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RESUMO

A sepse é uma das principais causas de admissao de pacientes nas unidades de
terapia intensiva e apresenta altas taxas de mortalidade. Anormalidades na coagulacao
sao frequentes em pacientes com sepse e contribuem para o desenvolvimento da
disfuncao de multiplos 6rgaos. A Frutose-1,6-bisfosfato (FBP) é uma substancia formada
na rota glicolitica que tem demonstrado efeito terapéutico em diversas situacoes que
envolvem lesao celular, como, por exemplo, a sepse. Além de diminuir a resposta
inflamatédria, a FBP também pode inibir a agregacao plaquetaria in vitro induzida por
diversos agregantes. Este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos in vitro da FBP
sobre a agregacao plaquetaria em plasma de ratos higidos e sépticos, bem como os
efeitos do tratamento com FBP no momento da inducao da sepse sobre a agregacao
plaquetaria e coagulacdo sangliinea. Em um primeiro momento foram conduzidos os
experimentos in vitro. Os animais foram divididos em dois grupos, higido e séptico, e
doses crescentes de FBP foram incubadas no plasma destes animais. Em um segundo
experimento, os animais foram divididos em trés grupos experimentais: controle,
séptico e séptico tratado com FBP 2g/kg. Doze horas apods a inducao da sepse, o sangue
dos animais foi coletado para as avaliacdes referentes a coagulacdo sangiiinea e a
agregacao plaquetaria ex-vivo. A FBP inibiu a agregacao plaquetaria in vitro (p<0,001)
de maneira dose-dependente. Em ratos higidos, a inibicao 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 higido, 40mM, inibiu completamente a agregacao plaquetaria. Ja
a agregacao plaquetaria 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 agregacao plaquetaria ex vivo foi significativamente menor (p<0,05) em



ratos sépticos e sépticos tratados com FBP 2g/kg. A agregacao plaquetaria 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 agregacao
plaquetaria e coagulacao sangiiinea in vivo, representando um possivel tratamento para
a coagulacao intravascular disseminada decorrente da sepse. Entretanto, outros estudos
sdo necessarios para avaliacao deste efeito. Os mecanismos de acao ainda estao sob

investigacao.

Palavras-chave: sepse, inflamacao, agregacao plaquetaria, coagulacao

sangliinea, frutose-1,6-bisfosfato, ratos.



INTRODUCAO

A sepse, o choque séptico e a disfuncao de multiplos 6rgaos (DMO) sao as
principais causas de mortalidade nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). A sepse é
uma sindrome clinica decorrente de infeccao grave, associada a inflamacao sistémica e
lesao 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 internacao ou a desenvolvem durante sua permanéncia na unidade (5, 7).

Os conceitos sobre a fisiopatologia da sepse estdao mudando. Atualmente
considera-se que a inflamacao, a coagulacao e a fibrindlise atuam simultaneamente no
processo evolutivo da doenca. Na sepse ha um desequilibrio entre a via pré-coagulante
e 0s mecanismos anticoagulantes, e estes eventos compdem um dos principais fatores
da disfuncao organica. O sistema de coagulacao e as plaquetas sao ativados nos estagios
iniciais da doenca, ocasionando coagulopatia e trombocitopenia. Esse processo pode
progredir, levando a coagulacao intravascular disseminada (CIVD), que pode apresentar-
se como trombose na microcirculacdo e sangramentos. Apesar das manifestacoes
hemorragicas receberem bastante atencao, a trombose microvascular é considerada
patologicamente mais importante, pois esta fortemente ligada ao desenvolvimento da

DMO (5, 8-17).

Em novembro de 2001, uma forma recombinante da proteina 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 farmaco contra a sepse e revelou uma

reducao de 6,1% do risco absoluto de morte. Uma analise detalhada revelou que apenas
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pacientes de alto risco apresentam reducao 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 nao estao completamente elucidados (18), mas sua introducao na
terapéutica estimulou a pesquisa de uma série de estratégias farmacoldgicas no
tratamento da sepse (24-30). Este estudo teve por objetivo investigar os efeitos do uso
da frutose-1,6-bisfosfato (FBP) sobre a agregacao plaquetaria e coagulacao sangiiinea na

sepse experimental em ratos.

11



REVISAO DA LITERATURA

1. Sepse

1.1. Definicéo de sepse

A sepse € uma sindrome clinica, decorrente de infeccao grave, associada a
inflamacao sistémica e lesdao tecidual. O nome sindrome da resposta inflamatéria
sistémica (SIRS, do inglés sistemic inflammatory response syndrome) designa uma lesao
tecidual difusa, provocada por um insulto ndo-infeccioso (pancreatite aguda ou grande
queimado, por exemplo), que é secundaria a perda da regulacao da resposta
inflamatoéria do individuo. Quando a SIRS é decorrente de uma infeccao confirmada ou
suspeita, chamamos de sepse (6). Pode-se definir sepse, portanto, como uma resposta

inflamatoria sistémica secundaria a um processo infeccioso (31).

Diferente de outras doencas, a sepse pode representar distintas situacoes
clinicas dentro de um mesmo espectro evolutivo: o mesmo paciente pode, ao longo de
sua internacao, evoluir para diferentes estagios da patologia, como sepse ou choque
séptico. Assim, faz-se necessaria adequada utilizacdao dos termos que definem sepse (5).
Para tanto, em 1991, durante a conferéncia 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 definicoes, até hoje utilizadas (31):

12



Infeccéo: presenca de microorganismo ou a invasao de tecido normalmente

estéril aqueles organismos.
Bacteremia: presenca de bactérias viaveis no sangue.

Sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS): resposta do organismo
a um insulto variado (trauma, pancreatite, grande queimado, infeccao

sistémica), com a presenca de pelo menos dois dos critérios abaixo:

e Febre, temperatura corporal acima de 38°C ou Hipotermia, temperatura

corporal abaixo de 36°C;
e Taquicardia - freqiiéncia cardiaca acima 90 bpm;

e Taquipnéia - freqiiéncia respiratoéria maior que 20 irpm ou PaCO, < 32

mmHg;

e Leucocitose ou leucopenia - leucdcitos mais de 12.000 células/m? ou
menos de 4.000 células/mm?®, ou presenca de mais de 10% de formas

jovens (bastoes).
Sepse: quando a SIRS é decorrente de um processo infeccioso comprovado.

Sepse grave: sepse associada a manifestacoes de hipoperfusao tecidual e
disfuncao organica, caracterizada por acidose latica, oliguria ou alteracao do
nivel de consciéncia, ou hipotensao arterial com pressao sistolica menor do

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

Choque séptico: quando a hipotensao ou hipoperfusao induzido pela sepse é
refrataria a ressuscitacao volémica adequada e com subseqiiente necessidade

de administracao de agentes vasopressores.
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e Hipotensdo: pressao arterial sistolica menor que 90mmHg ou reducao de

40mmHg da linha de base, na auséncia de outras causas de hipotensao.

e Disfuncédo de multiplos érgdos: alteracao na funcao organica de forma que a
homeostasia ndo pode ser mantida sem intervencdo terapéutica. E um
processo continuo e dinamico, podendo variar desde disfuncao leve até
faléncia total do orgdao. Geralmente sao utilizados parametros de seis
sistemas-chave: pulmonar, cardiovascular, renal, hepatico, neuroldgico e

coagulacao.

1.2. Diagnéstico

As definicoes ACCP/SCCM podem dar a idéia de que existe uma evolucao linear
dos estagios da sepse no quadro clinico do paciente, iniciando em SIRS e aumentando
em gravidade até o choque séptico. Na clinica, isso nem sempre ocorre. O quadro
clinico classico de febre, leucocitose, taquicardia e taquipnéia pode nao ser observado
em todos os casos. Além disso, febre moderada pode estar presente em outros tipos de
choque, mas ndao no choque séptico. (5, 6). No entanto, uma série de caracteristicas
clinicas e laboratoriais, em uma variedade de orgaos e tecidos, sao frequentemente

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

e Alteracdes Sistémicas: febre ou hipotermia, calafrios, taquipnéia;

14



e Marcadores Inflamatérios: alteracao na leucometria, aumento de

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

¢ Alteracdes da Coagulacédo: aumento de D-dimeros, prolongamento do tempo

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

¢ Alteracdes Hemodinamicas: taquicardia, hipotensdao, aumento do débito
cardiaco, resisténcia vascular sistémica baixa, baixa taxa de extracdo do

oxigénio;

e Alteracdes Metabdlicas: reducdao da perfusao da pele, oliguria,

hiperlactatemia, enchimento capilar lentificado;

e Disfungdes Organicas: aumento de uréia e creatinina, trombocitopenia e
outras alteracées da coagulacao, hiperbilirrubenia, alteracdes do estado

mental, hipoxemia, ileo paralitico.

1.3. Epidemiologia

A maioria dos estudos epidemiologicos em sepse utiliza dados de incidéncia em
diferentes ambientes, como enfermarias e unidades de terapia intensiva. Esses estudos
apontam basicamente para a taxa de ocorréncia da sepse nessas areas; entretanto, a
real incidéncia da sepse deve ser calculada a partir de dados populacionais (5). Angus e
colaboradores realizaram, em 1992, o Unico estudo com base populacional revelando a
incidéncia de sepse grave. Este estudo retrospectivo revelou que a sepse, o choque

séptico e a disfuncao de multiplos 6rgaos (DMO) sao as principais causas de mortalidade
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nas Unidades de Terapia Intensiva (UTls). A taxa de mortalidade pode variar de 28 a
80%, dependendo de fatores que incluem a severidade da sepse, o nUmero de 6rgaos em
faléncia, a idade, as co-morbidades e o tempo de internacao. De 750.000 pacientes
acometidos de sepse, 215.000 evoluiram ao 6bito, perfazendo uma taxa de 29% de
mortalidade (1). Pesquisas apontam que a incidéncia da sepse aumenta de 1,5 e 8% ao
ano, apesar dos desenvolvimentos técnicos em UTls e dos avancados tratamentos de
suporte. O custo de internacdo de pacientes sépticos € muito alto, pois estes
permanecem hospitalizados geralmente por periodos extensos, raramente deixando a

UTI antes de 2-3 semanas (18).

Pesquisas recentes apontam que a incidéncia da sepse esta aumentando em 1,5 e
8% ao ano, apesar dos desenvolvimentos técnicos em unidades de terapia intensiva e dos
avancados 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, chegariamos a
934.000 novos casos em 2010 e 1.110.000 casos no ano de 2020, somente nos Estados
Unidos (1). O custo de internacao de pacientes sépticos € muito alto, pois estes
permanecem hospitalizados geralmente por periodos extensos, raramente deixando a
UTI antes de 2-3 semanas (1, 5, 7, 18, 32). Cada paciente despende 22.000 doélares para
o tratamento, sendo que os nao sobreviventes despendem maiores recursos, em torno
de 26.000 dolares. Pacientes internados em unidades de terapia intensiva alcancavam

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

No Brasil, os dados epidemioldgicos sao 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 pais, independente da sua

patologia de base, que foram avaliados durante todo o periodo de internacao na UTI.

16



Dados clinicos e laboratoriais foram coletados diariamente no sentido de verificar a
presenca de SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico. Dois grupos foram
prospectivamente formados: a) pacientes que permanecem menos de 24 horas na UTl e
b) aqueles que permanecem mais de 24 horas. Nos pacientes com mais de 24 horas, a
incidéncia de sepse grave e de choque séptico foi de 27% e 23%, respectivamente. Em
geral, a morte do paciente séptico esta mais relacionada com o evento infeccioso do
que com a doenca de base, quando essa ocorre no periodo hospitalar. Estes resultados
levam a crer que a sepse é um dos principais problemas de saude publica nas UTls
brasileiras, onde cerca de 25% dos pacientes internados em terapia intensiva
manifestam um quadro compativel com sepse grave desde a internacdao ou
desenvolverao o mesmo durante sua permanéncia na unidade. A densidade da
incidéncia de sepse é de 57 para 1000 pacientes/dia, apresentando diferencas
importantes entre instituicoes publicas e privadas (7). A expansao desses dados para
outras regidoes do pais é de fundamental importancia para se estimar a real incidéncia
de sepse e sua mortalidade atribuida nas UTls brasileiras; para tanto, hoje o estudo

BASES envolve sete UTls.

1.3.1. Fisiopatologia: Inflamacédo, Coagulacao e Fibrinélise

Os paradigmas da fisiopatologia da sepse estao mudando. Um dos novos
conceitos que tém modificado a visdao da sepse € o impacto da inflamacao, coagulacao e
fibrindlise atuando simultaneamente no processo evolutivo da doenca (Figura 1), uma

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

33-36).

Trombose da microcirculacéio ]
il

[ Disfunciio de maltiplos orgdos j

Figura 1: Fisiopatologia da sepse. Infeccao, inflamacao e coagulacdo atuam
simultaneamente, levando a trombose na microcirculacdo e disfuncdo de multiplos 6rgaos (DMO).
A DMO também retro-alimenta o sistema, ampliando a resposta inflamatoria e ativando a cascata

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

A inflamacao € a resposta organica normal a uma infeccao. Ao se considerar uma
infeccdo por gram-negativos, a resposta inflamatdria se inicia apds a interacao do LPS
com a proteina ligadora do LPS (LBP, do inglés LPS binding protein). Este complexo liga-
se ao receptor de membrana do monoécito/macrofago denominado CD14, que nao possui

porcao intracelular, tornando impossivel a ativacao celular. Com a descoberta dos
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receptores Toll-like, pode-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
ativacao do NFkb e, por conseqiiéncia, ativacao de genes relacionados a producado de
mediadores pro-inflamatorios como o TNF-o (Fator de necrose tumoral alfa), as
interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6) e o fator ativador plaquetario (PAF) (Figura 2). Esses
mediadores apresentam mdultiplos efeitos a fim de reparar danos ja existentes e
prevenir novas lesoes teciduais. Para assegurar que os efeitos dos mediadores pro-
inflamatérios nao se tornem destrutivos, o organismo libera mediadores
antiinflamatorios, como as interleucinas 4 e 10 (IL-4, IL-10), que normalmente
promovem um processo de downregulation sobre a resposta pro-inflamatoria 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 a infeccao é
superado, ocorrendo uma reacdo sistémica exacerbada e extremamente danosa. O
excesso dos mediadores inflamatorios, TNF-a. e IL-1, provoca uma resposta fisioldgica
inadequada e interfere na funcao normal tecidual, levando ao dano celular e a DMOs

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

Junto a ativacao do sistema inflamatdrio, o sistema de coagulacao é recrutado e
as plaquetas sao ativadas. Durante a sepse ha um desequilibrio entre a via pro-
coagulante e os mecanismos anticoagulantes e, isso faz parte dos principais fatores da

disfuncao organica na sepse (39).
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2. Agregacao Plaquetéria

Plaquetas, ou trombdcitos, sao derivadas do citoplasma de megacariocitos
presentes na medula oOssea. Sao células pequenas, anucleadas e discéides, com um
diametro de 2 a 4 ym, com vida média de 9 a 12 dias. A contagem normal de plaquetas
é de 130 a 400 x10%/pL, dependendo da metodologia empregada. A funcéo plaquetaria
normal, tanto in vivo quanto in vitro, requer uma contagem de ao menos 100 x10%/pL

(44-47).

2.1. Morfologia e Fisiologia Plaguetéria

A estrutura das plaquetas é bastante distinta, levando a uma subdivisao em trés

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

- Zona periférica

Regidao complexa que consiste do glicocalix, membrana plaquetaria, numerosos
canais de superficie que compdéem o sistema canicular aberto, e uma area

submembranosa de microfilamentos especializados (44, 45).

O glicocalix cobre intimamente a plaqueta e é considerado um componente
importante da membrana plaquetaria. Um numero de glicoproteinas (GP) presentes

nesta area é responsavel pela especificidade de grupo sangiliineo, compatibilidade
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tissular e antigenicidade plaquetaria; outras servem como receptores e facilitam a
transmissao de estimulos através da membrana plaquetaria. A GP Ib é o receptor
primario para o fator de von Willebrand, que funciona como um mediador para a adesao
inicial das plaquetas ao subendotélio. A GP de membrana GP IIb/llla funciona como um
receptor para substancias, tais como o fibrinogénio, fibronectina e fator de von
Willebrand, e possui, portanto, funcao mediadora da agregacao plaquetaria. Calcio e/ou
magnésio na forma de cations divalentes também sao necessarios para a ligacdo com o

fibrinogénio (44, 45).

A membrana plaquetaria, similar a outras membranas plasmaticas, € um fluido
lipidico bicamada, composta de glicoproteinas, glicolipideos e lipoproteinas. A porcao
fosfolipidica da plaqueta ativada serve de superficie para a interacao das proteinas
plasmaticas envolvidas na coagulacdao sangiiinea. Os fatores de coagulacao V e VI
também estao presentes na superficie da membrana plaquetaria, como varios fatores

plaquetarios que participam da formacao da fibrina (44, 45).

O sistema canicular aberto consiste de invaginacdées da membrana plasmatica
que se articulam através da plaqueta, embora seja parte da zona periférica. Os
produtos armazenados nas plaquetas sao liberados para o exterior através dessas

invaginacoes, que também coleta substancias pro-coagulantes do plasma (44, 45).

- Zona Solugel

A zona solugel é formada por microtubulos e microfilamentos. Microtubulos
envolvem as plaquetas, mantendo o formato discoéide. Na plaqueta estimulada,
contracdes na banda circunferencial dos microtibulos em direcao ao centro da plaqueta

sdo responsaveis pela movimentacdo das organelas para o interior da plaqueta e sua
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reorganizacao, o que facilita o processo secretério. Apds a secrecao, os microtibulos
migram do centro da plaqueta para areas periféricas, na forma de pseudopodos. Além
disso, monitoram as contracdes internas das plaquetas, regulando o grau de resposta
aos estimulos. Microfilamentos formam um tecido através do citoplasma da plaqueta e
sao formados por actina e miosina. Actina é a principal proteina contratil do citosol,
correspondendo a 20-30% das proteinas totais, enquanto a miosina compde de 2 a 5% das
proteinas totais das plaquetas. Também apresentam trombostenina, outra proteina de
funcao contratil. Microfilamentos podem convergir de um estado gelatinoso
desorganizado para filamentos paralelos organizados capazes de contrair em segundos

enquanto a plaqueta é estimulada (44, 45).

- Zona das Organelas

Responsavel pelas atividades metabolicas das plaquetas. De modo geral, as
organelas mais numerosas sao os granulos, que sao heterogéneos em tamanho,
densidade eletronica e contetdo quimico. As plaquetas contém trés tipos de granulos de
estocagem morfologicamente distintos: granulos densos, alfa granulos e lisossomos
contendo hidrolases acidas. Os alfa-granulos sao os mais numerosos (20 a 200 por
plaqueta) e contém uma série de proteinas envolvidas na agregacao plaquetaria, como
FAP, PGDF e fatores de coagulacao. Granulos densos sao encontrados em menor numero
(2 a 10 por plaqueta) e sao representados como corpos opacos em micrografias de
transmissao eletronica (TEM) (Figura 3). Contém, entre outras substancias, adenosina
difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), calcio (Ca™), magnésio (Mg™),

catecolaminas como epinefrina e norepinefrina, serotonina, pirofosfato (44, 45).
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SCIENCEBHOTGE BRARY

Figura 3: Micrografia de transmissdo eletronica (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 reticulo endoplasmatico liso (REL) de megacariocitos imaturos. E o
local de sintese de prostaglandinas e tromboxano e de seqliestro de calcio; é a liberacao

primaria de calcio do sistema tubular denso que engatilha a contracao plaquetaria e a

subsequente ativacao interna das plaquetas (44, 45).

2.2. Agregacao Plaquetéria

Numerosos estimulos podem iniciar a agregacao plaquetaria, que pode ser
transitoria, reversivel ou irreversivel. As plaquetas respondem de diferentes formas,
dependendo da forca e duracdo do estimulo, bem como das fungdes fisioldgicas e do
estado patologico das plaquetas. No estagio inicial de ativacao, as plaquetas formam
pseuddpodos enquanto comecam a contrair; se o estimulo persiste, a contracdo e

formacao dos pseudépodos aumentam. Organelas, como granulos densos e alfa granulos
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sao reorganizados para o centro das plaquetas, e a contracao faz com que estas
secretem seus conteldos através do sistema de canaliculos abertos para o meio
extracelular. As plaquetas adjacentes sao ativadas através de receptores em contato

com os granulos densos, amplificando a ativacao (44-47).

Quando ha dano vascular, as plaquetas sao 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 lesao. A exposicao ao
tecido conectivo subendotelial, como as fibras de colageno, iniciam a adesao
plaquetaria, um processo reversivel, de baixo consumo de energia, que envolve a
interacao das glicoproteinas de superficie das plaquetas com elementos do tecido
conectivo do subendotélio. A secrecao é um processo com consumo de energia que

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

Em 1956 foi demonstrado que as plaquetas contém ATP em concentracoes
extraordinariamente altas, e que este ATP se quebra rapidamente quando as plaquetas
estao suspensas em plasma em coagulacao. Também foi sugerido que, se esta quebra de
ATP ocorre na superficie das plaquetas, a tendéncia de agregar-se das plaquetas é
aumentada. Mais tarde foi descoberto que as plaquetas também aderem umas as outras
no plasma e também a outras superficies pela adicdo de ADP (44-47, 49). A
especificidade do ADP em agregar plaquetas sugere que este efeito seja significativo
fisiologicamente tanto na ligacdo deste aos receptores especificos de membrana P,Y
(50), iniciando o estimulo, quanto de sua liberacdo dos granulos das plaquetas,
ampliando a intensidade do estimulo. A ligacao do ADP na membrana plaquetaria ativa a
fosfolipase, que cliva os fosfolipidios presentes na membrana plaquetaria, liberando
acidos graxos como o acido araquidonico. Por sua vez, o acido araquidonico é

convertido no citoplasma das plaquetas em endoperdxidos pelas enzimas cicloxigenase
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(COX) | e Il. Os endoperoxidos sao convertidos a TxA,, importante agregante de
plaquetas, mediador da fase de secrecao e promotor da vasoconstricao. A acao do TXA;
é limitada por sua meia-vida de 30 segundos, quando é hidrolisado a tromboxano B,

(TXB,) (44-47, 49).

Calcio ionizado e fibrinogénio plasmatico sao fundamentais para a agregacao
plaquetaria. O fibrinogénio se liga a complexos de cations divalentes (Ca™", Mg™) das
glicoproteinas de membrana (GPIIb/llla); uma vez ligado a estes complexos, forma
pontes entre calcio extracelular ionizado dependente de fibrinogénio com as plaquetas
adjacentes, promovendo, portanto agregacao plaquetaria. Outros agonistas da
agregacao também tém um papel importante, tanto na estimulacao plaquetaria quanto

na exposicao do sitio de ligacao do fibrinogénio. (44, 45, 47).

A agregacao plaquetaria in vitro pode ser iniciada por uma grande variedade de
agentes: ADP, colageno, epinefrina, trombina, ristocestina, serotonina, acido
araquidonico, peconhas, agentes imunizantes. A eficiéncia deste fendémeno esta
associada ao agonista e sua concentracao utilizada para a resposta in vitro (49, 51). A
agregacao in vitro, da mesma maneira que a agregacao in vivo, € um processo bifasico

que pode ser reversivel ou irreversivel, dependendo da poténcia do estimulo. (44-47).

2.2.1. Agregacgédo Plaquetaria em Ratos

Ratos e plaquetas de ratos sao 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 variacao de animal utilizado (52, 53), o género
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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 0 modo de coleta (58).

Ha quase trés décadas é documentado que plaquetas humanas agregam em
resposta a epinefrina, e que este efeito é devido a ligacdo da mesma em receptores a-
adrenérgicos especificos (59). Embora existam receptores a-adrenérgicos na superficie
das plaquetas em ratos, a epinefrina exerce pobre acao agregante como agente isolado,
nao causando ativacao ou agregacao plaquetaria, sendo inclusive um inibidor da

agregacao plaquetaria induzida por trombina (60, 61).

As plaquetas de ratos sdo também resistentes aos colagenos obtidos de tecido
conectivo oriundos de ratos, humanos e bovinos (57) e nao respondem a acao do PAF por
nao possuirem receptores especificos para o mesmo. O ADP é considerado o agente
agregante de melhor resposta; no entanto, plaquetas de ratos nao respondem ao ADP
quando o agente agregante empregado é o citrato de sodio, sendo preferivel o uso da
heparina (53, 55). Da mesma maneira, a agregacao plaquetaria induzida por ADP é
influenciada pelo anestésico empregado; o éter e o metoxiflurano sao os agentes

anestésicos mais indicados (55).

2.3. Agregacao Plaquetaria na Sepse

A agregacdo plaquetaria pode ser vista como uma sucessao de eventos
envolvendo ativacao, adesao, agregacao, secrecao e promocao de atividade coagulante.
Através da adesao e da agregacao ao subendotélio, as plaquetas mantém a hemostase

primaria, ocluindo locais de dano vascular e permitindo a reunidao dos fatores de
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coagulacao responsaveis pela formacao de trombo (62). A sepse severa, o choque
séptico e a endotoxemia estao associados com efeitos significativos na coagulacao,
sistema fibrinolitico e agregacdao plaquetaria, e as alteracbes no balanco dos
mecanismos de hemostasia impulsionam a progressao destes estados patologicos (63).
Anormalidades na coagulacao e trombocitopenia sao comuns na sepse severa, e podem
variar de diminuices de menor importancia na contagem de plaquetas e alteracdes nos
testes de coagulacao até CIVD e trombose microvascular generalizada, e a severidade
das desordens na hemostase parecem se correlacionar com a severidade da doenca (3,

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

Enquanto poucos autores afirmam que haja um aumento na agregacao
plaquetaria in vitro na sepse (65, 83, 84), mas a maioria dos estudos relatam que ha um
decréscimo na agregacao plaquetaria e na contagem de plaquetas na sepse,
independentemente do agente agregante utilizado; a trombocitopenia constitui um mau
prognostico. A agregacao plaquetaria esta comprometida tanto em pacientes com CIVD

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

Os a-granulos plaquetarios contém fatores de crescimento vascular, como o fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF), PDGF e fator plaquetario-4 (PF-4), que sao
liberados durante a agregacao. O VEGF é um potente fator angiogénico, que regula a
proliferacao, diferenciacdo e sobrevivéncia do endotélio microvascular; o PDGF
contribui também para angiogénese e reparo endotelial, mas pouco é sabido sobre o seu
papel na resposta a sepse. A liberacao de VEGF é significativamente superior em
pacientes sépticos, quando comparados a controles sadios (62). As citoquinas (IL-18, IL-

6, IL-8 e TNF-a), em contraste com os agonistas classicos, nao ativam plaquetas (63).
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3. Coagulacao Sangiinea

A formacao do coagulo de fibrina no sitio de lesao endotelial constitui processo
crucial para a manutencao da integridade vascular. Os mecanismos operantes nesse
processo sao dependentes da integridade anatomica e funcional do sistema
hemostatico, e devem ser finamente regulados de modo a evitar perda excessiva de
sangue e a formacao de trombos intravasculares decorrentes de formacao excessiva de
fibrina. Os componentes do sistema hemostatico incluem as plaquetas, os vasos, as
proteinas da coagulacdao do sangue, os anticoagulantes naturais e o sistema de
fibrindlise. O equilibrio funcional desses fatores € garantido por uma variedade de
mecanismos envolvendo interacdes entre proteinas, respostas celulares complexas, e

regulacao de fluxo sangiiineo (87-89).

3.1. Sistema Pré-Coagulante

A formacdo do coagulo de fibrina envolve complexas interacoes entre proteases
plasmaticas e seus cofatores, que culminam na génese da trombina, que por protedlise
converte o fibrinogénio solivel em fibrina insolivel (88-91). Em 1964, MacFarlane
propds a hipétese da “cascata” (Figura 4) para explicar a fisiologia da coagulacdao do
sangue (92). Nesse modelo, a coagulacao ocorre por meio de ativacao proteolitica
seqlencial de zimoégenos por proteases plasmaticas, resultando na formacao de
trombina, que entdo converte o fibrinogénio em fibrina. A coagulacado se dividiria em

uma via extrinseca e uma via intrinseca, que convergem no ponto de ativacao do fator X
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(“via final comum”). Na via extrinseca, o fator VIl plasmatico ativa diretamente o fator

X. Na via intrinseca, ativacdo do fator Xl ocorre por contato e requer ainda a presenca

de pré-calicreina e cininogénio de alto peso molecular. O fator Xlla ativa o fator XI, que

por sua vez ativa o fator IX. O fator IXa, na presenca de fator VllI, ativa o fator X da

coagulacao, desencadeando a geracao de trombina e subsequente formacao de fibrina

(87, 92, 93).

Via intrinseca Via extrinseca
Contato com substancias estranhas Dano endotelial expondo tecide subendotelial
#/ou fecido subendotelial (colageno, por exemplo) e trauma celular
l liberando fator tecidual (FT)
XIl ==Xl
XI—Xla F/Nlle €——VII
II_."&IIu
(o' (o™
Vil

Fosfolipideos plaquetdrios

3

i
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Via comum
Xo
Va o+
Fostolipidens plaquetarios Fibrinogénio
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Xl ——> Xilla l
Codgulo de fibrina estavel

Figura 4: Representacao classica da cascata de coagulacdo. Fonte: Consenso Brasileiro

de Sepse(5)
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Embora haja a tradicao de se dividir o sistema de coagulacao do sangue em
intrinseco e extrinseco, tal separacdo é atualmente entendida como inadequada para
entendimento da fisiologia da coagulacdo. A analise do conjunto de reacdes envolvidas
na coagulacao do sangue mostra que nao ha distincao clara entre os sistemas intrinseco
e extrinseco, que atuam de modo altamente interativo in vivo. No entanto, a utilizacao
dos termos “intrinseco” e “extrinseco” é util para fins didaticos e na interpretacao de
exames laboratoriais utilizados na rotina da avaliacao da hemostasia: o TP e o TTPA,
que sao de particular importancia na monitorizacao de terapéutica anticoagulante. Na
execucao desses testes in vitro, criam-se no tubo de reacao as condicdes para ativacao
preferencial das vias ditas extrinseca (avaliada pelo TP) ou intrinseca (avaliada pelo

TTPA) (53).

0 inicio do processo de coagulacdao depende da ocorréncia de dano vascular ou
alteracdes bioquimicas (por exemplo, liberacao de citocinas). Qualquer que seja o
evento desencadeante, o inicio da coagulacao do sangue é dependente da expressao do
seu componente critico, o fator tecidual (FT), por células endoteliais e pelo mondcito, e
sua exposicao ao espaco intravascular. O FT é uma glicoproteina de membrana de 45000
Da que funciona como receptor para o fator VIl da coagulacao, e apresenta expressao
constitutiva em fibroblastos subjacentes ao endotélio vascular. Células endoteliais e
monocitos, que normalmente ndao expressam o fator tecidual, podem expressa-lo na
ocorréncia de lesdao endotelial e na presenca de estimulos especificos tais como

endotoxinas e citocinas (87, 94-99).

Em individuos normais, niveis minimos da forma ativada do fator VIl da
coagulacao (FVlla) estdao presentes em circulacao. O FVlla é capaz de se ligar ao FT
expresso em membranas celulares, formando um complexo que exibe funcao enzimatica

ativa, também capaz de ativar o proprio FVIl em um processo denominado “auto-
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ativacao”. O complexo FT-FVIla tem como substratos principais o fator IX e o fator X,
cuja clivagem resulta na formacao de FIXa e FXa, respectivamente, com subsequente
formacao de trombina e fibrina. Uma vez que ha formacao de trombina, o complexo FT-
FVila é capaz de ativar o fator V e o fator VIIl. Essas duas reacdes envolvendo ativacao
de pro-cofatores sao fundamentais para a geracao do complexo “tenase” intrinseco
(fator IXa/fatorVllla), 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 reacoes é que o complexo fator IXa/fator Vllla ativa o fator X
com eficiéncia 50 vezes maior que o complexo fator Vlla/FT (88, 90, 96, 98, 100). O
produto principal dessas reacdes, a trombina, exibe atividades pré-coagulantes e pro-
inflamatérias, convertendo o fibrinogénio em fibrina, promovendo ativacao plaquetaria
e ativando o fator Xlll da coagulacao, que por sua vez estabiliza o coagulo de fibrina

(87, 94-98).

3.2.  Mecanismos Anticoagulantes

As reacoes bioquimicas da coagulacao do sangue devem ser estritamente
reguladas de modo a evitar ativacao excessiva do sistema, formacao inadequada de
fibrina e oclusao vascular Em condicoes fisiologicas (auséncia de lesao vascular) ha
predominio dos mecanismos anticoagulantes sobre os procoagulantes, mantendo-se

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

O complexo fator Vlila/FT atua sobre os fatores IX e X da coagulacao, ativando-
os. Essas reacdes sao reguladas pelo inibidor da via do fator tecidual (TFPI), uma

proteina produzida pelas células endoteliais que apresenta dois mecanismos: inibicao do
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complexo fator Vlla/FT e do fator Xa. Assim, a ativacao direta do fator X é regulada
negativamente de modo rapido na presenca do TFPI, que limita desta forma a producao

de fator Xa e fator IXa. A ligacao do fator Xa é necessaria para que o TFPI exerca seu

.....

Outra importante via de anticoagulacao do sangue é o sistema da proteina C
ativada (PCa). A proteina C (PC), quando ligada ao seu receptor no endotélio (EPCR,
“endothelial protein C receptor”), é ativada apo6s a ligacao da trombina ao receptor
endotelial trombomodulina (TM). A PCa inibe a coagulacao clivando e inativando os
fatores Va e Vllla. Este processo € potencializado pela PS, que atua como um cofator
ndo enzimatico nas reacdes de inativacdo. A identificacdo do sistema da PCa implicou
importante mudanca conceitual no que se refere ao papel da trombina no sistema
hemostatico: nao obstante ela tenha funcao procoagulante quando gerada em excesso,
sua funcao na fisiologia do sistema, em que é produzida apenas em pequenas

quantidades, é de um potente anticoagulante, tendo em vista que sua ligacdo a TM

.....

A antitrombina Il (ATIIl) é o inibidor primario da trombina e também exerce
efeito inibitorio sobre diversas outras enzimas da coagulacao, incluindo os fatores IXa,
Xa, e Xla. Adicionalmente, a ATIIl acelera a dissociacao do complexo fator Vlla/fator
tecidual e impede sua reassociacao. Desta forma, a ATIIl elimina qualquer atividade
enzimatica procoagulante excessiva ou indesejavel. A molécula de heparan sulfato, uma
proteoglicana presente na membrana das células endoteliais, acelera as reacoes
catalisadas pela ATIIl. A atividade inibitéria da ATIIl sobre a coagulacao € também
potentemente acelerada pela heparina, um polissacarideo linear estruturalmente

similar ao heparan sulfato (24, 108).
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Da mesma maneira que os mecanismos pro-coagulantes, as diferentes vias
regulatorias nao operam isoladamente; ha sinergismo entre o TFPI e a ATIIl e entre o
TFPI e o sistema da PC suprimindo a génese de trombina. Por exemplo, a ATIIl (mas nao
o TFPI) inibe a ativacao do fator VIl mediada pelo fator Xa no complexo fator VII/FT. Por
outro lado, o TFPI (mas ndo a AT) inibe o excesso de ativacao do fator X pelo complexo
fator VII/FT. Adicionalmente, o TFPlI em conjuncao com o sistema da PCa inibe

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

3.3. Sistema Fibrinolitico

O sistema fibrinolitico ou sistema plasminogénio/plasmina é composto por
diversas proteinas que regulam a geracao de plasmina, uma enzima ativa produzida a

partir do plasminogénio, que tem por funcao degradar a fibrina (109-114).

Sao conhecidos dois ativadores fisiologicos do plasminogénio: o ativador do
plasminogénio tecidual (t-PA) e o ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA).
Os dois ativadores tém alta especificidade de ligacdao com seu substrato, resultando na
formacao de plasmina. Embora a plasmina degrade nao somente a fibrina, mas também
o fibrinogénio, fator V e fator VIII, em condicoes fisioldgicas, a fibrindlise ocorre como
processo que € altamente especifico na presenca de fibrina. Em contraste com esses
mecanismos fisioldgicos, ativacao mais extensa do sistema fibrinolitico ocorre quando
da infusdao de agentes tromboliticos do tipo estreptoquinase e uroquinase, que nao sao

especificos para a presenca de fibrina (109-111).
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A inibicao do sistema fibrinolitico, através da inibicao dos ativadores do
plasminogénio, ocorre mediante acdo de inibidores especificos, cujo principal
representante € o PAI-1, e diretamente sobre a plasmina, funcao inibitéria esta

exercida pela a;-antiplasmina (109-111).

Recentemente, um novo componente do sistema fibrinolitico foi identificado e
designado inibidor da fibrinolise ativado pela trombina (TAFI). O TAFI ocupa importante
papel na hemostasia funcionando como um potente inibidor da fibrinodlise. O TAFI é
ativado pela trombina, tripsina e plasmina, e na sua forma ativada é capaz de inibir a
fibrindlise. A principal via de ativacao do TAFI é dependente da ligacdao da trombina a
trombomodulina, um complexo que tem também a funcdo de ativar o sistema da PC.
Desta forma, o TAFI representa um ponto de conexao entre os sistemas de coagulacao e

fibrinolitico (112).

3.4. Coagulacéo na Sepse

O sistema de coagulacao e as plaquetas sao ativados nos estagios iniciais da sepse,
podendo ocasionar coagulopatia e trombocitopenia (8, 80). Esse processo pode
progredir, levando CIVD. Apesar das manifestacoes hemorragicas receberem bastante
atencao, a trombose microvascular é considerada patologicamente mais importante e

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

Utilizando o modelo de cascata proposto por MacFarlane, a via extrinseca € a
principal responsavel pela ativacao do sistema de coagulacao na sepse; entretanto, a

via intrinseca pode ser ativada por altas concentracoes de endotoxinas bacterianas. O
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FT, expresso por diferentes células, como monocitos e células endoteliais, é altamente
trombogénico e, em condicdes normais, liberado em poucos minutos na circulacdo. Na
sepse 0s monocitos circulantes e os granulocitos sao as principais fontes de FT. O TNF-a,
as IL-l e 6, o PAF e o sistema complemento podem aumentar a expressao de FT, que
forma um complexo catalitico com o fator Vlla, clivando os fatores IX e X, ativando o
sistema de coagulacao (9-17, 34-36, 68-74, 78-82). Além disso, na sepse os niveis de

ATIIl e de PCa estao diminuidos, o que constitui um mau o prognostico (14, 115).

O sistema fibrinolitico é ativado precocemente na sepse, mas inibido em pouco
tempo como resultado de um importante aumento de inibidores dos ativadores do
plasminogénio. O principal responsavel pela inibicdo da fibrindlise em resposta a
endotoxinas é o inibidor do PAI-1, que pode contribuir para uma reducdo da atividade

fibrinolitica, 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 proteina C ativada
(PCArh) foi aprovada pelo FDA para o tratamento de pacientes com sepse severa, e hoje
constitui o Unico farmaco especifico para sepse. O estudo multicéntrico, randomizado e
placebo-controlado denominado PROWESS, que avaliou a utilidade do farmaco contra a
sepse, revelou uma reducao 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 reducdo 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 acao da PCArh ainda nao estdao elucidados (19-23, 40-43),
porém oferece esperanca de que novas estratégias terapéuticas para o tratamento da

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

A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) € um acucar bisfosforilado e um metabdlito da via
glicolitica que desempenha um papel direto na regulacdo de muitas rotas metabolicas.
Pode alterar o metabolismo dos carboidratos estimulando a glicolise e inibindo a
gliconeogénese. Além disso, € capaz de estimular a sintese de glicogénio e, ao mesmo

tempo, impedir sua degradacao (118-124).

5.1. Efeitos Fisioldgicos: Glicolise e Gliconeogénese

A FBP afeta a atividade de muitas enzimas que participam na conversao de glicose
a acido latico. De modo geral, a FBP estimula as reacoes na glicélise, apesar de nao ter
o mesmo efeito em todas as células e em todas as espécies. A ativacao da
fosfofrutoquinase 1 (PFK-1) pela FBP esta bem documentada; em muitos casos, esta

.....

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

De uma maneira geral, a FBP nao possui nenhuma acao sobre a atividade da
lactato desidrogenase. Com relacdo a piruvatoquinase, sua ativacao é bastante
ambigua, mas em geral diz-se que tem uma unido cooperativa com fosfoenolpiruvato e
que isto é ativado pela FBP. Estudos demonstraram que a FBP inibe a
fosfoglucoisomerase somente em uma direcao. A FBP compete com Fru-6-P na reacao

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

possuem intolerancia a frutose a ter hipoglicemia apds a ingestao da mesma (122).

A enzima fosfoglicomutase catalisa, como principal reacao, a interconversao de
Gli-1-P e Gli-6-P, usando como cofator a Gli-1,6-P,. Esta enzima, que é inibida por ATP
e citrato, pode também ser inibida pela FBP, através de um mecanismo de competicao

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

A FBP também atua na gliconeogénese inibindo enzimas. Na via usual da
gliconeogénese a FBP é substrato e inibidor da Frutose-1,6-bifosfatase (123). Esta
enzima pode unir fortemente dois ions metalicos (Zn"™*/Mn™) por molécula e nestas
condicoes pode unir 4 moléculas de substrato. As constantes de unidao diminuem a
medida que os substratos vao se unindo, indicando uma interacdo negativa a medida
que aumenta o numero de ligantes. Com estes dados pode-se concluir que a FBP pode

ser um importante modulador da gliconeogénese (121).

A ribulose-1,5-bifosfato descarboxilase funciona no ciclo fotossintético do carbono
produzindo 3-fosfoglicerato, que é posteriormente usado para a gliconeogénese. Esta

reacao € ativada pela Fru-6-P e bloqueada pela FBP (121).

A enzima malato desidrogenase catalisa a descarboxilacao oxidativa do malato a
piruvato em alguns microorganismos, incluindo Streptococcus faecalis. Esta enzima é
induzivel, mas nao esta regulada pela repressao metabdlica. Entretanto, sua atividade é
inibida por ATP e também por intermediarios glicoliticos, incluindo a FBP. A isocitrato
liase catalisa a transformacao de isocitrato para glicoxilato e succinato em muitos
microorganismos, numa reacao que permite gliconeogénese a partir de intermediarios
do ciclo dos acidos tricarboxilicos. A enzima de Pseudomonas indigofera é inibida pela

FBP (122).
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5.2. Efeitos Terapéuticos

A FBP apresenta efeitos protetores sobre varios 6rgaos, tecidos e células, e em

uma série de situacoes de dano celular:

5.2.1. Coracéo e Cardiomiocitos

Imediatamente apos obstrucao arterial inicia-se a isquemia; se o aporte energético
celular nao for reconstituido brevemente, ha o risco de lesao irreversivel. Uma das
etapas criticas durante a isquemia é a inativacao da PFK-1, induzida por um progressivo
aumento da acidez intracelular, provocando uma diminuicao da concentracao de FBP

(125).

Markov e colaboradores (1980), utilizando um modelo de isquemia em caes e
monitorando parametros hemodinamicos, eletrocardiograficos e efeitos metabolicos, e
observaram que a administracao FBP aos caes provocava uma melhora nas funcoes
mecanicas do coracao, visualizada pela regressao nas modificacbes eletrocardiograficas
provocadas pela isquemia. Além disso, o tratamento com FBP aumentou
significativamente o ATP e a creatinina fosfato no miocardio normal e isquémico. Além
disso, a quantidade de acido lactico estava aumentada, sugerindo um aumento da
oxidacao da glicose pela FBP. Os autores propuseram que a FBP atravessaria a
membrana plasmatica e ativaria a glicolise anaerdbica intracelular, inibida pela subita

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

fosforilacdao, economizando duas moléculas de ATP (126).

O mecanismo de acdao da FBP na isquemia ainda nao estd completamente
elucidado e é objeto de estudo e discussao. O mecanismo de acado tedrico de Markov foi
criticado por Eddy e colaboradores (1981) afirmando que um composto bisfosforilado,
portanto, uma molécula grande e polar, ndao sendo possivel atravessar a membrana
plasmatica. Além disto, em perfusdes do coracao isquémico, a enzima chave para a
glicolise é a gliceradealdeido-3-fosfato desidrogenase e nao a PFK-1. Concluiu-se que o
efeito protetor da FBP existe, mas que nao é um efeito direto (127). Em 2000, Ehringer
e colaboradores defenderam a teoria de que a FBP atravessa a membrana plasmatica
por difusao passiva, de maneira intacta (isto €, nao ha quebra na molécula) e dose-
dependente.(128) Ainda, Wheeler e colaboradores publicaram um estudo sobre os
efeitos da FBP sobre células cardiacas e lipossomas, onde, utilizando FBP radiomarcada,
afirmaram que a mesma seria capaz de entrar na célula nao por difusao passiva através
da membrana bicamada, mas através de dois mecanismos dependentes de proteina.
Esta propriedade proporcionaria a FBP os efeitos protetores no coracdo pos-isquémico,
pois a capacidade de captacao da FBP ocorreu tanto a temperatura ambiente quanto a

3°C (129).

Hassinen e colaboradores (1991), utilizando um modelo de coracao perfundido,
monitoraram parametros como o consumo de oxigénio, o fluxo coronario, a pressao
sistolica intraventricular e a pressao diastolica intraventricular cardiaca. Observaram
que o coracdo isquémico tratado com FBP tinha o consumo de oxigénio diminuido,
pressao diastdlica aumentada e sistélica diminuida, e uma pequena diminuicao do fluxo
coronario quando se comparava ao grupo sem tratamento. Além disso, a relacao

NADH/NAD" aumentava na administracdo de FBP e com isto levava ao conseqiiente
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aumento de ATP. A FBP também diminuiu o calcio i6nico extracelular, o que poderia
representar uma melhora no rendimento mecanico e respiratorio do coracao isquémico
através da diminuicao do calcio ionico extracelular. Convém ressaltar que o calcio
extracelular tem um efeito direto sobre a mecanica do coracao e, portanto, os
resultados obtidos podem ser particulares da acao da FBP sobre o 6rgao, e nao um

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

Em 2002, Markov e colaboradores publicaram um estudo onde a FBP, sozinha e/ou
combinada com ciclosporina, diminui a lesdao de reperfusdao pos-isquémica em
transplante de coracdao de ratos. Além disso, os autores verificaram um aumento
discreto, porém significativo, da sobrevivéncia pds-transplante; os niveis de proliferacao
de linfocitos e a expressao de IL-2 diminuida, sugerindo um efeito imunossupressor da

FBP (131).

Baseado nos efeitos benéficos da FBP sobre o coracado, Riedel e colaboradores
(2004) conduziram um ensaio clinico randomizado, duplo-cego e placebo-controlado
onde pacientes submetidos a 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 niveis de creatino-quinase 6 horas apds a reperfusao do coracao,
menor nimero de infartos perioperativos do miocardio e indice cardiaco aumentado.
Baseados nos resultados, os autores defendem o uso da FBP como protetor do miocardio

em cirurgia de bypass da artéria coronariana (132).

42



5.2.2. Eritrocitos

Ao incubar a FBP com sangue total humano, Lazzarino e colaboradores (1984),
observaram que a principal resposta era o aumento da FBP intraeritrocitaria,
acompanhado por uma significativa diminuicao da glicose do sangue (133). Rigobello e
Galzigna (1982) mostraram que a interacao da FBP com a membrana de eritrdcitos
induzia modificacdo na permeabilidade a ions, incluindo a captacdao de potassio e a
eliminacao de hidrogénios, com o conseguinte aumento do pH intracelular e ativacao da
PFK-1, resultando em uma estimulacao da glicélise (134). Markov e colaboradores (1980)
verificaram que a FBP causava um substancial aumento do 2,3-difosfoglicerato nos
eritrocitos e concluiram que este efeito poderia aumentar a quantidade de oxigénio
para os tecidos isquémicos e provocar uma melhora no quadro clinico (126). Greenwald
e colaboradores (2002), utilizando FBP 10mM em pools de eritrocitos de doadores nao

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 protecao significativa, funcional e
histologica, para o rim. A taxa de filtracao glomerular, de fluxo urinario e a taxa de
excrecao absoluta de solutos foram iguais nos animais isquémicos tratados com FBP e
nos animais controles. Isto demonstrou que a FBP oferece uma protecao parcial ao rim

contra a isquemia renal. Este efeito protetor parece ser especifico da FBP e nao devido
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a expansao do volume plasmatico, ja que os ratos que foram injetados com iguais
volumes de solucao fisioldgica nao foram protegidos da lesao renal. Além disso, o efeito
protetor da FBP tem mecanismos diferentes daqueles que sao exercidos pelo manitol ou
furosemida, ja que estes protegem através de um mecanismo que esta relacionado com

a excrecao de solutos (136).

Realizando experimentos “in vitro”, Rizzoli e colaboradores (1990) verificaram que
o alcool podia aumentar a entrada de calcio em células renais de ratos. Este efeito é
dependente da concentracdao de calcio (extracelular) e, também, do tempo de
incubacao (137). A FBP, adicionada a diferentes concentracées durante o tempo de pré-
incubacao, exerceu um efeito protetor contra este fendmeno. Sugeriram que seu efeito
podia ser por um mecanismo de estabilizacdo da membrana plasmatica. 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 infusao de 350mg/kg de FBP em ratos submetidos a um modelo
experimental de faléncia renal aguda isquémica. Os autores verificaram que a FBP
aumentou a viabilidade do tecido renal, por manter o conteido de ATP da célula,
diminuir o dano tecidual (avaliado através da diminuicao da liberacao de lactato
desidrogenase - LDH) e preveniu a desrupcao 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 astrocitos demonstraram em células submetidas a hipoxia que
a liberacao de LDH diminuia quando se adicionava FBP ao meio de cultura. Observaram,
também, que outros analogos da frutose, assim como outros metabdlitos da rota
glicolitica, nao tinham um efeito protetor significativo. Além disso, verificaram que a
FBP atenuava a diminuicao do ATP provocado pela hipdxia, através da preservacao dos
niveis de ATP, o que impedia a lesao celular (140-142). Em 1995, Kelleher propos a
hipotese de que os efeitos da FBP sobre os astrdcitos nao seriam por sua propriedade de
ser um substrato para a glicolise, por sua inabilidade de penetrar na célula em
quantidades suficientes para aumentar o aporte energético. (143). Donohoe e
colaboradores (2001) observaram nao soé a preservacao dos niveis de ATP, mas também a
capacidade de estabilizacao dos niveis de Ca™ durante a hipoxia. Este efeito nao é

.....

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

Farias e colaboradores (1989) provaram a acao da FBP sobre as funcées e
metabolismo cerebral em coelhos sujeitos a coma hipoglicémico. Utilizaram o
eletroencefalograma e a diferenca arterio-venosa na concentracao de oxigénio como
indicadores da atividade metabélica. Concluiram que a FBP podia melhorar as funcdes e
metabolismo do cérebro e sugeriram que podia substituir, em parte, a glicose durante a
hipoglicemia, sendo um substrato alternativo para a glicélise quando o metabolismo
cerebral dos carboidratos estava diminuido (145). A partir destes achados, os autores
realizaram outro estudo a fim de verificar se a FBP poderia ter um efeito protetor para

0 cérebro durante a isquemia andxica. Os animais tratados com FBP apresentavam
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menos alteracdes neurologicas que os animais controles, o que sugere a existéncia de

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

O efeito neuroprotetor da FBP também foi observado a em slices de cérebros de
ratos submetidos a hipoxia. Sugere-se também que o aclcar atue como protetor do
sistema nervoso central quando administrado intraperitonialmente. Este efeito da FBP
nao parece muito facil de explicar, devido a grande seletividade da barreira
hematoencefalica. E muito pouco provavel que o aclicar 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
excitotoxica no cérebro de camundongos neonatos; os autores nao buscaram
mecanismos para este efeito, e admitem que a modulacdo de calcio intracelular através
da ativacao da PLC é a responsavel pelo efeito protetor (148). Ja Park e colaboradores
(2004) e Song e colaboradores (2005) propéem que a neuroprotecao em modelos de
excitotoxicidade ocorre através da alteracao de espécies reativas ao oxigénio (EROs),
via p38MAPK e ERK, que sao proteino-quinases envolvidas na regulacao e morte
neuronal. A FBP controlaria a producao excessiva destas proteino-quinases. Song
também admite um efeito modulador da FBP sobre a PLC em slices de hipocampo de

ratos em modelo de toxicidade induzida por B-amiloides (149, 150).

5.2.5. Figado

O composto polihalogenado Tetracloreto de Carbono (CCly) € um conhecido agente

hepatotoxico que pode levar a morte. Rao e Mehendale (1989) estudaram o papel
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protetor da FBP contra a hepatotoxicidade provocada por CCl,. Observaram que as
enzimas plasmaticas marcadoras de dano hepatico AST (Aspartato amino transferase) e
ALT (Aspartato alanina transferase), estavam significativamente menos aumentadas nos
animais tratados com FBP do que naqueles que nao receberam tratamento. O ATP e
ADP, que diminuiam pela acdao do toxico, recuperavam-se parcialmente pela acao da
FBP; as enzimas ornitina-descarboxilase e espermidina N-acetiltransferase, que sao
importantes para a regeneracao celular, também estavam significativamente mais
aumentadas nos animais tratados. (151) . Em outro estudo os autores encontraram
efeitos protetores hepaticos da FBP mesmo quando utilizaram como agente toxico a

clordecona em combinacao com CCl, (152).

Markov e colaboradores (1989), verificaram que a FBP protege o figado do dano
utilizando como agente hepatoxico a galactosamina. Neste estudo foram utilizados
parametros histoldgicos e marcadores plasmaticos da lesdao hepatica (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 lesao hepatica induzida por paracetamol (155). Estes estudos utilizaram como

parametros de lesao marcadores plasmaticos e celulares (ATP).

5.2.6. Protecdo Anti-Radicais Livres (RL)

A formacao de radicais livres na reperfusdo poés-isquémica ou através de
substancias toxicas parece ser um mecanismo importante no desenvolvimento da lesao
celular. Para protegerem-se destes efeitos citotoxicos, as células possuem mecanismos

enzimaticos antioxidantes tais como enzimas (superoxido dismutase, catalase) ou
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antioxidante endogenos (acido ascorbico, vitamina E). Sugeriu-se que o ATP pode ser um
regulador fisiologico da atividade catalitica da enzima NADP oxidase, uma das enzimas
responsaveis da producao de radicais superdxidos. Em 1986, Schinetti e Lazzarino,
utilizando um éster de forbol (miristato acetato de forbol) para produzir radicais
superoxido em neutrofilos humanos in vitro, verificaram que o tratamento prévio destas
células com FBP inibia a producao de radicais superoxido provocada pela acao do éster
de forbol. O mecanismo com que o acucar diminuiu a formacao destes radicais parece
ser através do aumento dos niveis intracelulares de ATP, ja que o éster de forbol
provocava uma diminuicdo deste metabolito em aproximadamente 85%. Além disso,
verificou-se que a FBP impedia o metabolismo oxidativo de neutrofilos e inibia a
liberacao de histamina pelos mastdcitos, sugerindo que o acucar poderia ter um efeito

antiinflamatorio (156).

A anodxia pode induzir uma transformacao de xantina-desidrogenase em xantina-
oxidase; este sistema enzimatico pode formar radicais superoxidos como conseqiiéncia
da diminuicdo do metabolismo energético e o conseguinte aumento no conteudo de
AMP. Sob as mesmas condicoes de anoxia, notou-se que a FBP pode manter a relacao
xantina-desidrogenase/xantina-oxidase através da recuperacao da carga energética que

esta diminuida durante a anoxia (157).

Cardenas e colaboradores (2000) incubaram 5mM de FBP em slices de cérebros de
ratos submetidos a hipoxia e privacao de glicose, observaram a inibicao da atividade da
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e reducao significativa dos niveis de glutamato e
aspartato. Esta reducao é uma das razdes para acreditar que a FBP possa exercer um

efeito neuroprotetor (158).
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5.2.7. Inibicdo da Agregacao Rlaquetaria In Vitro

Cavallini e colaboradores (1992) demonstraram que a FBP (1 - 3mM) inibe a
agregacao plaquetaria in vitro em individuos sadios induzida por diversos agonistas
trombina, vasopressina, PAF, ADP, adrenalina, araquidonato e um analogo estavel do
tromboxano U 44069. Neste estudo, embora nao tenha sido elucidado o mecanismo de
acao para tal efeito, a acao antiagregante plaquetaria foi atribuida a inibicao da
secrecao de ATP induzida por trombina; foi também observada uma acao quelante do
Ca™ extracelular, o que também pode respresentar um mecanismo de acdo. Além disto,
os autores destacam a improbabilidade de a FBP exercer seus efeitos através da
penetracao na membrana celular, sendo mais provavel que atue via interferéncia de

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

5.2.8. Acdo Antiinflamatéria

Oyanagui (1998), comprovou o efeito antiinflamatério da FBP quando associada a
dexametasona em edema de pata de ratos (160). Cuesta e colaboradores (2006)
avaliaram o efeito protetor da endotoxemia, ativacdo de macrofagos e dano hepatico
em modelo de hepatite experimental em ratos induzida por D-galactosamina (GalN), e
verificaram que a FBP nao previne a sensibilizacao induzida ao TNF-a pela GalN, mas
previne o aumento de transaminases hepaticas, por diminuicdo da liberacao de citocinas
inflamatorias. Os autores sugerem que esta acdao € mediada pela acao da FBP sobre

canais de potassio (K'), aumentando a permeabilidade destes canais (161).
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Nunes e colaboradores verificaram em 2003 um efeito imunomodulador da FBP em
linfocitos T em ratos submetidos a sepse experimental (162); em 2004 os autores
avaliaram os efeitos da FBP e clorpropamida sobre receptores sollveis de TNF-a em
linfocitos de doadores higidos. Os resultados mostraram que a FBP é um potente
imunomodulador, confirmando os resultados do estudo anterior; FBP, em concentracoes
entre 1,25 e 10mM reduziram significativamente a proliferacao linfocitaria 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 capsula de gelatina contendo Escherichia coli em fezes estéreis de
ratos. Os animais foram divididos em trés grupos: um grupo controle sham, um grupo
séptico e, um grupo séptico tratado com frutose-1,6-bisfosfato (500mg/kg). No grupo
controle nao 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 acao protetora dessa droga no quadro séptico (164). Em outros
trabalhos, no intuito de determinar os mecanismos protetores da FBP, o mesmo grupo
avaliou possiveis acées antimicrobianas na sepse e antiinflamatoérias em modelo de
edema de pata (165) e pleurisia (166) induzidas por carragenina. Verificou-se que a FBP
nao possui efeito antimicrobiano (165), mas possui antiinflamatério 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 as altas taxas de morbi-mortalidade e prevaléncia, faz-se necessaria a pesquisa
de novas intervencoes preventivas e/ou curativas. A FBP € um acucar bisfosforilado que
apresenta efeitos protetores em diversas situacées de dano celular e organico. Para que
essa substancia possa futuramente ser utilizada de forma segura no tratamento da
sepse, novos estudos devem ser realizados. O presente trabalho propds o estudo das
propriedades terapéuticas FBP sobre as anormalidades na coagulacao sangiiinea e a na

agregacao plaquetaria causadas pela sepse experimental em ratos.
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OBJETIVOS

1. Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da FBP na coagulacao sangiiinea e na agregacao plaquetaria em

modelo experimental de sepse.

2. Objetivos Especificos

2.1. Avaliar os efeitos da FBP sobre a trombocitopenia;

2.2. Avaliar os efeitos da FBP sobre a agregacao plaquetaria in vitro e ex vivo;

2.3. Avaliar os efeitos da FBP sobre a coagulacao sangliinea nas vias

extrinseca, intrinseca e comum final.
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LOCAL DE EXECUCAO

Laboratodrio de Biofisica Celular e Inflamacao da Pontificia Universidade Catolica

do Rio Grande do Sul, sob coordenacao do Prof. Dr. Jarbas Rodrigues de Oliveira.
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ASPECTOS ETICOS

Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade

Catolica do Rio Grande do Sul em 12 de dezembro de 2005, sob niUmero 1190/05.

Os animais foram manipulados de acordo com as recomendacées do “Guidelines
on the Care and Use of Animals for Scientific Purposes”(168) aprovado pelo Conselho da

Sociedade de Fisiologia Americana.

71



ANALISE ESTATISTICA

O tamanho da amostra (n=9/grupo) foi calculado para um -Pa = 0,05 e poder
estatistico de 90%. As variaveis foram analisadas com o teste de Kolmogorov-Smirnov e
classificadas como simétricas. Os dados, descritos como média+desvio-padrao foram
comparados por ANOVA e aplicado o pds teste de Bonferroni. A analise estatistica foi
realizada utilizando o pacote estatistico SPSS® versdo 13.0 para Windows. Os graficos

foram construidos com auxilio do programa Graph Pad Prism® versao 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 nhumber 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 Pa=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
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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 10° 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, 800uL of PEP from naive or septic rats and 100uL of sterile physiologic
solution were added in a plastic spectrophotometer cuvette and read in a
spectrophotometer (Spectronic®, Genesis™) at 609 nm wave length. After, 100pL 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 100uL of sterile physiologic solution, 100uL 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 900uL 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, 100puL of plasma kept in bath at 37°C
temperature is added to 200pL 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, 100uL of
plasma and 100uL of cefalin are kept in bath at 37°C temperature for three minutes, in
the same tube. After that, 100uL 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 Fibrindgeno®,
provided by Wiener lab., Argentina. For this test, 40puL of plasma is mixed with 360pL of
imidazole buffer 0.05M and kept in bath at 37°C temperature. After two minutes, 200uL
of plasma solution is added to 100puL 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 meanzstandard 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; e P<0.007, compared to FBP
2.5mM group; ee P<0.001, compared to FBP 5.0 mM group; o P<0.001, compared to FBP 10mM

group; oo 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%.

100~
90-
804 —— - o
70
60 *
50

40 T
30]
20- .
10 *

Platelet Aggregation (26)

Control FBP 2.5mM FBP 5.0mM FBP 10mM FBP 20mM FBP 40mM

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; e 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 717x10°/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.

88



3. Discussion and Conclusion:

3.1. Invitro 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-a 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.
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