 

two minutes rest, the cuvette was again read at 609 nm, and the aggregation was 

calculated in percentage according to Weiss formula (25).  

 To evaluate the effects of fructose-1,6-bisphosphate in vitro, the same test was 

performed, but instead of the addition of 100µL of sterile physiologic solution, 100µL of 

FBP diluted in sterile physiologic solution at concentrations of 25mM, 50mM, 100mM, 

200mM and 400mM were used to obtain a dose-response curve. Note that the final 

concentrations of FBP in the tests were 2.5mM, 5mM, 10mM, 20mM and 40mM. 
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1.6.2. Ex vivo:  

 For ex vivo platelet aggregation, higid, septic and treated animals PEP were 

used. The test was performed similarly to the in vitro test, except that 900µL of PEP 

without the addition of any other solution, except ADP. The remained procedures were 

carried out as previously described, and the effect of sepsis and the treatment with FBP 

in rats was obtained. 

 

1.7. Blood Coagulation Tests: 

1.7.1. Prothrombin Time: 

 Prothrombin Time (PT) test was performed using the commercial kit Soluplastin®, 

provided by Wiener lab., Argentina. Briefly, 100µL of plasma kept in bath at 37°C 

temperature is added to 200µL of a solution containing brain rabbit thromboplastin, 

0,0125mol/L of calcium chloride and 0,1mol/L of calcium sodium. The time elapsed 

between the addition of plasma and clot formation is counted with a chronometer. All 

samples were taken in duplicate. 

 

1.7.2. Activated Partial Thromboplastin Time: 

 Activated Partial Thromboplastin Time (APTT) test was performed using the 

commercial kit APTTest®, provided by Wiener lab., Argentina. For this test, 100µL of 

plasma and 100µL of cefalin are kept in bath at 37°C temperature for three minutes, in 

the same tube. After that, 100µL of calcium chloride 0,025mol/L is added to the 

solution and the time for the clot formation is counted. All samples were taken in 

duplicate. 
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1.7.3. Fibrinogen: 

 Fibrinogen test was performed through the commercial kit Fibrinógeno®, 

provided by Wiener lab., Argentina. For this test, 40µL of plasma is mixed with 360µL of 

imidazole buffer 0.05M and kept in bath at 37°C temperature. After two minutes, 200µL 

of plasma solution is added to 100µL of reconstituted thrombin (100 UNIH/mL) and the 

time for the clot formation is counted. All samples were taken in duplicate. 

 

1.8. Statistical analysis: 

 The results are expressed as mean±standard deviation (SD). Multiple group 

comparisons were performed through ANOVA followed by post hoc Bonferroni, using the 

statistical package SPSS® 13.0 for Windows. P<0.05 was considered statistically 

significant. 

 

2. Results: 

2.1. Platelet Aggregation and platelet count: 

2.1.1. In vitro: 

2.1.1.1. Naive rats: 

 Platelet aggregation in control group was 91.9%. Fructose-1,6-bisphosphate 

inhibited platelet aggregation in vitro in naive rats from the smallest dose tested, 

2.5mM, in a dose-dependent manner. The mean effective dose calculated is 10.6mM. It 

is important to emphasize that each dose tested presented statistic significance when 

compared to the control and one another. The highest dose tested, 40 mM, inhibited 
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completely platelet aggregation induced by ADP 0.2mM. The effect of FBP on platelet 

aggregation in plasma obtained from higid rats is seen on Figure 1. 
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 Figure 1: In vitro platelet aggregation in plasma obtained from naive rats and the 

inhibitory effects of increasingly higher doses of fructose-1,6-bisphosphate (FBP). Data are 

expressed as mean ± standard deviation. Statistical differences are represented as: * P<0.05, 

compared to control group; ** P<0.001, compared to control group; ● P<0.007, compared to FBP 

2.5mM group; ●● P<0.001, compared to FBP 5.0 mM group; � P<0.001, compared to FBP 10mM 

group; �� P< 0.05, compared to FBP 20 mM group. 

 

2.1.1.2. Septic rats: 

 Differently from plasma from naive rats, platelet aggregation in vitro in septic 

rats was 78.3%, lower than higid animals (Figure 2). Moreover, platelet aggregation was 

inhibited only by higher doses of FBP, starting from 20mM. The calculated mean 

effective dose was 19.3mM. Platelet aggregation in plasma incubated with FBP at doses 

of 2.5 mM, 5.0 mM and 10mM were not different from the control group. The lowest 
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dose to inhibited platelet aggregation was 20mM, and the dose of 40mM inhibited 

platelet aggregation induced by ADP at rates of 2.65%. 
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 Figure 2: In vitro platelet aggregation in septic rats and the effects of increasingly 

higher doses of fructose-1,6-bisphosphate (FBP). Data are expressed as mean and standard 

deviation. Statistical differences are represented as: * P<0.001, compared to other groups; ** 

P<0.001, compared to FBP 2.5mM, 5mM and 10mM; ● P<0.001, compared to FBP 20mM group. 

 

2.1.2. Ex vivo: 

 Platelet aggregation in septic rats was significantly lower than naive rats (Figure 

3). Treatment with FBP, at the dose of 2g/kg, diminished the platelet aggregation at 

the extention of 27%, suggesting that FBP could be a potent platelet aggregation 

inhibitor in vivo.  
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 Figure 3: Platelet aggregation in rats twelve hours after the administration of fructose-

1,6-bisphosphate (FBP), 2g/kg. Data are expressed as mean and standard deviation. Statistical 

differences are represented as: * P<0.05, compared to naive group; ** P<0.001, compared to 

higid and septic group. 

 

2.1.3. Platelet Count: 

 Treatment with FBP 2g/kg prevented thrombocytopenia in septic rats (Figure 4). 

As expected, platelet count in the septic group was significantly lower compared to 

naive group. The mean platelet number in the group treated with FPB was 717x103/mL, 

similar to higid group, not presenting statistic significance when compared. 
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 Figure 4: Platelet number in rats and the effects of the administration of fructose-1,6-

bisphosphate (FBP), 2g/kg. Data are expressed as mean and standard deviation. Statistical 

difference are represented as: * P<0.001, compared to higid and FBP group. 

 

2.2. Blood Coagulation: 

2.2.1. Prothrombin time (PT): 

 Prothrombin time was increased in septic group, which is an indication of DIC. 

Treatment with FBP prevented the prolongation of PT (Figure 5). 
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 Figure 5: Prothrombin time (PT) in rats and the effects of the administration of fructose-

1,6-bisphosphate (FBP), 2g/kg . Data are expressed as mean and standard deviation. Statistical 

difference is represented as: * P<0.001, compared to the naive and FBP group. 

 

2.2.2. Activated partial thromboplastin time (APTT): 

 As occurred to prothrombin time, activated partial thromboplastin time was 

increased in septic group. FBP prevented the prolongation of APTT (Figure 6). 
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 Figure 6: Activated partial thromboplastin time (APTT) in rats and the effects of the 

administration of fructose-1,6-bisphosphate (FBP), 2g/kg. Data are expressed as mean and 

standard deviation. Statistical difference is represented as: * P<0.001, compared to the naive 

group and the FBP group. 

 

2.2.3. Fibrinogen: 

 Fibrinogen was increased in septic group when compared to higid control group, 

and also in the treated group. Differently from verified with prothrombin time and 

activated partial thromboplastin time, which were increased in septic group but in 

normal levels in the group treated with 2g/kg of FBP, fibrinogen was increased not only 

in septic group but also in the treated group (Figure 7).  
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 Figure 7: Fibrinogen levels in rats and the effects of the administration of fructose-1,6-

bisphosphate (FBP), 2g/kg. Data are expressed as mean and standard deviation. Statistical 

differences are represented as: * P<0.001, compared to higid group. 
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3. Discussion and Conclusion: 

3.1. In vitro and ex vivo platelet aggregation, and platelet count: 

 The frequent occurrence of thrombocytopenia has been used as an early but 

nonspecific marker of sepsis. Mavrommatis et al (2000) have reported that platelet 

count were not changed in uncomplicated sepsis, but in severe sepsis and in septic 

shock platelet count was markedly reduced (26). It has been suggested that platelet 

count is a very important criteria to assess the hematological failure in septic process 

(27). Our study demonstrates that FBP is capable to inhibit platelet aggregation in vitro 

(Figures 1 and 2) and ex vivo (Figure 3). In vitro, FBP is an inhibitor of platelet 

aggregation induced by ADP 0.2mM from the smallest dose tested, 2.5mM; even though 

a higher dose of FBP is required to inhibit platelet aggregation in vitro in sepsis, from 

doses starting at 20mM the inhibition is at rates of 36%. Therefore, the mean effective 

dose was different in the two groups. This phenomenon can be explained through the 

fact that in sepsis platelets are over stimulated, thus a higher dose of FBP is needed to 

inhibit platelet aggregation (28). The results suggest that FBP is a potent inhibitor of 

platelet aggregation induced by ADP in experimental sepsis. This effect is not due to a 

diminishing in the platelet count in the treated group; the number of platelets in 

treated rats was did not present statistic significance when compared to the naive 

group (Figure 4), which is, it has normal platelet count.  

 Stimulation of platelets by ADP leads to a transient increase in intracelular 

calcium due to both rapid calcium influx and mobilization of internal stores and 

simultaneously to innhibition of adenylyl cyclase contributing to platelet aggregation 

(29). One study have shown the ability of FBP to chelar ionic calcium (30), and this 

could be a possible mechanism of action against platelet aggregation. Cavallini et al. 

(1992) have demonstrated that FBP inhibits in vitro platelet aggregation induced by 
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several agonists, including ADP. In this work they also reported that thrombin-promoted 

ATP secretion and cytosolic calcium rise are also drastically inhibited by FBP, which 

decreases the protein kinase C-dependent phosphorylation. Further they observed that 

FDP does not affect platelet activation induced by the protein kinase C activators. Their 

results indicate that FDP inhibits platelet activation at a level preceding phospholipase 

C and these authors suggested that the antiaggregatory action of FBP occurs at the 

cellular surface, most likely by interfering with the transmission of signal at level of the 

receptor-G protein-phospholipase C system (31). 

 

3.2. Coagulation: 

 The mechanisms involved in the pathological coagulation disorder in septic 

patients have become increasingly clear recently. Inflammation, tissue injury, and 

organ dysfunction are driven by a cascade of proinflammatory cytokines. 

Proinflammatory cytokines act at various sites in hemostasis control, turning to a 

procoagulant state. (2, 4, 32) and have great importance in sepsis, being responsible for 

expression of tissue factor (TF). TF is a potent platelet aggregator and coagulation 

cascade activator. In sepsis, activation of the extrinsic coagulation pathway by TF 

induces increased coagulation, activating factor VII of the extrinsic pathway, which 

indirectly amplifies the thrombin production, itself is a proinflammatory mediator (4, 

33, 34). In addition, activation of coagulation in sepsis can occur indirectly through the 

activation of intrinsic pathway by bacterial products, such as lipid A and lipotheichoic 

acid (gram-negative product  and gram-positive product, respectively) (35).  

 Inhibition of the fibrinolytic system is another key element of the pathogenesis 

of fibrin deposition during severe inflammation. Although the initial response in sepsis is 
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an increase in fibrinolytic activation, mediated by the immediate release of 

plasminogen activators, this response is only short-lived and rapidly shut-off by a great 

increase in the main inhibitor of fibrinolysis, plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1). 

TNF-α and IL-1 can increase PAI-1 synthesis or release from endothelium and decrease 

plasminogen activator synthesis (5). 

 In the present study, we verified the effects of treatment with FBP over 

prothrombin time, activated partial thromboplastin time and fibrinogen levels in sepsis. 

Even though PT and aPTT are not very useful do detect activation of blood coagulation, 

these are the tests commonly used in daily practice. We verified that prothrombin time, 

activated partial thromboplastin time and fibrinogen levels are increased in the septic 

group, a possible reflex of DIC, together with thrombocytopenia. FBP prevented the 

prolongation of prothrombin time and activated partial thromboplastin time, which 

means that FBP acts on the coagulopathy generated by sepsis. Protective effects on 

fibrinogen increase were not verified. Further studies are needed to asses the 

mechanisms which FBP acts on the coagulation system.  

 

4. Final considerations: 

 In conclusion, the most important findings in this study are that FBP is a potent 

platelet aggregation inhibitor, in vitro and ex vivo. Moreover, it presented protective 

effects on coagulation abnormalities, such as thrombocytopenia, TP and APTT, which 

can represent a treatment against DIC. The mechanisms for these effects remain under 

investigation. Thus, we suggest that after more studies FBP may represent a new 

approach in the sepsis treatment like as Activated Protein C, modulating both 

inflammatory and coagulation systems.  



 

92

5. Conflict of interest statement: 

 All authors disclose that there were no financial, personal, or their relationships 

with other people or organizations within three years of beginning the work submitted 

that could inappropriately influence the work submitted. 

 

6. References: 

 

1. Angus DC, Linde-Zwirble WT, Lidicker J, Clermont G, Carcillo J, Pinsky MR. Epidemiology 

of severe sepsis in the United States: analysis of incidence, outcome, and associated costs of 

care. Crit Care Med. 2001 Jul;29(7):1303-10. 

2. Bone RC, Grodzin CJ, Balk RA. Sepsis: a new hypothesis for pathogenesis of the disease 

process. Chest. 1997 Jul;112(1):235-43. 

3. Marshall JC. Inflammation, coagulopathy, and the pathogenesis of multiple organ 

dysfunction syndrome. Crit Care Med. 2001 Jul;29(7 Suppl):S99-106. 

4. Jagneaux T, Taylor DE, Kantrow SP. Coagulation in sepsis. Am J Med Sci. 2004 

Oct;328(4):196-204. 

5. Levi M, de Jonge E, van der Poll T. Sepsis and disseminated intravascular coagulation. J 

Thromb Thrombolysis. 2003 Aug-Oct;16(1-2):43-7. 

6. Wiedermann CJ, Hoffmann JN, Juers M, Ostermann H, Kienast J, Briegel J, et al. High-

dose antithrombin III in the treatment of severe sepsis in patients with a high risk of death: 

efficacy and safety. Crit Care Med. 2006 Feb;34(2):285-92. 

7. Vincent JL, Bernard GR, Beale R, Doig C, Putensen C, Dhainaut JF, et al. Drotrecogin alfa 

(activated) treatment in severe sepsis from the global open-label trial ENHANCE: further 

evidence for survival and safety and implications for early treatment. Crit Care Med. 2005 

Oct;33(10):2266-77. 

8. Takeuchi K, Cao-Danh H, Friehs I, Glynn P, D'Agostino D, Simplaceanu E, et al. 

Administration of fructose 1,6-diphosphate during early reperfusion significantly improves 



 

93

recovery of contractile function in the postischemic heart. J Thorac Cardiovasc Surg. 1998 

Aug;116(2):335-43. 

9. Sun JX, Farias LA, Markov AK. Fructose 1-6 diphosphate prevents intestinal ischemic 

reperfusion injury and death in rats. Gastroenterology. 1990 Jan;98(1):117-26. 

10. De Oliveira JR, Rosa JL, Ambrosio S, Bartrons R. Effect of galactosamine on hepatic 

carbohydrate metabolism: protective role of fructose 1,6-bisphosphate. Hepatology. 1992 

Jun;15(6):1147-53. 

11. Cuesta E, Boada J, Calafell R, Perales JC, Roig T, Bermudez J. Fructose 1,6-bisphosphate 

prevented endotoxemia, macrophage activation, and liver injury induced by D-galactosamine in 

rats. Crit Care Med. 2006 Mar;34(3):807-14. 

12. Ehringer WD, Chiang B, Chien S. The uptake and metabolism of fructose-1,6-diphosphate 

in rat cardiomyocytes. Mol Cell Biochem. 2001 May;221(1-2):33-40. 

13. Edde L, Zhou X, Eaton JW, Sherman MP. Induction of nitric oxide synthase in 

macrophages: inhibition by fructose-1,6-diphosphate. Biochem Biophys Res Commun. 1998 Feb 

24;243(3):683-7. 

14. Markov AK, Oglethorpe N, Terry J, Grogan JB, Hellems HK. Stimulating effect of fructose 

1-6 diphosphate on the phagocytic function of rat RES and on human leukocyte carbohydrate 

metabolism. Am J Med Sci. 1985 Jul;290(1):3-10. 

15. Hutcheson AE, Rao MR, Olinde KD, Markov AK. Myocardial toxicity of cyclosporin A: 

inhibition of calcium ATPase and nitric oxide synthase activities and attenuation by fructose-1,6-

diphosphate in vitro. Res Commun Mol Pathol Pharmacol. 1995 Jul;89(1):17-26. 

16. Cardenas A, Hurtado O, Leza JC, Lorenzo P, Bartrons R, Lizasoain I, et al. Fructose-1,6-

bisphosphate inhibits the expression of inducible nitric oxide synthase caused by oxygen-glucose 

deprivation through the inhibition of glutamate release in rat forebrain slices. Naunyn 

Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2000 Sep;362(3):208-12. 

17. Nunes FB, Simoes Pires MG, Alves Filho JC, Wachter PH, Rodrigues De Oliveira J. 

Physiopathological studies in septic rats and the use of fructose 1,6-bisphosphate as cellular 

protection. Crit Care Med. 2002 Sep;30(9):2069-74. 

18. Nunes FB, Graziottin CM, Alves Filho JC, Lunardelli A, Pires MG, Wachter PH, et al. An 

assessment of fructose-1,6-bisphosphate as an antimicrobial and anti-inflammatory agent in 

sepsis. Pharmacol Res. 2003 Jan;47(1):35-41. 



 

94

19. Nunes FB, Alves-Filho JC, Alves Bastos CM, Tessele PM, Caberlon E, Moreira KB, et al. 

Effect of the chlorpropamide and fructose-1,6-bisphosphate of soluble TNF receptor II levels. 

Pharmacol Res. 2004 May;49(5):449-53. 

20. Nunes FG, CM; Filho, JCFA; Lunardelli, A; Caberlon, E; Peres, A; De Oliveira, JR. 

Immunomodulatory effect of fructose-1,6-bisphosphate on T-lymphocytes. International 

Immunopharmacology. 2003;3:267-72. 

21. Alves Filho JC, Santos RC, Castaman TA, de Oliveira JR. Anti-inflammatory effects of 

fructose-1,6-bisphosphate on carrageenan-induced pleurisy in rat. Pharmacol Res. 2004 

Mar;49(3):245-8. 

22. Nunes F, Oliveira, JR,  Pires, MGS, Wächter, PH. Septic Induction in rats (Wistar): 

Experimental model. Revista de Medicina da PUCRS. 2000;10:183-7. 

23. Yun-Choi HS, Park KM, Pyo MK. Epinephrine induced platelet aggregation in rat platelet-

rich plasma. Thromb Res. 2000 Dec 15;100(6):511-8. 

24. Born GV. Aggregation of blood platelets by adenosine diphosphate and its reversal. 

Nature. 1962 Jun 9;194:927-9. 

25. Weiss HJ, Rogers J. Thrombocytopathia due to abnormalities in platelet release reaction-

-studies on six unrelated patients. Blood. 1972 Feb;39(2):187-96. 

26. Mavrommatis AC, Theodoridis T, Orfanidou A, Roussos C, Christopoulou-Kokkinou V, 

Zakynthinos S. Coagulation system and platelets are fully activated in uncomplicated sepsis. Crit 

Care Med. 2000 Feb;28(2):451-7. 

27. Vincent JL, Moreno R, Takala J, Willatts S, De Mendonca A, Bruining H, et al. The SOFA 

(Sepsis-related Organ Failure Assessment) score to describe organ dysfunction/failure. On behalf 

of the Working Group on Sepsis-Related Problems of the European Society of Intensive Care 

Medicine. Intensive Care Med. 1996 Jul;22(7):707-10. 

28. Levi M. Platelets in sepsis. Hematology. 2005;10 Suppl 1:129-31. 

29. Hechler B, Leon C, Vial C, Vigne P, Frelin C, Cazenave JP, et al. The P2Y1 receptor is 

necessary for adenosine 5'-diphosphate-induced platelet aggregation. Blood. 1998 Jul 

1;92(1):152-9. 

30. Nunes FB, Gaspareto PB, Santos RC, de Assis M, Graziottin CM, Biolchi V, et al. 

Intravenous toxicity of fructose-1,6-bisphosphate in rats. Toxicol Lett. 2003 Jun 5;143(1):73-81. 



 

95

31. Cavallini L, Deana R, Francesconi MA, Alexandre A. Fructose-1,6-diphosphate inhibits 

platelet activation. Biochem Pharmacol. 1992 Apr 1;43(7):1539-44. 

32. Opal SM. Interactions between coagulation and inflammation. Scand J Infect Dis. 

2003;35(9):545-54. 

33. Amaral A, Opal SM, Vincent JL. Coagulation in sepsis. Intensive Care Med. 2004 

Jun;30(6):1032-40. 

34. Mammen EF. The haematological manifestations of sepsis. J Antimicrob Chemother. 1998 

Jan;41 Suppl A:17-24. 

35. Dellinger RP. Inflammation and coagulation: implications for the septic patient. Clin 

Infect Dis. 2003 May 15;36(10):1259-65. 

 

 



 

96

 ANEXOS 

 

A. COMPROVANTE DE ENVIO À REVISTA 

 

 



 

97

B. NORMAS PARA APRESENTAÇÃO DE DISSERTAÇÕES E TESES 

 

 A Comissão de Coordenadora do Programa de Pós-Graduação em Medicina: 

Ciências Médicas da FAMED/UFRGS, de acordo com a Resolução 12/2007 do Conselho De 

Ensino, Pesquisa e Extensão e Resolução 93/2007 da Câmara de Pós-Graduação, resolve 

estabelecer as seguintes normas para apresentação de dissertações e teses no PPG 

Medicina: Ciências Médicas: 

1. As Dissertações de Mestrado e as Teses de Doutorado deverão 

obrigatoriamente conter pelo menos um artigo científico redigido em língua 

inglesa segundo normas internacionais. 

2. As Dissertações de Mestrado e as Teses de Doutorado deverão 

obrigatoriamente conter revisão de literatura em língua portuguesa, redigida 

de forma a contemplar todos os aspectos sumariamente revisados na 

introdução do artigo científico. 

3. Com os componentes obrigatórios definidos acima e seus respectivos 

complementos, a forma final das Dissertações e Teses deverá constar de: 

 

 Resumo 

 Introdução 

 Revisão da literatura 

 Objetivos 
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 Referências da revisão da literatura 

 Pelo menos um artigo científico redigido em inglês (apresentado de 

acordo com as normas da revista ao qual está submetido ou publicado) 

 Anexos 

 

Formato final da Dissertação ou Tese 

1. Capa dura em cor verde esmeralda com as seguintes informações: 

Nome da instituição, descrito no terço superior: 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

Faculdade de Medicina 

Programa de Pós-Graduação em Medicina: Ciências Médicas 

Título da Dissertação ou Tese, descrito no terço médio 

Nome do autor 

Nome do orientador ou orientadores 

Especificação, no terço inferior, de Dissertação de Mestrado ou Tese de 

Doutorado 

Ano 
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2. Lombada: a partir do terço superior devem constar as seguintes informações: 

Dissertação de Mestrado ou Tese de Doutorado, ano, autor. As informações 

deverão ser redigidas em tipo Arial, estilo normal, tamanho 14, em dourado.  

3. Folha de rosto: repete as informações da capa. 

4. Ficha catalográfica: descrita no verso da folha de rosto terço inferior. 

5. Agradecimentos e dedicatórias 

6. Corpo da tese ou dissertação constando de: 

Resumo 

Introdução 

Revisão da literatura 

Objetivos 

Referências da revisão da literatura 

Pelo menos um artigo científico redigido em inglês 

Anexos 

7. Anexos: questionários, escalas, instrumentos de coleta de dados, etc.
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