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1- INTRODUCAO

A sepse ¢ decorrente da invasdo de um grande nimero de microorganismos ou suas
toxinas na circulacdo sangiiinea (1). As alteracdes hemodinamicas que ocorrem durante o curso
clinico do choque séptico se devem as endotoxinas (LPS) liberadas pelas bactérias gram-
negativas, que desencadeiam a cascata dos mediadores inflamatorios, resultando em distarbios
da microcirculagdo em muitos 6rgaos (2). Ocorre entdo, o aporte insuficiente de oxigé€nio para
os tecidos acarretando no predominio da glicélise anaerdbica nos tecidos, com aumento de
acido latico e dano celular (3). Estudos especificos em musculo esquelético, cardiaco e no
figado de seres humanos e animais tém mostrado a depressdo da respiracdo mitocondrial por
endotoxinas in vivo e in vitro (4).

No processo séptico ha um aumento significante nas interleucinas. Apds a inoculacao
de endotoxina, certas citocinas aparecem rapidamente na circulacdo sangiiinea. A seqiiéncia
classica ¢ a libera¢ao do fator de necrose tumoral (FNT-a), seguido das interleucinas 1 (IL-1),
6 (IL-6) e 8 (IL-8) (5) que sdo chamadas de citocinas pro-inflamatorias. A administracao
endovenosa de citocinas (FNT-a, IL-1, IL-2) induz uma sindrome semelhante a sepse ou
choque séptico em animais ou voluntarios humanos (6). Vérios estudos correlacionam os niveis
séricos das citocinas com as alteracdes clinicas e a gravidade da doenca em pacientes sépticos
afim de identificar os pacientes que possam se beneficiar da administragdo de moduladores
antiinflamatoérios (7). A IL-2 € promotora da mitogénese dos Linfécitos T, sendo portanto, uma
citocina pro-inflamatdria. Pacientes tratados com IL-2, tiveram o aumento de FNT-a no sangue
(8) e hipotensao associada com o aumento da permeabilidade vascular, decorrente da liberacao
de 6xido nitrico, uma vez que o bloqueador da sintese desse neurotransmissor, pelo N-metil-L-

arginina, reverte este efeito (9).



Além da IL-2, a ativacdo ou desativagdo de canais i0nicos, podem estar envolvidos na
proliferacdo de Linfocitos T. Uma variedade de canais de célcio sdo identificados em
diferentes tipos de células, alguns dos quais, sdo voltagem dependentes (10,11). A mudanca
(aumento) no potencial elétrico transmembrana esta relacionada com o crescimento e divisao
celular. Utilizando-se um mitégeno (fitohemaglutinina) verifica-se que ha um aumento do
calcio i6nico extracelular, que pode provocar hiperpolarizacdo celular (12) por aumentar o
efluxo de potassio. Essas mudancas no potencial elétrico da membrana estdo intimamente
relacionadas a mitogénese de linfocitos T (13).

Apesar dos avangos terapéuticos, a sepse continua sendo uma das causas mais comuns
de mortalidade (30 a 50%) nas unidades de terapia intensiva quando associada a disfuncdo de
multiplos 6rgdos. A resposta imune descontrolada parece ser a principal causa dessa patologia,
sendo que um dos maiores desafios da imunologia ¢ controlar as respostas indesejadas e
estimular as desejadas.

Um candidato promissor para essa terapia na sepse ¢ a Frutose-1,6-bisfosfato (FBP), um
produto intermediario de alta energia da rota glicolitica. Em recente estudo, nosso grupo
constatou o efeito protetor da FBP no tratamento da sepse em animais (14). A droga aumentou
o tempo de sobrevida em 80% dos animais quando comparados ao grupo séptico, onde 100%
dos animais chegavam ao 6bito em um periodo de 15 horas. Dois tipos basicos de mecanismos
sao propostos para explicar o mecanismo protetor da FBP. O primeiro ¢ que ela poderia, dentro
da célula, modular o metabolismo glicolitico para aumentar os niveis de ATP (15,16,17,18). A
segunda proposta ¢ que a FBP atuaria em receptores de membrana ou fora da célula, quelando
e reduzindo o célcio i6nico e a recaptacdo de calcio pelas células (19). Isso justifica-se pelo

fato que a molécula ¢ altamente carregada, tendo dificuldades em entrar na célula.



A relagdo entre o efeito protetor da FBP frente a lesdes celulares e as modificagdes
produzidas nos fluxos metabdlicos e na permeabilidade da membrana ao potéssio foi estudada
em hepatocitos de ratos. A incubacdo dessas células com a FBP reduz a atividade metabolica,
ndo afetando na concentracdo de ATP, o que sugere simplesmente uma manutenc¢ao no ciclo do
ATP. Em hepatocitos incubados com FBP o fluxo passivo e ativo de potassio ¢ reduzido.
Entretanto, a bomba Na+-K+-ATPase em membranas semipurificadas ndo foram diretamente
afetadas pela presenca de FBP, o que sugere uma reducdo da atividade da bomba
secundariamente induzida pela FBP. Além disso, as células tratadas com galactosamina,
mostraram um aumento na permeabilidade ao potassio, que foi abolida pela presenca desse
metabotito. O efeito protetor, pode estar relacionado a prevengao ao efluxo de potassio (20).

Para que essa droga possa futuramente ser utilizada de forma segura no tratamento da
sepse em ensaios clinicos, o presente estudo avaliou a acdo da Frutose-1,6-bisfosfato sobre o
sistema imune, dando énfase ao seu efeito in vitro e in vivo no processo infeccioso e

inflamatorio.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1. SEPSE

A sepse ¢ uma sindrome clinica, secundaria a invasdo da corrente sangiiinea por um
grande niimero de microorganismos tais como bactérias (pirogénicas ou ndo), fungos, parasitas
e virus ou suas toxinas (21).

Seus fatores fisiopatoldgicos incluem, principalmente, o local da infec¢ao, sendo os
sistemas da coagulacdo, fibrinolitico e inflamatdrio os determinantes de sua evolugdo (21).

Os principais sintomas da sepse sao a febre, pulso arritmico e a pressao arterial baixa
em virtude da queda na resisténcia periférica, aumento da capacidade vascular e conseqiientes
variagoes no débito cardiaco que, mesmo quando normal ou alto, mostra-se insuficiente. Além
destes sintomas, pode ocorrer diarréia, anuria, resfriamento das extremidades, pressdo venosa
central (PVC) baixa, insuficiéncia pulmonar progressiva, acidose metabolica, retencao
nitrogenada (22,4), hemorragia digestiva e sangramentos anormais (21).

A vasodilatagdo periférica € o mecanismo basico do choque endotdxico sendo que
alguns 6rgaos sdo particularmente comprometidos pelo choque. No coragdo distinguem-se dois
grupos de lesdes: as necroses e hemorragias subendocardicas e subepicardicas e as lesoes
zonais ou em faixa do miocardio. A necrose vai desde lesdes isquémicas de fibras miocardicas
isoladas a areas de micro e macroinfartos (23).

Os pulmdes sdo resistentes a isquemia e, portanto, sdo pouco lesados no choque
hipovolémico puro, mas sdo constantemente lesados na sepse, constituindo o chamado

“pulmao de choque”, equivalente a “Sindrome de Angustia Respiratoria do Adulto” (SARA).

O quadro se caracteriza por acentuado edema intra-septal, seguido de colecdo de liquido de



edema e exsudato proteico nos espacos alveolares, além da presenca ocasional de membranas
hialinas (2).

Nos rins as lesdes se localizam nos tibulos de todos os niveis. O padrdo mais
caracteristico ¢ o da necrose tubular aguda. Nas supra-renais ocorrem alteracdes comuns a
todos os tipos de estresse, tais como exaustdo lipidica e necrose das células corticais a partir da
zona reticular. Podem ocorrer necrose e hemorragia na mucosa do tubo digestivo, designadas
de gastroenteropatia hemorragica. Nos casos mais graves podem ser observadas necrose
centrolobular no figado e esteatose. As lesdes cerebrais variam com a sensibilidade das células

atingidas, constituindo o conjunto na encefalopatia hipoxica (24).

2.1.1. TOXINAS BACTERIANAS

Sob o nome de toxinas bacterianas compreendem-se dois grupos de substancias:
exotoxinas ¢ endotoxinas.

As alteragdes hemodinamicas que ocorrem durante o curso clinico do choque séptico se
devem as endotoxinas liberadas das paredes celulares das bactérias gram negativas e as
exotoxinas produzidas por bactérias gram positivas que causam dano tecidual (22).

Nas bactérias gram negativas, a endotoxina parece ser fator crucial na patogenicidade
do choque séptico. Sdo parte integrante da parede celular microbiana e tipicamente sdo
lipopolissacarideos (LPS) compostos de uma porgao lipidica (lipidio A) inserida na parede
celular, um nucleo polissacaridico evolutivamente conservado e o polissacarideo O, altamente
variavel e responsavel pela diversidade destas moléculas detectadas sorologicamente (25). As

endotoxinas sd3o normalmente liberadas quando a célula morre, desencadeando a cascata dos



mediadores inflamatorios, aumentando a permeabilidade capilar e vasodilatacao, resultando em
disturbios da microcirculagdo em muitos 6rgaos (2).

Na circulacdo, a endotoxina ativa o centro termorregulador e o processo de coagulacao,
altera o sistema Calicreina/Bradicinina, atrai leucdcitos para o local da inflamagdo acarretando
na queda do tonus esfincteriano da microcirculagdo e dilatagdo de capilares e vénulas. Ocorre,
entdo, o aporte insuficiente de oxigénio para os tecidos acarretando o predominio da glicolise
anaerobica nos tecidos, com aumento de 4cido latico (acidose latica) e dano celular. O fluxo
sangiiineo deficiente nos tecidos impede a retirada normal do didéxido de carbono, que reage
localmente nas células com a 4gua, formando concentragdes intracelulares muito elevadas de
acido carbonico. Este, por sua vez, reage com diversos tampdes teciduais para formar outras
substancias intracelulares 4cidas. Durante o estresse sistémico aumenta a producdo de ACTH
(hormoénio adrenocorticotrofico). Para cada molécula de ACTH produzida, observamos uma
molécula de endorfina, acarretando ndo sé analgesia potente como também hipotensdo e alta
permeabilidade vascular (21).

A maioria das exotoxinas sao proteinas secretadas pela célula bacteriana. Em alguns
casos estas toxinas consistem de duas ou mais subunidades, uma das quais ¢ requisito para
ligacdo e penetracao na célula, enquanto a outra inibe ou ativa algumas fungdes celulares (25).

Freqlientemente as toxinas (endotoxinas e exotoxinas) fazem parte da estratégia de

entrada, propagagao ou defesa contra o hospedeiro (25).

2.1.2. IMUNOPATOGENICIDADE DAS BACTERIAS

O sistema imunologico ¢ efetivamente uma barreira contra a infeccdo e a agressao

causada por agentes patogénicos. Quando linfécitos T ou B especificos ao antigeno estdo



ausentes ocorrem conseqiientemente complicagdes infecciosas. Em certas circunstancias,
entretanto, os proprios mecanismos imunoldgicos contribuem para a instalacdo de processos
patoldgicos (22).

Uma funcdo importante da resposta imune ¢ recrutar mais células fagocitarias e
moléculas efetoras para o local da infeccdo, através da liberagdo de uma bateria de citocinas e
de outros mediadores inflamatorios. As citocinas cuja sintese ¢ estimulada quando os
macrofagos reconhecem constituintes microbianos sdo as monocinas. As monocinas
compreendem um grupo estruturalmente diferenciado de moléculas e incluem a interleucina-1,
a interleucina-6, a interleucina-8, a interleucina-12 ¢ o FNT-o (Fator de Necrose Tumoral o).
O FNT-a ¢ um indutor da resposta inflamatoria local que ajuda a conter as infecgdes e que
também demonstra efeitos sistémicos, muitos dos quais sdo prejudiciais. IL-1, IL-6 ¢ FNT-a
executam um papel critico na inducdo da resposta de fase aguda no figado. IL-1 e IL-6
induzem febre, o que favorece a defesa do hospedeiro de varios modos. IL-8 é importante na
migragcdo de neutr6filos aos locais da infecgdo e a IL-12 € uma citocina significativa na
ativagdo das células NK (Natural Killers) e no desvio de uma resposta de célula T CD4", face a
diferenciagdo de células T inflamatérias (22). Os efeitos combinados desses mediadores
contribuem para as reacdes locais contra a infec¢ao na forma de uma resposta inflamatoria.

O LPS estimula uma gama extraordinaria de respostas do hospedeiro. Os efeitos
clinicos mais importantes sdo febre e colapso vascular ou choque. A febre pode beneficiar o
hospedeiro ou o parasita, ou ambos, e atualmente considera-se que a febre ¢ decorrente da agdo
da interleucina 1 (IL 1) e o fator de necrose tumoral (FNT-a) no hipotdlamo, ambos produzidos

por macrofagos em resposta ao LPS (26).



Atualmente a citocina mais intimamente relacionada a sepse ¢ o FNT-a. Foi
demostrado que niveis séricos elevados de FNT-a estdo correlacionados com a gravidade das
doengas, pois ¢ o principal mediador dos efeitos fisiopatologicos da endotoxemia e choque
endotdxico e contribui para a estimulacdo da sintese do 6xido nitrico pela indug¢do da enzima
oxido nitrico sintase nos tecidos (27). No entanto, experimentos com animais indicam que
nestes casos o0 FNT-a provavelmente sinergisa com outras citocinas como IL-1 e IFN-y para
produzir toda a amplitude de efeitos (25).

A liberacdo do FNT-a pelos macrofagos induz efeitos locais protetores, mas quando

liberado sistemicamente pode ter efeitos prejudiciais. O FNT-o atua nos vasos

sangiiineos, especialmente vénulas, aumentando o fluxo de sangue, a permeabilidade
face a liquidos, proteinas e células, e a adesividade para as células brancas e plaquetas.

A liberagdo local permite, assim, um influxo de liquidos, proteinas e de células para o

tecido infectado, com participagdo na defesa do hospedeiro. Mais tarde os pequenos

vasos se fecham, prevenindo a disseminagdo da infec¢do para o sangue, os fluidos ¢
células sdo drenadas para os linfonodos regionais onde se inicia a resposta imune
adaptativa. Quando existe uma infec¢do sist€émica o resultado é o choque, coagulagdo
intravascular disseminada com deplecdo dos fatores de coagulacdo e conseqiientes

hemorragias, faléncia multipla de 6érgaos e a morte (26).

A ativagdo do complemento pelos agentes de infeccdo contribui com a atividade dos
mediadores inflamatérios C5a (o mais potente), C3a e C4a (em menor grau). Sendo
intrinsecamente um mediador inflamatério, C5a € capaz, também, de ativar os mastocitos,

levando-os a liberagdo de seus contetidos granulares, que incluem a histamina, a serotonina e



leucotrieno B4 (LTB4) que contribuem para as alteracdes ocorridas nas células endoteliais nos
locais de infecgao (26).

Freqiientemente a conseqliéncia biologica da associagdo das moléculas do
complemento, anticorpos e endotoxina ¢ a lise celular. A via classica se inicia pela ativacdao do
componente C1 pelo complexo antigeno-anticorpo, havendo, portanto a necessidade de uma
resposta imune estabelecida que garanta a pré-existéncia deste complexo. O C1 promove a
clivagem de C4 em C4a e C4b. O componente C1 também vai agir sobre C2 dando origem aos
fragmentos C2a e C2b, formando um complexo C4b2 que ¢ denominado C3 convertase. Este
ultimo converte C3 em C3a e C3b. A ativagdo dos demais componentes (C5 e C9) se da pela
acdo simultanea de C4b2 e C3b, resultando em um complexo decamolecular composto por uma
molécula de C5b, uma C6, uma C7, uma de C8 e seis de C9 denominado complexo de ataque a
membrana celular. A lise promovida pelo sistema complemento se inicia pela fixa¢do de C5b a
receptores na membrana da célula alvo, e € potencializada pelos componentes restantes (C6 a
C9) (28).

Uma via alternativa se inicia a partir do componente C3, que pode ser ativado pelas
endotoxinas. Tais mediadores conjugam-se para produzir uma permeabilidade capilar

exagerada, que inicia a fase hipovolémica do processo séptico (22).

2.2. PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagdo ¢ a reagdo local dos tecidos a agressao, como por exemplo a bacteremia,
ocorrendo como resposta inespecifica que se caracteriza por uma série de alteracdes que tende
a minimizar ou mesmo neutralizar os efeitos da agressdo. As inflamacdes agudas se
caracterizam pelo predominio de fendmenos exsudativos decorrentes de alteracdes na

permeabilidade vascular permitindo o acumulo de liquido (edema) na regido inflamada, de



fibrina (formada no intersticio celular pela interacdo entre componentes do plasma e fatores
teciduais), de leucdcitos, especialmente neutrofilos, e de hemacias. Nas inflamag¢des cronicas,
além destes elementos, ocorre localmente a proliferacio de vasos, fibroblastos (com
conseqiiente deposicdo de coldgeno), como também migracdo e proliferacdo local de
mondcitos e linfocitos (2).

A primeira alteracdo que se observa ¢ uma fugaz vasoconstri¢do arterial local, que logo
¢ seguida por dilatagdo ativa e intensa das arteriolas, capilares e veias circundantes. Os
esfincteres pré-capilares relaxam e, como conseqiiéncia, numerosos capilares que estavam
fechados, em repouso, se abrem aumentando significativamente o numero de capilares
funcionantes, tornando-se dilatados e ingurgitados. Ap6s, hd um aumento da permeabilidade
dos capilares e vénulas. Estes vasos tém paredes muito finas, constituidas principalmente pelo
endotélio, membrana basal e alguns pericitos. As células endoteliais e os pericitos contém em
seu citoplasma actina e miosina, sendo, por esta razdo, contrateis. Por usarem contracdo,
podem modificar as jungdes intercelulares, ampliando-as. Na inflamag¢ao ocorre um aumento
da permeabilidade capilar; como conseqiiéncia da a¢do de substancias farmacologicamente
ativas (os mediadores) que se formam no local. Os endotélios e pericitos se contraem
separando as juncdes intercelulares permitindo a passagem sucessiva de liquido,
macromoléculas e eventualmente, de células do sangue para o intersticio. Em certos tipos de
inflamacgao, os proprios agentes endotoxicos sdo capazes de lesar os vasos, permitindo que
grandes quantidades de fluido, macromoléculas e células se acumulem nos intersticios. Como
conseqiiéncia do aumento da permeabilidade vascular, ocorre aumento da concentragdo dos
elementos figurados do sangue (hemoconcentragao) aumentando a viscosidade sangiiinea. Esta

alteracdo aumenta o contato das células com o endotélio, facilitando a saida de fluido dos



vasos. Estes eventos provocam uma progressiva queda da velocidade da circulacdo e a area
inflamada passa a ser mal oxigenada (29). O aumento da quantidade de liquidos nos intersticios
eleva a drenagem linfatica, o que pode ser benéfico por permitir que o agente agressor seja
eliminado ou neutralizado, ndo obstante, pode servir também para dissemina-lo. O exsudato
inflamatorio ¢ importante na contencdo e limitacdo da agressdo, pois dilui o agente agressor
facilitando a sua retirada do local. Concomitantemente o exsudato transporta para o intersticio
anticorpos, complemento e outras macromoléculas envolvidas na inibi¢do ou mesmo
destrui¢do de certos agressores, assim como na modulagdo da propria resposta inflamatéria. O
aumento da permeabilidade vascular associado a dilatagdo do leito capilar e venoso, além de
outros fatores como o aumento da adesividade das plaquetas e a hemoconcentragdo, colaboram
para um progressivo retardo da circulagdo na 4area inflamada, alterando o padrao da circulagdo.
A migracao das células da luz do vaso ao foco inflamatério ndo se faz de modo aleatorio.

Os polimorfonucleares, especialmente os neutrofilos, sdo as células dominantes nas
primeiras 24 a 48h apds a invasdo por microorganismos patogénicos. A seguir, comecam a
migrar os monocitos do sangue que ativados nos tecidos recebem a denominagdo de
macrofagos; seguem-se os eosindfilos, e as células imunologicamente ativas como os
linfocitos. As hemacias migram em menor nimero, porém, quando a agressdo ¢ muito grave,
levando a comprometimento dos vasos, podem ser as células dominantes (2).

A adesao dos leucécitos esta relacionada a carga ionica do endotélio e das células,
assim como também ao célcio (Ca™"). Tem sido descritas proteinas adesinas que sdo induzidas
ou ativadas por mediadores quimicos e participam da adesao celular. Algumas destas adesinas
se encontram em vesiculas do citoplasma e na superficie das células, podendo sofrer a agao de

varios fatores quimiotaticos, de fragdes do complemento, como conseqiiéncia aumentam a sua



quantidade, favorecendo a adesdo. A interleucina 1 estimula a sintese de adesinas pelas células
endoteliais sendo que algumas delas sdo especificas para alguns tipos de leucocitos. Por outro
lado, outros mediadores parecem inibir a sintese de adesinas e desempenham papel nas fases de
regressao do processo inflamatério (30).

O controle da intensidade da resposta inflamatodria, assim como seu desencadeamento, ¢
realizado por mediadores. A vasodilatacdio e o aumento da permeabilidade vascular sdao
mediados pela histamina e pela serotonina. No ser humano, a histamina ¢ armazenada em
mastocitos, basofilos e plaquetas e a serotonina em plaquetas, porém nos roedores, a serotonina
¢ estocada em mastocitos. A liberagdo de histamina no foco inflamatorio pode ser
desencadeada por injuria tecidual, complexo antigeno-anticorpo, sendo este anticorpo da classe
IgE, e pelos componentes C3a e C5a do sistema de complemento. Estes fatores promovem a
degranulacdo dos mastocitos e basofilos, com posterior liberacio da histamina no meio
extracelular (2).

A histamina exerce suas fungdes interagindo com receptores, que podem ser de trés
tipos: H1, H2 e H3. A interacdo com receptores do tipo H1 desencadeia aumento de
permeabilidade vascular em vénulas pds-capilares. A ativagao de receptores H2 inibe a
quimiotaxia de leucocitos e estimula linfocitos T supressores. A estimulagao concomitante de
receptores H1 e H2 promove vasodilatagio maxima. A interagdao com receptores H3 promove
inibicao da sintese de secre¢ao de histamina (2).

As cininas sdao outras substancias envolvidas no processo inflamatorio. Sao horménios
peptidicos endogenos, com agdes potentes sobre os vasos sangiliineos. Todas as cininas
possuem agao biologica semelhante, pertencem ao grupo de vasodilatadores mais potentes

conhecidos. Causam aumento do fluxo sangiliineo renal e produzem hipotensao quando



injetadas em animais. Aumentam também a permeabilidade capilar. A formag¢do de cininas ¢
catalisada pela acdo de um grupo de peptidases chamadas calicreinas que agem sobre os
cininogénios (uma o, -globulina plasmatica). A geracao de cininas no plasma ¢ obtida pela
seqiiéncia de reagdes enzimaticas: ativagdo do fator Hageman, ativacdo pré-calicreina em
calicreina e clivagem do cininogénio em cininas, usualmente a bradicinina. A ativacdo deste
sistema enzimatico durante a rea¢do inflamatoria promove aumento da permeabilidade
vascular, uma vez que a bradicinina ¢ um potente agente vasoativo, induzindo vasodilata¢dao. A
bradicinina e a calidina sdo polipeptideos curtos que atuam como agentes hipotensores ¢ atuam
sobre o musculo liso sendo liberados de proteinas plasmaticas especificas. Eles (polipeptideos)
contém somente aminodcidos de proteinas. A calicreina apresenta atividade quimiotatica para
neutrofilos. Todas as calicreinas sdo serina-proteases, sendo que os sitios ativos € mecanismos
de agdo assemelham-se aos de outras enzimas deste grupo. A calicreina plasmatica esta
normalmente presente na forma de proenzima, a pré-calicreina, que ¢ ativada pelo fator
Hageman. Por sua vez, a calicreina constitui um potente ativador do fator Hageman e, portanto,
faz parte do sistema de cascata da coagulagdo sangiiinea (31).

O fator ativador de plaquetas (PAF) também participa da resposta inflamatéria. E um
fosfolipidio de membrana produzido pelos mastocitos e por leucocitos. Durante a resposta
inflamatoria promove a ativagdo e agregacdo de plaquetas, aumento da permeabilidade
vascular, influxo de neutréfilos polimorfonucleares e eosindfilos, ativagdo de fagocitos seguida
da liberacdo de radicais livres, liberagdo de enzimas lisossomais e de produtos do metabolismo

do 4cido araquidonico e estimula a produgdo de interleucina-1 pelas células endoteliais (32).

2.2.1. VALORES HEMATOLOGICOS DA SEPSE E DO PROCESSO INFLAMATORIO



A liberagdo da reserva granulocitica medular dos neutréfilos ocorre por estimulos
humorais, oriundos de areas inflamadas, infeccionadas, traumatizadas ou necroticas. Os
agentes quimiotaticos como a interleucina 1 provém dos monoécitos/macréfagos, dos agentes
infecciosos (oligopeptideos bacterianos) ou dos linfocitos. A neutrocitose derivada da
mobilizagdo da reserva caracteriza-se por aumento dos bastonados, ja que estes predominam na
medula. Esta alteracdo hematoldgica ¢ chamada comumente de desvio a esquerda, um
indicador sensivel e especifico de infec¢do. H4 neutrocitose nas meningites, nas pneumonias,
nas peritonites, na sepse e, quando ha colecdes purulentas teciduais, intracavitarias ou serosas.
Os cocos gram-positivos causam neutrocitose com mais constancia, mas a infec¢cao por gram-
negativos pode igualmente acompanhar-se de neutrocitose. Na sepse hd eosinocitopenia e
linfocitopenia e os mondcitos ndo se alteram nas primeiras horas. Tanto a linfocitopenia,
quanto a eosinocitopenia podem ocorrer em situagdes de estresse de qualquer origem, ou em

doengas infecciosas em geral (33).

2.3. COAGULACAO INTRAVASCULAR DISSEMINADA

Na sepse pode ocorrer o desenvolvimento de microcodgulos em areas difusas do corpo
(coagulagdo intravascular disseminada - CIVD). A destrui¢ao dos globulos vermelhos, seja por
parasitas ou mecanismos auto-imunes, libera fosfolipideos que aceleram a coagulagdo
sangiiinea culminando com a formacao de trombina. Morfologicamente, o que € visto apds a
coagulacdo sangiiinea sdo agregados de plaquetas com filamentos de fibrina na periferia. Na
microscopia eletronica observa-se, & medida que o processo evolui, plaquetas agregadas que
apresentam-se degranuladas e de contornos irregulares. Sabe-se que as plaquetas s3o ricas em
ATP e que possuem todos os elementos necessarios para a respiragdo aerobica. Sdo elas,

inclusive, capacitadas de realizar fagocitose (34).



Na coagulacgdo intravascular disseminada (CIVD) ocorre a ativagdo difusa do sistema
de coagulagdo, cuja conseqiiéncia ¢ uma profunda perturbagdo da hemostasia. As endotoxinas
bacterianas podem desencadear este quadro, pois ativam o fator XII (Hageman), que ¢ o
primeiro fator do sistema de coagulagdo em sua via intrinseca. O fator XII ¢ uma proteina
globular (betaglobulina) encontrado no plasma na forma inativa, conhecida como pré-fator
Hageman, nao apresentando atividade enzimatica. Sua ativagdo ¢ o resultado de contato com
macromoléculas como coldgeno, complexos imunes e polissacarideos das paredes bacterianas.
Um segundo mecanismo de ativacdo envolve clivagem do fator Hageman através de enzimas
proteoliticas como plasmina e calicreina. A ativacdo do sistema de coagulacdo pode ser
desencadeada pelo fator Hageman ativado, o qual atua em um conjunto de enzimas plasmaticas
denominadas tromboplastinas. Estas por sua vez convertem a protombina em trombina, que
transforma o fibrinogénio em mondmeros de fibrina, originando polimeros de fibrina. Durante
a resposta inflamatoria, a ativacdo desta via enzimdtica serve para circunscrever o agente
agressor e, por conseqiiéncia, a propria resposta inflamatoria (2).

A CIVD nao ¢ apenas uma grave perturbacdo da hemostasia, mas constitui um
mecanismo geral da doenca. O sistema da coagulacao tem a finalidade de manter o sangue
dentro do compartimento vascular. O processo ¢ desencadeado em duas etapas: uma fase
inicial conhecida como hemostasia primaria, que leva a produgdo do tampao plaquetario e uma
segunda etapa, a coagulacao propriamente dita, que leva a formacao da fibrina provocando o
selamento do tampdo plaquetario. A medida que a cicatrizagdo comega a se processar, a fibrina
¢ gradualmente removida por um sistema enzimatico denominado de sistema fibrinolitico. Um
grande progresso no conhecimento da fisiopatologia da CIVD foi a demonstracdo da

importancia fundamental do sistema fibrinolitico no mecanismo de defesa. Embora a



coagulacdo seja controlada por uma série de agentes inibidores que tém a finalidade de
delimitar sua a¢do ao local da lesdo, em certas condigdes patoldgicas pode haver disseminacao
do processo com deposicdo intravascular de fibrina formada. O sangue circulante, nestas
condicdes torna-se inteiramente anormal e o plasma passa a apresentar caracteristicas mais de
soro do que propriamente de plasma. A coagulacdo intravascular disseminada ataca nao
somente a fibrina formada como também o fibrinogénio. Este ¢ fragmentado em produtos de
degradagdo, denominados de X e Y (que possuem atividade antitrombina), e os “d” e “e” (que
interferem na polimerizagdo da fibrina). Ao que tudo indica, 0 mecanismo fibrinolitico ndo s6
impede a deposicdo de fibrina que eventualmente se forma, como também representa um dos
mecanismos de defesa contra a disseminag¢do da coagulacdo. Além da acdo anticoagulante
destes fragmentos do fibrinogénio hd, por um mecanismo patoloégico especial, o
desencadeamento sistémico da coagulagdo, com formacdo de fibrina e sua deposi¢cdo na
microcirculagdo, condicionando grave perturbacdo da hemostasia por deplecdo de fatores
plasmaticos pro-coagulantes e de plaquetas. Imediatamente ¢ desencadeada a ativagdo do
sistema fibrinolitico, com fibrinogenolise e formagdo de fragmentos de fibrinogénio com
atividade anticoagulante sendo que muitos destes fendomenos sdo processados de modo
simultdneo. Uma série de condi¢des patologicas, inteiramente distintas entre si, pode
desencadear o processo de coagulacao intravascular disseminada. A melhor maneira de definir

esta sindrome ¢ como sendo uma condi¢do caracterizada essencialmente pela ativagao da

protombina em trombina de um modo disseminado (2).

2.4. DEFICIT DE ENERGIA CELULAR NA SEPSE

Estudos especificos em musculo esquelético, cardiaco e no figado de seres humanos ¢

animais tém mostrado a depressdo da respiracdo mitocondrial por endotoxinas “in vivo” e “in



vitro”. Eventualmente hé desacoplamento da oxidacao e respiracdo, significando que a energia
produzida por oxidacao de substratos ndo ¢ incorporada pelos aceptores de fosfato. A utilizagdo
de oxigénio sem produ¢do de ATP pode explicar o quadro clinico de déficit de energia, a
despeito do alto consumo de O; (4).

Ocorre também a diminui¢do da enzima hepatica triptofano pirrolase com
correspondente diminui¢do da producdo de d4cido nicotinico que participa do sistema
enzimatico respiratorio (4).

O déficit de energia no choque séptico e hemorragico e a sua subseqiiente
irreversibilidade tém sido correlacionados com a perda das bases Adenina e Guanina que
participam da sintese dos fosfatos de alta energia (4). Com a falta de utilizagdo de O, ha queda
da fosforilagdo oxidativa e conseqiiente queda da concentracdo de ATP. O uso da glicolise
anaerobica aumenta o acido lactico que induz a queda do pH. Por sua vez, a falta de ATP
diminui a eficacia da bomba NA'/K" e da ATPase transportadora de calcio. O Na™ e o Ca’™"
entram para o interior da célula e o K' sai. A pequena quantidade de Ca™ que ¢ normalmente
seqliestrado na mitocondria dispersa-se para o citosol. Com o aumento do gradiente osmdtico
no interior da célula, entra agua no citoplasma se acumulando nas cisternas do RE e
mitocondria, inchando a célula. Com isto ha dispersao dos polissomos, com diminui¢ao da
sintese protéica. Os lisossomos incham e em fase tardia liberam hidrolases que promovem a
destruicao dos constituintes celulares. Este mecanismo de degradagdo celular ¢ potencializado
pelo aumento da concentragdo citosolica de calcio, que ¢ responsavel pela ativagao de

fosfolipases endogenas que vao degradar os fosfolipideos das membranas (4).



No choque séptico ocorrem fendmenos que deprimem a producdo de energia celular e,
como conseqliéncia, das-se a queda dos niveis energéticos. Esta queda pode provocar a morte

celular (3).

2.5. TRATAMENTO NA SEPSE

Na guerra contra doencgas bacterianas, 0os microorganismos tém-se mostrado em posi¢ao
ostensiva. A medicina utiliza um arsenal de antibidticos na defesa contra bactérias, no entanto,
a resisténcia bacteriana persiste. Organismos bacterianos que causam inumeras patologias
desenvolvem potentes mecanismos de resisténcia a drogas (35).

A gravidade da sepse pode estar associada também ao uso indiscriminado e macigo de
antibioticos os quais, em inadequadas dosagens e administragdes, podem potencializar a acao
de microorganismos (como as bactérias gram-negativas que sao as principais desencadeadoras
do processo séptico) (36). Os antibioticos sdo vitimas de sua propria forgca evolucionaria
quando usados em grande escala e seu uso indiscriminado seleciona bactérias que sobrevivem
por criarem resisténcia a eles (25).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos, cuja atividade pode ser bloqueada por enzimas
de bactérias, codificadas por genes localizados no DNA citoplasmatico em plasmideos, pode
estar relacionada com a capacidade das mesmas em transferir plasmideos entre organismos
individuais, significando que as cepas ou espécies previamente suscetiveis a determinado
antibidtico podem adquirir a capacidade de produzir estas enzimas e assim adquirir resisténcia
diretamente de organismos resistentes. Estas formas resistentes sdo selecionadas
direcionalmente sob antibioticoterapia com os individuos suscetiveis sendo eliminados da

populagdo (25).



2.5.1 ANTIBIOTICOTERAPIA

Diferentes medicamentos sdo associados ao combate da microbiota relacionada a sepse,
entre elas cabe destacar: a) Cefalosporinas: compreendem a Ceftiaxona, Cefotaxima e
Ceftazidima consideradas de 3% geracdo e Cefipima e Cefipiroma consideradas de 4* geragdo,
que apresentam vantagens com relagdo as de 3% geragdo por apresentarem atividade satisfatoria
sobre enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa (37). b) Carbapenémicos: representados pelo
Imipenem e Meropenem, seguem sendo os antibioticos de aspecto mais amplo disponivel. Seu
uso estd restrito as infec¢des causadas por Acinetobacter sp. e por bacilos gram-positivos
produtores de beta-lactamases. Tal cuidado na utilizagdo desses farmacos deve-se a sua alta
capacidade de indugdo de beta-lactamases e desenvolvimento de resisténcia, principalmente
pela Pseudomonas aeruginosa, inclusive transtratamento com falhas terapéuticas
documentadas (38).

Considerando que a precocidade no diagnostico e a capacidade de adequagdo dos
esquemas de tratamento empirico e peculiaridades de varios grupos de antibioticos disponiveis
algumas unidades de tratamento intensivo adotaram a utilizagao de Cefalosporina de 4* geragao
associada ou ndo a aminoglicosideos como tratamento, quando passou a se observar em alguns
casos a resisténcia da Pseudomonas aeruginosa. Apesar do estabelecimento de uma estratégia
logica, falhas terapéuticas poderdo ocorrer obrigando a alteragdo do tratamento inicial. Em pelo
menos um estudo publicado a abordagem antibidtica inicial teve que ser alterada por falha
terapéutica em 36% dos casos (77 de 214 casos). Cabe ressaltar que a falha trata-se de uma
resposta dos pacientes constatada através de pardmetros clinicos, laboratoriais e/ou

radiologicos apds 72h de antibioticoterapia (39).



2.5.2. IMUNOTERAPIA

Os estudos com agentes mediadores antiinflamatorios nao-esteroidais, como o anticorpo
monoclonal anti-FNT-c,, antagonistas dos receptores soluveis de FNT-a, antagonistas soliiveis
de IL-1, antagonistas dos receptores da bradicinina e antagonistas das prostaglandinas nao
demonstraram eficacia na préatica clinica (40).

Os glicocorticoides foram um dos primeiros agentes usados para modular a resposta
inflamatoria em pacientes com sepse (41). O primeiro estudo que avaliou o tratamento com
baixas doses de glicocorticoides na sepse, dependente de vasopressor, receberam
hidrocortizona 100 mg trés vezes ao dia, via endovenosa durante cinco dias (42). Deve-se
salientar que os pacientes do grupo que receberam glicocorticoides apresentaram apenas uma
reducdo discreta na mortalidade (p<0,09).

Briegel et al (1999), também estudaram o efeito de doses similares de hidrocortizona em
pacientes com choque séptico hiperdinamico (43). Os pacientes com sepse foram
randomizados e receberam 100 mg de hidrocortizona iv em bolus, com seguimento de infusdo
continua de 0,18 mg/Kg/hora por seis dias ou receberam as mesmas doses de placebo. Os
pacientes tratados com hidrocortizona eram mais propensos a suspensdo dos vasopressores do
que os pacientes tratados com placebos (p<0,05). Um estudo publicado na Franga sugere que
pequenas doses de glicocorticoides podem reverter o choque séptico, dependente de

vasopressores, como também melhorar a sobrevida (44).

2.5.3. ACAO DA FRUTOSE-1,6-BISFOSFATO

2.5.3.1. FRUTOSE-1,6-BISFOSFATO COMO UM REGULADOR DO METABOLISMO



A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) ¢ um agucar bisfosforilado que tem duas estruturas

estaveis anoméricas, a o ¢ a 3 furanosa (fig 1).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da Alfa-D-frutose-1,6-bisfosfato
Este actcar bisfosforilado ¢ um metabdlito que desempenha um papel direto na
regulagdo de muitas rotas metabdlicas. Pode alterar o metabolismo dos carboidratos
estimulando a glicolise e inibindo a gliconeogénese. Além disso, € capaz de estimular a sintese
de glicogénio e, a0 mesmo tempo, impedir sua degradacdo. Tem a capacidade de estimular a
sintese de lipideos no figado, levedura e E. coli, enquanto estimula a lipolise no tecido adiposo

(45,17).

2.5.3.1.1. EFEITO SOBRE AS ENZIMAS DA GLICOLISE

A FBP afeta a atividade de muitas enzimas que participam na conversdo de glicose a
acido latico. Apesar de ndo ter o mesmo efeito em todas as células e em diferentes espécies, o

efeito em cada caso ¢ de estimular as reacdes na glicolise (Tabela I).



Tabela I - A Frutose-1,6-bisfosfato e as enzimas da glicélise

ENZIMA EFEITO DA FBP CELULA OU TECIDO

Fosfofrutoquinase ativa Musculo, coragao, cérebro e
figado de mamiferos.

Piruvatoquinase ativa E. coli, tecido adiposo, rim,
figado e outros.

Lactato desidrogenase ativa Streptococcus,
Lactobacillus, outros

Fosfoglucoisomerase  inibe a reacao reversa Musculo de coelho, figado

Fosfoenol piruvato ativa E. coli, Salmonella

Modificada a partir de KIRTLEY & McKAY (1977)

A ativacdo da fosfofrutoquinase (PFK-1) pela FBP estd bem documentada. Em muitos
casos esta ativagdo faz-se pelo bloqueio dos efeitos inibitorios de outros efetores, incluindo o
ATP e a Frutose-6-fosfato (46,47,48,49).

De uma maneira geral, a FBP ndo possui nenhuma agdo sobre a atividade do lactato
desidrogenase, mas a enzima de muitos microorganismos € actinomicetos possui um absoluto
requerimento do actcar bisfosforilado (17).

Com relagdo a piruvatoquinase, sua ativagdo ¢ bastante ambigua, mas em geral diz-se
que tem uma unido cooperativa com fosfoenolpiruvato e que isto ¢ ativado pela FBP (17).

Estudos demonstraram que a FBP inibe a fosfoglucoisomerase somente em uma
direcdo. A FBP compete com Fru-6-P na reagdo inversa, mas ndo compete com a glicose-6-P
quando a reacdo vai em outro sentido. Os autores observaram que a inibi¢ao da reacdo inversa
desta enzima, leva as pessoas que possuem intolerdncia a frutose (quando estas ingerem
frutose) a ter hipoglicemia (17).

A enzima fosfoglicomutase catalisa, como principal reagdo, a interconversao de Gli-1-P

e Gli-6-P, usando como cofator a Gli-1,6-P,. Esta enzima, que ¢ inibida por ATP e citrato (50),



pode também ser inibida pela FBP (51), através de um mecanismo de competicdo com a Gli-

1,6-P-.

2.5.3.1.2. EFEITO SOBRE AS ENZIMAS GLICONEOGENICAS

A FBP inibe muitas enzimas da gliconeogénese (Tabela II). Na via usual da
gliconeogénese a FBP ¢ substrato e inibidor da Frutose 1,6 bifosfatase (52). Esta enzima pode
unir fortemente dois fons metalicos (Zn"*/Mn"?) por molécula e nestas condi¢des pode unir 4
moléculas de substrato. As constantes de unido diminuem a medida que os substratos vao se
unindo, indicando uma intera¢do negativa a medida que aumenta o nimero de ligantes (53).
Com estes dados pode-se concluir que a FBP pode ser um importante modulador da
gliconeogénese.

Tabela II - Efeito da FBP sobre as enzimas da gliconeogénese.

Enzima Efeito da FBP Célula ou tecido
Frutose-1,6-bifosfatase Inibe Figado de coelho
Fosfoglicoisomerase Inibe a reagdo inversa Musculo e Figado
Ribulose-1,5-bifosfato Bloqueia a ativagao Cloroplastos, algas
carboxilase
Malato desidrogenase Inibe Streptococcus

faecalis
Isocitrato liase Inibe Pseudomonas
indigofera

Modificada apartir de KIRTLEY & McKAY (1977).

A ribulose-1,5-bifosfato descarboxilase funciona no ciclo fotossintético do carbono
produzindo 3-fosfoglicerato, que ¢ posteriormente usado para a gliconeogénese. Esta reagdo ¢
ativada pela Fru-6-P e bloqueada pela FBP (53).

A enzima malato desidrogenase catalisa a descarboxilagdo oxidativa do malato a

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



induzivel, mas ndo est4 regulada pela repressdo metabolica. Entretanto, sua atividade ¢ 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 reagdo que permite gliconeogénese apartir de intermediérios do

ciclo dos 4cidos tricarboxilicos. A enzima de Pseudomonas indigofera ¢ inibida pela FBP (17).

2.5.3.2. EFEITO PROTETOR DA FBP

Os estudos sobre o poder hepatoxico da galactosamina demonstraram que entre as
drogas protetoras experimentais, a FBP aparece como sendo uma das mais interessantes. Por
ser um agucar bisfosforilado tem grande dificuldade em passar a membrana plasmatica e, sendo

uma substancia fisiologica intracelular, pode apresentar muito poucos efeitos colaterais (54).

2.5.3.2.1. EFEITO SOBRE A ISQUEMIA CARDIACA

Depois de uma obstrugcdo arterial comeca um periodo de isquemia. Uma lesdao
irreversivel pode acontecer se, em um pequeno periodo de tempo, ndo se restitui a energia da
célula. E conhecido que no caso da isquemia, a producio da energia para a célula vem da via
de Embden-Meyerhof. Baseando-se nestes dados, utilizou-se experimentalmente e
clinicamente a administracdo de glicose, insulina e potassio (55). Desde que estes autores
publicaram os primeiros €xitos com esta terapia, foram publicados trabalhos que apresentaram
muitas contradigdes com tal tratamento para o infarto do miocardio.

Uma das etapas criticas durante a isquemia ¢ a inativacdo da fosfofrutoquinase (PFK-1),
induzida por um progressivo aumento da acidez intracelular, provocando uma diminui¢do da
concentracdo de FBP (56,57,58).

MARKOV et al. (1980), utilizando um modelo de isquemia em caes através de uma

perfusdo cardiaca e monitorando parametros hemodindmicos, eletrocardiograficos e efeitos



metabolicos, administraram FBP aos cdes ¢ observaram uma melhora nas fun¢des mecanicas
do coragdo, demonstrando que o agucar bisfosforilado causava uma regressao nas modificacdes
eletrocardiograficas provocadas pela isquemia. Além disso, verificaram que o tratamento com
FBP aumentava significativamente o ATP e a creatinina fosfato no miocérdio normal e
isquémico (59).

Verificou-se que a quantidade de acido lactico estava aumentada e sugeriu-se que a
FBP aumentava a oxidagdo da glicose. O mecanismo de agao do agucar bisfosforilado, segundo
os autores, ¢ que este poderia atravessar a membrana plasmadtica e dentro da célula ativaria a
glicolise anaerobica, inibida pela subita diminui¢do do pH, provocado pela isquemia, e a
conseguinte inativagdo da PFK-1. Além disso, sugeriu-se que a FBP, uma vez dentro da célula,
transpassaria as duas etapas de fosforilacdo, economizando duas moléculas de ATP.

EDDY et al. (1981) puseram em duavida este trabalho, afirmando que por dois motivos
basicos ndo podiam aceitar a teoria de Markov sobre o possivel mecanismo de a¢do da FBP.
Primeiro, que a FBP um composto bisfosforilado, ndo pode atravessar a membrana plasmatica
e, segundo, em perfusdes do coragdo isquémico, a enzima chave para a glicolise ¢ a
gliceradealdeido-3-fosfato desidrogenase e nao a PFK-1. Neste mesmo trabalho, EDDY et al.
admitiram que o efeito protetor do aglicar existe mas que nao ¢ um efeito direto, sugerindo que
sua acdo poderia ser através de efeitos indiretos, possivelmente inibindo alguns efeitos das
catecolaminas (60).

HASSINEN et al. (1991), utilizando um modelo de coragdo perfundido, monitoraram
varios parametros cardiacos, entre eles o consumo de oxigénio, o fluxo coronario, a pressao
sistolica intraventricular e a pressao diastolica intraventricular cardiaca. Observaram que o

coragao isquémico tratado com FBP tinha uma diminui¢do do consumo de oxigénio, um



aumento da pressao diastdlica, uma diminui¢ao na pressao sistolica e uma pequena diminuicao
do fluxo corondrio quando se comparava com um coragdo controle, ou seja, o coragdo
isquémico sem tratamento com o aglcar bisfosforilado. Os mesmos autores observaram
também, que a relagio NADH/NAD" no coragdo isquémico aumentava quando se administrava
a FBP e com isto podia aumentar a energia da célula com um conseqiiente aumento de ATP.
Além disso, verificaram que a FBP podia diminuir o cdlcio i6nico extracelular e, por isso,
sugeriram que o agucar bisfosforilado podia melhorar o rendimento mecénico e respiratorio do
coracdo isquémico através da diminuicdo do calcio i6nico extracelular. De todo modo, ao
utilizar EGTA, um quelante de célcio, ndo puderam confirmar totalmente esta teoria. No caso
especifico do coragdo, convém ressaltar que o célcio extracelular tem um efeito direto sobre a
mecanica do coragdo e, portanto, os resultados obtidos podem ser particulares da agdo do
acucar bisfosforilado sobre este 6rgdo e ndo um efeito geral contra a lesdo celular provocada

pela isquemia (61).

2.5.3.2.2. EFEITO SOBRE ERITROCITOS

LAZZARINO et al. (1984) incubaram FBP com plasma e sangue total humano em
condigdes que pudessem reproduzir aquelas utilizadas clinicamente e observaram que a
principal resposta era o aumento do agucar (FBP) intraeritrocitario, que se acompanhava por
uma significativa diminui¢ao da glicose do sangue (62). RIGOBELLO & GALZIGNA (1982)
mostraram que a interagdo da FBP com a membrana de eritrocitos induzia modificagdo na
permeabilidade dos ions, incluindo a captacdao de potassio e a eliminagdao de hidrogénios, com
o conseguinte aumento do pH intracelular e ativagdo da PFK-1, resultando em uma estimulacao
da glicolise (63). Tendo em vista os resultados citados, GIACOSA et al. (1987) trataram

pessoas (voluntarios) com FBP para verificar se esta poderia baixar os niveis de glicose no



sangue (64). Utilizando uma concentragdo de 200 mg/kg de peso corporal em administragao
intravenosa, observaram que o agucar bisfosforilado diminuia a resposta hiperglicémica na
ingestdo de glicose e que os niveis de insulina plasmatica estavam elevados quando os niveis
de glicose estavam baixos. Em 1983, GIORDANO & DE SANTO, observaram que os niveis
de insulina no plasma se encontravam elevados quando os pacientes receberam FBP (65).
AVOGARO et al. (1979), verificaram que o tratamento com o agucar reduzia os valores basais
da glicose plasmatica. Os resultados destes estudos sugerem que a administragdo exdgena de
FBP pode ter importancia na regulacdo da homeostasia da glicose, influenciando na
concentragdo de insulina (66).

E conhecido que a preservagio do sangue em bancos de sangue provoca uma
diminui¢do dos niveis intraeritrocitdrios de 2,3-difosfoglicerato (67). MARKOYV et al. (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 (59). Estes resultados sugerem que a

FBP, pode ser utilizada como preservante em bancos de sangue.

2.5.3.2.3. PROTECAO DA LESAO RENAL PROVOCADA PELA ISQUEMIA

A lesdo renal produzida pela isquemia ¢ uma complicacdo que aparece durante alguns
procedimentos cirurgicos, quando o fluxo de sangue ¢ interrompido. O cortex renal pode ser
especialmente sensivel a hipoxia e isquemia porque as enzimas necessarias para a glicolise
estdo presentes em baixas concentracdes (68). Estas observacdes sdo utilizadas para explicar a

severa lesdo observada nestas células durante a isquemia.



DIDLAKE et al. (1985) verificaram em ratos, depois de 30 minutos de isquemia, que o
tratamento com FBP oferecia uma protegdo significativa, funcional e histologica, para o rim. A
taxa de filtragdo glomerular, de fluxo urinario e a taxa de excrecdo absoluta de solutos foram
iguais nos animais isquémicos tratados com FBP e nos animais controles (69). Isto demonstrou
que este agucar bisfosforilado ndo protege totalmente o rim contra a isquemia renal. Este efeito
protetor parece ser especifico da FBP e ndo devido a expansdo do volume plasmatico, ja que os
ratos que foram injetados com iguais volumes de solugdo fisioldgica ndo foram protegidos da
lesdo renal. Além disso, o efeito protetor da FBP tem mecanismos diferentes daqueles que sao
exercidos pelo manitol ou furesimida, ja que estes protegem através de um mecanismo que esta

relacionado com a excrecao de solutos (70,71,72).

2.5.3.2.4. PROTECAO CONTRA A FORMACAO DE RADICAIS LIVRES

A formacdo de radicais livres na reperfusdo pos-isquémica ou através de substancias
toxicas parece ser um mecanismo importante no desenvolvimento da lesdo celular
(73,74,75,76). Para proteger o organismo destes efeitos -citotoxicos, as células tém
desenvolvido mecanismos enzimaticos antioxidantes tais como enzimas (superoxido
dismutase, catalase) ou antioxidante enddgenos (4cido ascorbico, vitamina E). O tratamento
com superdxido dismutase e vitamina E tem proporcionado éxitos clinicos para combater
lesdes mediadas por estes radicais. Sugeriu-se que o ATP pode ser um regulador fisioldgico da
atividade catalitica da enzima NADP oxidase, uma das enzimas responsaveis da producao de
radicais superdxidos (77).

Em 1986, SCHINETTI & LAZZARINO, utilizando um éster de forbol (miristato
acetato de forbol) para produzir radicais superéxido em neutréfilos humanos, verificaram que o

tratamento prévio destas células com FBP inibia a produgdo de radicais superdxido provocada



pela a¢do do éster de forbol. O mecanismo com que o agucar diminuiu a formagdo destes
radicais parece ser através do aumento dos niveis intracelulares de ATP, ja que o éster de
forbol provocava uma diminuig¢do deste metabdlito em aproximadamente 85%. Além disso,
verificou-se que a FBP impedia o metabolismo oxidativo de neutréfilos e inibia a liberagdo de
histamina pelos mastocitos (78), sugerindo que o agucar poderia ter um efeito antiinflamatoério.

Demonstrou-se que a anoxia pode induzir uma transformac¢do de xantina-desidrogenase
em xantina-oxidase. Este sistema enzimatico pode formar radicais superoxidos como
conseqiiéncia da diminui¢do do metabolismo energético e o conseguinte aumento no contetido
de AMP. Sob as mesmas condi¢cdes de andxia, notou-se que a FBP pode manter a relagado
xantina-desidrogenase/xantina-oxidase através da recuperagdo da carga energética que esta
diminuida durante a anoxia (79).

CARDENAS et al (2000) incubram 5mM de FBP em slices de cérebros de ratos
submetidos a hipoxia e privacao de glicose, observaram a inibi¢do da atividade da 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) e reducao significativa dos niveis de glutamato e aspartato. Esta
reducdo € uma das razdes para acreditar que a FBP possa exercer um efeito neuroprotetor (80).

2.5.3.2.5. ACAO PROTETORA DA FBP SOBRE ISQUEMIA EM CEREBRO E
ASTROCITOS

GREGORY et al. (1989 e 1990) e VEXLER et al. (2002) investigando culturas de
astrécitos demonstraram em células submetidas a hipoxia que a liberacdo de lactato
desidrogenase diminuia quando se adicionava ao meio de cultura FBP. Observaram, também,
que outros analogos da frutose, assim como outros metabolitos da rota glicolitica, ndo tinham
um efeito protetor significativo. Além disso, verificaram que a FBP atenuava a diminui¢ao do

ATP provocado pela hipoxia, concluindo que o agticar bisfosforilado atuava preservando os



niveis de ATP e com isto impedia a lesdo e a conseguinte liberagdo de lactato desidrogenase ao
meio (81,82,83). DONOHOE et al. (2001) observou ndo s6 a preservacao dos niveis de ATP
como a capacidade de estabilizagdo dos niveis de Ca™ durante a hipoxia (84).

FARIAS et al. (1989) provaram a acdo da FBP sobre as fun¢des e metabolismo cerebral
em coelhos sujeitos a coma hipoglicémica. Utilizaram o eletroencefalograma e a diferenca
arterio-venosa na concentracdo de oxigénio como indicadores da atividade metabodlica.
Concluiram que a FBP podia melhorar as fun¢des e metabolismo do cérebro e sugeriram que
podia substituir, em parte, a glicose durante a hipoglicemia, sendo um substrato alternativo
para a glicolise quando o metabolismo cerebral dos carboidratos estava diminuido (85). Com
estas conclusdes, FARIAS et al. (1990) tentaram observar se a FBP poderia ter um efeito
protetor para o cérebro durante a isquemia andxica. Verificaram que os animais tratados com o
aclcar apresentavam menos alteragdes neuroldgicas que os animais controles (ndo tratados
com FBP) e sugeriram que o metabolito poderia oferecer um efeito protetor para o cérebro
durante a isquemia anoxica (86).

O efeito neuroprotetor da FBP também foi observado a em slices de cérebros de ratos
submetidos a hipoxia (87) . Sugere-se também que o aglcar atue como protetor do Sistema
Nervoso Central quando administrada intraperitonialmente. Este efeito da FBP nao parece
muito facil de explicar, devido a grande seletividade da barreira hematoencefalica. E muito
pouco provavel que o agucar possa penetrar no cérebro, sugerindo que o efeito da droga ¢

indireto.

2.5.3.2.6. PROTECAO CONTRA A ACAO DE DROGAS

O polihalogenado composto Tetracloro de Carbono (CCly) € uma conhecida hepatoxina

que pode provocar extensa lesao no figado podendo provocar a morte do animal.



RAO & MEHENDALE (1989) valorizaram o papel protetor da FBP contra esta droga.
Observaram que as enzimas plasmaticas AST (Aspartato amino transferase) e ALT (Aspartato
alanina transferase), que se originam do dano hepatico, estavam significativamente menos
aumentadas em animais tratados com CCly + FBP do que aqueles somente com CCly. Dois
metabolitos hepaticos, “ATP” e “ADP”, que diminuiam pela acdo da toxina, recuperavam-se
parcialmente pela acdo do actcar bisfosforilado. Nestes mesmos estudos do poder de
regeneragdo do figado, depois da acdo lesiva do composto halogenado, comprovaram que as
enzimas ornitina-descarboxilase e espermidina N-acetiltransferase, que sdo importantes para a
regeneracdo celular, estavam significativamente mais aumentadas nos animais tratados com
CCly + FBP que aqueles tratados somente com CCls (88). RAO & MEHENDALE (1990)
encontraram os mesmos efeitos do agucar bisfosforilado quando utilizaram como agente toxico
o chlordecone em combinac¢do com CCly (89).

FARIAS et al. (1989), utilizando como agente hepatoxico a galactosamina, verificaram
que a FBP protegia o figado do dano que pode provocar o agucar aminado. Para realizar este
estudo utilizaram parametros histologicos e marcadores plasmaticos da lesao hepatica (AST e

ALT). Os resultados com relagdo as enzimas plasmaticas podem ser vistos na Tabela III (90).

Tabela III - Efeito protetor da FBP em ratos tratados com galactosamina

Parametro Controle GalN GalN + Significancia
FBP GalNx GalN+
FBP
SGPT (U/L) 6313 6172+1187 149440 P<0,0001
SGOT (U/L) 249452 9611+2691 563187 P<0,005
yGT(U/L) 0,86+0,40 7,75+0,33 0,88+0,33 P<0,001
Bilirrubinas(mg/dl)  0,1340,03 2,12+0,79 0,19+0,03 P<0,05

Modificada apartir de FARIAS et al., 1989. GalN= Galactosamina



Estudos sobre a hepatoxicidade da galactosamina j& foram bem definidos, sendo
testados varios compostos como agentes protetores contra os efeitos da hepatoxina. Entre as
drogas experimentais estd a FBP que apresenta um efeito protetor celular importante contra sua
acdo. O uso de galactosamina em conjunto com FBP mostrou-se menos lesivo do que no grupo
controle (91). Os estudos realizados usaram como pardmetros de lesdo marcadores plasmaticos
e celulares (ATP).

Realizando experimentos “in vitro”, RIZZOLI et al. (1990) verificaram que o alcool
podia aumentar a entrada de célcio em células renais em ratos. Este efeito ¢ dependente da
concentragdo de cdlcio (extracelular) e, também, do tempo de incubacdo (92). A FBP,
adicionada a diferentes concentragdes durante o tempo de pré-incubacdo, exerceu um efeito
protetor contra este fenomeno. 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 et al. (1989) (16).

2.5.3.2.7. EFEITO PROTETOR NA SEPSE POR ESCHERICHIA COLI

Em recente trabalho do nosso grupo, foi induzida sepse em ratos Wistar, com a
introducao via intraperitonial de uma capsula de gelatina contendo fezes de ratos mais uma
solucao de Escherichia coli. Os ratos foram divididos em trés grupos, um grupo controle onde
foi realizada laparotomia, um grupo séptico e, um grupo séptico tratado com frutose-1,6-
bisfosfato (500mg/kg). No grupo controle ndo 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 ¢ 50% em 48 horas.

Esses dados demonstraram a acao protetora dessa droga no quadro séptico (14).



2.5.3.2.8. PODER ANTIINFLAMATORIO DA FBP

OYANAGUI (1998), comprovou o efeito antiinflamatorio da FBP quando associada a

dexametasona em edema de pata de ratos (93).



3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

e Avaliar potenciais mecanismos de agdo da Frutose-1,6-bisfosfato (FBP) no

tratamento da sepse experimental.

3.2-OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito antiinflamatorio in vivo da FBP.

e Avaliar in vitro o efeito da FBP sobre células mononucleares humanas (PMNCs)

estimuladas por fitohemaglutinina (PHA).

e Verificar se a FBP possui efeito antimicrobiano in vitro.

e Relacionar a acdo de bloqueadores de canais de potassio (clorpropamida) com a
acdo da Frutose-1,6-bisfosfato sobre células mononucleares humanas (PMNCs)

estimuladas por PHA.

e Auvaliar in vitro o efeito da FBP na liberacdo de FNT-a por células mononucleares

humanas (PMNCs) estimuladas por lipopolissacarideos (LPS).
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Abstract

Tissug lesion mechanisms provokad by sepsis include the infectious progess, inflammation, and cellular ensrgy deficit, We chose o test
fructose-1,6-bisphosphate (FRP) because of its possible anti-in lammatory and antimicrobial actions. Wistar rats were used and dividead
into three experimental groups: a control group (& = 10), in which a capsule was introduced into the peritoneum of the animals; a septic
group (w = 103, in which a capsul2 containing non-sterile facal matter was introduced topether with Escherichia colf (1.5 =« 107 CFUY;
and a septic group treated with FEP 300mg/kg (o = 100 The blood cell tests revealed that levels of leukocyvtes increased significantly in
the septic group when compared to both the septic group treated with FBP and the control group. The blood cultures were 100% positive
inboth the septic group and the septic group treated with bisphosphoryvlated sugar. The antibiogram only revealed an inhibitory haloin the
case of the antibiotic ampicillin, there was no suchindication for FBP. The anti-inflammatory power of FBP remained at 602 for Shin the
rats that received the carrageenan injection. Whatis more, the sugar reduced the levels ofionic caleium in relation to the contral group. This
data proves the validity of using FBP in the treatment of sepsis, possibly due to its anti-infammatory rather than antimicrobial action.
2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Kevwewraly: Sepsis; Fructose-1,6-hisphosphate: Infammation; Antimicrobial

1. Introduction

Dysfunction of the microcirculation is recognized as
the most significant factor of cellular lesion in sepsis [1].
The hemodynamic alterations that occur during the elinical
course of septic shock are a result of the endotoxins released
by the bacteria. They induce a sequence of inflammatory
alterations, including the activation of effector cells and the
release of an infinite number of mediators, among them
cvtokine, adhesion molecules, platelet activation factors,
and nitric oxide (NO) [2]. These events lead to increased
capillary permeability and vasodilation. provoking intersti-
tial edema, thus contributing to the reduction of the oxygen
supply to the tissues [1]. This results in the predominance
of anaercbic glucose with the increase in lactic acid and
3.

cell damage
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Because of the greater vascalar permeability, there is an
increasad concentration of the blood elements {hemoceon-
centration) which in tum augments blood viscosity. This
causes a progressive fall in eirculation velocity and the oxy-
gen supply to the inflamed area is reduced [4]. Phencmena
oceur which depress the production of cell energy and, con-
sequently, the eneray levels fall may provoke cell death [3].

This alterations leads to a mobilization of the bone mar-
row reserve which is characterized by the increase in the
immature cells [6]. leading to the endothelial adhesion of
these cells that depends on both the endothelic and caleium
ion {Ca®t) charge [7].

Despite medical efforts, sepsis remains the major cause
of hospital death, mainly in intensive care units. The seri-
ousness of the sepsis may also be associated with the in-
diseriminate and widespread use of antibiotics, which, with
inadequate control and dosage, may augment the action of
the microorganisms, agravating the inflammatory condition.
Antibiotics are victims of their own evolutionary force when
used on a large scale, and their indiseriminate use permits
the survival of scme bacteria that survive and create strains
resistant to their effects [8.9].

104 3-66] BN2% - see front matter £ 2002 Elsevier Science Lid. Al rights reserved.
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The aim of this study was to research altemative drugs
capable of reducing the morbidity and mortality that result
from the septic process, focusing on the main tssue lesion
mechanisms provoked by sepsis, the infectious process,
inflarnmation, and the cellular energy deficit [10]. Of thess
drugs, fructose-| 5-bisphosphate (FBP) has been reported as
showing thempeutic effects in a number of pathological sit-
uations such as isquemia, shock, and toxic lesions [11-14].
The beneficial effects of FBP have been documented in car-
diac, renal, cerebral, hepatic, and intestinal { small intestine)
dysfunctions [15-23]. Recently, we have demonstrated that
the mortality rate of seplic animals treated with FEP was
50%, while the control group was 100% after 24 h (Nunes
and coworkers, in press). The effects of hisphosphorylated
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
[23]. The role of FBP as a possible therapeutic altemative in
rats submitted to sepsis was examined, due to its probable
anti-inflammatory and antimicrobial action,

2. Material and methods
2.4, Treatment with fructose-1 6-bisphosphate

The care and the use of the animals were performed
according to the “Guiding Principles in the Care and
Lse of Animals™ approved by the Council of the Ameri-
can Physiological Society. Male, Wistar mts, subject to a
2W12h light'dark cycle and weighing 250-330 g were
used. They were divided into three groups of 10 animals
and anesthetized with 50 mg'kg (ip.) of pentobarbital. The
abdomen of each animal was shaved and cleaned with
povidine—iodine solution. A 2-cm incision was made above
the linea alba. In one group, sepsis was induced by means
of the intraperitoneally introduction of a capsule consisting
of fecal matter and a suspension of Escherichia coli. The
concentration of £, ¢ofi suspension was measured using a
spectrophotometer (630 nm), resulting in a DuO. between
1.180 and 1.200, which gave a total of 1.5 » 10Y CFLI [24].

Following the same procedure, sepsis was induced in a
second group which at the same time were treated with
500mg/kg (i.p.) of FRP {Sigma Chemiecal Co.). The control
group received an empty agar capsule, introduced into the
peritonal cavity.

Those individuals that survived 135 h after the induction of

sepsis were considered viable, This interval was established
hased upon the fact that all the untreated septic animals died
within that period.

2.2, Hemoculture
Blood tests were carried out on all the animals in order to

establish whether the animals were infected and if FBP ex-
hibited any antimicrobial action. Around 1 ml of blood was
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taken from each animal. Each sample was placed in a test
tube containing a nutrient broth, which was then placad in an
over at 37 “C for 6 days. Initial bacterial analvsis was based
upon the existence of turbidity and the film formation of the
ratrient broth (Becton Dickinson). The positive samplesthen
uniderwenta further test in order to determine which microor-
ganisms were present, while the negative samples underwent
the same procedure in order to confirm their status [ 23],

2.3, Antibiogram

An antibiogram was carried out, in order to assess the
true effects of bisphosphorylated sugar on the bacterial pop-
ulation, given its possible protective action in relation to
sepsis. Petri plates were used for the replication of the E
cali bacteria derived from an ideal culture concentration of
1.8 » |08 microorganisms/ml, 0.6 in the Mac Farland scale
[26], and ancther at a culture concentration of 2.0 in the
same scale. These were maintained in a Mueller Hinton agar
culture medium (Kirby—Bauer modified method) [27] and
incubated for 24h at 37=C,

A solotion of FBP, 294 mM (concentration based upon the
dose used in the treatment of the septic rats) was added to a
sterile antibiogram dish. A control sample of distilled water,
representing the matriz of the sugar solution, was also placed
on the disk. Another sample was submitted to the action of
the antibiotic ampicillin 10 g, which is of unquestionable
antibacterial power against £. eofi. The result was verified
241 after the procedure and the absence or presence of an
inhibition halo permitted evaluation.

2.4, Blood count

In order to analyze the hematological parameters, blood
samples were collected from all the animals, by means of
cardiac puncture 1 ml of blood was obtained 12h after the
initial procedure of each experimental group [28]. Both
automatic counting (Coulter STKS) and manunal counting
(differential) with an optical microscope were used. Blood
count analysis of the neutrophils, eosinophils, lympho-
cytes, and monocytes was performed in order to test the
anti-inflammatory effects. At the same time, analysis was
made of the anti-inflammatory effect of FBP on animals
that received a subcutanecus injection of carrageenan.

2.5, Anti-inflammaiory effect

The subcutanecus injection of carrageenan produces an
inflamrmatory edema [2930] that can be measured on the
hind paws of rats [31].

The rats were divided into two groups: a control group
in = 10} that received an injection of NaCl (0.9%, ip.)
30min before the treatment with carrageenan (Sigima type
V1, and anaother group (n = 10 that received 300mg/kg
(ip.) of FBPF under the same conditions as the control
group. The carrageenan (30mg) was diluted in 3ml of
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distilled water and 0.05 ml of this solution was administered
in the right hind paw of each rat. The volume of each hind
paw was determined prior to procedure (base value) and
each hour following the procedurs. The hind paw measure-
ments of the group treated with the sugar were compared
with those from the untreated group (inflammatory effect
100%) and the results expressed in tenms of the percentage
of inhibition and edema velume {ml). The extent of the
inflammatory response was registered by the volume of the
right hind paw (Plethysmometer Ugo Basile 71500 before
( ¥y and after (¥7) the administration of the carrageenan.

Vi—Va

% Inflammation (/) = » 100

In order to establish whether it was possible to maintain
the anti-inflammatory effect for longer and at acceptable
levels, 300mgkg (ip.) of the bisphosphorylated sugar was
administered at 1-h intervals over a 5-h period. Oral admin-
istration was by means of a single 500 mgkg dose, given
minutes before the camrageenan injection.

2.6, Concentration of tonic caleium in solutions

Many authors report the presence of the ionic calcium
in the mechanism of cellular lesion, in addiction this ion is
involved in the inflammatory process as a chemotaxic agent
[32]. To determine whether fructose-1,6-bisphophate had
any effect on the extracellnlar ionic calcium, concentrations
of 3 mM and 10 mM of fructose- 1,6-bisphophate and 5 mM
of EGTA were dissolved in Krebs—-Ringer bicarhonate so-
lution (pH 7.4) with 2.5 mM of caleiwm chloride. The ionic
caleium level was measured using a selective electrode in
a Radiometer (ISA). The control was Krebs—Ringer bicar-
bonate solution (pH 7.4) with 2.5 mM of calciwm chloride.

2.7 Swatistical analysis

The results are expressed as means £ 5. E.M. Comparison
between independent groups was made by the Student’s

i-test. Multiple group comparisons were performed by
ANOVA  followed by Fisher's protected least significant
difference test. P o< 0.05 was considered statistically sig-
nificant.

3. Results
3.1 Hemocuwltures

Mo positive hemocultures were obtained from the control
group, while both the septic group and the FBP-treated septic
group were 100% positive. All the cultures fiom both of
these groups, only indicated the presence of £, cali in the
samples taken. Fig. | shows the percentage of positive blood
samples taken fromm the experimental groups.

3.2 Antibiogram

The control group (bacteria incubated in distilled water)
showed no signs of resistance to the bacterial proliferation
ithere was no inhikitive halo), thus it did not act as an an-
timicrobial substance (Fig. 2a); the dishes incubated with
the solution of FBP also showed no inhibitive halo to the
growth of E. coli (Fig. 2b): the bacterial cultures of £, coli
incubated with the antibiotic ampicillin 10 g showed a vis-
ible halo of inhibition, around 27 mm (Fig. 2¢), clearly indi-
cating its efficacy as an agent detrimental to the population
of microonganisms.

3.3 Hemograms

The results of the hemograms in the experimental groups
(control, septic, and FBP-treated septic groups) are rep-
resented in Fig. 3 (where the means and S.E.M. of these
values are shown). Note that the leukocyte count is higher
in the septic group than in the FBP-treated seplic group
and the control group. This may be related to the increase
in the number of fmmature cells in the septic group, which

5

g

Puositive Hemoculiures (%)
=

40 4
m .
0 f ;
Septic Septic + I'ru-1,6-1"2 Controd
Experimental Groups

Fig. 1. Percentage of positive hemocullures in the experimental groups,
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Fig. 2. Culture of £, coli alber 24-h incobation; (ay distilled water, ab-
sence of inhibition; (b octose-1,G6-bisphosphate, absence of inhibition;
{ct ampicillin 10 pe, visible hale of inibiti on.

would indicate inflammation provoked by the sepsis. The
monoeyte count values are higher in the septic group than
in the other two groups. This increase in the number of
monocytes may be related to the systemic response of the
organism to the endotoxins. The hymphocyte count valoes
are significantly lower in the septic group and FRP-treated
aroup when compared to the control group, there were no
significant differences between the septic group and treated
aroup. There were no significant differences in the seg-
mented neutrophil and eosinophil count values between the
seplic group, treated group and the contmol group.

L EIIIH.IEJ".I} values in the tlpl}rimerrlul

groups
£
25
r"\.E w -
E s n
=
-* -
iy t -
Sepic Septic+Fro- 1 6-F2 Conitiod

Experimental groups

Fig. 3. Averages and standard deviations of lenkocyte values in the ex-
perimental groups, The statistically significant differences between the
condrol groap, the septic and fructose- 1,6-bisphosphate groaps, are in-
dicaled by (+), P < 005 and, belween the septic group and the
fructose- 1, 6-bisphosphate group, are indicated by (l, P - 0.05,

24, Anfi-inflammatory action

To determined whether FRP had anti-inflammatory ac-
tion, 500 mg'kg of bisphosphorylated sugar was adminis-
tered intraperitoneally at howly intervals for a period of
5h. The result showed that the anti-inflammatory effect was
maintaingd at nearly 60% over this period. These resnlts are
represented in Fig. 4 and Table 1. The oral administration
of 500mg/kg of sugar shows an anti-inflammatory power
of 0%, 1h after administration, later diminishing. These
results are shown in Fig. 5.

The anti-inflammatory effect of FRP

f 75 -
g
: &
g o - = &
E 5{" T
3
|
= 25 : . R ¢
i 2 3 34 5
Time {howrs)

Fig. 4. The anti-infammatory effect of the comtinuons intraperitoneally administration ol froelose- 1,0-bisphosphate (300 mehked.

Table 1

Anti-inflammatory effect of fructose-1 S-hisphozphate on carmgeenan-indoced right hind paw

Group Edema wolume {ml)

Al Lh Al 2h Al 3h At 4h At 5h
Control 0.90 £ 006 105 + 005 0.7% + 002 0068 4 0.02 (.58 + 001
IBP 031 4 03 044 + 0.04* 03l 4+ 003" 0.27 & 0.02* 0.21 4 6.01*
% Inhibiticn G55 58.1 6.7 0.2 G0

The fructose- 1,6-hisphosphate (300 mgkg) was adminigered intraperitoneally at 1-h intervals. Paw volume was measurad al times indicated. Each valuz

represents the mean £ % EM. Tor a group of 8- 10 observalions.

* P < 0.01; significant dilference between drug treated and conirol group was observed as detennined by Studeni’s #-lest.
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f\:I!E-'illﬂullamatur}' elfect of the oral administration of FHP

At anflammmatory effect &

{

3 4 >

Time chonrs})

Fig. 5 Anti-inflammatory elfect of the oral administration of lroctose- 1,6-bisphosphate.

lahla 2
The effect of fructose-1,6-bisphogphate and BGTA on ionic calcium in

saliticn.

lomic calcium Reduction
Mol Ty o ()
Ciomirol 200
Frue tose- 1, 6-hisphosphate (3 mibd ) 1.32 &
Frue tosiz- | o-bizphosphate ©10mbd) 1.0z 51
EGTA (5mM) 0.0s 25

e ionic walcium was esiahlished as previously describad in Section 2.
The ion was dissolved in Krebs-Ringer (pH=7.41 solution. The [nal
concentration was 2.5 mb.

3.5, Effect of FBP on the ionic calcium conceniraiion

In order to verify whether anti-inflammatory effect of
FEBP was due to the fall in the level of ionic calciom, we
tested its capacity to reduce ionic caleium in solution. In
Table 2, we can see that 5 mM and 10 mM concentrations
of FBP reduced the levels of ionic calciom to 66 and 5 1%
of that of the control group, respectively. The EGTA, a po-
tent caleium chelate of caleium, reduced the levels of ionic
calcium to 2.5%,

4. Discussion

The previous results showed that the mortality mte in the
treated septic rats was 20% of that of the untreated septic
rats, which reached 100% after 15 h {Nunes and coworkers,
in press). This shows that by soime mechanisim the bispho-
sphorvlated sugar acted on the septic process, reducing the
mortality tate of the animals, One hypothesis is that the
FEP acts as an antibacterial agent, preventing the evolution
of an irreversible septic process. This idea was discarded
due to both the 100% positivity of the hemocultures in the
FEP-treated septic group and the results of the antibiogram,
in which the sugar did not have the anti-microbial action

in the proposed concentration. Therefore, there must have
been some other mechanism by which the FBP decrease
the mortality rate of the animals.

Ume of the probable effects of FBP is its anti-inflammatary
action. 1t is believed that FBI may act to attenuate or even
block the inflarmmatory response. A study of the blood ele-
ments of the experimental groups was necessary in order to
establish the variables that could proved this theory.

Leukocyte levels were higher in the septic group, when
compared to those in either the FBP-treated septic group
or the control group. The lower leukocyte levels in the
FRP-treated septic group would represent a reduction of
their influx into the circulatory system. These elements are
involved, to some degree, in the intensity of the inflam-
matory process. According to Mammen [6], there is a pre-
dominance of immature cell forms in the circulation during
the septic process, a sitnation known as left deviation. In
the FRBP-treated group, the number of immature neutrophils
present in the circulation was lower than that in the septic
group. This reduction may be explained by the decrease of
the signals provoke local chemical mediators that stimulate
neutrophil chemotaxic, These signals are associated with
the adhesion of the endothelial cells and leukocytes that
in order to occur requires extra-cellular caleium. Hassinen
et al. [33] showed that FBP could significantly decrease
ionic calcium in solation, suggesting that the action mech-
anism of the sngar involved the reduction of this ion. Given
this hypothesis, tests were performed in order to verify the
applicakility of this theory to our experimental model. As
shown in Table 2, FEP demonstrated calcinm chelating
properties, given that the levels of this ion were maintained
low in comparison to the control values, and this would, in
all probability, impede or decrease neutrophil chemotaxis or
adherence.

Monocytes, the levels of which were higher in the septic
aroup, represent the first line of defense of the tissue against
foreign invaders. The increased level of monocytes in the
septic group suzgests the stimulation of these elements by

I
L
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the release of the endotoxins, FBP appears to attenuate this
systemic response. The levels of lymphocytes diminished in
the septic group and treated group, when compared with the
control group. Authors have demonstrated that the Tympho-
cylopenia is present in sepsis, and can oceur in situations
af stress of any origin, or in infectious diseases in general
[7.8]. FBP did not have any apparent effect on the lym-
phocyte population. 3o it was decided to test whether the
bisphosphorylated sugar really had some anti-inflammatory
action.

Using a dose of 300mglkg intraperitoneally (Fig. &
Table 13, in hourly doses over a 3-h period, it was seen that
the effect was 63% in the first hour and was maintained at
approzimately 60%, when compared to the contral group,
which was treated solely with carmgeenan. When FBP was
administered orally, it was seen that the effect was similar
to that seen with intraperitoneal administration in the first
hour, with the value decreasing progressively over the 5-h
period (Fig. 5). It is possible that bisphosphorylated sugar is
more easily excreted when administered orally and, in single
doses, may not have the same degree of anti-inflammatory
effectiveness.

The anti-inflaimmatory effect of FBP, when administered
intraperitoneally, confinms the positive protective effect
against cellular lesion ofhisphosphorylated sugar Uptil now
FEP has been used in a variety of experimental treatments,
such as in cases of acute myocardial infarction [34], hypo-
glyeaemia [35], renal ischamia [36], and cerebral ischemia
[18,37,38].

O results may indicate the mechanisms by which FBP
impeded the mortality of 50% of the animals following sep-
e induction. What is more, FBP increasad the survival of
the animals, given that only 20% of them died in the first
[5h, 10% in 24h, and 20% in 48 h {Munes and coworkers,
in press) The remaining animals were ohserved for a finther
210 days during which time no more deaths occurred. This
data proves the validity of using FBP in the treatment of sep-
sis and furthermore, suggests its profective response is prob-
ably due to an anti-inflammatory rather than antimicrobial
action.
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AVALIACAO DA FRUTOSE-1,6-BISFOSFATO COMO AGENTE ANTIMICROBIANO E
ANTIINFLAMATORIO NA SEPSE.

Fernanda Bordignon Nunes, Cassio Meyer Graziottin, José Carlos Farias Alves Filho,
Adroaldo Lunardelli, Melissa Guerra Simoes Pires, Paulo Harald Wachter & Jarbas Rodrigues

de Olivelira.

RESUMO

Apesar dos esforgos terapéuticos, a sepse permanece como a maior causa de
mortalidade hospitalar. O presente trabalho visou a busca de drogas alternativas que diminuam
a morbidade e a mortalidade decorrente do processo séptico, levando em consideracdo que,
grande parte dos mecanismos de lesdo tecidual provocados pela sepse incluem o processo
infeccioso, inflamatorio e o déficit de energia celular. Dentre estas drogas, utilizou-se a
Frutose-1,6-bisfosfato por sua possivel agdo antiinflamatoria e antimicrobiana. Utilizou-se
ratos Wistar, divididos em trés grupos experimentais. Um grupo controle (n=10) onde foi
introduzida uma cépsula no peritonio dos animais; um grupo séptico (n=10) onde foi
introduzida uma capsula com conteudo fecal ndo estéril e E. coli (1,5 x 10° C.F.U.); e um
grupo séptico tratado com a Frutose-1,6-bisfosfato 500 mg/kg (n=10). Para testar a validade da
droga como antiinflamatoério e antimicrobiano, foi realizado hemograma, hemocultura,
antibiograma, injecdo subcutanea de carragenina (tratamento com Frutose-1,6-bisfosfato por
via oral e intraperitoneal) e determinagdo de calcio i6nico. A andlise dos hemogramas revelou
que leucoécitos totais estavam mais elevados no grupo séptico, comparados ao controle e ao
grupo tratado. As hemoculturas foram 100% positivas para E. coli nos grupos séptico e séptico
tratado com o agucar bisfosforilado. O antibiograma apresentou um halo de inibigdo somente
para o antibidtico ampicilina, ndo apresentando esse indicativo para a Frutose-1,6-bisfosfato. O
poder antiinflamatdrio da Frutose-1,6-bisfosfato (por via intraperitoneal) foi mantido cerca de
60%, durante 5 horas nos ratos que receberam injecdo de carragenina. Além disso, o agucar
diminuiu, com relagdo ao grupo controle, o calcio i6nico. Sugere-se que a Frutose- 1,6-
bisfosfato tem validade no tratamento da sepse experimental, possivelmente pela sua acgdo

antiinflamatéria e ndo antimicrobiana, pois a mesma ndo impediu a proliferacdo bacteriana,



mas diminuiu a mortalidade dos ratos durante o quadro agudo da doenca e aumentou o tempo
de sobrevida dos animais.

PALAVRAS-CHAVES: Sepse, Frutose-1,6-bisfosfato, inflamagao, antimicrobiano.

INTRODUCAO

A disfuncao da microcirculagdo ¢, reconhecidamente, o mais significante componente
da lesdo celular na sepse (1). As alteragdes hemodinamicas que ocorrem durante o curso
clinico do choque séptico, se devem as endotoxinas liberadas pelas bactérias, que induzem uma
seqiiéncia de alteragdes inflamatdrias, incluindo a ativacao de células efetoras e a liberacao de
uma infinidade de mediadores, entre eles as citocinas, moléculas de adesao, fatores de ativagao
das plaquetas e 6xido nitrico (NO) (2). Estes eventos determinam o aumento da permeabilidade
capilar e vasodilatagdo, provocando edema intersticial, contribuindo assim para diminuir o
aporte de oxigénio para os tecidos (1). Ocorre entdo, o predominio da glicélise anaerdbica, com
aumento de acido lactico (acidose lactica) e dano celular (3).

Como conseqiiéncia do aumento da permeabilidade vascular, ocorre aumento da
concentragdo dos elementos figurados do sangue (hemoconcentragdo) aumentando assim, a
viscosidade sangiiinea. Estes eventos provocam uma progressiva queda da velocidade da
circulagdo e a area inflamada passa a ser mal oxigenada (4). Ocorrem fendmenos que
deprimem a producdo de energia celular e, como conseqiiéncia, das-se a queda dos niveis
energéticos. Esta queda pode provocar a morte celular (5).

Este sistema leva a uma mobilizacdo da reserva medular caracterizando-se pelo
aumento dos leucocitos bastonados (6), levando a uma adesdo endotelial destas células que
dependem da carga do endotélio e também do ion célcio (Ca™") (7).

Apesar dos esfor¢os terapéuticos, a sepse permanece como a maior causa de

mortalidade hospitalar, principalmente nas unidades de terapia intensiva. A gravidade da sepse



pode estar associada também, ao uso indiscriminado e macico de antibidticos os quais, em
dosagens e administragdes inadequadas, podem potencializar a acdo de microorganismos,
agravando o quadro inflamatoério. Os antibidticos sdo vitimas de sua propria forca
evolucionaria quando usados em grande escala, e seu uso indiscriminado seleciona bactérias
que sobrevivem por criarem resisténcia a eles (8,9).

O presente trabalho visou a busca de drogas alternativas que minimizassem a
morbidade e a mortalidade decorrente do processo séptico levando em consideracdo que,
grande parte dos mecanismos de lesdo tecidual provocados pela sepse incluem o processo
infeccioso, inflamatério e o déficit de energia celular (10). Dentre essas drogas esta a Frutose-
1,6-bisfosfato (FBP) que, tem sido reportada, como uma substidncia que exerce efeitos
terap€uticos em vdrias situagdes patologicas como isquemia, choque e lesdes toxicas (11-14).
Os efeitos benéficos da Frutose-1,6-bisfosfato tem sido documentados nas disfungdes
cardiacas, renais, cerebrais, hepaticas e intestinais (intestino delgado) (15,23). Recentemente
foi demonstrado que o uso da FBP em animais sépticos reduziu a mortalidade em 50% (Nunes
and cols. in press) Os efeitos do actcar bisfosforilado tém sido atribuidos a sua habilidade de
manter os niveis de ATP quando a célula esta sob estresse, porém os mecanismos celulares
desta acdo ainda nao estdo claros (23). Examinou-se o papel da Frutose-1,6-bisfosfato como
uma possivel op¢ao terapéutica em ratos submetidos a sepse, pela sua provavel acdo

antiinflamatoria e antimicrobiana.

MATERIAL E METODOS

TRATAMENTO COM A FRUTOSE-1,6-BISFOSFATO

Os animais foram manipulados de acordo com o “Guiding Principles in the Care and

Use of Animals” aprovado pelo Conselho da Sociedade de Fisiologia Americana. Foram



utilizados ratos Wistar, machos, pesando 250 a 350 gramas, sujeitos a um ciclo de 12 horas
claro/escuro. Os animais foram divididos em trés grupos, contendo 10 animais cada,
anestesiados com 50 mg/kg ip de pentobarbital. O abdomen de cada animal foi limpo com
solug¢do de alcool iodado. Foi realizada uma incisdo de 2 cm a partir da linha alba. Em um
grupo foi induzida a sepse introduzindo-se ip uma capsula de agar com contetido fecal e
suspensdo de Escherichia coli. A concentracdo da suspensdo de E. coli foi medida em
espectrofotometro (650 nm), resultando uma D.O entre 1.180 e 1.200, o que rendeu um total de
1,5x 10° C.F.U (Unidades Formadoras de Col6nia/ ml) (24).

Em outro grupo foi induzida a sepse e os animais tratados via ip no momento da
indugdo com a Frutose-1,6-bisfosfato (Sigma Chemical Co.) 500 mg/Kg. No grupo controle foi
introduzida uma cépsula de agar vazia na cavidade peritonial.

Foram considerados vidveis os individuos que sobreviveram apds 15 horas da indugdo
séptica. Este intervalo foi determinado tomando-se como pardmetro os animais sépticos nao

tratados uma vez que todos morreram neste periodo.

HEMOCULTURA

Para verificar se a FBP possui acdo antimicrobiana no tratamento da sepse, foi realizada
hemocultura dos animais sépticos tratados com essa droga. Retirou-se cerca de ImL de sangue
de cada animal. O sangue foi depositado em um frasco com caldo nutriente. Apds este
procedimento os frascos foram levados a estufa em temperatura de 37° C por 24 horas. A
analise do crescimento bacteriano foi realizado de acordo com a turbidez e formagao de
pelicula no caldo nutriente (Becton Dicknson). As hemoculturas positivas foram analisadas

para determinacao dos microorganismos. O periodo de incubagao das hemoculturas foi de seis



dias (25) e posteriormente foram repicadas do caldo de cultura para as placas de petri divididas

em “hembi & azida” (meio de cultura solido — Merck).

ANTIBIOGRAMA

Para avaliar os reais efeitos do actcar bisfosforilado frente a populacdo bacteriana,
tendo em vista sua possivel a¢do protetora frente ao quadro séptico, foi realizado um
antibiograma. Em placas de Petri, fez-se a replica¢do da bactéria Escherichia coli originada de
uma cultura de concentracao ideal de 1,8 x 108 microorganismos/mL - 0,6 na Escala de Mac
Farland - (26) e outra cultura de concentragdo 2,0 na escala Mac Farland, que foram mantidas
por um meio de cultura dgar Mueller Hinton (método modificado de Kirby-Bauer) (27) e
incubadas por 24 horas em estufa a 37° C.

A solugdo de FBP, 294 mM (concentragao determinada com base na dose utilizada no
tratamento dos ratos sépticos), foi adicionada em disco estéril de antibiograma. Para amostra
controle, que também foi submetida ao disco, foi utilizada 4gua destilada representando a
matriz da solucdo do agucar. Outra amostra foi submetida a acdo do antibidtico ampicilina
10ug, cujo poder antibacteriano € inquestionavel para E. coli. O resultado foi verificado 24

horas ap6s o procedimento e avaliado conforme a presenca ou auséncia de um halo de inibigdo.

HEMOGRAMA

Para andlise dos pardmetros hematoldgicos, foram coletadas amostras de sangue dos
animais, 12 horas apds os procedimentos de cada grupo experimental, retirando-se 1 ml de
sangue através de puncdo cardiaca (28). Foi utilizado contador automatico (Coulter STKS) e

contagem manual (diferencial) em microscopia Optica.



EFEITO ANTIINFLAMATORIO

A injecdo subcutanea de carragenina produz nos ratos um edema inflamatorio (29,30)
que pode ser medido nas patas traseiras dos ratos (31).

Os ratos foram divididos em dois grupos: um grupo controle (n=10) que recebeu uma
injecdo ip de NaCl (0,9%) 30 minutos antes do tratamento com carragenina (tipo IV — Sigma),
e outro grupo (n=10) que recebeu 500 mg/kg de FBP nas mesmas condi¢des que o grupo
controle. A carragenina (30 ml) foi diluida em 3 ml de 4gua destilada, aproximadamente 1 hora
antes da injecdo e, em seguida, administrou-se 0,05 desta solugdo nas patas direitas traseiras de
cada rato. Os volumes das patas foram determinados antes do tratamento (valor basal) e,
posteriormente, a cada hora depois do tratamento. Comparou-se a medida da pata dos animais
tratados com o agucar e os ndo tratados (efeito inflamatério 100 %) os resultados foram
expressos pela porcentagem de inibi¢ao. A extensdo da resposta inflamatoria foi registrada pela
medida do volume da pata direita traseira (Pletismégrafo Ugo Basile 7150) antes (V0) e depois
(V1) da administragdo de carragenina.

% inflamacao (I) = V1 — V0 x 100

Vo

Para verificar se era mantido o efeito antiiflamatoério da Frutose-1,6-bisfosfato por um
tempo maior e, em niveis aceitaveis, administrou-se por via intraperitoneal em intervalos de 1
hora, 500 mg/kg do acucar bisfosforilado. Esta metodologia foi utilizada durante 5 horas. A
administracdo por via oral foi realizada em dose tnica 500 mg/kg, minutos antes da inje¢ao de

carragenina.

DETERMINACAO DO CALCIO IONICO EM SOLUCOES



O célcio esta envolvido em processos inflamatdrios, como um agente quimiotaxico para
leucocitos, além disso, muitos autores relacionam a presenga desse ion em mecanismos de
lesdo celular (32). Para verificar se a Frutose-1,6-bisfosfato exerce algum efeito sobre o calcio
extracelular, determinou-se o calcio idnico em diferentes solugdes. Utilizou-se 5SmM e 10mM
de Frutose-1,6-bisfosfato, SmM de EGTA (um potente quelante de calcio) e a solugdo controle
de Krebs-Ringer. Dissolveu-se 2,5 mM de cloreto de célcio em solucdo Krebs-Ringer
bicarbonato, pH 7,4. Em seguida mediu-se a concentracdo de cdlcio idnico através de um
eletrodo seletivo em um Radiometer (ISA).

Para andlise estatistica foi empregado o teste de Fischer. Para confec¢ao dos gréficos,
utilizou-se a média e o desvio padrdo de cada grupo.

RESULTADOS

Hemoculturas: o percentual de positividade das hemoculturas do grupo controle foi
zero e, a positividade do grupo séptico e do grupo tratado com a Frutose-1,6-bisfosfato
foi de 100%. Todas as culturas do grupo séptico, bem como as do grupo séptico tratado,
apontaram somente a presenca de E. coli nas amostras de sangue coletadas. A figura 01

relaciona o percentual de positividade das hemoculturas dos grupos experimentais.
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Figura 01 - Percentual de hemoculturas positivas nos grupos experimentais.

Antibiograma: o grupo controle (bactérias incubadas com 4gua destilada) ndo apresentou
resisténcia a proliferacdo bacteriana (ndo houve halo de inibi¢do) assim, ndo agiu como uma
substancia antimicrobiana (fig. 02-a); as placas incubadas com a solugdo de Frutose- 1,6-
bisfosfato ndo apresentaram qualquer halo inibitério ao crescimento de E. coli (fig. 02-b); as
culturas bacterianas de E. coli incubadas com o antibidtico ampicilina 10 pg apresentaram um
visivel halo de inibi¢do (~27mm) (fig. 02-c), caracterizando claramente sua eficiente acao

como agente lesivo a populacdo dos microorganismos.




Figura 02 — Cultura de E. coli ap6s incubagdo de 24 horas. (a) dgua destilada, auséncia de
inibi¢do; (b) frutose-1,6-bisfosfato, auséncia de inibicdo (c) ampicilina 10 pg, visivel halo de
inibigao;

Hemogramas: os resultados dos hemogramas nos grupos experimentais em estudo (controle,

séptico e séptico tratado com a Frutose-1,6-bisfosfato) estao representados pela figura 03 (onde

sao indicadas as médias e os desvios padroes destes valores).

Valores de Leucocitos

10°/mm’
O

Séptico Frutose 1,6 bisfosfato Controle
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Figura 03 - Médias e desvios padrdes dos valores de leucdeitos nos grupos experimentais.
As diferencgas estatisticamente significativas entre o grupo controle e os grupos séptico e
Frutose-1,6-bisfosfato sdo indicadas por * (P < 0,05) e, entre o grupo séptico ¢ o da Frutose-
1,6-bisfosfato, sao indicadas por ¢ ( P <0,05).

Observou-se que os valores da contagem de leucécitos (fig. 03) apresentaram-se mais
elevados no grupo séptico comparados ao grupo séptico tratado e ao controle. Isto pode estar
relacionado ao aumento dos bastonados no grupo séptico que indica a instalagdo de um quadro
inflamatorio provocado pela sepse.

Ac¢do antiinflamatoria: para verificar se a Frutose-1,6-bisfosfato exerce agao antiinflamatoria,
administrou-se via intraperitoneal e em intervalos de 1 hora, 500 mg/kg do agucar

bisfosforilado. Essa metodologia foi utilizada durante 5 horas, verificando-se que o poder



antiinflamatério ¢ mantido cerca de 60% durante o periodo estudado. Esses resultados estdo

representados na figura 04 e tabela O1.

Efeito antiinflamatoério da Frutose 1,6 bisfosfato
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Figura 04 - Efeito antiinflamatério da administracdo continuada de FBP

Tabela 01 — Efeito antiinflamatorio da Frutose-1,6-bisfosfato em edema de pata de rato
induzido por carragenina.

Volume do edema (mL)

Grupo Até 1h Até 2h Até 3h Até 4h Até 5h
Controle 0.90 £ 0.06 1.05+ 0.05 0.79 + 0.02 0.68 + 0.02 0.58 + 0.01
FBP 0.31+ 0.03* 0.44 + 0.04* 0.31+ 0.03* 0.27 + 0.02* 0.21+ 0.01*
% Inibicdo 65.5 58.1 60.7 60.2 63.0

A Frutose-1,6-bisfosfato (500 mg/kg) foi administrada intraperitonealmente em intervalos de 1
h. O volume da pata foi medido nos tempos indicados. Cada valor representa a média + E.P.
para um grupo de oito a dez observagdes.* (P<0.01); as diferencgas significativas entre os
grupos tratados com a droga e os controles foram comparados pelo Student’s #-teste.

A administragdo oral (dose unica) de 500 mg/kg do agucar apresenta uma poténcia
antiinflamatéria de 60%, 1 hora depois de sua administragdo, diminuindo posteriormente. Estes

resultados sdo mostrados na figura 05.
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Figura 05 — Efeito antiinflamatorio da administragdo oral de FBP

Acgdo da Frutose-1,6-bisfosfato sobre a concentrag¢do de cdlcio ionico: para verificar se o
agucar bisfosforilado poderia ter um efeito antiinflamatorio através da diminui¢do do calcio
ionico extracelular, verificou-se a sua capacidade em diminuir esse ion. Na tabela 02 ¢
demonstrado que a Frutose-1,6-bisfosfato diminuiu a concentragao desse ion em relagdo ao

controle.

Tabela 02 — Efeito da Frutose-1,6-bisfosfato e EGTA sobre a concentraciao de
calcio ionico em solucao.

Calcio idnico (mMol/L)

Controle 2,00
FBP S5SmM 1,32
FBP 10mM 1,02
EGTA S5mM 0,05

O calcio i6nico foi determinado conforme ja descrito no material e métodos. O ion
foi dissolvido em Krebs-Ringer pH=7,4. Sua concentracao final foi de 2,5 mM.

DISCUSSAO

Os resultados revelaram que a mortalidade dos animais sépticos tratados com a Frutose-

1,6-bisfosfato foi reduzida para 20% em 15 horas, sendo que no grupo séptico ndo tratado este



percentual atingiu 100%. Estes dados revelam que por algum mecanismo, o aglcar
bisfosforilado atuou no processo séptico impedindo a mortalidade dos animais. Uma das
hipdteses, ¢ de que a Frutose-1,6-bisfosfato poderia atuar como antibacteriano, evitando assim
que o processo irreversivel da sepse fosse desencadeado. Esta idéia foi descartada pela
positividade de 100% das hemoculturas no grupo experimental tratado com a Frutose-1,6-
bisfosfato e, também, pelo resultado do antibiograma, onde o aclcar ndo teve agdo
antimicrobiana na concentragdo proposta. Logo, o mecanismo pelo qual, a Frutose-1,6-
bisfosfato impediu a mortalidade dos animais deve ter sido outro.

Uma das possiveis propriedades da Frutose-1,6-bisfosfato ¢ agir como antiinflamatorio.
Com base nesta afirmagdo acreditou-se que a Frutose-1,6-bisfosfato agiria atenuando ou até
mesmo bloqueando a resposta inflamatoria. A investigacdo dos elementos figurados do sangue
nos grupos experimentais tornou-se imprescindivel para o estabelecimento das variaveis que
corroborassem com esta teoria.

Os niveis de leucdcitos apresentaram-se mais elevados no grupo séptico comparados
aos sépticos tratados com o agucar bisfosforilado e ao controle. A redugdo dos niveis de
leucocitos no grupo séptico tratado com a Frutose-1,6-bisfosfato representa uma diminuigao do
influxo dos mesmos na circulagdo sist€émica. Estes elementos estao envolvidos em menor ou
maior intensidade no processo inflamatorio. Segundo MAMMEN (6) no processo séptico ha o
predominio das formas em bastdo na circulacdo, situagdo esta denominada desvio a esquerda.
No grupo tratado com a Frutose-1,6- bisfosfato o nivel de bastonados apresentou-se reduzido
em relagdo ao grupo séptico. Esta reducdo pode estar implicada na diminui¢do ou
mascaramento dos sinais oriundos de mediadores quimicos locais que estimulam a quimiotaxia

dos neutréfilos. Esses sinais estdo associados a adesdao de células endoteliais e leucécitos que,



para ocorrerem, necessitam do calcio extracelular. HASSINEN et al. (33) demonstraram que a
Frutose-1,6-bisfosfato poderia diminuir significativamente o célcio i6nico em solugdes,
sugerindo que o mecanismo de agdo do agucar era através da diminuicao extracelular desse ion.
De acordo com essa hipotese, verificou-se se essa teoria se aplicava ao nosso modelo
experimental. Como foi constatado na tabela 01, a Frutose-1,6-bisfosfato mostrou-se um
quelante de célcio, pois os valores desse ion mantiveram-se abaixo, quando comparados aos
valores controles, e isto supostamente poderia impedir ou diminuir a quimiotaxia ou aderéncia
dos neutroéfilos.

Os mondcitos, que estdo em niveis mais elevados no grupo séptico, representam a
primeira linha de defesa tecidual contra agentes estranhos. O aumento destes mondcitos no
grupo séptico implicam em alto estimulo na migracdo dos mesmos pela liberagdo das
endotoxinas. A Frutose-1,6-bisfosfato parece atenuar esta resposta sistémica.

Alguns autores ja sugeriram que a FBP poderia ter uma agdo antiinflamatdria. Por esse
motivo decidiu-se demonstrar no sistema experimental proposto se esse agucar bisfosforilado
apresentava realmente esse efeito.

Utilizando-se uma dose de 500 mg/kg de peso em doses continuadas de hora em hora,
verificou-se que o efeito foi de 65% na primeira hora, e se manteve aproximadamente por 60%
durante 5 horas, comparado ao grupo controle tratado somente com carragenina. Quando
administrou-se a FBP por via oral, verificou-se um efeito similar ao da administracao
intraperitoneal na primeira hora, caindo esse valor progressivamente até¢ as 5 horas (fig.05).
Possivelmente o acgtcar bisfosforilado, seja mais facilmente excretado quando administrado por

via oral e, em doses unicas de administra¢ao, ndo tenha um efeito antiinflamatorio tao eficaz.



A acdo antiinflamatoria, via intraperitoneal, da Frutose-1,6-bisfosfato vem confirmar o
efeito positivo protetor da lesdo celular do acucar bisfosforilado. Até agora, a Frutose-1,6-
bisfosfato tem sido utilizada em diferentes tipos de tratamentos experimentais, tais como
infarto agudo do miocérdio (34), coma hipoglicémico (35), isquemia renal (36) e isquemia
cerebral (18,37,38).

Nossos resultados podem sugerir como a Frutose-1,6-bisfosfato impediu a mortalidade
de 50% dos animais ap6s a inducdo séptica. Além disso, a Frutose-1,6- bisfosfato aumentou a
sobrevida dos animais, pois apenas 20% destes morreram em 15 horas, 10 % em 24 horas e 20
% em 48 horas. Os demais animais (50%) foram observados por um periodo superior a 15 dias
e ndo chegaram ao obito. Estes dados comprovam a validade do uso da Frutose-1,6-bisfosfato

no tratamento da sepse, possivelmente pela sua agdo antiinflamatoria e ndo antimicrobiana.
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Abstract

Rpsid femssing an gporten and |de-thossening problen, and 1 the meos conmson canse of death m the memsive Gere il
Ume promusing thempeutic candidate for pratection apams mjury in sepdi @ fnetese- 1 a-hisphoaghate (F P & high-enerey
slycnlytic patiway mismeadiate. The ohjective of the shidy wes fo esiablih o rale for FBP on the immsane system, aspecilly in
Typngphoe e prolifieration. Peripheral blood momonuclear cells (PEMOG) wene isobaed froms the blood of e by husam by
gradlient cenrifugation. T-lymphacyds: wens stmlated for %6 h wit phytoharagglutinn (FHEAY and varymg concadnatiom of
FHP Frostme 1 febisphosphate o comommabiom betwom 1.2 and 10 mb decnmsed prolifization of T-lmphocyies and
fedlnosd e vighiliy only 81 concenmationd S0 and 10 mb The levels of solible 1L-2 recepior wene sedaced a1 FEP
concamtims: hetveen 12 amd 10 mbL In cmchision, thi auwly demopirate: ot FEP has dagportant effect on
immrnnoarsc btory and Sz neult can e comelated with the profection agamsl mjury m sepsis.
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1. Introdoction

Sepsiz B the sysiemic inflammalony response 1o
infection {1}, Sepsiz md ik sequelas represeml pro-
greszive stages of the sane illness in which a systemic
respense o m infecion medined by endogaous
medisiors mary lend 10 a generalized inflammmaiony
reaction in organs remote fmom dhe initial insclt and,

# Comesponding aafor Tel: #3581 3R dwd 147, @x
+EEAL10 ML 6T,
Eomeld o ddress Tommemerm oo ke (F. Boedigmon Nuses).

evemually, & end-ogan dvsfimction and'or [ilere
[2]. Sepeis remains @y imporant and life-threatening
problem, and & the nod common casse of death in
the imensive care unit {31

Evidence spgmest o massive inflammatory reac-
tion reseling foom systemic eylokine relense and this
B a common pathway underlying sepsiz (4], Tumaor
mociosis [aoipr-n {(THF-o) ad imerlokin-1 {EE-1) are
the fist two cylokines involved in iz pathogeresis
5], Interferon-y may act synergiically, increases
ivderleukin-2 {IL-2) promotion of THE-x release md
promotes B-lymphooyies aclivalion i incnease ami-

1 ZATETHAIES « see Bomt miter O H002 Hamaer Scemce BV 0 aghs mseonval.
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body producton (6] Many bacterial lpsins cause 11-2
releaze from ynphocytes. IL-2, sither alone or with
the concomitant infusion of lymphokine-activaled
killer cells, has been given 25 a cancer therapy and
the resulting toxicity has provided insight inte septic
shock (71 Activation of resting T-lymphocytes indu-
cex the synthesiz of -2 az well & dthe expression of
specific swrface roceplors for this lymphokine. Both
the productionsecretion of TL-2 and the expression of
IL-2 recepiors are pivotal in the stimulated growth of
T-lymphoc yies 81,

O promising therapasic camdidste for prodection
aghinsd injury in sepeis is (nectese-1,6-biphosphate
{FBPY, a high-energy by colyiic pathway indermediate,
In 1981, Markov et al. [97 reponied ihal dogs injecied
intraverously wilth endodoxin bom Evefericina ool
had a survival rate of W% i they were simuliznesasly
given imrvenois [meckse-1,6-b Ephosphaie. Survival
win 18% in dogs given endotoxin alone. Plhnes o al,
110] shevwed that the inflamanalory action of carm-
geenan ooukd be attenisted by adminiswation of this
sugar. Iy a recent work [ 117, we reporied thet fhe use
of FEP imgeded the death of 0% of the animals afier
seplic indiction. Froctose-1 f-bisphosphate mcneased
the survival mie of the animals; only 200 of the
iresed animals died within 15 h, 10% in 24 h and
2% in 4% b The otherrats {30040) remained alive over
the |3-day pericd that they were ohserved.

In stedies reported here, we attempted to establish
a mle for FBF on ibe immune system, espacially in
lymphacyie proliferation, since immnoslogical alter-
ations associaled with severe injury might condrituie
o ahigh risk of sepsis,

L Material and methods
21 Reagens

BPAME 1640, Hanks" balanced sali solution, penicil-
lin O (30050 13ml), streptomycin (3000 jppml) and
himan AB serem wene purchased from Life Technol-
ogies (Girand [sand, NY). Lymphoprep was obiained
Cromn Myeomed Phamma { Oslo, Koneay). Frsiose- 1 6-
bisphosphate, phytohemagehstinin (PHA) and 3-[4-3-
dimethylihimeol-2-y [}-2, 5-diphenylieiraeo liwm bo-
mide (MTT) were ochiained from Sigma (8t Louis
A

22 Prepavarion of peripheral Dood morersiclear
cedly yPEMC

The PBMCs were isolnied from the blood of
henhhy humams by gradient centrifugation. A fotal
o r20ml o Mhe heparinized blopd was dikaed 12 with
serumt-free Honds™ halanced salt solwtion. This mmix-
ture was owverlayed in T-ml panitions onto 3-ml
Lymphoprep and cenirifeged at 400 = g at room
temperature for 30 min, The PEMOs, inclieding T-
Iymphocyies, were harvesied from the interface with a
slerile immnsler pipetie and washed twice in the serem-
(ree Hank s halmced sali solution. The cells were then
resuspended in RPME 1640 mediom supplemenied
with 190 Timl penicilling 100 pg'ml strepiomycin
and 5% humon AR serom ai final cell density of
L6 = 10 ml. Platelei contamination of these prepam-
fions was < 1%, viability by tmypan blie dye exclue-
gy wns uni fomnly = 999,

23 Lymploproli@ration assay

Phytohemagoltinin was wsed for T-lymphocyie
proliferation, Frocigse-1,6-bisphosphate was dis-
solved i RPME LD, Peripheral blood mononselear
cells {16 = 10° celliwell) were phied direcily with
different concentrations of FEP ranging (oo 0.3 0
1§ mM, whick were cultured in the presence of
mitegen {10 jpg'ml, PHA)Y in %6-well microtiter plates
(Coming, Coming, NY) at 37 "C in a 5% O0;-
hurnmidiled incobator lor 96 h.

Ly mplwscyde prolifemtion was delemined by MTT
assay i previpusly described [12]. Briefly, MTT was
dizsalved in BPME 1640 5t 5 mg'ml and added 10 all
wells of an assay, and plaies were meohated at 37 “C
for 4 b lopropaol was added 1o all wells and mixed
thoreughly 1o dissolve the dark blue crysials, Aler o
lew mimstes, the plates were read on a Hyperion
Mictoleader render, using n test wavelengih of 570
nmt and a reference wavelengih of 630 nm. The
reslts are presemted a5 optical density by mean 4
5.0, and all reactions were perfommed in guadre-
plicaie,

24 Crssalodfy aeveay

Fructose-1, 6-bispho was dissoved in RPMI
164 and added dirscily o PBMCs {l-ﬁtlﬂf“ cell
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welll, which were incubaed in 24-well microtier
phies (Coming) at 37 "C i a 3% O0;-humidified
incubainr. The cellular viability was performed by
iry pemn blue dyve exclision afier 96 h of the incubation.
The resulls are presended 6 percendage by mean &
5.0, andd all renctions were performed in guadnepli-
cale.

gl

25 Asmay far saluble nferlaldn-2 recepior (5I8-2R)

Levels ol zoluble interleukin- 2 receplor were meas-
wied by ELESA, with the w=e of RED Sysiems Kit
{Minneapaliz, MK according o the manubclmers
instructions, Culire supemalant: were collected alier
@6 b of lymphoprolifemiion ssay, centrifiged fee of

Fig. I Cwotemsesy effect of frmmane ] Sbaphopdate i MRMOL PEMO: was meobaded for W 5 wid waning coscemeratene of FRP The
celiahr vishiliy wns pedommed by dypan Blee dye evclasice. The resals are presestad os pemestag o by mms o+ 5.1 of g sgpd e ool daene
Am asesc deode oy Sapoesr St s spmatcomdy differen (P <008} from S comirod groep
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debris mnd stoped st — 20 “C wmil assayved. All
standirds and simmples were fested in duplicate, The
slL-2R concentralion was expressed in pgiml.

28 Srarisnead anelvsis

Ciroagp differences were dested by one-way analysis
of variance (ANDYVAY wsne SPEE 2.0 br Windows
(R, All resulis are expressed as means + 5.0
P05 was considered statistically significaum.

3. Roesults

A Al osrodidarory effecl of fraetose- 1 S-b1-
Eplosplarte one T-Ragplecyies sivadated witk PHA

W first evalimied the immuoenemaod latery elfact of
frsctose-1, G-hisphosphate on proliferation of T-lym-
phocyles in vitro i the presence of PHA {19 jamiml ).
Mesehs precended in Fig, | show that FBP a1 concen-
irations between 1.2 and 10 mM signiCicantly
decrenzed prolifemtion of these celk { P =0005).

V2 Cyroracity effect of Ficfose- | G-Tspiosphas
ane PEMCx

To datermine whether the inhibitory effect of
(ructose- 1, G-hisphosphaie on lymphoproli femtion

was due to cellular demb, the cellular viahility of
FEF in PEMCs was investignied, As shown in Fig. 2,
FEP sgnilicandy reduced the cell viability only ot
concemmtions 5.0 md 1000 md 0= 0,05,

34 Levely of salubie IL-2 receprors In He presence af

Jrncfase- 1 G- Dispiasphure

To confimn the eflicney of the inhibitory eflect of
Crectose-1 A-higphosphate on hmphopaolifemtion, we
measured the kevel of sIL-2R ot culture supermatams
As presenied in Fig. 3, FBP significantly reduced the
levels of soluble of sIL-2R at concentrations betweoen
1.2 nmed 160 md { P <8005).

4. Dizcussion

The ohjective of this work was 1o investigaie the
potential effect of FBEP on T-lymphocytes poolifer-
ation, since immenological aliemtions associsted
with severe injury mright confribute fo o high risk
of sepeis. This study demonsitaics that FBF has
importand effect on immunomedalatory. Increase
concemrations of FBP were associated with a propor-
tional reduction of T-lymphocytes proliferation. To
determine whether the inhibitory efloct of fctose-

| 6-bizphosphate on Iymphoproliferation was due 1o
cellular death, the cellular viahilite of FBP in PBMCs
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wit investigated. Az shown in Fig. 2, FBP signili-
canily reduced the cell vighiliny only al concentra-
tions 5.0 and 100 mM.

To Ferihver investigate the mechanizm responsible
Cor the inhibilory effect on T-lymphocyie, the eflect of
FEF on the soluble [L-2 receplor was investigatad,
Interlenkin-2, a lymphokine synthesizad and secreled
by lectin- or antigen-activated T-lymphocyte, is 2lito
exen itz biological effects by ineracting with specific
high-affinity receplors on the surface of activaied T-
lymphocyte. In contrast o other hormone-mediated
syaems, cellular activalion iz a pre-reguisilte [or fhe
indection of bl ligand {IL-2) and s receplor {=1L-
2R, the latter being expressed rapidly & ihe cell
surface in a time-dependent and heterogencous man-
mer. Such soluble -1 receptor may serve an imm-
noregilatory role in cell growih and diflerentiation
{1531 Alhowgh there was change in cell viability,
(reciose-1 6-bisphosphaie showed an ishibitory ellect
on T-lymphocyle Tmction amd sIL-2 R expression, R
has been reporied that I1-2 is a multifunctional Th-
cytokine expressed by activaied T-lymphocyie that
facilitates T-lymphocyte proliferaton and helps to
regulate the actions of a variety of other cell types
T14% -2 is closely relaied 1o the immune network
and the inhibition of this odckine by FBP cin alleal
the immune systen. The concentration of soleble IL-2
receptors was reduced in doses of 1.2, 2.5, 5.0 and
160 mM, g only 1.2 and 2.5 mM were effective
concentrations of FBP Tor the inhibition of prolifer-
ation and cyinkine expression, since the 5.0 and 1000
mh concemimnlions were cylaloNics,

Fruciose-1,6-bisphosphate cheltes calcium {Eai i
and reduces ionized calcium proportional to the FBEP
concemration [15]. Indeed, o'’ uptake is reduoed in
bodh myocandial tisswe and spermaiozca i the pres-
ence of FBP [16]. We believe thm mechanism by
which FBP decrenses ihe FL-2 velense and the lym-
phocyie prolifemation inclhuds the dovwnregulation of
Ca " influx, but the specific natwre of the effect
remains wnkmow

Anpiher poasible explanation could be that the FEP
imeracted with cell membrimes, modilying the ion
permeability, In the presence of FBE, the passive and
active K elfluxes in hepatseyies decreased [17]. The
conductance of the membrne 1o K¥ is a major
determinant of T-lymphocyie rasmembane poten-
tial. Changes in trmsmembrane elecrical potential are

siggesied 10 be importmt ently evems in lymploc yie
mitegenesis [18], K channel blockers inhibit 1L-2
prodiection and lectin-indwced T-lymphocyie prolifer-
aticn ot concentrations that block K conductace

f19q.

I cone hesion, the resiliz reporied here sugpest the
immmnomidulmory eflect of FBP as has been shown
in T-lymphocyile prolifemtion and this resulis can be
cormelated with the protection against injury and shock
seplic.
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EFEITO IMUNOMODULATORIO DA FRUTOSE-1,6-BISFOSFATO EM LINFOCITOS T

Nunes FB, Graziottin CM, Alves-Filho JC, Lunardelli A, Caberlon E, Peres A, De Oliveira JR.

RESUMO

A sepse ¢ a causa mais comum de mortalidade nas UTIs. A Frutose-1,6-bisfosfato
(FBP), um acucar com dois fosfatos pertencente a via intermediaria da glicolise, apresenta
resultados positivos para o uso terapéutico na sepse. O objetivo deste estudo foi verificar se a
FBP teria algum efeito sobre o sistema imune, especialmente com relagdo a proliferagdao de
linfocitos. As células mononucleares de sangue periférico foram isoladas do sangue de pessoas
saudaveis por gradiente de centrifugagdo. Os linfocitos T foram estimulados com
fitohemaglutinina (PHA) por 96h em concentragdes variadas de FBP. A FBP nas
concentragdes entre 1,2 mM e 10 mM diminuiram a proliferagdo, mas em 5,0 e 10 mM
reduziram a viabilidade celular. Os niveis de sIL-2R foram reduzidos nas concentragdes entre
1,2 mM e 10 mM. Este estudo demonstra que a FBP possui um importante efeito na
proliferacao de linfécitos T. Em conclusao, os resultados sugerem um efeito imunomodulatorio

da FBP e estes podem estar correlacionados com o efeito protetor frente ao choque séptico.

Palavras chaves: Imunomodulagao, Frutose-1,6-bisfosfato, Interleucina-2, Sepse.



1. Introducao

A sepse ¢ uma resposta inflamatodria sistémica a infeccdo (1). Pode levar a uma reagao
inflamatoria generalizada dos o6rgdos onde, muitas vezes, o tratamento acaba sendo um
fracasso, acarretando em uma disfuncdo de multiplos 6rgdos (2). A sepse continua sendo um
importante problema nas UTIs, sendo a causa mais comum de mortalidade (3).

A Frutose-1,6-bisfosfato (FBP), um acticar com dois fosfatos pertencente a via
intermediaria da glicélise, apresentando resultados positivos para o uso terapéutico na sepse.
Dois tipos basicos de mecanismos de acdo foram propostos para a FBP. O primeiro é que a
FBP ¢ metabolizada por células, produzindo diretamente trifosfato de adenosina (ATP) ou
modulando o metabolismo ¢ aumentando a produgdo do mesmo. Esta preservagao de ATP foi
demonstrada em numerosos estudos (4,5,6,7,8). Uma segunda proposta ¢ que a FBP tenha
acao fora da célula ou na membrana da mesma, isto justifica-se pelo fato de que a droga possui
uma carga molecular elevada devido aos seus fosfatos, sendo, portanto, provavel que ela tenha
dificuldade em atravessar a membrana celular. A FBP forma com o Ca®" um quelato que ¢
proporcional a concentragdo do agtcar, diminuindo o Ca®" ionizado. De fato, foi relatado que o
Ca®" estava reduzido no tecido do miocérdio na presenga de FBP (9,6). Estudos recentes
demonstraram que a FBP apresenta protecdo contra os danos causados pela ciclosporina-A,
anfotericina B, e fenciclidina que induzem toxicidade no miocardio. Parece que e a FBP exerce
efeito protetor ao inibir a bomba (Ca>"-ATPase) e a atividade da Oxido Nitrico Sintase (NOS),
diminuindo a sintese de 6xido nitrico (10,11). Planas et al mostraram que a a¢do inflamatoria
da carragenina pode ser atenuada por administragdo deste agticar (12). A relagdo entre o efeito
protetor da FBP contra o dano celular e as modifica¢des produzidas nos fluxos metabdlicos e

na permeabilidade da membrana ao potéssio foi estudada em hepatdcitos isolados de ratos. A



incubacdo destas células na presenca de FBP reduziu a atividade metabolica, sem afetar os
niveis de ATP, sugerindo um ‘“downregulation” na renovagdo de ATP. Na presenca de FBP
com hepatdcitos, o fluxo de K", tanto passivo como ativo, diminuiu. Entretanto, a atividade
da bomba Na"-K" de membranas semipurificadas nao se alterou sobre o efeito da FBP, o que
sugere ser um efeito secundario a alteracio da bomba de Na™-K', e ndo um efeito direto.
Além disso, células tratadas com galactosamina mostraram um aumento marcante na
permeabilidade do K, e isso foi abolido na presenca de FBP. Este efeito protetor pode ser
devido a diminuigdo do transporte de K' (13, 14).

As evidéncias sugerem que uma reagdo inflamatoria massiva € o resultado da liberacao
de citoquinas do sistema imunolodgico, e isto leva ao quadro clinico da sepse (15). O fator de
necrose tumoral (FNT-a) e a interleucina-1 (IL-1) s@o as duas primeiras citoquinas envolvidas
nesta patologia (16). O Interferon-y pode agir juntamente com a interleucina-2 (IL-2)
promovendo o aumento da liberagdo de FNT-o, fazendo com que ocorra a ativacdo de
linfécitos-B, aumentando, assim, a produgdo de anticorpos (17). Muitas toxinas bacterianas
causam a liberagao de IL-2 pelos linfocitos.

A IL-2, concomitantemente com a infusdo de células linfocitarias NK ativadas, tem
sido usada como tratamento para o cancer, mas em relacdo ao choque séptico obteve-se
resultados pouco alentadores. =~ Em pacientes tratados com IL-2, 65% desenvolveram
hipotensao associada com o aumento da permeabilidade vascular, alguns dos quais foram a
obito. Os sobrenadantes de linfocitos estimulados com IL-2 foram administrados em ratos e
verificou-se que a fun¢do cardiaca foi reduzida em mais de 50%. Assim, provavelmente algum
fator secretado por linfocitos estimulados pela IL-2, ou ela mesma, sdo cardiotoxicos.

Verificou-se que pacientes tratados com IL-2 apresentaram um aumento do FNT-a (18). A



ativacdo de linfocitos T induz a sintese de IL-2, bem como a expressdo de receptores
especificos de superficie para a propria citoquina (19). A producdo, secrecdo e expressdo de
receptores de IL-2 sdo primordiais para o crescimento e estimulagdo de linfocitos T.

O fon Ca®" tem sido sugerido como um importante mensageiro por transmitir os sinais
entre a membrana plasmatica e os compartimentos internos da célula. O mecanismo pelo qual
o Ca®" citoplasmatico ativa linfocitos T sugere que o mesmo seja dependente do Ca®*
extracelular (19). Uma variedade de canais de Ca®" foi identificada em tipos diferentes de
células. Alguns mostraram ser potencialmente dependentes (20,21). A mudanga no potencial
elétrico transmembrana também foi correlacionada com a divisdo e o crescimento celular. A
Fitohemaglutinina (PHA) induz o aumento do[Ca®'] intracelular ¢ pode ser acompanhado por
hiperpolarizagdo no potencial de membrana (22), possivelmente devido aos efeitos do Ca*" e
do K'. As mudangas nos potenciais elétricos transmembrana sio importantes para que ocorra a
proliferacdo de linfocitos T (19).

Baseado em estudos citados até aqui, verificamos se a FBP teria algum efeito no

sistema imune, especialmente com relacao a proliferagao de linfocitos T .

2. Materiais e Métodos

2.1 Reagentes

RPMI 1640, solugdo de Hanks, penicilina G (5.000 U/ml), streptomicina
(5.000mg/ml), soro humano AB foram adquiridos da Life Tecnologies (Grand Island, NY). O
Lymphoprep foi obtido da Nycomed Pharma (Oslo, Norway). A Frutose-1,6-bifosfato,
phitohemaglutinina (PHA) e o MTT (3-[4-5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium de

bromide) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO).



2.2 Preparacgao das células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)

As PBMCs foram isoladas do sangue de pessoas saudaveis por gradiente de
centrifugagdo. Um total de 20 ml do sangue heparinizado, separado do plasma, foi diluido 1:2
com Hanks. Foi sobreposto para cada 7 ml da mistura 3 ml de Lymphoprep e centrifugado em
400 X g. em temperatura ambiente por 30 minutos. As PBMCs, incluindo linfécitos T, foram
colhidas com uma pipeta estéril, transferidas e lavadas duas vezes no Hanks. As células foram
entdo ressuspendidas em RPMI 1640 com 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de streptomicina
e 5% soro humano AB, obtendo-se uma concentragdao celular de 1,6 x 10° /ml. A viabilidade

celular por exclusao do trypan blue era uniformemente maior ou igual a 98%.

2.3 Teste de Linfoproliferagao

A fitohemaglutinina foi usada como mitégeno para proliferacdo de linfocitos T. A
Frutose-1,6-bsifosfato foi dissolvida em RPMI 1640. As células mononucleares do sangue (1,6
x 10° células/ml) foram plaqueadas diretamente com concentragdes de 0,3; 0,6; 1,2; 2,5; 5,0 ¢
10mM de FBP, que foram cultivadas na presenca do mitogeno (10 ug/ml, PHA) e colocadas
em placas de 96 pocos (Corning Inc., Corning, NY) em uma estufa a 37°C com 5% de CO,
umido por um periodo de 96 h.

A proliferacdo dos linfocitos foi determinada pelo ensaio de MTT (23). O MTT foi
dissolvido em RPMI 1640 5mg/ml e adicionado nos pogos que foram incubados a 37 °C por 4
h. Foi adicionado isopropanol para dissolver os cristais azuis escuros que eram formados.

Depois de alguns minutos, os pogos foram passados por um leitor Hyperion Micro-Leitor, em



comprimento de onda de 570 nm. Os resultados sdo apresentados com a medida da densidade

optica e todas reagdes foram executadas em quadruplicata.



2.4 Ensaio de Citotoxicidade

A Frutose-1,6-bisfosfato foi dissolvida em RPMI 1640 e adicionada diretamente a
PBMCs (1,6 x10°células/ml), que foram incubadas em placas de 24 pogos (Corning Inc.,
Corning, NY) a 37°C com 5% de CO, timido em um periodo de 24 horas. A viabilidade celular
foi verificada pelo método de exclusdo do trypan blue. Todos os testes foram executados em

quadruplicata.

2.5 Ensaio para receptores soltveis de IL-2 ( sIL-2R )

Niveis de receptores soluveis de IL-2 foram medidos por ELISA, com uso de R&D
Systems Kit (Minneapolis, MN) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os sobrenadantes
das culturas foram coletados depois de 96 horas do ensaio de linfoproliferagdo. Todos os
padrdes e amostras foram testados em duplicata. A concentragdo sIL-2R foi expressa em

pg/ml.

2.6 Analise Estatistica

As diferencas estatisticas dos grupos, foram testadas pela andlise de variancia
(ANOVA) usando SPSS 9.0 do Windows (8.0).

Todos os resultados expressos com significancia + DP, P<0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.

3. Resultados

3.1 Efeito imunomodulador da Frutose-1,6-bisfosfato em Linfocitos T estimulados com PHA



Primeiramente foi avaliado o efeito imunomodulatério da Frutose-1,6-bisfosfato sobre a

prolifera¢do de Linfocitos T in vitro na presenga de PHA (10 pg/ml).
O resultado apresentado na figura 1 demonstra que a FBP em concentragdes entre 1,2

mM e 10 mM diminui significativamente a proliferacdo destas células.
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Figura 1: O efeito Imunomodulatorio da Frutose-1,6-bisfosfato em linfocitos T estimulados
com PHA. Os PBMCs foram estimulados por 96 h com PHA, juntamente com diferentes
concentracdes de FBP. A proliferacdo foi medida usando o ensaio colorimétrico de MTT. Os
resultados sdo apresentados com uma densidade 6tica de significancia = DP e todas reagdes
foram executadas em quadruplicata. O asterisco demonstra uma diferenca significativa (p <

0,05) em relagdo ao grupo controle PHA (estimulado).

3.2.Citotoxicidade da Frutose-1,6-bifosfato em PBMCs



Para determinar se o efeito inibitorio da Frutose-1,6-bifosfato na linfoproliferagcdo era
devido a morte celular, a viabilidade celular de PBMCs incubadas com FBP foi investigada.
Como mostra a figura 2, a FBP reduziu significativamente a viabilidade celular somente

nas concentragdes de 5,0 ¢ 10 mM.

100 r *
. 80 *
=
=
3 60
<
c 40
=
S 20
S
0 ,
0 0,3 0,6 1,2 2,5 5 10

Frutose-1,6-bisfosfato ( mM )

Figura 2: Citotoxicidade da Frutose-1,6-bisfosfato em PBMCs. Os PBMCs foram
incubados por 24h com vérias concentracdes de FBP. A viabilidade celular foi verificada pelo
método de exclusdo do trypan blue. Todos os testes foram executados em quadruplicata. Os
resultados sdo apresentados em porcentagem com significincia = DP e todas reagdes foram
executadas em quadruplicata. O asterisco demonstra uma diferenga significativa (p < 0,05) em

rela¢do ao grupo controle.

3.3.Niveis de receptores soltveis de IL-2 na presenca de Frutose-1,6-bisfosfato
Para confirmar a eficicia do efeito inibitério da Frutose-1,6-bisfosfato na

linfoproliferagdo, foram mensurados os niveis de sIL-2R nos sobrenadantes das culturas.



Como mostra a figura 3, a FBP reduziu significativamente os niveis de sIL-2R nas

concentragdes entre 1,2 mM e 10 mM.
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Figura 3: Os niveis de receptores soliveis de IL-2 na presenca de Frutose-1,6-
bisfosfato. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 96h apdés o ensaio de
limfoproliferagdo. Os receptores soliveis de IL-2 foram medidos pelo método de Enzima
Imuno Ensaio (ELISA). Os resultados foram expressos com uma significancia + DP .O
asterisco demonstra uma diferenga significativa (p < 0,05) em relacao ao grupo controle PHA (

estimulado).

4. Discussao

O objetivo deste trabalho foi investigar o possivel efeito da FBP sobre a proliferagdo de
Linfocitos T, relacionando-o com as alteragdes imunologicas que levam ao quadro da sepse.

Este estudo sugere que a FBP tem um importante efeito imunomodulatério. O aumento das



concentragdes de FBP foi associado a uma reducgdo proporcional da proliferacdo de Linfocitos
T.

Para investigar se o efeito inibitorio da Frutose-1,6-bisfosfato frente a limfoproliferacao
foi devido a morte celular, ou seja, devido a sua toxicidade, foram realizados ensaios para
verificar a viabilidade celular em PBMCs incubadas com FBP. Como demonstrado na Fig 2, a
FBP reduziu significativamente a viabilidade celular apenas nas concentracdes de 5,0 e 10
mM.

Foi também investigado o mecanismo responsavel pelo efeito inibitorio em linfocitos
T, pela dosagem de sIL-2R. A Interleucina-2 (IL-2) ¢ uma linfocina sintetizada e secretada por
linfocitos T ativados por lecitinas ou antigenos, reagindo com receptores especificos de alta-
afinidade na superficie desses linfocitos. Em contraste com outros sistemas mediados por
hormdnios, a ativagdo celular ¢ um pré-requisito para a indugdo de ambos, ligantes (IL-2) e
seus receptores (IL-2R), o ultimo terd que se expressar rapidamente na superficie da célula em
tempo-dependente e maneira heterogénea. O IL-2R soluvel pode servir como uma rota
imunoregulatdria para o crescimento da célula e sua diferenciagao (24).

Embora houvesse mudangas na viabilidade celular, a Frutose-1,6-bisfosfato mostrou um
efeito inibitério na proliferacao dos Linfécitos T e na expressao de sIL-2R. Tem sido reportado
que a IL-2 atua em Thl e ¢ uma citoquina expressa por Linfocitos T ativados, facilitando a
proliferacao dos mesmos e auxiliando a regulacdo de agdes de uma variedade de outros tipos
de células de defesa (25). A IL-2 ¢ uma das principais citoquinas envolvidas na cascata de
resposta a agentes estranhos e a sua inibi¢do pela FBP pode acarretar mudangas significativas
no sistema imune. A concentracao de receptores soluveis de IL-2 foi reduzida nas doses de 1,2;

2,5; 5,0 e 10 mM de FBP, mas somente 1,2 ¢ 2,5 mM foram concentracdes eficientes para a



inibi¢do da proliferacdo e da expressdo da citoquina, sendo as concentragdes de 5,0 e 10 mM
apresentaram citotoxicas.

A FBP forma com o Ca*" um quelato que ¢ proporcional & concentragio do agucar,
diminuindo o Ca®" ionizado. De fato, foi relatado que Ca*" estava reduzido no tecido de
miocérdio na presenga de FBP (9,6). Acredita-se que o mecanismo pelo qual FBP diminui a
liberagdo de IL-2 inclui um “downregulation” do influxo de Ca™, mas a natureza especifica do
efeito ndo estd bem estabelecida.

Outra possivel explicagdo pode ser que a FBP age na membrana das células,
modificando a permeabilidade de alguns ions. O uso de FBP em hepatdcitos provocou uma
diminui¢io dos fluxos passivos e ativos, do ion K (13). A condutibilidade do K" pela
membrana ¢ o maior determinante da geracdo do potencial transmembrana dos Linfocitos T.
A mudanga no potencial elétrico transmembrana sugere haver acontecimentos prévios e
importantes na mitogénese dos linfécitos (26), o bloqueio dos canais de K inibe a produgio
de IL-2 e a proliferacdo de linfocitos T induzida por lecitina (27).

Em conclusdo, nossos resultados informados aqui sugerem um efeito
imunomodulatorio da FBP na proliferacdo de Linfocitos T e estes resultados podem estar

correlacionados com o efeito protetor frente ao choque séptico.
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SUMMARY

Septic shock represents an extreme example of the normal inflammatory response rum
amuck. Inflammatory cytokines are central to the pathogenesis of septic shock, and future
therapies will depend on interfering with the effects of these cytokines. The aim of this study
was investigated the effect of the two drugs, Fructose-1,6-bisphosphate (FBP), a high-energy
glycolitic pathway intermediate, and chlorpropamide (sulfonylurea) in proliferation of T-
lymphocytes and levels of soluble receptors of TNF (sTNFRII). Peripheral blood mononuclear
cells (PMBCs) were isolated from the blood of healthy humans by gradient centrifugation. T-
lymphocytes were stimulated for 96 h with phytohemagglutinin (PHA) and varying
concentrations of chlorpropamide and FBP; and 24 h with lipopolissacaride (LPS) and varying
concentrations of chlorpropamide and FBP were used. Chlorpropamide at concentrations
between 2.5 and 10mM and FBP at concentrations between 1.25 and 10mM decreased
proliferation of T-lymphocytes. The Chlorpropamide reduced the viability only at
concentration 10mM and FBP at concentrations 5.0 and 10mM. The levels of sSTNFRII were
reduced at Chlorpropamide concentrations between SmM and 2.5 mM and FBP between 1.25
and 2.5 mM. In conclusion, the results suggest that so much to Chlorpropamide as regards FBP
they inhibit the cellular proliferation and the levels of sSTNFRII and that can be related with the
blockade of the channels of potassium, of that form acting as powerful agents on

immunomodulation.



INTRODUCTION

Septic shock represents an extreme example of the normal inflammatory response run
amuck. The systemic effects of sepsis are mostly caused by host’s endogenous cytokines,
which are usually beneficial when limited to discrete tissue infections sites. However, they are
often lethal when they enter the circulation. The major targets of circulating cytokines are
leukocytes, endothelial cells, and the heart. Inflammatory cytokines are central to the
pathogenesis of septic shock, and future therapies will depend on interfering with the effects of
these cytokines. LPS is a major factor when gram negative bacterial infections are complicated
by shock. Most of the hemodynamic effects of LPS are now considered to be secondary to LPS
induced synthesis and release of TNF from macrophages. TNFs play a necessary and
beneficial role as mediators of host resistance to infections and tumor formation. However,
over-production or inappropriate expression of these factors can lead to a variety of
pathological conditions, including wasting, systemic toxicity, and septic shock. '

The actions of TNFs are produced subsequent to binding of the factors to cell surface
receptors. Two distinct TNF receptors have been identified and cloned. Virtually all cell types
studied shown the presence of one or both of these receptor types (TNFRII- 75 kDa and TNFI-
55 kDa).” The two receptor types are immunologically distinct but their extracellular domains
shown similarities in the pattern of cysteine residue locations in four domains. ® The
intracellular domains of the two receptor types are apparently unrelated, suggesting the
possibility that the two receptor types employ different signal transduction pathways. Several
groups have identified soluble TNF binding proteins in human serum and urine * that can

neutralize the biological activities of TNF alpha and TNF betha. The mechanisms involved in



the induction of shedding of the TNF receptors are not well understood. They are reports of
correlation between increased TNF levels and soluble receptors levels, suggesting generally
that stimuli that cause TNF levels to rise also induce shedding of TNF receptors.™ It has
been reported that at low concentrations of TNF, binding to soluble receptors can stabilize TNF
and augment some of its activities.” Thus it is possible that under some conditions the pool of
TNF bound to soluble receptors could represent a reservoir for the stabilization and controlled
release of TNF.

Fructose-1,6-bisphosphate (FBP) is a naturally occurring high-energy glycolytic
pathway intermediate and it is believed to have a protective effect on cells injured by
chemical.® In recent work were demonstrated that the FBP at concentrations between 1.2 and
10 mM decreased levels of soluble IL-2 receptor. ° In conclusion, the study demonstrated that
FBP has important effect on immunomodulatory. The possible explanation could be that the
FBP interacted with cell membranes, modifying the ion permeability. In the presence of FBP,
passive and active K™ effluxes in hepatocytes decreased.'® The conductance of the membrane to
K" is a major determinant of T-lymphocyte transmembrane potential. Changes in
transmembrane electrical potential are suggested to be important early events in lymphocyte
mitogenesis.'’ Sulfonylureas such as chlorpropamide is administered to patients with type-2
diabetes mellitus (non-insulin-dependent diabetes mellitus, NIDDM), which show their
pharmacological effect by induction of insulin secretion from pancreatic B-cells. Their
principal target is the ATP-sensitive potassium channel, which plays a key role in insulin
secretion.'> We suggest that these two drugs (FBP and Chlorpropamide) can act in the same
way, for the propriety of both when blocking ATP-sensitive potassium channel. In vitro and in

vivo studies indicate that blockage of potassium channels inhibits T-lymphocytes activation,



suggesting that potassium channels may be a target for immunomodulation. The aim of this
study was to research alternative drugs, FBP and chlorpropamide in proliferation of T-

lymphocytes and levels of sSTNFRII involved in the septic shock.

MATERIAL AND METHODS

Preparation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

The PBMCs were isolated from the blood of healthy humans by gradient centrifugation
on Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo, Norway) and resuspended in RPMI 1640
supplemented with 1% penicillin-streptomycin and 5% human AB serum (Gibco/BRL,
Gaithersburg, Md) at final cell density of 1.6 x 10° /ml as previously described.’ Platelet
contamination of these preparations was < 1%; viability by trypan blue dye exclusion was
uniformly greater than or equal to 98%.

Lymphoproliferation assay

Phytohemagglutinin (PHA) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) was used for T-
lymphocyte proliferation. Chlorpropamide and FBP was dissolved in RPMI 1640. Peripheral
blood mononuclear cells (1.6 x 10° cell/well) were plated directly with different concentrations
of chlorpropamide (0.6 mM to 10 mM) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) and FBP (0.6
mM to 10 mM) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO), which were cultured in the presence of
mitogen (10 pg/ml, PHA) in 96-well microtiter plates (Corning Inc., Corning, NY) at 37°C in a
5% CO,-humidified incubator for 96 h.

Lymphocyte proliferation was determined by MTT assay as previously described."
Briefly, MTT (3-[4-5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO) was dissolved in RPMI 1640 at 5Smg/ml and added to all wells of

an assay, and plates were incubated at 37 °C for 4 h. Isopropanol was added to all wells and



mixed throughly to dissolve the dark blue crystals. After a few minutes, the plates were read on
a Hyperion MicroReader reader, using a test wavelength of 570 nm, a reference wavelength of
630 nm.

Cytotoxicity assay

Chlorpropamide and Fructose-1.6-bisphosphate was dissolved in RPMI 1640 and added
directly to PBMCs (1.6 x 10° cell/well), which were incubated in 24-well microtiter plates
(Corning Inc., Corning, NY) at 37°C in a 5% CO,-humidified incubator. The cellular viability
was performed by MTT assay as previously described"? after 96 h of the incubation. The results

are presented as percentage by mean + SD and all reactions were performed in quadruplicate.

Assay for Soluble TNF receptor (sSTNFRII) levels

sTNFRII production was assessed by measuring sSTNFRII levels in supernatants from
PBMCs incubated at a final concentration of 1.6 x 10° cell/well in complete culture medium for
24 hours at 37°C in 5% CO, atmosphere.'* Cell were cultured in 24-well plates and the
conditions consisted of (i) unstimulated; (i1) stimulated with endotoxin (LPS) (Escherichia coli,
Sigma, 0.1 pg/ml final concentration) to measure soluble TNF receptor (STNFRII, 24 h); (iii)
stimulated (LPS) plus Fructose-1.6-bisphosphate 2.5mM and 1.25mM; (iv) stimulated (LPS)
plus chlorpropamide SmM and 2.5mM. This concentrations was chosen as it has been shown to
consistently suppress immunological function in vitro. After incubation, well contents were
transferred to eppendorfs, centrifuged at 900 g for 15 min, supernatants removed and stored at
—70°C until analyses. Commercially available ELISA kits (R&D,UK) were used to measure

human soluble TNF receptor concentrations in cell culture supernatant. The A 450 was detected



using and ELISA platter reader (Biorad, UK). All standards and samples were tested in

quaduplicate. The sTNFRII concentrations was expressed in pg/ml.



Statistical analysis

Group differences were tested by one-way analysis of variance (ANOVA) using SPSS
9.0 for Windows (8.0). The results are expressed as means £ SEM and all reactions were

performed in quadruplicate. P<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Immunomodulatory effect of chlorpropamide and FBP on T-lymphocytes stimulated with
PHA

We first evaluated the immunomodulatory effect of chlorpropamide and FBP on
proliferation of T-lymphocytes in vitro in the presence of PHA (10 pg/ml). Results presented in
Figure 1 show that chlorpropamide at concentrations between 2.5 mM and 10 mM significantly
decreased proliferation of these cells (P<0.05) and FBP at concentrations between 1.25 mM

and 10 mM significantly decreased proliferation of these cells (P<0.05).

Cytotoxicity effect of chlorpropamide and FBP on PBMCs

To determine whether the inhibitory effect of Chlorpropamide and Fructose-1.6-
bisphosphate on lymphoproliferation was due to cellular death, the cellular viability of
Chlorpropamide and FBP in PBMCs was investigated. As shown in Figure 2, Chlorpropamide
significantly (P<0.05) reduced the cell viability only at concentration 10 mM and Fructose-1.6-
bisphosphate significantly (P<0.05) reduced the cell viability at concentration 5 mM and 10

mM.

Levels of sSTNFRII stimulated with LPS



It was determined whether differences in sSTNFRII production could be observed
between experimental groups. As presented in Figure 3, FBP significantly reduced the levels of
sTNFRII at concentrations the 2.5mM and 1.25mM, and Chlorpropamide reduced the levels of

sTNFRII at concentration of 5SmM and 2.5 mM (P<0,05).

DISCUSSION

The objective of this work was to investigate the potential effect of FBP and
Chlorpropamide on T-lymphocytes proliferation and levels of sTNF-RII. Increase
concentrations of FBP and Chlorpropamide were associated with a proportional reduction of T-
lymphocytes proliferation.

Regulation of the Ca’™" - signaling pathways in T-lymphocytes is a mechanism that has
been exploited to modulate immune responses.”” In vitro T-lymphocytes functions can be
suppressed by interfering directly with the increases in intracellular calcium that follow
activation of the TCR (T-cell receptor). In human T-lymphocytes, these changes in calcium
level require, at least in part, the function of the potassium channel.

Blockers of potassium channel, such as margatoxin and charybdotoxin depolarize T-
lymphocytes,'® and inhibit in vitro induced increases in intracellular calcium, cytokine
production, and T-lymphocytes proliferation.'”'® Koo and cols." also showed that blockade of
the potassium channel inhibits immune responses in vitro.

Although the focus of anticytokine strategies in treating septic shock is specific for each
cytokine, reducing the synthesis of either IL-1 or TNF, albeit nonspecific, reduces the biologic
responses to bacterial challenge or inflammation.”® There are three points in the sequence of

the pathogenesis of septic shock at which therapy can be instituted effectively. First, the nidus



of infection can be eradicated with appropriate antimicrobial therapy, surgical drainage, or
both. Second, the sepsis-associated cardiovascular, metabolic, and multiorgan system
disturbances can be treated in a intensive care unit. Third, inhibitors of toxic mediators are
being developed. Treatments that inhibit the formation or action of mediators are being
developed.”!

Specific blockade of the proinflammatory cytokines interleukin-1 (IL-1) or tumor
necrosis factor (TNF) reduces the morbidity and mortality associated with septic shock. Use of
neutralizing antibodies to TNF or to IL-1 receptors have reduced the consequences of infection
and inflammation, including lethal outcomes in animal models. Soluble TNF and IL-1 surface
receptors, which bind their respective cytokines, also ameliorate disease processes. Current
clinical trials are evaluating the safety and efficacy of these anticytokine therapies either alone
or together.”

Leonard and cols.'® supported the hypothesis that the potassium channel determines
membrane potential in non-activated human T-lymphocytes and that block of this channels is
sufficient to cause depolarization and prevent activation by mitogen.

High affinity blockers have been used to demonstrate that blockade of this channels
depolarizes the T cell membrane and attenuates the Ca’" signaling pathway that is crucial for
lymphocyte activation.”>**** Because T lymphocytes must be activated to initiate and support
the immune response, T lymphocytes of this channels represents a valid therapeutic target for
the discovery of aniinflammatory drugs, as supported by the suppression of T lymphocytes.''

TNF elicited a 2-and-5-fold increases in K and C1” currents, respectively, in HTC cells.
These increases occurred within 5-10 min after TNF exposure and were inhibited either by

intracellular Ca™" chelation. Data suggest that activation of K™ and CI channels is an early



response to TNF signaling and that channel opening is Ca'-and PKC-dependent. Theses
results findings further suggest that K™ and CI” channels participate in pathways leading to
TNF-mediated cell death and thus represent potential therapeutic targets to attenuate liver
injury from TNF. %

Effects of TNF on cell function contribute, in a number of ways, to the defense of the
organism against infectious agents and to recovery from injury. However, in certain
pathological situations, same of these effects may became detrimental, causing even more harm
than the pathogen which induced the formation of TNF.'-

In the sequence of molecular events that take placing the response of the cell to TNF,
the most readily accessible to modulation is the initiation of this process, triggered by the
binding of TNF to its cell surface receptors. One way of modulating this interaction is by
inducing changes in the expression of the TNF receptors.

We investigated the effect of sulfonylureas Chlorpropamide and Fructose-1.6-
bisphosphate on PMBC proliferation. Our results shown that Chlorpropamide and FBP has
important effect immunomodulatory. Increase concentrations of chlorpropamide and FBP were
associated with a proportional reduction of T-lymphocytes proliferation. From the same form
that to Chlorpropamide and FBP were associated with a proportional reduction of T-
lymphocytes proliferation and soluble receptors of IL-2, they caused also a diminution of the
levels of soluble TNF receptors (sTNFRII). The doses of 1.25/2.5mM of FBP and
SmM/2.5mM of Chlorpropamide caused a significant diminution of those receptors regarding
the controls.

Our hypothesis is that from the same form that to activation of lymphocytes, the

liberation of the soluble TNF receptors be related to channels potassium. The possible



explanation could be that the FBP interacted with cell membranes, modifying the ion
permeability. In presence of FBP, the passive and active K' effluxes in hepatocytes
decreased.” The Chlorpropamide also blockade the potassium channels, of that form, we
suggest that the drug can have the same mechanism from the FBP upon inhibit the cellular
proliferation and diminish the levels of sSTNF RII.

In conclusion, the results suggest that so much to FBP as regards Chlorpropamide they
inhibit the cellular proliferation and the levels of TNF RII and that can be related with the
blockade of the channels of potassium, of that form acting as powerful agents on

immunomodulation.
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Figure 1: Immunomodularory effect of Chlorpropamide and Fructose-1.6-bisphosphate on T-
lymphocytes stimulated with PHA. PBMCs were stimulated for 96h with PHA and varyind
concentration of chlorpropamide and FBP. Proliferation was measured using colorimetric MTT
assay. Results are expressed as optical density by mean £+SEM of quadruplicate cultures. An
asterisk denotes any response that is significantly different (P< 0.05) from the control group

(stimulated with PHA).

Figure 2: Cytotoxicity effect of Chlorpropamide and Fructose-1.6-bisphosphate in PBMCs.
PBMCs was incubated for 96h with varying concentration of Chlorpropamide and FBP. The
cellular viability was performed by trypan blue dye exclusion. The results are presented as
percentage by mean + SEM of quadruplicate cultures. An asterisk denotes any response that is

significantly different (P < 0.05) from the control group.



Figure 3: Levels of soluble TNF receptors (sTNFRII) in the presence of Chlorpropamide and
Fructose-1,6-bisphosphate. Culture supernatants were collected after 24 h of the stimulation
with endotoxin (LPS). sTNFRII was determined by ELISA. Results are expressed as mean +
S.D. An asterisk denotes any response that is significantly different (P < 0.05) from the control

group (stimulated with LPS).
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RESUMO

O choque séptico representa um exemplo da resposta inflamatoria exacerbada. As
citoquinas inflamatérias representam um papel central na patogénese do choque séptico, e
futuras terapias poderdo depender do controle dos efeitos destas citoquinas. O objetivo deste
estudo foi investigadar o efeito de duas drogas, Frutose-1,6-Bisfosfato (FBP), um metabolito
glicolitico de alta energia, e a Clorpropamida (sulfonilureia) na proliferacdo de linfécitos T e
nos niveis de receptores soliveis de FNT (sFNTRII). Células mononucleares do sangue
periféricas (PMBCs) foram isoladas de humanos saudéaveis através de um gradiente de
centrifugagdo. Os linfocitos T foram estimulados durante 96 h com fitohemaglutinina (PHA) e
por 24 h com lipopolissacarideo (LPS) sendo utilizadas concentragdes variadas de
Clorpropamida e FBP. A Clorpropamida nas concentragdes entre 2,5 ¢ 10mM e FBP nas
concentragdes entre 1,25 ¢ 10mM diminuiram a prolifera¢do linfoécitos T. A Clorpropamida
reduziu a viabilidade celular na concentragdo 10mM e a FBP nas concentracdes de 5,0 ¢
10mM. Os niveis de sTNFRII foram reduzidos com a Clorpropamida nas concentragdes entre
SmM e 2,5 mM e FBP entre 1,25 e 2,5 mM. Os resultados sugerem que tanto a Clorpropamida
como a FBP inibem a proliferacao celular e os niveis de sSTNFRII e, esses resultados podem
estar relacionados com o bloqueio dos canais de potéssio, dessa forma agindo como potentes

agentes na imunomodulacao.



INTRODUCAO

O choque séptico representa um exemplo da resposta inflamatdéria exacerbada. Os
efeitos sistémicos de sepse sdo causados principalmente pelas citoquinas endogenas que sio
normalmente benéficas ao organismo quando estio limitadas ao local de infec¢do; porém, elas
sdo freqlientemente letais quando entram na circulagdo. O alvo principal das citoquinas
circulantes sdo leucocitos, células do endotélio e o coragdo. Citoquinas inflamatdrias tem um
papel principal na patogénese do choque séptico, e futuras terapias poderdo intervir nos efeitos
destas citoquinas. As complicagdes do choque estdo principalmente relacionadas com a
liberagdo do LPS, um lipopolissacarideo oriundo de bactérias gram-negativas durante a
infec¢do. Atualmente considera-se que a maioria dos efeitos hemodinadmicos provocados pelo
LPS seja pela indugdo da sintese e liberacdo de FNT pelos macrofagos. O FNT desempenha
um papel benéfico como mediador de resisténcia as infec¢des e na formagdo de tumores.
Porém, a super produgdo ou expressdo impropria destes fatores podem conduzir a uma
variedade de condi¢des patologicas, incluindo a toxicidade sistémica e o choque séptico.'”

As agdes do FNT sdo produzidas ap6s fatores ligantes especificos agirem nos receptores
de superficie da célula. Foram identificados e clonados dois receptores distintos de FNT. Todos
os tipos de células estudadas mostraram a presenga de um ou ambos os tipos de receptores
(FNTRII - 75 kDa e FNTI - 55 kDa).”> Os dois tipos de receptores sdo imunologicamente
distintos, mas seus dominios extracelulares tém mostrado semelhangas nos padrdes dos quatro
dominios de locagdes residuais de cisteina.” Os dominios intracelulares dos dois tipos de

receptores aparentemente nao possuem conexao, sugere-se que OS Mmesmos empregam



diferentes vias na transduc¢do dos sinais. Muitos grupos identificaram proteinas ligantes
soliveis de FNT em soro e urina de humanos, essas proteinas podem neutralizar as atividades
biologicas do FNT-o. ¢ FNT-B.* Os mecanismos envolvidos na indugdo da liberacio dos
receptores de FNT ndo estdo claros. Estudos relatam que had uma correlacdo entre o aumento do
FNT e os niveis de receptores soluveis, sugerindo que os estimulos que causam o aumento do
FNT, também induzam a liberacio desses receptores.”® Foi relatado que em baixas
concentragdes de FNT, os receptores soliveis podem estabilizar o nivel de FNT e aumentar
algumas de suas atividades.” Assim ¢ possivel que, em determinadas situagdes, um pool de
receptores soltiveis de FNT possam representar a estabilizagdo e o controle na liberagdo de
FNT.

A Frutose-1,6-bisfosfato (FBP) ¢ um metabdlito glicolitico de alta-energia e acredita-se
que possui um efeito protetor em células lesadas por agentes toxicos.® Em estudo recente
demonstrou-se que a FBP nas concentragdes de 1,2 a 10 mM diminuiu os niveis de receptores
solaveis IL-2.° Como conclusio o estudo sugeriu que a FBP possui um efeito
imunomodulatério. A possivel explicagdo para isso, poderia estar relacionada com a possivel
interagdo da FBP com membranas celulares, modificando a permeabilidade i6nica. Na
presenga de FBP, o efluxo de K™ por canais passivos e ativos em hepatocitos ¢ diminuido.'’
Sendo a condutincia de K' através da membrana o principal determinante para o potencial
elétrico de linfocitos T, mudangas no mesmo sdo sugeridas como sendo o inicio do processo
que desencadeia a mitogénese em linfocitos.'' As sulfonilureias tais como a Clorpropamida sdo
administradas em pacientes com diabete mellitus tipo-2 (diabete mellitus nao-insulino-
dependentes, NIDDM), cujo efeito farmacologico baseia-se na indugdo da secre¢do de insulina

pelo pancreas. O alvo principal desse farmaco ¢ o canal de potassio ATP-dependente que



desempenha um papel fundamental para ocorrer a secregdo de insulina.'? Nos sugerimos que
estas duas drogas (FBP e Clorpropamida) podem agir da mesma maneira, pela propriedade de
ambas no bloqueio dos canais de potassio ATP-dependentes. Estudos in vitro e in vivo indicam
que o bloqueio dos canais de potéssio, inibem a ativagdo de linfocitos T, sugerindo que esses
canais podem ser um objeto de estudo para o controle da resposta imune. O objetivo deste
estudo foi avaliar o uso de drogas alternativas, como a FBP e a Clorpropamida, na proliferagao
de linfécitos T e nos niveis de sSFNTRII que podem estar envolvidos no processo que

desencadeia o choque séptico.

MATERIAL E METODOS

Preparagdo de células sanguineas periféricas mononucleares (PBMCs)

As PBMCs foram isoladas do sangue de humanos saudaveis através de um gradiente
centrifugacdo em Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo, Norway) e ressuspendidas em RPMI
1640 complementados com 1% penicilina-streptomicina ¢ 5% soro AB de humanos
(Gibco/BRL, Gaithersburg, Md) a concentragdo final de células foi de 1,6 x 10° /ml como
previamente descrito.” A contamina¢io com plaquetas desta solu¢io foi <1%; a viabilidade

celular (maior ou igual a 98%) foi realizada através do método de exclusdo por trypan blue.

Linfoproliferagao

O mitégeno fitohemaglutinina (PHA) (Sigma Chemical CO., St Louis, MO) foi
utilizado na proliferacdo de linfécitos T. A Clorpropamida e FBP foram dissolvidas em RPMI
1640. Foram utilizadas placas de 96 pocos (Corning & Corning, NY) para a cultura de PBMCs

(1,6 x 10° células/pogo) estimuladas com o mitdgeno (10 mg/ml, PHA). As células receberam



diferentes concentragdes de Clorpropamida (0,6 mM a 10 mM) e FBP (0,6 mM a 10 mM)
sendo mantidas por 96 h em estufa de CO, a 5% com uma temperatura estavel de 37°C.

A proliferagdo dos linfocitos foi determinada pela técnica de MTT previamente
descrita.” O MTT (3-[4-5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolium brometo) (Sigma
Chemical CO., St Louis, MO) foi dissolvido em RPMI 1640 a 5Smg/ml e acrescentado em todos
os pocos da placa, incubada a uma temperatura de 37 °C por 4 h. Apods o tempo de incubacio,
foi acrescentado isopropanol a todos os pogos para dissolver os cristais azuis escuros. Depois
de alguns minutos, foi realizada a andlise dos resultados através de um leitor Hyperion

MicroReader, utilizando um filtro de 570 nm e 630 nm como filtro de referéncia.

Andalise da citotoxicidade
Foram utilizadas placas de 24 pogos (Corning & Corning, NY) para incubar PBMCs
(1,6 x 10° celtlas/pogo) com Clorpropamida e Frutose-1,6-bisfosfato dissolvidas em RPMI
1640. As placas foram mantidas por 96 h a 37°C em estufa 5% de CO,. A viabilidade celular
foi mensurada por método de MTT previamente descrita."> Os resultados sdo expressos através

de porcentagem, utilizando o = DP das amostras em quadriplicata.

Andlise dos niveis de receptores soluveis tipo Il de FNT (sFNTRII)

A producdo de sFNTRII foi avaliada através da mensuracdo em sobrenadantes de
PBMCs & uma concentragdo de 1,6 x 10° celtla/poco incubados em meio de cultura durante 24
horas a 37°C em estufa de CO, a 5%.'* As células foram incubadas em placas de 24 pogos e
receberam tratamentos distintos: (i) ndo estimuladas; (i1) estimuladas com endotoxina (LPS)
(Escherichia coli, Sigma, concentragdo final de 0,1 mg/ml) para dosar os receptores soluveis

tipo II de FNT (sFNTRII, 24 h); (iii) estimuladas (LPS) mais solu¢do de Frutose-1,6-bisfosfato



nas concentracdes de 2,5mM e 1,25mM; (iv) estimuladas (LPS) mais Clorpropamida nas
concentragdes de SmM e 2,5mM. Essas concentracdes foram escolhidas pelo efeito supressor
demontrado na proliferacdo linfocitaria. Apds o periodo de incubagdo, as placas foram
centrifugados a 900 g por 15 min e os sobrenadantes removidos e armazenados em eppendorfs
sendo congelados em freezer a - 70°C até o processamento das analises. Foram utilizados kits
comerciais ELISA (R&D,UK) para medir as concentragdes de receptores soluveis tipo II de
FNT. Foi utilizado um leitor de ELISA (Biorad, UK) com um filtro de 450 nm. Todos os
padrdoes e amostras foram testadas em quaduplicata. As concentracdes de sFNTRII foram

expressas em pg/ml.

Andlise estatistica

As diferengas entre os grupos foram testadas por andlise de varidncia (ANOVA)
utilizando o programa SPSS 9.0 for Windows (8.0). Os resultados foram expressos através da
média + EP de todas as amostras em quadruplicata. O P<0.05 foi considerado estatisticamente

significativo.

RESULTADOS

Efeito imunomodulatorio da Clorpropamida e FBP em linfocitos T estimulados com PHA
Primeiramente avaliamos in vitro o efeito imunomodulatério da clorpropamida e FBP
em linfocitos T estimulados com PHA (10 mg/ml). Os resultados expressos na Figura 1
mostram que a Clorpropamida nas concentragdes entre 2,.5 mM e 10 mM e a FBP nas
concentragdes entre 1,25 mM e 10 mM diminuiram significativamente a proliferagdo

linfocitaria (P <0.05).



Efeito citotoxico da Clorpropamida e FBP em PBMCs

Investigamos a viabilidade celular para determinar se o efeito inibitdrio da
Clorpropamida e da Frutose-1,6-bisfosfato na linfoproliferacdo era devido a morte celular.
Como demonstrado na Figura 2, a Clorpropamida reduziu significativamente (P <0.05) a
viabilidade celular somente na concentragdo de 10 mM e a Frutose-1,6-bisfosfato nas

concentragdes de 5 mM e 10 mM (P <0.05).

Niveis de sFNTRII estimulados com LPS
Verificou-se se a Clorpropamida e a FBP poderiam alterar os niveis de sENTRII apos
incubagdo com LPS. Como apresentado na Figura 3, a FBP reduziu significativamente os
niveis de sFNTRII nas concentragdes de 2,5mM e 1,25mM, e a Clorpropamida nas

concentragdes de SmM e 2,5mM (P <0,05).

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da Clorpropamida e da FBP na
proliferacdo de linfocitos T e nos niveis de FNTRIL. O aumento das concentragdes de
Clorpropamida ¢ FBP foram associadas com uma proporcional redu¢do na proliferagdo de
linfocitos T.

A regulagdo da via de sinalizagio do Ca” em Linfocitos T é um mecanismo que esta
sendo explorado para modular respostas imunes.”> As fungdes in vitro de Linfocitos T podem
estar suprimidas pela interferéncia direta dos aumentos de célcio intracelular, seguida da
ativacao do TCR (receptor de células T). Em linfocitos T humanos, estas mudangas nos niveis

de célcio requerem, pelo menos em parte, a ativagdo dos canais de potassio.



Bloqueadores de canais de potassio, como a margatoxina e claribdotoxina despolarizam
linfocitos T, e inibem in vitro o aumento do célcio intracelular, a produgdo de citoquinas, e a
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prolifera¢do de linfocitos T. Koo e cols mostraram também que o bloqueio dos canais de

potassio inibe a resposta imune in vitro."

Embora o foco das estratégias anti-citoquinas no tratamento do choque séptico seja
especifico para cada citoquina, a reducdo da sintese de IL-1 ou FNT, reduz as respostas
bioldgicas as a¢des bacterianas ou inflamagio.”” Ha trés pontos na seqiiéncia da patogénese do
choque séptico no qual a terapia pode ser efetiva. Primeiro, o foco da infecdo pode ser
erradicado com antibiodticos apropriados, drenagem cirurgica, ou ambos. Segundo, a sepse
associada a perturbacdes cardiovasculares, metabolicas, e disfuncdo de multiplos oOrgaos,
podem ser tratadas em UTIs. Terceiro, estdo sendo desenvolvidos inibidores dos mediadores
toxicos, tratamentos que inibem a formacao ou agdo desses mediadores.?!

O bloqueio especifico de citoquinas pro-inflamatorias como interleucina-1 (IL-1) ou
fator de necrose de tumoral (FNT) reduz a morbidade e a mortalidade associada ao choque
séptico. A utilizagdo de anticorpos neutralizadores ou receptores de TNF ou IL-1 reduziram em
modelos animais as conseqiiéncias letais frente a infec¢@o e inflamagao. Receptores soluveis de
superficie se ligam as citoquinas FNT e IL-1 e, dessa forma, também podem melhorar a
evolugdo do processo patoldgico. As terapias clinicas atuais estdo avaliando a seguranga e
eficacia do uso de anti-citoquinas isoladas ou em conjunto.*

Leonard e cols apoiaram a hipotese que o canal de potdssio determina o potencial de

membrana em linfocitos T humanos ndo ativados e que o bloqueio desses canais ¢ suficiente

para causar a despolarizacio e prevenir a mitogénese.'®



Foram utilizados bloqueadores de alta afinidade para demonstrar que a despolarizagdo
da membrana de células T atenua a entrada de Ca"" que é crucial para sinalizagio da ativacdo

. e 2202324
de linfocitos.

Pelo papel desempenhado pelos linfocitos T na resposta imune, esses canais
podem ter importancia terapéutica, na descoberta de drogas antiinflamatdrias, apoiadas pela
supressdo de linfocitos T."!

O FNT aumenta 2 a 5 vezes as correntes de K e CI, respectivamente, em células HTC.
Estes aumentos aconteceram cerca de 5-10 min apos a exposicao ao FNT e foram inibidos pela
quelagdo do Ca' intracelular. Dados sugerem que ativacdo dos canais de K™ e CI” sio uma
resposta precoce a sinalizacdo do FNT e abertura dos canais de Ca'-e PKC-dependentes.
Esses sugerem que os canais de K* e CI” participam das vias que conduzem a morte celular
mediada por FNT e assim, representam potenciais medidas terapéuticas para atenuar os danos
causados pelo FNT in vivo.”

Os efeitos do FNT nas células contribuem, de varios modos, para a defesa do organismo
contra agentes infecciosos e na recuperacao dos danos. Porém, em certas situacdes patoldgicas,
estes mesmos efeitos podem ser prejudiciais, causando mais danos que o proprio patogeno que
induziu a formagdo do FNT.'*

Na seqiiéncia dos eventos moleculares que sao desencadeados pela resposta da célula ao
FNT, o responsavel pela modulagdo ¢ a iniciacdo do proprio processo, quando ocorre a ligacao
do FNT aos receptores de superficie da célula. Uma das vias para modular esta interagao pode
ser decorrente da mudanca na expressao dos receptores do FNT.

Investigamos o efeito da Clorpropamida e da Frutose-1,6-bisfosfato na proliferagao de

c¢lulas mononucleares periféricas. Nossos resultados mostram que a Clorpropamida e a FBP

possuem um importante efeito imunomodulatorio. O aumento nas concentragdes de



clorpropamida e FBP foram associadas com uma proporcional redu¢do na proliferacdo de
linfocitos T. Da mesma forma que a clorpropamida e a FBP reduziram a proliferacdo de
Linfocitos T, essas drogas também causaram a diminui¢do dos niveis de receptores soluveis de
FNT (sFNTRII). As doses de 1,25/2,5mM de FBP e 5SmM/2,5mM de Clorpropamida causaram
uma diminui¢do significativa desses receptores em relagao aos controles.

Nossa hipdtese ¢ de que a ativagdo de linfocitos e a liberacao dos receptores soluveis de
FNT estejam relacionadas ao bloqueio dos canais de potassio. A acdo dessas drogas na
imunomodulacdo poderia ser entdo explicada pela interacdo das mesmas com as membranas
das células, modificando a permeabilidade ao ion K'. Na presenca da FBP, o efluxo passivo e
ativo de K" em hepatécitos foi diminuido.'® A Clorpropamida também bloqueia os canais de
potéssio, sugerindo que o mecanismo de agdo seja 0 mesmo da FBP ao inibir a proliferagdo
celular e diminuir os niveis de receptores soluveis tipo Il de FNT.

Esses resultados sugerem que tanto a FBP como a Clorpropamida podem inibir a
proliferacao celular e os niveis de sFENTRII e essa agdo pode ser relacionada ao bloqueio dos
canais de potassio, dessa forma agindo como possiveis agentes terapéuticos na

imunomodulagao.
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Figura 1: Efeito imunomodulatorio da Clorpropamida e Frutose-1,6-bisfosfato em linfécitos-T
estimulados com PHA. As células mononucleares foram estimuladas durante 96h com PHA e
incubadas em concentragdes variadas de Clorpropamida e FBP. A proliferagdo foi verificada
utilizando-se o ensaio colorimétrico de MTT. Os resultados foram aferidos por densidade

optica com média + EP de culturas em quadruplicata. O asterisco demonstra diferenca

significativa (P<0.05) com relagdo ao grupo estimulado com PHA.

Figura 2: Efeito citotoxico da Clorpropamida e Frutose-1,6-bisfosfato em células
mononucleares. As células mononucleares foram incubadas durante 96h com concentragdes
variadas de clorpropamida e FBP. A viabilidade celular foi verificada pelo método de exclusdo
trypan blue. Os resultados sdo apresentados em porcentagem com média = EP de culturas em
quadruplicata. Os asteriscos demonstram diferenga significativas (P< 0.05) com relagdo ao

grupo controle.



Figura 3: Niveis dos receptores soluveis de FNT tipoll (sFNTRII) em presenca de
clorpropamida e Frutose-1,6-bisfosfato. Os sobrenadantes da cultura foram coletados apos 24 h
de estimulagdo com LPS. sFNTRII foi determinado por ELISA. Os resultados sdo expressos
com média = D.P. Os asteriscos demonstram diferenca significativa (P<0.05) com relagdo ao

grupo estimulado com LPS.
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5- CONCLUSOES

e Foi comprovado o poder antiinflamatério da Frutose-1,6-bisfosfato ao diminuir o edema
nos animais que tiveram a inflamacao induzida por carragenina e os niveis de leucocitos

dos animais submetidos a sepse experimental.

® A Frutose-1,6-bisfosfato nao possui efeito antimicrobiano.

® A Frutose-1,6-bisfosfato possui um efeito quelante ao célcio i6nico.

® A Frutose-1,6-bisfosfato inibe a proliferagcdo dos linfocitos estimulados com PHA e

diminui os niveis dos receptores soltveis de IL-2.

e A Frutose-1,6-bisfosfato e a Clorpropamida inibem a proliferagdo linfocitaria em presenga
de PHA e diminuem os niveis de sFNTRII liberados por linfocitos apos estimulagao por

endotoxina (LPS), sugerindo uma possivel agdo sobre os canais de potassio.



6 -PERSPECTIVAS FUTURAS

Nosso grupo almeja a realizagdo de estudos clinicos, onde serd administrada via
endovenosa a Frutose-1,6- bisfosfato em pacientes de UTIs com diagnostico de sepse. Para
tanto, em recente trabalho publicado (ANEXO), determinamos a DLsy endovenosa
da FBP em animais. Esse trabalho podera servir no embasamento de doses terapéuticas

seguras a serem administradas em humanos.
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Fructose- 1 6-bisphosphate {FBP? is a bisphosphorilated sepgar with o protective getion apgrinst events that lead to
cellular damage, The toxicity of the drug wes assessed when administered intravenously in Wistar rats in doses of
betwesn 25 aid 4000 mgflke, Tonie caleiwm, total caleivm, inorgame serum phosphate snd the eledrocirdiographic
profile of these animals were assessed. The lethal dose (LDq) was established by means of pro®piv processing. There
wias no reduction in the levels of total calcium, with the sdmimstration of increased doses of FRP, although there was a
significent reduction in the levels of ionic aloiom in these groups that receved 250 medkg and over. The serum
phos phate showed 2 significant statistical increase in these groups that received 750 medke and over. The LD obtained
it 24 howas [068 mygke Though it was not possible to elocidete the toxic mechanism of FBP, the clectrocardiogram
{ECGY showad that all the rats died of cardiae arrest,
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1. Introduction kidney (Didlake et al., 1985}, heart (Lazzarino et

ak., 1991 Fver (Nakai et al., 1991}, intestine (Sun

Fructose-1 6-bisphosphate (FBP), a high-energy et al, 19940}, brain (Faras et al., 1990} and lung
mtermediate metabolite of glveolysis (Kirttley and {Chu et al., 2002).

MceKay, 1977), has been used therapeutically to De Oliveira et al. { 1992} also have demonstrated

attenuate the elfects of ischemic imjury in the that the simultaneous administration of galacto-

samine and FBP prevents the hepatitis mduced by

galactosamine, diminishing the fall in the energy
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£5551-3320-3612, of FBP is specilic and not shared by other
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phate, Muctose-6-phosphate, and fructose-1-phos-
phate or by luctose (De Oliveira et al., 1992).
Equivalent doses of fructose and inorganic phos-
phate did not improve survival, as well as lower
doses of FBP (Squadrito et al, 1989}, We recently
demonstrated that 300 mgikg of FBP given
mtraperitoneally  improved the survival of rats
suffering lrom sepsis ( Nunes et al., 2002).

Informations about the mechanism by which
FBP can protect cells from damage are contra-
dictory. A simple explanation for the mechanism
of exogenous FBP action would be that FBF can
enter the cell and act as a glyeolitic intermediate
capable of producing ATP { Lazzarino et al., 199]).
However, alternative mechanisms can expliin
these effects of FBP. Galrigna and Rigobello
(1986} have proposed that FBP acts as a “mem-
brane stabilizer' by influencing the entry of Ca™ "
or other cations. Funhermore, FBP has been
shown to Favor the uptake of K" in the heart
(Cattani et al., 1984) and to favor the release of
H " in erythrocytes. Activation of phosphofructo-
kinase resulting from the increased intracellular
pH has begen suggested to resull in an increased
concentration ol intracellular FBP and ATP as a
secondary elfect of exogenous FBP administration
{Lazzarino et al, 1984). Therefore, the mechanism
of action of exogenously administered FBP has
remained unclear due to a lack of direct evidence
that FBP is capable of crossing the membrane and
acting as a glycolitic mtermediate (Hardin and
Roberts, 1994). Other authors have challenged this
explanation, mainly on the basis that sogar
phosphates cannot cross the cell membrane (Cat-
tani et al, 1980; Eddy et al, 1981) Beports
suggesting that they are based on indivect evidenee
{Gregory et al., 1989). Another possible explana-
tion could be that the FBP interacted with cell
membranes, modifying the ion pemmeability (Cat-
tami et al.. 1980; Hassinen et al., 1981).

Vexler et al. (1%} demonstrated the toxicity of
this sugar in peonatal animals. Thus, saline or
4000, 600D or B0ODD mg/kg of FBP was given
mtraperitoneally o normoxic 7 davs old rats. All
animals receiving 8000 mpkg and 27% of those
receiving 6000 mglkg of FBP died Nineteen
percent of pups givenm G000 or 8000 mgkg of
FBPF had mild perivascular fuid cuffing andfor

microscopic pulmonary hasmorrhage. Administer-
ing 4000-8000 mghkg of FBP, significantly de-
creased Ca” " concentrations and increased Pﬂl
concentrations. FBP chelales Ca™ " and reduces
jonized [Ca” '] inversely proportional to the FBP
concentration. This could reduce calcium influx
through NMDA receptors. Indeed, Ca® " uplake
s reduced in both myocardial tissue and sperma-
tozoa in the presence of FBP (Galzigna, 1989).

Markov mentions a mean lethal dose { LDsg) of
5860 gkg of FBP when applied in dogs by
mtravenous via at a mie of 300 mgfmin (Markov
et al., 1997). Experiments in humans were con-
ducted with FBP in doses of 63-230 mglkg
administered by mbravenous via at a rate between
200 and 730 mg/min where no collateral effect was
verilled (Markov et al., 2000).

There are a number of studies that uses FBP in
single dose in the reatment of situations such as
cases of ischemia, toxicity, infections, mflamma-
tons and in situations of cellular energy deficit.
The mean LIg Ffor the drug when applied
mtravenously in bolus, had not, vet been reported,
for which reason it was decided to conduct the
present study.

2. Maierials and methods

The tests were conducted in accordance with the
National Institute of Health Policy Guidelines on
Animal Care. Anesthesia was performed with 30
mgkg of sodium thiopental (Thionembutal-Ab-
bott). Fed, male Wistar rats weighing an average
260 g (S.D. = 40) were used.

The animals were chosen at random to receive a
dose of FBP {Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USAY or saline solution (NaCl 0.9%) (Rasa,
Brazil). The animals received saline solution (v =
3} (Control Group), 250 mglkg (n=3). 300 mg'kg
(=9 750 mg/kg (1= 9). B30 mg/kg (1 = 8), 1000
mglkg (i =8} 2000 mg/kg (n= 9 and 4000 mg'kg
{r=4) of FBP For the toxicity stadies. All the
animals received a single intravenous mjection
{caudal vein} in a mean volume of 1 ml applied
in bolas, and took approximately 10 s to admin-
ister, the pH of the injected solution was 3.3,
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For the biochemical analysis, calcium serum
Labtest Diagnostic, Brazil), inorganic phosphate
serum { Diagnostic Merck, Germany) and ionic
calcium (Easyvlyle Calcium  Analyzer, Medical
Corporation, UISA)} dosages were performed. In
order to determine the total calcium, we used the
cresofphthalein method. The iomic calcium was
measured using the ion-selective electrode. For the
morganic phosphate we used the method that
compounds the inorganic phosphate with phos-
phomolybdate, this compound is determined by
photospectrometry at 340 nm. In order to oblain
the blood sample. the caudal vein was punctured
with a 253G scalpel (Becton-Dickinson, Brazil).

The statistical signilicance analysis (Oneway
ANOVA) was caied out wsing the sess 20 lor
Windows. The mean LDy was established using

120

100

8

Mortality - %
& a8

£

statistical processing [rom promT | Fisher, 197];
Tallarida et al., 1987).

In order to wverify the elfect of FBP on the
depolarization of the heart, electrocardiograms
{ECG) were performed on the animals, using the
C10 equipment (TEB Brazil) and the derivation
D2 The animals {n=06) received 1000 mg'kg of
FBP. In an attempt to test the hypothesis that the
cause of death of the animals was the chelation of
the ionic calcium by the FBP, ECGs were per-
formed on the rais that received 1000 mg'kg of
ethylenediaminetetrancetic acid tripotassiom salt
trihydrated (EDTA) (n=06) In an attempt 1o
verify whether the death of the animals had been
cawsed by the elevation of phosphate seram levels,
ECGs were performed on the rals (s =06} thal
received 3000 mg/kg of disodium phosphate acid

[=]

20 IB0 e 400 500 B30 B0 1000 1360 1600 2000 2512 3200 3580 5000

Dose - mglikg

Fig. 1. o curve that relates the maortality 1o v FBP dose.
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Fig. 2. Total calcivm concemmtion n the different groups that received FEEP.

(Na-HPOG). We mjected 1000 mg/kg of EDTA
{trihydrate-3%0.2}) because this concentralion cor-
responds to 2.5 mM. that is, the same (molarity ) as
the FBP solution that was used. With this regard
the disodium phosphate, we ingected 1000 mgfg,
because such a solulion is equivalent to 5.1 mM
FBF (2.5 mM) when hydrolyzed, releases two
phosphates, therefore, the concentration of both
is same, corresponding to a similar power of
plasmatic phosphate increase.

3. Results

A4 Calewlation of LD sy

The animals received a dose of FBP or saline
solution. The doses of FBP were 230, 300, 750,
850, 1000, 2000 and 4000 mg'kg. In Table 1 we can
seg the data vsed lov the ealculation of LD 5. Once
having the dosefdeath data, presented in Table 1,
the caleulations of LD and the respective con-
fidence interval were established according to the
procedures proposed by Tallarida et al. (1987)
from which the mean LDy of (PROBIT = 3.0) ol

1068 [895-1274) mglkg for the FBP when applisd
by intravenously in Wistar rats, with 93% of
confidence. In Fig. 1. it is possible o see the
mortality curve mlated to dosage.

3.2, Biochemical analysis

Recent studies have shown the capacity of FRP
to chelar tonic calcium and increase the plasmatic
levels of phosphate (Vexler et al., 1999). W
therefore assessed the serom concentrations of
total calcium, ionic calcium and phosphate. The
results can be seen in Figs. 2, 3 and 5.

The measurement of the levels of total calcium
showed there was no reduction, when the higher
doses of FBP were administered { Fig. 2), although,
in the assessment of the concentration of ionic
calcium, there was shown o be a significant
reduction in the concentration of this pammeter
i concentrations of over 230 mg'kg (F < 0.05)
{Fig. 3} In order to verify whether the reduction in
plasmaltic ionic calcium was responsible for death
of the amimals, a correlation was made between the
mortality rate and the plasmatic ionic caleiom.
This indicated a low correlation {R-0.35) { Fig. 4).
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The levels of serum phosphate showed a gradual
merease, with signilicant increases ocourring in the
groups that received FBP in doses of 750 mg'kg
and over. The solation of phosphate (1000 mg/kg)
provoked the mortality of all the ammals
Although there was a fall i the plasmatic levels
of phosphate in the 2000 mg'kg group, this rate
was not conmsidered significant when compared
with the other groups (Fig. 5}. In order to test the
possible influence of phosphate in the death of the
animals., a correlation was made between the
phosphate and the mortality rate of the animals
{Fig. 6). The correlation co-efficient was 0.70,
suggesting that the death of the animals may
have been by the high levels of phosphate.

Given these results, it was decided o obtain an
electrocardiographic profile of the amimals that
received FBP.

3.3 Electrocardiographic findings

The animals used m this study died as a result of
diastolic cardiac arrest. In order to detect aliera-
tions, ECG were performed on these animals, as
can be seen in Fig. 7.

Mo similarity was found between the ECGs
from these groups, demonstrating that despite the
existence of a strong correlation between mortality
and the increase in phosphate, the mortality
cawsed by FBP was not due io an increase in
plasmatic phosphate.

Repgarding the EDT A injections, this experiment
was done i order to obtain more data that might
confirm the theory that hypocalcemia, which can
be provoked by FBP, was not the cause of death of
the animals. The difference between the ECGs of
the FBP solation group and the EDTA solution



TR FB Nmes et al | Toxloadegy Deitors 143 (2003 ) T3-51

Correlation between the mortality rate x plasmatic ionic
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Fig. 4, Imdex of comelation betwezn thbe mortality rate amd the plasmane jomie caleium, This indieated a moderate cormelation {r =

.35,

group represents strong evidence to prove that this
was indeed the case.

4. Discussion

The application of a drug intravenously in bolas
15 shown to be an imporant characleristic in the
production of a concentration peak i the blood
circulation, allowing the medicine to reach vital
organs such as the heart and lungs i a concen-
trated form. before there is time for dilution to
oceur in the liquids of the various ecorporeal
compartments {Shargel and Yu, 1999). For this
reason, it is suggested that in dealing with a highly
polar drug, such as FBP, this high transitory
concentration may  produce mmportant cellular
disturbances that may lead to the death of the
animial.

The data obtained for the calculation of the
LD were processed statistically in order to verify
consistency, signilicance and adberence, with the
aim of establishing, through statistical projection,
the dose that would have a greater than 95%

probability of killing 5% of the mdividuals in a
madel group within 24 h (LDsg). In our study we
Found that the dose of FBP administered intrave-
nowsky, that led to the death of more than 50% of
the rats within 24 hwas 1068 mgfkg. The statistical
processing wsed was PROBIT.

The first hypothesis mised would be due to the
chelation of the ionic calciom (Fig. 3} caused by
the FBP. The reduction m plasmatic ionic calcium
may provoke convalsions and cardiac Fibrillation,
leading to death (Bellet and Jedlicka. 1969).
Studies using EDTA to provoke hypocalcemia
report a reduction in sinoatrial node automatism
and reduced ventricular frequency. In some cases,
hypocalcemia has caused cardiac fbrillation and
death (Bellet and Jedhicka, 1969, In order to
explore this hypothesis, a 10 mg'kg dose of
EDTA was used. The administration of EDTA
provoked the death of the animals and the
electrocardiographic profile was compatible with
hypocaleemia (Sumwicz et al., 1950},

In Fig. 5, we observe an increase in the
plasmatic concentration of phosphate, followed
by an increase in the rate of death that can be
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observed in Table 1 and Fig. 6. The lethal ellects
may result from the significant elevation of the
serum phosphate caused by the partial hydrolysis
of the phosphate molecules of the FBP. The
administration of phosphate resulted in a very
similar profile (ECG) to that of EDTA, because,
as 5 known, high concentrations of this ion
diminish the levels of ionic calcium {Vexler et al.,
1999}, although these two electrocardiographic
profiles are dillerent Ivom those found in rats
that received FBP. This shows that the death
provoked by the bisphosphorilated sugar is not a
result of the fall im the levels of ionic calcium,
which conlirms the fimdings shown in Figs. 3 and
4, where we can see that mits with the same levels
ionic calcium, exhibited different outcomes, some
died, while others did not.

Fig. & Index of correlation between the mortality rate and the
plasmatic phosphate. Thi indicated a very large correlation
=0T,
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Fig. 7. BOG o the rais treated with FBP, EDTA and
phospliate.

It was not possible to verily the mechanism by
which FBP provoked cardiac arrest. [t has been
reported that this bisphosphorilated sugar blocks
the K ' channels in hepatic (Roig et al., 1997) and
pancreatic (Giacosa et al., 1987) cells. However,
there was no evidence that cardiac K channels
sulfered the same effect. Therelore, we cannot
suggest that this mechanism caused the cardiac
arrest, although we believe that the cardiac arvest
provoked by FBP may be due toa direct action of
the bisphosphorilated sugar on the cardiac cell
membrang.
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