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1- INTRODUÇÃO 
 

 
 A sepse é decorrente da invasão de um grande número de microorganismos ou suas 

toxinas na circulação sangüínea (1). As alterações hemodinâmicas que ocorrem durante o curso 

clínico do choque séptico se devem às endotoxinas (LPS) liberadas pelas bactérias gram-

negativas, que desencadeiam a cascata dos mediadores inflamatórios, resultando em distúrbios 

da microcirculação em muitos órgãos (2). Ocorre então, o aporte insuficiente de oxigênio para 

os tecidos acarretando no predomínio da glicólise anaeróbica nos tecidos, com aumento de 

ácido lático e dano celular (3). Estudos específicos em músculo esquelético, cardíaco e no 

fígado de seres humanos e animais têm mostrado a depressão da respiração mitocondrial por 

endotoxinas in vivo e in vitro (4). 

 No processo séptico há um aumento significante nas interleucinas. Após a inoculação 

de endotoxina, certas citocinas aparecem rapidamente na circulação sangüínea. A seqüência 

clássica é a liberação do fator de necrose tumoral (FNT-α), seguido das interleucinas 1 (IL-1), 

6 (IL-6) e 8 (IL-8) (5) que são chamadas de citocinas pró-inflamatórias. A administração 

endovenosa de citocinas (FNT-α, IL-1, IL-2) induz uma síndrome semelhante à sepse ou 

choque séptico em animais ou voluntários humanos (6). Vários estudos correlacionam os níveis 

séricos das citocinas com as alterações clínicas e a gravidade da doença em pacientes sépticos 

afim de identificar os pacientes que possam se beneficiar da administração de moduladores 

antiinflamatórios (7). A IL-2 é promotora da mitogênese dos Linfócitos T, sendo portanto, uma 

citocina pró-inflamatória. Pacientes tratados com IL-2, tiveram o aumento de FNT-α no sangue 

(8) e hipotensão associada com o aumento da permeabilidade vascular, decorrente da liberação 

de óxido nítrico, uma vez que o bloqueador da síntese desse neurotransmissor, pelo N-metil-L-

arginina, reverte este efeito (9). 



 Além da IL-2, a ativação ou desativação de canais iônicos, podem estar envolvidos na 

proliferação de Linfócitos T.  Uma variedade de canais de cálcio são identificados em 

diferentes tipos de células, alguns dos quais, são voltagem dependentes (10,11). A mudança 

(aumento) no potencial elétrico transmembrana está relacionada com o crescimento e divisão 

celular. Utilizando-se um mitógeno (fitohemaglutinina) verifica-se que há um aumento do 

cálcio iônico extracelular, que pode provocar hiperpolarização celular (12) por aumentar o 

efluxo de potássio. Essas mudanças no potencial elétrico da membrana estão intimamente 

relacionadas a mitogênese de linfócitos T (13). 

 Apesar dos avanços terapêuticos, a sepse continua sendo uma das causas mais comuns 

de mortalidade (30 a 50%) nas unidades de terapia intensiva quando associada à disfunção de 

múltiplos órgãos. A resposta imune descontrolada parece ser a principal causa dessa patologia, 

sendo que um dos maiores desafios da imunologia é controlar as respostas indesejadas e 

estimular as desejadas. 

 Um candidato promissor para essa terapia na sepse é a Frutose-1,6-bisfosfato (FBP), um 

produto intermediário de alta energia da rota glicolítica. 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 óbito em um período de 15 horas. Dois tipos básicos de mecanismos 

são propostos para explicar o mecanismo protetor da FBP. O primeiro é que ela poderia, dentro 

da célula, modular o metabolismo glicolítico para aumentar os níveis de ATP (15,16,17,18). A 

segunda proposta é que a FBP atuaria em receptores de membrana ou fora da célula, quelando 

e reduzindo o cálcio iônico e a recaptação de cálcio pelas células (19). Isso justifica-se pelo 

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



 A relação entre o efeito protetor da FBP frente a lesões celulares e as modificações 

produzidas nos fluxos metabólicos e na permeabilidade da membrana ao potássio foi estudada 

em hepatócitos de ratos. A incubação dessas células com a FBP reduz a atividade metabólica, 

não afetando na concentração de ATP, o que sugere simplesmente uma manutenção no ciclo do 

ATP. Em hepatócitos incubados com FBP o fluxo passivo e ativo de potássio é reduzido. 

Entretanto, a bomba Na+-K+-ATPase em membranas semipurificadas não foram diretamente 

afetadas pela presença de FBP, o que sugere uma redução da atividade da bomba 

secundariamente induzida pela FBP. Além disso, as células tratadas com galactosamina, 

mostraram um aumento na permeabilidade ao potássio, que foi abolida pela presença desse 

metabótito. O efeito protetor, pode estar relacionado a prevenção ao efluxo de potássio (20). 

 Para que essa droga possa futuramente ser utilizada de forma segura no tratamento da 

sepse em ensaios clínicos, o presente estudo avaliou a ação da Frutose-1,6-bisfosfato sobre o 

sistema imune, dando ênfase ao seu efeito in vitro e in vivo no processo infeccioso e 

inflamatório. 



2- REVISÃO DA LITERATURA 
 

 
2.1. SEPSE 
 

A sepse é uma síndrome clínica, secundária à invasão da corrente sangüínea por um 

grande número de microorganismos tais como bactérias (pirogênicas ou não), fungos, parasitas 

e vírus ou suas toxinas (21). 

 Seus fatores fisiopatológicos incluem, principalmente, o local da infecção, sendo os 

sistemas da coagulação, fibrinolítico e inflamatório os determinantes de sua evolução (21).  

Os principais sintomas da sepse são a febre, pulso arrítmico e a pressão arterial baixa 

em virtude da queda na resistência periférica, aumento da capacidade vascular e  conseqüentes 

variações no débito cardíaco que, mesmo quando normal ou alto, mostra-se insuficiente. Além 

destes sintomas, pode ocorrer diarréia, anúria, resfriamento das extremidades,  pressão venosa 

central (PVC) baixa, insuficiência pulmonar progressiva, acidose metabólica, retenção 

nitrogenada (22,4), hemorragia digestiva e sangramentos anormais (21). 

 A vasodilatação  periférica é o mecanismo básico do choque endotóxico sendo que 

alguns órgãos são particularmente comprometidos pelo choque. No coração distinguem-se dois 

grupos de lesões: as necroses e hemorragias subendocárdicas e subepicárdicas e as lesões 

zonais ou em faixa do miocárdio. A necrose vai desde lesões isquêmicas de fibras miocárdicas 

isoladas a áreas de micro e macroinfartos (23).  

 Os pulmões são resistentes à isquemia e, portanto, são pouco lesados no choque 

hipovolêmico puro, mas são constantemente lesados na sepse, constituindo o chamado 

“pulmão de choque”, equivalente à “Síndrome de Angústia Respiratória do Adulto” (SARA). 

O quadro se caracteriza por acentuado edema intra-septal, seguido de coleção de líquido de 



edema e exsudato proteico nos espaços alveolares, além da presença ocasional de membranas 

hialinas (2). 

  Nos rins as lesões se localizam nos túbulos de todos os níveis. O padrão mais 

característico é o da necrose tubular aguda. Nas supra-renais ocorrem alterações comuns a 

todos os tipos de estresse, tais como exaustão lipídica e necrose das células corticais a partir da 

zona reticular. Podem ocorrer necrose e hemorragia na mucosa do tubo digestivo, designadas 

de gastroenteropatia hemorrágica. Nos casos mais graves podem ser observadas necrose 

centrolobular no fígado e esteatose. As lesões cerebrais variam com a sensibilidade das células 

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

 

2.1.1. TOXINAS BACTERIANAS  

 
 Sob o nome de toxinas bacterianas compreendem-se dois grupos de substâncias: 

exotoxinas e endotoxinas. 

 As alterações hemodinâmicas que ocorrem durante o curso clínico do choque séptico se 

devem às 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. São parte integrante da parede celular microbiana e tipicamente são 

lipopolissacarídeos (LPS) compostos de uma porção lipídica (lipídio A) inserida na parede 

celular, um núcleo polissacarídico evolutivamente conservado e o polissacarídeo O, altamente 

variável e responsável pela diversidade destas moléculas detectadas sorologicamente (25). As 

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



mediadores inflamatórios, aumentando a permeabilidade capilar e vasodilatação, resultando em 

distúrbios da microcirculação em muitos órgãos (2).   

 Na circulação, a endotoxina ativa o centro termorregulador e o processo de coagulação, 

altera o sistema Calicreína/Bradicinina, atrai leucócitos para o local da inflamação acarretando 

na queda do tônus esfincteriano da microcirculação e dilatação de capilares e vênulas. Ocorre, 

então, o aporte insuficiente de oxigênio para os tecidos acarretando o predomínio da glicólise 

anaeróbica nos tecidos, com aumento de ácido lático (acidose lática) e dano celular. O fluxo 

sangüíneo deficiente nos tecidos impede a retirada normal do dióxido de carbono, que reage 

localmente nas células com a água, formando concentrações intracelulares muito elevadas de 

ácido carbônico. Este, por sua vez, reage com diversos tampões teciduais para formar outras 

substâncias intracelulares ácidas. Durante o estresse sistêmico aumenta a produção de ACTH 

(hormônio adrenocorticotrófico). Para cada molécula de ACTH produzida, observamos uma 

molécula de endorfina, acarretando não só analgesia potente como também hipotensão e alta 

permeabilidade vascular (21). 

 A maioria das exotoxinas são proteínas secretadas pela célula bacteriana. Em alguns 

casos estas toxinas consistem de duas ou mais subunidades, uma das quais é requisito para 

ligação e penetração na célula, enquanto a outra inibe ou ativa algumas funções celulares (25). 

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

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

 

2.1.2. IMUNOPATOGENICIDADE DAS BACTÉRIAS  

 
 O sistema imunológico é efetivamente uma barreira contra a infecção e a agressão 

causada por agentes patogênicos. Quando linfócitos T ou B específicos ao antígeno estão 



ausentes ocorrem conseqüentemente complicações infecciosas. Em certas circunstâncias, 

entretanto, os próprios mecanismos imunológicos contribuem para a instalação de processos  

patológicos (22). 

 Uma função importante da resposta imune é recrutar mais células fagocitárias e 

moléculas efetoras para o local da infecção, através da liberação de uma bateria de citocinas e 

de outros mediadores inflamátorios. As citocinas cuja síntese é estimulada quando os 

macrófagos reconhecem constituintes microbianos são 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 e o FNT-α (Fator de Necrose Tumoral α). 

O FNT-α é um indutor da resposta inflamatória local que ajuda a conter as infecções e que 

também demonstra efeitos sistêmicos, muitos dos quais são prejudiciais. IL-1, IL-6 e FNT-α 

executam um papel crítico na indução da resposta de fase aguda no fígado. IL-1 e IL-6 

induzem febre, o que favorece a defesa do hospedeiro de vários modos. IL-8 é importante na 

migração de neutrófilos aos locais da infecção e a IL-12 é uma citocina significativa na 

ativação das células NK (Natural Killers) e no desvio de uma resposta de célula T CD4+, face à 

diferenciação de células T inflamatórias (22). Os efeitos combinados desses mediadores 

contribuem para as reações locais contra a infecção na forma de uma resposta inflamatória. 

O LPS estimula uma gama extraordinária de respostas do hospedeiro. Os efeitos 

clínicos mais importantes são febre e colapso vascular ou choque. A febre pode beneficiar o 

hospedeiro ou o parasita, ou ambos, e atualmente considera-se que a febre é decorrente da ação 

da interleucina 1 (IL 1) e o fator de necrose tumoral (FNT-α) no hipotálamo, ambos produzidos 

por macrófagos em resposta ao LPS (26). 



Atualmente a citocina mais intimamente relacionada à sepse é o FNT-α. Foi 

demostrado que níveis séricos elevados de FNT-α estão correlacionados com a gravidade das 

doenças, pois é o principal mediador dos efeitos fisiopatológicos da endotoxemia e choque 

endotóxico e contribui para a estimulação da síntese do óxido nítrico pela indução da enzima 

oxido nítrico sintase nos tecidos (27). No entanto, experimentos com animais indicam que 

nestes casos o FNT-α  provavelmente sinergisa com outras citocinas como IL-1 e IFN-γ para 

produzir toda a amplitude de efeitos  (25). 

A liberação do FNT-α pelos macrófagos induz efeitos locais protetores, mas quando 

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

sangüíneos, especialmente vênulas, aumentando o fluxo de sangue, a permeabilidade 

face a líquidos, proteínas e células, e a adesividade para as células brancas e plaquetas. 

A liberação local permite, assim, um influxo de líquidos, proteínas e de células para o 

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

vasos se fecham, prevenindo a disseminação da infecção para o sangue, os fluidos e 

células são drenadas para os linfonodos regionais onde se inicia a resposta imune 

adaptativa. Quando existe uma infecção sistêmica o resultado é o choque, coagulação 

intravascular disseminada com depleção dos fatores de coagulação e conseqüentes 

hemorragias, falência múltipla de órgãos e a morte (26). 

 A ativação do complemento pelos agentes de infecção contribui com a atividade dos 

mediadores inflamatórios C5a (o mais potente), C3a e C4a (em menor grau). Sendo 

intrinsecamente um mediador inflamatório, C5a é capaz, também, de ativar os mastócitos, 

levando-os à liberação de seus conteúdos granulares, que incluem a histamina, a serotonina e 



leucotrieno B4 (LTB4) que contribuem para as alterações ocorridas nas células endoteliais nos 

locais de infecção (26). 

 Freqüentemente a conseqüência biológica da associação das moléculas do 

complemento, anticorpos e endotoxina é a lise celular. A via clássica se inicia pela ativação do 

componente C1 pelo complexo antígeno-anticorpo, havendo, portanto a necessidade de uma 

resposta imune estabelecida que garanta a pré-existência 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 é denominado C3 convertase. Este 

último converte C3 em C3a e C3b. A ativação dos demais componentes (C5 e C9) se dá pela 

ação simultânea 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 à 

membrana celular. A lise promovida pelo sistema complemento se inicia pela fixação de C5b à 

receptores na membrana da célula alvo, e é 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 hipovolêmica do processo séptico (22). 

 
2.2. PROCESSO INFLAMATÓRIO  
 
  A inflamação é a reação local dos tecidos à agressão, como por exemplo à bacteremia, 

ocorrendo como resposta inespecífica que se caracteriza por uma série de alterações que tende 

a minimizar ou mesmo neutralizar os efeitos da agressão. As inflamações agudas se 

caracterizam pelo predomínio de fenômenos exsudativos decorrentes de alterações na 

permeabilidade vascular permitindo o acúmulo de líquido (edema) na região inflamada, de 



fibrina (formada no interstício celular pela interação entre componentes do plasma e fatores  

teciduais), de leucócitos, especialmente neutrófilos, e de hemácias. Nas inflamações crônicas, 

além destes elementos, ocorre localmente a proliferação de vasos, fibroblastos (com 

conseqüente deposição de colágeno), como também migração e proliferação local de 

monócitos e linfócitos (2). 

 A primeira alteração que se observa é uma fugaz vasoconstrição arterial local, que logo 

é seguida por dilatação ativa e intensa das arteríolas, capilares e veias circundantes. Os 

esfíncteres pré-capilares relaxam e, como conseqüência, numerosos capilares que estavam 

fechados, em repouso, se abrem aumentando significativamente o número de capilares 

funcionantes, tornando-se dilatados e ingurgitados. Após, há um aumento da permeabilidade 

dos capilares e vênulas. Estes vasos têm paredes muito finas, constituídas principalmente pelo 

endotélio, membrana basal e alguns pericitos. As células endoteliais e os pericitos contêm em 

seu citoplasma actina e miosina, sendo, por esta razão, contráteis. Por usarem contração, 

podem modificar as junções intercelulares, ampliando-as. Na inflamação ocorre um aumento 

da permeabilidade capilar; como conseqüência da ação de substâncias farmacologicamente 

ativas (os mediadores) que se formam no local. Os endotélios e pericitos se contraem 

separando as junções intercelulares permitindo a passagem sucessiva de líquido, 

macromoléculas e eventualmente, de células do sangue para o interstício. Em certos tipos de 

inflamação, os próprios agentes endotóxicos são capazes de lesar os vasos, permitindo que 

grandes quantidades de fluido, macromoléculas e células se acumulem nos interstícios. Como 

conseqüência do aumento da permeabilidade vascular, ocorre aumento da concentração dos 

elementos figurados do sangue (hemoconcentração) aumentando a viscosidade sangüínea. Esta 

alteração aumenta o contato das células com o endotélio, facilitando a saída de fluido dos 



vasos. Estes eventos provocam uma progressiva queda da velocidade da circulação e a área 

inflamada passa a ser mal oxigenada (29). O aumento da quantidade de líquidos nos interstícios 

eleva a drenagem linfática, o que pode ser benéfico por permitir que o agente agressor seja 

eliminado ou neutralizado, não obstante, pode servir também para disseminá-lo. O exsudato 

inflamatório é importante na contenção e limitação da agressão, pois dilui o agente agressor 

facilitando a sua retirada do local. Concomitantemente o exsudato transporta para o interstício 

anticorpos, complemento e outras macromoléculas envolvidas na inibição ou mesmo 

destruição de certos agressores, assim como na modulação da própria resposta inflamatória. O 

aumento da permeabilidade vascular associado à dilatação do leito capilar e venoso, além de 

outros fatores como o aumento da adesividade das plaquetas e a hemoconcentração, colaboram 

para um progressivo retardo da circulação na área inflamada, alterando o padrão da circulação. 

A migração das células da luz do vaso ao foco inflamatório não se faz de modo aleatório.  

 Os polimorfonucleares, especialmente os neutrófilos, são as células dominantes nas 

primeiras 24 a 48h após a invasão por microorganismos patogênicos. A seguir, começam a 

migrar os monócitos do sangue que ativados nos tecidos recebem a denominação de 

macrófagos; seguem-se os eosinófilos, e as células imunologicamente ativas como os 

linfócitos. As hemácias migram em menor número, porém, quando a agressão é muito grave, 

levando a comprometimento dos vasos, podem ser as células dominantes (2). 

 A adesão dos leucócitos está relacionada à carga iônica do endotélio e das células, 

assim como também ao cálcio (Ca++). Tem sido descritas proteínas adesinas que são induzidas 

ou ativadas por mediadores químicos e participam da adesão celular. Algumas destas adesinas 

se encontram em vesículas do citoplasma e na superfície das células, podendo sofrer a ação de 

vários fatores quimiotáticos, de frações do complemento, como conseqüência aumentam a sua 



quantidade, favorecendo a adesão. A interleucina 1 estimula a síntese de adesinas pelas células 

endoteliais sendo que algumas delas são específicas para alguns tipos de leucócitos. Por outro 

lado, outros mediadores parecem inibir a síntese de adesinas e desempenham papel nas fases de 

regressão do processo inflamatório (30). 

O controle da intensidade da resposta inflamatória, assim como seu desencadeamento, é 

realizado por mediadores. A vasodilatação e o aumento da permeabilidade vascular são 

mediados pela histamina e pela serotonina. No ser humano, a histamina é armazenada em 

mastócitos, basófilos e plaquetas e a serotonina em plaquetas, porém nos roedores, a serotonina 

é estocada em mastócitos. A liberação de histamina no foco inflamatório pode ser 

desencadeada por injúria tecidual, complexo antígeno-anticorpo, sendo este anticorpo da classe 

IgE, e pelos componentes C3a e C5a do sistema de complemento. Estes fatores promovem a 

degranulação dos mastócitos e basófilos, com posterior liberação da histamina no meio 

extracelular (2). 

 A histamina exerce suas funções interagindo com receptores, que podem ser de três 

tipos: H1, H2 e H3. A interação com receptores do tipo H1 desencadeia aumento de 

permeabilidade vascular em vênulas pós-capilares. A ativação de receptores H2 inibe a 

quimiotaxia de leucócitos e estimula linfócitos T supressores. A estimulação concomitante de 

receptores H1 e H2 promove vasodilatação máxima. A interação com receptores H3 promove 

inibição da síntese de secreção de histamina (2). 

 As cininas são outras substâncias envolvidas no processo inflamatório. São hormônios 

peptídicos endógenos, com ações potentes sobre os vasos sangüíneos. Todas as cininas 

possuem ação biológica semelhante, pertencem ao grupo de vasodilatadores mais potentes 

conhecidos. Causam aumento do fluxo sangüíneo renal e produzem hipotensão quando 



injetadas em animais. Aumentam também a permeabilidade capilar. A formação de cininas é 

catalisada pela ação de um grupo de peptidases chamadas calicreínas que agem sobre os 

cininogênios (uma α2 -globulina plasmática). A geração de cininas no plasma é obtida pela 

seqüência de reações enzimáticas: ativação do fator Hageman, ativação pré-calicreína em 

calicreína e clivagem do cininogênio em cininas, usualmente a bradicinina. A ativação deste 

sistema enzimático durante a reação inflamatória promove aumento da permeabilidade 

vascular, uma vez que a bradicinina é um potente agente vasoativo, induzindo vasodilatação. A 

bradicinina e a calidina são polipeptídeos curtos que atuam como agentes hipotensores e atuam 

sobre o músculo liso sendo liberados de proteínas plasmáticas específicas. Eles (polipeptídeos) 

contêm somente aminoácidos de proteínas. A calicreína apresenta atividade quimiotática para 

neutrófilos. Todas as calicreínas são serina-proteases, sendo que os sítios ativos e  mecanismos 

de ação assemelham-se aos de outras enzimas deste grupo. A calicreína plasmática está 

normalmente presente na forma de proenzima, a pré-calicreína, que é ativada pelo fator 

Hageman. Por sua vez, a calicreína constitui um potente ativador do fator Hageman e, portanto, 

faz parte do sistema de cascata da coagulação sangüínea (31). 

 O fator ativador de plaquetas (PAF) também participa da resposta inflamatória. É um 

fosfolípidio de membrana produzido pelos mastócitos e por leucócitos. Durante a resposta 

inflamatória promove a ativação e agregação de plaquetas, aumento da permeabilidade 

vascular, influxo de neutrófilos polimorfonucleares e eosinófilos, ativação de fagócitos seguida 

da liberação de radicais livres, liberação de enzimas lisossomais e de produtos do metabolismo 

do ácido araquidônico e estimula a produção de interleucina-1 pelas células endoteliais (32). 

 
2.2.1. VALORES HEMATOLÓGICOS DA SEPSE E DO PROCESSO INFLAMATÓRIO 

  



A liberação da reserva granulocítica medular dos neutrófilos ocorre por estímulos 

humorais, oriundos de áreas inflamadas, infeccionadas, traumatizadas ou necróticas. Os 

agentes quimiotáticos como a interleucina 1 provêm dos monócitos/macrófagos, dos agentes 

infecciosos (oligopeptídeos bacterianos) ou dos linfócitos. A neutrocitose derivada da 

mobilização da reserva caracteriza-se por aumento dos bastonados, já que estes predominam na 

medula. Esta alteração hematológica é chamada comumente de desvio à esquerda, um 

indicador sensível e específico de infecção. Há neutrocitose nas meningites, nas pneumonias, 

nas peritonites, na sepse e, quando há coleções purulentas teciduais, intracavitárias ou serosas.  

Os cocos gram-positivos causam neutrocitose com mais constância, mas a infecção por gram-

negativos pode igualmente acompanhar-se de neutrocitose. Na sepse há eosinocitopenia e 

linfocitopenia e os monócitos não se alteram nas primeiras horas. Tanto a linfocitopenia, 

quanto a eosinocitopenia podem ocorrer em situações de estresse de qualquer origem, ou em 

doenças infecciosas em geral (33).  

 

2.3. COAGULAÇÃO INTRAVASCULAR DISSEMINADA  
 
 Na sepse pode ocorrer o desenvolvimento de microcoágulos em áreas difusas do corpo 

(coagulação intravascular disseminada - CIVD). A destruição dos glóbulos vermelhos, seja por 

parasitas ou mecanismos auto-imunes, libera fosfolipídeos que aceleram a coagulação 

sangüínea culminando com a formação de trombina. Morfologicamente, o que é visto após a 

coagulação sangüínea são agregados de plaquetas com filamentos de fibrina na periferia. Na 

microscopia eletrônica observa-se, à medida que o processo evolui, plaquetas agregadas que 

apresentam-se degranuladas e de contornos irregulares. Sabe-se que as plaquetas são ricas em 

ATP e que possuem todos os elementos necessários para a respiração aeróbica. São elas, 

inclusive, capacitadas de realizar fagocitose (34). 



Na coagulação intravascular disseminada (CIVD) ocorre a ativação difusa do sistema 

de coagulação, cuja conseqüência é uma profunda perturbação da hemostasia. As endotoxinas 

bacterianas podem desencadear este quadro, pois ativam o fator XII (Hageman), que é o 

primeiro fator do sistema de coagulação em sua via intrínseca. O fator XII é uma proteína 

globular (betaglobulina) encontrado no plasma na forma inativa, conhecida como pré-fator 

Hageman, não apresentando atividade enzimática. Sua ativação é o resultado de contato com 

macromoléculas como colágeno, complexos imunes e polissacarídeos das paredes bacterianas. 

Um segundo mecanismo de ativação envolve clivagem do fator Hageman através de enzimas 

proteolíticas como plasmina e calicreína. A ativação do sistema de coagulação pode ser 

desencadeada pelo fator Hageman ativado, o qual atua em um conjunto de enzimas plasmáticas 

denominadas tromboplastinas. Estas por sua vez convertem a protombina em trombina, que 

transforma o fibrinogênio em monômeros de fibrina, originando polímeros de fibrina. Durante 

a resposta inflamatória, a ativação desta via enzimática serve para circunscrever o agente 

agressor e, por conseqüência, a própria resposta inflamatória (2). 

A CIVD não é apenas uma grave perturbação da hemostasia, mas constitui um 

mecanismo geral da doença. O sistema da coagulação tem a finalidade de manter o sangue 

dentro do compartimento vascular. O processo é desencadeado em duas etapas: uma fase 

inicial conhecida como hemostasia primária, que leva à produção do tampão plaquetário e uma 

segunda etapa, a coagulação propriamente dita, que leva à formação da fibrina provocando o 

selamento do tampão plaquetário. À medida que a cicatrização começa a se processar, a fibrina 

é gradualmente removida por um sistema enzimático denominado de sistema fibrinolítico. Um 

grande progresso no conhecimento da fisiopatologia da CIVD foi a demonstração da 

importância fundamental do sistema fibrinolítico no mecanismo de defesa.  Embora a 



coagulação seja controlada por uma série de agentes inibidores que têm a finalidade de 

delimitar sua ação ao local da lesão, em certas condições patológicas pode haver disseminação 

do processo com deposição intravascular de fibrina formada. O sangue circulante, nestas 

condições torna-se inteiramente anormal e o plasma passa a apresentar características mais de 

soro do que propriamente de plasma. A coagulação intravascular disseminada ataca não 

somente a fibrina formada como também o fibrinogênio. Este é  fragmentado em produtos  de 

degradação, denominados de X e Y (que possuem atividade antitrombina), e os “d” e “e” (que 

interferem na polimerização da fibrina). Ao que tudo indica, o mecanismo fibrinolítico não só 

impede a deposição de fibrina que eventualmente se forma, como também representa um dos 

mecanismos de defesa contra a disseminação da coagulação. Além da ação anticoagulante 

destes fragmentos do fibrinogênio há, por um mecanismo patológico especial, o 

desencadeamento sistêmico da coagulação, com formação de fibrina e sua deposição na 

microcirculação, condicionando grave perturbação da hemostasia por depleção de fatores 

plasmáticos pró-coagulantes e de plaquetas. Imediatamente é desencadeada a ativação do 

sistema fibrinolítico, com fibrinogenólise e formação de fragmentos de fibrinogênio com 

atividade anticoagulante sendo que muitos destes fenômenos são processados de modo 

simultâneo. Uma série de condições patológicas, inteiramente distintas entre si, pode 

desencadear o processo de coagulação intravascular disseminada. A melhor maneira de definir 

esta síndrome é como sendo uma condição caracterizada essencialmente pela ativação da 

protombina em trombina de um modo disseminado (2).  

 

2.4. DÉFICIT DE ENERGIA CELULAR NA SEPSE 
 
 Estudos específicos em músculo esquelético, cardíaco e no fígado de seres humanos e 

animais têm mostrado a depressão da respiração mitocondrial por endotoxinas “in vivo” e “in 



vitro”. Eventualmente há desacoplamento da oxidação e respiração, significando que a energia 

produzida por oxidação de substratos não é incorporada pelos aceptores de fosfato. A utilização 

de oxigênio sem produção de ATP pode explicar o quadro clínico de déficit de energia, a 

despeito do alto consumo de O2 (4). 

 Ocorre também a diminuição da enzima hepática triptofano pirrolase com 

correspondente diminuição da produção de ácido nicotínico que participa do sistema 

enzimático respiratório (4). 

O déficit de energia no choque séptico e hemorrágico e a sua subseqüente 

irreversibilidade têm sido correlacionados com a perda das bases Adenina e Guanina que 

participam da síntese dos fosfatos de alta energia (4). Com a falta de utilização de O2  há  queda 

da  fosforilação oxidativa e conseqüente queda da concentração de ATP. O uso da glicólise 

anaeróbica aumenta o ácido láctico que induz a queda do pH. Por sua vez, a falta de ATP 

diminui a eficácia da bomba NA+/K+ e da ATPase transportadora de cálcio. O Na+  e o Ca++  

entram para o interior da célula e o K+ sai. A pequena quantidade de Ca++ que é normalmente 

seqüestrado na  mitocôndria dispersa-se para o citosol. Com o aumento do gradiente osmótico 

no interior da célula, entra água no citoplasma se acumulando nas cisternas do RE e 

mitocôndria, inchando a célula. Com isto há dispersão dos polissomos, com diminuição da 

síntese protéica. Os lisossomos incham e em fase tardia liberam hidrolases que promovem a 

destruição dos constituintes celulares. Este mecanismo de degradação celular é potencializado 

pelo aumento da concentração citosólica de cálcio, que é responsável pela ativação de 

fosfolipases endógenas que vão degradar os fosfolipídeos das membranas (4). 



 No choque séptico ocorrem fenômenos que deprimem a produção de energia celular e, 

como conseqüência, dás-se a queda dos níveis energéticos. Esta queda pode provocar a morte 

celular (3). 

 
2.5. TRATAMENTO NA SEPSE 
 
 Na guerra contra doenças bacterianas, os microorganismos têm-se mostrado em posição 

ostensiva. A medicina utiliza um arsenal de antibióticos na defesa contra bactérias, no entanto, 

a resistência bacteriana persiste. Organismos bacterianos que causam inúmeras patologias 

desenvolvem potentes mecanismos de resistência à drogas (35). 

 A gravidade da sepse pode estar associada também ao uso indiscriminado e maciço de 

antibióticos os quais, em inadequadas dosagens e administrações, podem potencializar a ação 

de microorganismos (como as bactérias gram-negativas que são as principais desencadeadoras 

do processo séptico) (36). Os antibióticos são vítimas de sua própria força evolucionária 

quando usados em grande escala e seu uso indiscriminado seleciona bactérias que sobrevivem 

por criarem resistência à eles (25).  

A resistência bacteriana aos antibióticos, cuja atividade pode ser bloqueada por enzimas 

de bactérias, codificadas por genes localizados no DNA citoplasmático em plasmídeos, pode 

estar relacionada com a capacidade das mesmas em transferir plasmídeos entre organismos 

individuais, significando que as cepas ou espécies previamente suscetíveis a determinado 

antibiótico podem adquirir a capacidade de produzir estas enzimas e assim adquirir resistência 

diretamente de organismos resistentes. Estas formas resistentes são selecionadas 

direcionalmente sob antibioticoterapia com os indivíduos suscetíveis sendo eliminados da 

população (25). 



 

2.5.1 ANTIBIOTICOTERAPIA 

 
Diferentes medicamentos são associados ao combate da microbiota relacionada a sepse, 

entre elas cabe destacar: a) Cefalosporinas: compreendem a Ceftiaxona, Cefotaxima e 

Ceftazidima consideradas de 3ª geração e Cefipima e Cefipiroma consideradas de 4ª geração, 

que apresentam vantagens com relação às de 3ª geração por apresentarem atividade satisfatória 

sobre enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa (37). b) Carbapenêmicos: representados pelo 

Imipenem e Meropenem, seguem sendo os antibióticos de aspecto mais amplo disponível. Seu 

uso está restrito às infecções causadas por Acinetobacter sp. e por bacilos gram-positivos 

produtores de beta-lactamases. Tal cuidado na utilização desses fármacos deve-se a sua alta 

capacidade de indução de beta-lactamases e desenvolvimento de resistência, principalmente 

pela Pseudomonas aeruginosa, inclusive transtratamento com falhas terapêuticas 

documentadas (38).  

Considerando que a precocidade no diagnóstico e a capacidade de adequação dos 

esquemas de tratamento empírico e peculiaridades de vários grupos de antibióticos disponíveis 

algumas unidades de tratamento intensivo adotaram a utilização de Cefalosporina de 4ª geração 

associada ou não a aminoglicosídeos como tratamento, quando passou a se observar em alguns 

casos a resistência da Pseudomonas aeruginosa. Apesar do estabelecimento de uma estratégia 

lógica, falhas terapêuticas poderão ocorrer obrigando à alteração do tratamento inicial. Em pelo 

menos um estudo publicado a abordagem antibiótica inicial teve que ser alterada por falha 

terapêutica em 36% dos casos (77 de 214 casos). Cabe ressaltar que a falha trata-se de uma 

resposta dos pacientes constatada através de parâmetros clínicos, laboratoriais e/ou 

radiológicos após 72h de antibioticoterapia (39). 



 

2.5.2. IMUNOTERAPIA 

  

 Os estudos com agentes mediadores antiinflamatórios não-esteroidais, como o anticorpo 

monoclonal anti-FNT-α, antagonistas dos receptores solúveis de FNT-α, antagonistas solúveis 

de IL-1, antagonistas dos receptores da bradicinina e antagonistas das prostaglandinas não 

demonstraram eficácia na prática clínica (40). 

 Os glicocorticóides foram um dos primeiros agentes usados para modular a resposta 

inflamatória em pacientes com sepse (41). O primeiro estudo que avaliou o tratamento com 

baixas doses de glicocorticóides na sepse, dependente de vasopressor, receberam 

hidrocortizona 100 mg três vezes ao dia, via endovenosa durante cinco dias (42). Deve-se 

salientar que os pacientes do grupo que receberam glicocorticóides apresentaram apenas uma 

redução discreta na mortalidade (p<0,09). 

Briegel et al (1999), também estudaram o efeito de doses similares de hidrocortizona em 

pacientes com choque séptico hiperdinâmico (43). Os pacientes com sepse foram 

randomizados e receberam 100 mg de hidrocortizona iv em bolus, com seguimento de infusão 

contínua de 0,18 mg/Kg/hora por seis dias ou receberam as mesmas doses de placebo. Os 

pacientes tratados com hidrocortizona eram mais propensos à suspensão dos vasopressores do 

que os pacientes tratados com placebos (p<0,05). Um estudo publicado na França sugere que 

pequenas doses de glicocorticóides podem reverter o choque séptico, dependente de 

vasopressores, como também melhorar a sobrevida (44). 

 

2.5.3.  AÇÃO DA FRUTOSE-1,6-BISFOSFATO 

 

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



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

estáveis anoméricas, a α e a β furanosa (fig 1). 
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Figura 1 - Representação esquemática da  Alfa-D-frutose-1,6-bisfosfato 

 Este açúcar bisfosforilado é um metabólito que desempenha um papel direto na 

regulação de muitas rotas metabólicas. Pode alterar o metabolismo dos carboidratos 

estimulando a glicólise e inibindo a gliconeogênese. Além disso, é capaz de estimular a síntese 

de glicogênio e, ao mesmo tempo, impedir sua degradação. Tem a capacidade de estimular a 

síntese de lipídeos no fígado, levedura e E. coli, enquanto estimula a lipólise no tecido adiposo 

(45,17). 

 
2.5.3.1.1.  EFEITO SOBRE AS ENZIMAS DA GLICÓLISE 
 
 A FBP afeta a atividade de muitas enzimas que participam na conversão de glicose a 

ácido lático. Apesar de não ter o mesmo efeito em todas as células e em diferentes espécies, o 

efeito em cada caso é de estimular as reações na glicólise (Tabela I). 



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

ENZIMA EFEITO DA FBP CÉLULA OU TECIDO 
Fosfofrutoquinase ativa Músculo, coração, cérebro e 

fígado de mamíferos. 
Piruvatoquinase ativa E. coli, tecido adiposo, rim, 

fígado e outros. 
Lactato desidrogenase ativa Streptococcus, 

Lactobacillus, outros 
Fosfoglucoisomerase inibe a reação reversa Músculo de coelho, fígado 
Fosfoenol piruvato ativa E. coli, Salmonella 

Modificada a partir de KIRTLEY & McKAY (1977) 

  

 A ativação da fosfofrutoquinase (PFK-1) pela FBP está bem documentada. Em muitos 

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

ATP e a Frutose-6-fosfato (46,47,48,49). 

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

desidrogenase, mas a enzima de muitos microorganismos e actinomicetos possui um absoluto 

requerimento do açúcar bisfosforilado (17). 

 Com relação à piruvatoquinase, sua ativação é bastante ambígua, mas em geral diz-se 

que tem uma união cooperativa com fosfoenolpiruvato e que isto é ativado pela FBP  (17).  

 Estudos demonstraram que a FBP inibe a fosfoglucoisomerase somente em uma 

direção. A FBP  compete com Fru-6-P na reação inversa, mas não compete com a glicose-6-P 

quando a reação vai em outro sentido. Os autores observaram que a inibição da reação inversa 

desta enzima, leva as pessoas que possuem intolerância a frutose (quando estas ingerem 

frutose) a ter hipoglicemia (17). 

 A enzima fosfoglicomutase catalisa, como principal reação, a interconversão de Gli-1-P 

e Gli-6-P, usando como cofator a Gli-1,6-P2. Esta enzima, que é inibida por ATP e citrato (50), 



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

1,6-P2. 

 
2.5.3.1.2. EFEITO SOBRE AS ENZIMAS GLICONEOGÊNICAS 
  

A FBP inibe muitas enzimas da gliconeogênese (Tabela II). Na via usual da 

gliconeogênese a FBP é substrato e inibidor da Frutose 1,6 bifosfatase (52). Esta enzima pode 

unir fortemente dois íons metálicos (Zn+2/Mn+2) por molécula e nestas condições pode unir 4 

moléculas de substrato. As constantes de união diminuem a medida que os substratos vão se 

unindo, indicando uma interação negativa a medida que aumenta o número de ligantes (53). 

Com estes dados pode-se concluir que a FBP pode ser um importante modulador da 

gliconeogênese. 

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

Enzima Efeito da FBP Célula ou tecido 
Frutose-1,6-bifosfatase Inibe Fígado de coelho 
Fosfoglicoisomerase Inibe a reação inversa Músculo e Fígado 
Ribulose-1,5-bifosfato 
carboxilase 

Bloqueia a ativação Cloroplastos, algas 

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 é posteriormente usado para a gliconeogênese. Esta reação é 

ativada pela Fru-6-P e bloqueada pela FBP (53). 

 A enzima malato desidrogenase catalisa a descarboxilação oxidativa do malato a 

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



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

por ATP e também por intermediários glicolíticos, incluindo a FBP. 

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

muitos microorganismos, numa reação que permite gliconeogênese apartir de intermediários do 

ciclo dos ácidos tricarboxílicos. A enzima de Pseudomonas indigofera é inibida pela FBP (17). 

 
2.5.3.2. EFEITO PROTETOR DA FBP 
 
 Os estudos sobre o poder hepatóxico da galactosamina demonstraram que entre as 

drogas protetoras experimentais,  a FBP  aparece como sendo uma das mais interessantes. Por 

ser um açúcar bisfosforilado tem grande dificuldade em passar a membrana plasmática e, sendo 

uma substância fisiológica intracelular, pode apresentar muito poucos efeitos colaterais (54). 

 
2.5.3.2.1. EFEITO SOBRE A ISQUEMIA CARDÍACA 
 
 Depois de uma obstrução arterial começa um período de isquemia. Uma lesão 

irreversível pode acontecer se, em um pequeno período de tempo, não se restitui a energia da 

célula. É conhecido que no caso da isquemia, a produção da energia para a célula vem da via 

de Embden-Meyerhof. Baseando-se nestes dados, utilizou-se experimentalmente e 

clinicamente a administração de glicose, insulina e potássio (55). Desde que estes autores 

publicaram os primeiros êxitos com esta terapia, foram publicados trabalhos que apresentaram 

muitas contradições com tal tratamento para o infarto do miocárdio. 

 Uma das etapas críticas durante a isquemia é a inativação da fosfofrutoquinase (PFK-1), 

induzida por um progressivo aumento da acidez intracelular, provocando uma diminuição da 

concentração de FBP (56,57,58). 

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

perfusão cardíaca e monitorando parâmetros hemodinâmicos, eletrocardiográficos e efeitos 



metabólicos, administraram FBP aos cães e observaram uma melhora nas funções mecânicas 

do coração, demonstrando que o açúcar bisfosforilado causava uma regressão nas modificações 

eletrocardiográficas provocadas pela isquemia. Além disso, verificaram que o tratamento com 

FBP aumentava significativamente o ATP e a creatinina fosfato no miocárdio normal e 

isquêmico (59). 

 Verificou-se que a quantidade de ácido láctico estava aumentada e sugeriu-se que a 

FBP aumentava a oxidação da glicose. O mecanismo de ação do açúcar bisfosforilado, segundo 

os autores, é que este poderia atravessar a membrana plasmática e dentro da célula ativaria a 

glicólise anaeróbica, inibida pela súbita diminuição do pH, provocado pela isquemia, e a 

conseguinte inativação da PFK-1. Além disso, sugeriu-se que a FBP, uma vez dentro da célula, 

transpassaria as duas etapas de fosforilação, economizando duas moléculas de ATP. 

 EDDY et al. (1981) puseram em dúvida este trabalho, afirmando que por dois motivos 

básicos não podiam aceitar a teoria de Markov sobre o possível mecanismo de ação da FBP. 

Primeiro, que a FBP  um composto bisfosforilado, não pode atravessar a membrana plasmática 

e, segundo, em perfusões do coração isquêmico, a enzima chave para a glicólise é a 

gliceradealdeído-3-fosfato desidrogenase e não a PFK-1. Neste mesmo trabalho, EDDY et al. 

admitiram que o efeito protetor do açúcar existe mas que não é um efeito direto, sugerindo que 

sua ação poderia ser através de efeitos indiretos, possivelmente inibindo alguns efeitos das 

catecolaminas (60). 

 HASSINEN et al. (1991), utilizando um modelo de coração perfundido, monitoraram  

vários parâmetros cardíacos, entre eles o consumo de oxigênio, o fluxo coronário, a pressão 

sistólica intraventricular e a pressão diastólica intraventricular cardíaca. Observaram que o 

coração isquêmico tratado com FBP tinha uma diminuição do consumo de oxigênio, um 



aumento da pressão diastólica, uma diminuição na pressão sistólica e uma pequena diminuição 

do fluxo coronário quando se comparava com um coração controle, ou seja, o coração 

isquêmico sem tratamento com o açúcar bisfosforilado. Os mesmos autores observaram 

também, que a relação NADH/NAD+ no coração isquêmico aumentava quando se administrava 

a FBP e com isto podia aumentar a energia da célula com um conseqüente aumento de ATP. 

Além disso, verificaram que a FBP podia diminuir o cálcio iônico extracelular e, por isso, 

sugeriram que o açúcar bisfosforilado podia melhorar o rendimento mecânico e respiratório do 

coração isquêmico através da diminuição do cálcio iônico extracelular. De todo modo, ao 

utilizar EGTA, um quelante de cálcio, não puderam confirmar totalmente esta teoria. No caso 

específico do coração, convém ressaltar que o cálcio extracelular tem um efeito direto sobre a 

mecânica do coração e, portanto, os resultados obtidos podem ser particulares da ação do 

açúcar bisfosforilado sobre este órgão e não um efeito geral contra a lesão celular provocada 

pela isquemia (61). 

 
2.5.3.2.2. EFEITO SOBRE ERITRÓCITOS 
 
 LAZZARINO et al. (1984) incubaram FBP com plasma e sangue total humano em 

condições que pudessem reproduzir aquelas utilizadas clinicamente e observaram que a 

principal resposta era o aumento do açúcar (FBP) intraeritrocitário, que se acompanhava por 

uma significativa diminuição da glicose do sangue (62). RIGOBELLO & GALZIGNA (1982) 

mostraram que a interação da FBP com a membrana de eritrócitos induzia modificação na 

permeabilidade dos íons, incluindo a captação de potássio e a eliminação de hidrogênios, com 

o conseguinte aumento do pH intracelular e ativação da PFK-1, resultando em uma estimulação 

da glicólise (63). Tendo em vista os resultados citados, GIACOSA et al. (1987) trataram 

pessoas (voluntários) com FBP para verificar se esta poderia baixar os níveis de glicose no 



sangue (64). Utilizando uma concentração de 200 mg/kg de peso corporal em administração 

intravenosa, observaram que o açúcar bisfosforilado diminuía a resposta hiperglicêmica na 

ingestão de glicose e que os níveis de insulina plasmática estavam elevados quando os níveis 

de glicose estavam baixos. Em 1983, GIORDANO & DE SANTO, observaram que os níveis 

de insulina no plasma se encontravam elevados quando os pacientes receberam FBP (65). 

AVOGARO et al. (1979), verificaram que o tratamento com o açúcar reduzia os valores basais 

da glicose plasmática. Os resultados destes estudos sugerem que a administração exógena de 

FBP pode ter importância na regulação da homeostasia da glicose, influenciando na 

concentração de insulina (66). 

 É conhecido que a preservação do sangue em bancos de sangue provoca uma 

diminuição dos níveis intraeritrocitários de 2,3-difosfoglicerato (67). MARKOV et al. (1980) 

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

e concluiram que este efeito poderia aumentar a quantidade de oxigênio para os tecidos 

isquêmicos e provocar uma melhora no quadro clínico (59). Estes resultados sugerem que a 

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

 

2.5.3.2.3. PROTEÇÃO DA LESÃO RENAL PROVOCADA PELA ISQUEMIA 
 
 A lesão renal produzida pela isquemia é uma complicação que aparece durante alguns 

procedimentos cirúrgicos, quando o fluxo de sangue é interrompido. O córtex renal pode ser 

especialmente sensível à hipóxia e isquemia porque as enzimas necessárias para a glicólise 

estão presentes em baixas concentrações (68). Estas observações são utilizadas para explicar a 

severa lesão 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 proteção significativa, funcional e histológica, para o rim. A 

taxa de filtração glomerular, de fluxo urinário e a taxa de excreção absoluta de solutos foram 

iguais nos animais isquêmicos tratados com FBP e nos animais controles (69). Isto demonstrou 

que este açúcar bisfosforilado não protege totalmente o rim contra a isquemia renal. Este efeito 

protetor parece ser específico da FBP e não devido à expansão do volume plasmático, já que os 

ratos que foram injetados com iguais volumes de solução fisiológica não foram protegidos da 

lesão renal. Além disso, o efeito protetor da FBP tem mecanismos diferentes daqueles que são 

exercidos pelo manitol ou furesimida, já que estes protegem através de um mecanismo que está 

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

 
2.5.3.2.4. PROTEÇÃO CONTRA A FORMAÇÃO DE RADICAIS LIVRES 
 
 A formação de radicais livres na reperfusão pós-isquêmica ou através de substâncias 

tóxicas parece ser um mecanismo importante no desenvolvimento da lesão celular 

(73,74,75,76). Para proteger o organismo destes efeitos citotóxicos, as células têm 

desenvolvido mecanismos enzimáticos antioxidantes tais como enzimas (superóxido 

dismutase, catalase) ou antioxidante endógenos (ácido ascórbico, vitamina E). O tratamento 

com superóxido dismutase e vitamina E tem proporcionado êxitos clínicos para combater 

lesões mediadas por estes radicais. Sugeriu-se que o ATP pode ser um regulador fisiológico da 

atividade catalítica da enzima NADP oxidase, uma das enzimas responsáveis da produção de 

radicais superóxidos (77). 

 Em 1986, SCHINETTI & LAZZARINO, utilizando um éster de forbol (miristato 

acetato de forbol) para produzir radicais superóxido em neutrófilos humanos, verificaram que o 

tratamento prévio destas células com FBP inibia a produção de radicais superóxido provocada 



pela ação do éster de forbol. O mecanismo com que o açúcar diminuiu a formação destes 

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

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

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

histamina pelos mastócitos (78), sugerindo que o açúcar poderia ter um efeito antiinflamatório. 

 Demonstrou-se que a anóxia pode induzir uma transformação de xantina-desidrogenase 

em xantina-oxidase. Este sistema enzimático pode formar radicais superóxidos como 

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

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

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

diminuida durante a anóxia (79).  

CÁRDENAS et al (2000) incubram 5mM de FBP em slices de cérebros de ratos 

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

sintase  induzível (iNOS) e redução significativa dos níveis de glutamato e aspartato. Esta 

redução é uma das razões para acreditar que a FBP  possa exercer um efeito neuroprotetor (80). 

 
2.5.3.2.5. AÇÃO PROTETORA DA FBP SOBRE ISQUEMIA EM CÉREBRO E        
ASTRÓCITOS 
 
 GREGORY et al. (1989 e 1990) e VEXLER et al. (2002) investigando culturas de 

astrócitos demonstraram em células submetidas a hipoxia que a liberação de lactato 

desidrogenase diminuía quando se adicionava ao meio de cultura FBP. Observaram, também, 

que outros análogos da frutose, assim como outros metabólitos da rota glicolítica, não tinham 

um efeito protetor significativo. Além disso, verificaram que a FBP atenuava a diminuição do 

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



níveis de ATP e com isto impedia a lesão e a conseguinte liberação de lactato desidrogenase ao 

meio (81,82,83). DONOHOE et al. (2001) observou não só a preservação dos níveis de ATP 

como a capacidade de estabilização dos níveis de Ca+2 durante a hipoxia (84). 

 FARIAS et al. (1989) provaram a ação da FBP sobre as funções e metabolismo cerebral 

em coelhos sujeitos a coma hipoglicêmica. Utilizaram o eletroencefalograma e a diferença 

arterio-venosa na concentração de oxigênio como indicadores da atividade metabólica. 

Concluíram que a FBP podia melhorar as funções e metabolismo do cérebro e sugeriram que 

podia substituir, em parte, a glicose durante a hipoglicemia, sendo um substrato alternativo 

para a glicólise quando o metabolismo cerebral dos carboidratos estava diminuído (85). Com 

estas conclusões, FARIAS et al. (1990) tentaram observar se a FBP poderia ter um efeito 

protetor para o cérebro durante a isquemia anóxica. Verificaram que os animais tratados com o 

açúcar apresentavam menos alterações neurológicas que os animais controles (não tratados 

com FBP) e sugeriram que o metabólito poderia oferecer um efeito protetor para o cérebro 

durante a isquemia anóxica (86).  

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

submetidos à hipoxia (87) . Sugere-se também que o açúcar atue como protetor do Sistema 

Nervoso Central quando administrada intraperitonialmente. Este efeito da FBP não parece 

muito fácil de explicar, devido à grande seletividade da barreira hematoencefálica. É muito 

pouco provável que o açúcar possa penetrar no cérebro, sugerindo que o efeito da droga é 

indireto. 

  
2.5.3.2.6. PROTEÇÃO CONTRA A AÇÃO DE DROGAS 
 

O polihalogenado composto Tetracloro de Carbono (CCl4) é uma conhecida hepatoxina 

que pode provocar extensa lesão no fígado podendo provocar a morte do animal.  



RAO & MEHENDALE (1989) valorizaram o papel protetor da FBP contra esta droga. 

Observaram que as enzimas plasmáticas AST (Aspartato amino transferase) e ALT (Aspartato 

alanina transferase), que se originam do dano hepático, estavam significativamente menos 

aumentadas em animais tratados com CCl4 + FBP do que aqueles somente com CCl4. Dois 

metabólitos hepáticos, “ATP” e “ADP”, que diminuíam pela ação da toxina, recuperavam-se 

parcialmente pela ação do açúcar bisfosforilado. Nestes mesmos estudos do poder de 

regeneração do fígado, depois da ação lesiva do composto halogenado, comprovaram que as 

enzimas ornitina-descarboxilase e espermidina N-acetiltransferase, que são importantes para a 

regeneração celular, estavam significativamente mais aumentadas nos animais tratados com 

CCl4 + FBP que aqueles tratados somente com CCl4 (88). RAO & MEHENDALE (1990) 

encontraram os mesmos efeitos do açúcar bisfosforilado quando utilizaram como agente tóxico 

o chlordecone em combinação com CCl4 (89). 

FARIAS et al. (1989), utilizando como agente hepatóxico a galactosamina, verificaram 

que a FBP protegia o fígado do dano que pode provocar o açúcar aminado. Para realizar este 

estudo utilizaram parâmetros histológicos e marcadores plasmáticos da lesão hepática (AST e 

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

 

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

Parâmetro Controle GalN GalN + 
FBP 

Significância 
GalNx GalN+ 

FBP 
SGPT (U/L) 63±3 6172±1187 149±40 P<0,0001 
SGOT (U/L) 249±52 9611±2691 563±187     P<0,005 

γGT(U/L) 0,86±0,40 7,75±0,33 0,88±0,33     P<0,001 
Bilirrubinas(mg/dl) 0,13±0,03 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 já foram bem definidos, sendo 

testados vários compostos como agentes protetores contra os efeitos da hepatoxina. Entre as 

drogas experimentais está a FBP que apresenta um efeito protetor celular importante contra sua 

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

controle (91). Os estudos realizados usaram como parâmetros de lesão marcadores plasmáticos 

e celulares (ATP). 

Realizando experimentos “in vitro”, RIZZOLI et al. (1990) verificaram que o álcool 

podia aumentar a entrada de cálcio em células renais em ratos. Este efeito é dependente da 

concentração de cálcio (extracelular) e, também, do tempo de incubação (92). A FBP, 

adicionada a diferentes concentrações durante o tempo de pré-incubação, exerceu um efeito 

protetor contra este fenômeno. Sugeriram que seu efeito podia ser por um mecanismo de 

estabilização da membrana plasmática. Estes resultados foram confirmados também “in vivo” 

através de experimentos de GALZIGNA 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 

introdução via intraperitonial de uma cápsula de gelatina contendo fezes de ratos mais uma 

solução de Escherichia coli. Os ratos foram divididos em três 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 não houve mortalidade, no grupo séptico houve 

100% de mortalidade em 15 horas, enquanto que no grupo que recebeu frutose-1,6-bisfosfato 

houve uma sobrevida de 80% dos animais em 15 horas, 70% em 24 horas e 50% em 48 horas. 

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



 
2.5.3.2.8. PODER ANTIINFLAMATÓRIO DA FBP 
 

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

dexametasona em edema de pata de ratos (93). 

 
 



3- OBJETIVOS 
 
 

3.1- OBJETIVO GERAL 
 
 
• Avaliar potenciais mecanismos de ação da Frutose-1,6-bisfosfato (FBP) no 

tratamento da sepse experimental. 

 
 

3.2-OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
• Avaliar o efeito antiinflamatório in vivo da FBP. 

 

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

estimuladas por fitohemaglutinina (PHA). 

 

• Verificar se a FBP possui efeito antimicrobiano in vitro. 

 

• Relacionar a ação de bloqueadores de canais de potássio (clorpropamida) com a 

ação da Frutose-1,6-bisfosfato sobre células mononucleares humanas (PMNCs) 

estimuladas por PHA. 

 

• Avaliar in vitro o efeito da FBP na liberação de FNT-α por células mononucleares 

humanas (PMNCs) estimuladas por lipopolissacarídeos (LPS). 
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RESUMO 
 
 Apesar dos esforços terapêuticos, 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 consideração que, 

grande parte dos mecanismos de lesão tecidual provocados pela sepse incluem o processo 

infeccioso, inflamatório e o déficit de energia celular. Dentre estas drogas, utilizou-se a 

Frutose-1,6-bisfosfato por sua possível ação antiinflamatória e antimicrobiana. Utilizou-se 

ratos Wistar, divididos em três grupos experimentais. Um grupo controle (n=10) onde foi 

introduzida uma cápsula no peritônio dos animais; um grupo séptico (n=10) onde foi 

introduzida uma cápsula com conteúdo fecal não estéril e E. coli (1,5 x 109 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 antiinflamatório e antimicrobiano, foi realizado hemograma, hemocultura, 

antibiograma, injeção subcutânea de carragenina (tratamento com Frutose-1,6-bisfosfato por 

via oral e intraperitoneal) e determinação de cálcio iônico. A análise dos hemogramas revelou 

que leucócitos 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 açúcar bisfosforilado. O antibiograma apresentou um halo de inibição somente 

para o antibiótico ampicilina, não apresentando esse indicativo para a Frutose-1,6-bisfosfato. O 

poder antiinflamatório da Frutose-1,6-bisfosfato (por via  intraperitoneal) foi mantido cerca de 

60%, durante 5 horas nos ratos que receberam injeção de carragenina. Além disso, o açúcar 

diminuiu, com relação ao grupo controle, o cálcio iônico. Sugere-se que a Frutose- 1,6-

bisfosfato tem validade no tratamento da sepse experimental, possivelmente pela sua ação 

antiinflamatória e não antimicrobiana, pois a mesma não impediu a proliferação bacteriana, 



mas diminuiu a mortalidade dos ratos durante o quadro agudo da doença e aumentou o tempo 

de sobrevida dos animais.  

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

 
INTRODUÇÃO 
 

A disfunção da microcirculação é, reconhecidamente, o mais significante componente 

da lesão celular na sepse (1). As alterações hemodinâmicas que ocorrem durante o curso 

clínico do choque séptico, se devem as endotoxinas liberadas pelas bactérias, que induzem uma 

seqüência de alterações inflamatórias, incluindo a ativação de células efetoras e a liberação de 

uma infinidade de mediadores, entre eles as citocinas, moléculas de adesão, fatores de ativação 

das plaquetas e óxido nítrico (NO) (2). Estes eventos determinam o aumento da permeabilidade 

capilar e vasodilatação, provocando edema intersticial, contribuindo assim para diminuir o 

aporte de oxigênio para os tecidos (1). Ocorre então, o predomínio da glicólise anaeróbica, com 

aumento de ácido láctico (acidose láctica) e dano celular  (3). 

Como conseqüência do aumento da permeabilidade vascular, ocorre aumento da 

concentração dos elementos figurados do sangue (hemoconcentração) aumentando assim, a 

viscosidade sangüínea. Estes eventos provocam uma progressiva queda da velocidade da 

circulação e a área inflamada passa a ser mal oxigenada (4). Ocorrem fenômenos que 

deprimem a produção de energia celular e, como conseqüência, dás-se a queda dos níveis 

energéticos. Esta queda pode provocar a morte celular (5). 

 Este sistema leva a uma mobilização da reserva medular caracterizando-se pelo 

aumento dos leucócitos bastonados (6), levando a uma adesão endotelial destas células que 

dependem da carga do endotélio e também do íon cálcio (Ca++ ) (7). 

 Apesar dos esforços terapêuticos, 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 maciço de antibióticos os quais, em 

dosagens e administrações inadequadas, podem potencializar a ação de microorganismos, 

agravando o quadro inflamatório. Os antibióticos são vítimas de sua própria força 

evolucionária quando usados em grande escala, e seu uso indiscriminado seleciona bactérias 

que sobrevivem por criarem resistência à 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 consideração que, 

grande parte dos mecanismos de lesão tecidual provocados pela sepse incluem o processo 

infeccioso, inflamatório e o déficit de energia celular (10). Dentre essas drogas está a Frutose-

1,6-bisfosfato (FBP) que, tem sido reportada, como uma substância que exerce efeitos 

terapêuticos em várias situações patológicas como isquemia, choque e lesões tóxicas (11-14). 

Os efeitos benéficos da Frutose-1,6-bisfosfato tem sido documentados nas disfunções 

cardíacas, renais, cerebrais, hepáticas 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 açúcar bisfosforilado têm sido atribuídos a sua habilidade de 

manter os níveis de ATP quando a célula está sob estresse, porém os mecanismos celulares 

desta ação ainda não estão claros (23). Examinou-se o papel da Frutose-1,6-bisfosfato como 

uma possível opção terapêutica em ratos submetidos a sepse, pela sua provável ação 

antiinflamatória e antimicrobiana. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 
 

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 à 350 gramas, sujeitos a um ciclo de 12 horas 

claro/escuro. Os animais foram divididos em três grupos, contendo 10 animais cada, 

anestesiados com 50 mg/kg ip de pentobarbital. O abdômen de cada animal foi limpo com 

solução de álcool iodado. Foi realizada uma incisão de 2 cm a partir da linha alba. Em um 

grupo foi induzida a sepse introduzindo-se ip uma cápsula de agar com conteúdo fecal e 

suspensão de Escherichia coli. A concentração da suspensão de E. coli foi medida em 

espectrofotômetro (650 nm), resultando uma D.O entre 1.180 e 1.200, o que rendeu um total de 

1,5 x 109  C.F.U (Unidades Formadoras de Colônia/ ml) (24).  

Em outro grupo foi induzida a sepse e os animais tratados via ip no momento da 

indução com a Frutose-1,6-bisfosfato (Sigma Chemical Co.) 500 mg/Kg. No grupo controle foi 

introduzida uma cápsula de agar vazia na cavidade peritonial.  

  Foram considerados viáveis os indivíduos que sobreviveram após 15 horas da indução 

séptica. Este intervalo foi determinado tomando-se como parâmetro os animais sépticos não 

tratados uma vez que todos morreram neste período.  

  
HEMOCULTURA  

 
 Para verificar se a FBP possui ação antimicrobiana no tratamento da sepse, foi realizada 

hemocultura dos animais sépticos tratados com essa droga. Retirou-se cerca de 1mL de sangue 

de cada animal. O sangue foi depositado em um frasco com caldo nutriente. Após este 

procedimento os frascos foram levados a estufa em temperatura de 37º C por 24 horas. A 

análise do crescimento bacteriano foi realizado de acordo com a turbidez e formação de 

película no caldo nutriente (Becton Dicknson). As hemoculturas positivas foram analisadas 

para determinação dos microorganismos. O período de incubação 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 sólido – Merck). 

 
ANTIBIOGRAMA 

 
 Para avaliar os reais efeitos do açúcar bisfosforilado frente à população bacteriana, 

tendo em vista sua possível ação protetora frente ao quadro séptico, foi realizado um 

antibiograma.  Em placas de Petri, fez-se a replicação da bactéria Escherichia coli originada de 

uma cultura de concentração ideal de 1,8 x 108 microorganismos/mL - 0,6 na Escala de Mac 

Farland - (26) e outra cultura de concentração 2,0 na escala Mac Farland, que foram mantidas 

por um meio de cultura ágar Mueller Hinton (método modificado de Kirby-Bauer) (27) e 

incubadas por 24 horas em estufa a 37º C.  

A solução de FBP, 294 mM (concentração 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 água destilada representando a 

matriz da solução do açúcar. Outra amostra foi submetida à ação do antibiótico ampicilina 

10µg, cujo poder antibacteriano é inquestionável para E. coli. O resultado foi verificado 24 

horas após o procedimento e avaliado conforme a presença ou ausência de um halo de inibição. 

 

HEMOGRAMA 

 Para análise dos parâmetros hematológicos, foram coletadas amostras de sangue dos 

animais, 12 horas após os procedimentos de cada grupo experimental, retirando-se 1 ml de 

sangue através de punção cardíaca (28). Foi utilizado contador automático (Coulter STKS) e 

contagem manual (diferencial) em microscopia óptica. 

  



EFEITO ANTIINFLAMATÓRIO 

 A injeção subcutânea de carragenina  produz nos ratos um edema inflamatório (29,30) 

que pôde ser medido nas patas traseiras dos ratos (31).  

 Os ratos foram divididos em dois grupos: um grupo controle (n=10) que recebeu uma 

injeção 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 condições que o grupo 

controle. A carragenina (30 ml) foi diluída em 3 ml de água destilada, aproximadamente 1 hora 

antes da injeção e, em seguida, administrou-se 0,05 desta solução 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 açúcar e os não tratados (efeito inflamatório 100 %) os resultados foram 

expressos pela porcentagem de inibição. A extensão da resposta inflamatória foi registrada pela 

medida do volume da pata direita traseira (Pletismógrafo Ugo Basile 7150) antes (V0) e depois 

(V1) da administração de carragenina. 

   % inflamação (I) = V1 – V0 x 100 

      V0 
 

 Para verificar se era mantido o efeito antiiflamatório da Frutose-1,6-bisfosfato por um 

tempo maior e, em níveis aceitáveis, administrou-se por via intraperitoneal em intervalos de 1 

hora, 500 mg/kg do açúcar bisfosforilado. Esta metodologia foi utilizada durante 5 horas. A 

administração por via oral foi realizada em dose única 500 mg/kg, minutos antes da injeção de 

carragenina.  

  

DETERMINAÇÃO DO CÁLCIO IÔNICO EM SOLUÇÕES 



 O cálcio está envolvido em processos inflamatórios, como um agente quimiotáxico para 

leucócitos, além disso, muitos autores relacionam a presença desse íon em mecanismos de 

lesão celular (32).  Para verificar se a Frutose-1,6-bisfosfato exerce algum efeito sobre o cálcio 

extracelular, determinou-se o cálcio iônico em diferentes soluções. Utilizou-se 5mM e 10mM 

de Frutose-1,6-bisfosfato, 5mM de EGTA (um potente quelante de cálcio) e a solução controle 

de Krebs-Ringer. Dissolveu-se 2,5 mM de cloreto de cálcio em solução Krebs-Ringer 

bicarbonato, pH 7,4. Em seguida mediu-se a concentração de cálcio iônico através de um 

eletrodo seletivo em um Radiometer (ISA).  
Para análise estatística foi empregado o teste de Fischer. Para confecção dos gráficos, 

utilizou-se a média e o desvio padrão 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 presença 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 água destilada) não apresentou 

resistência à proliferação bacteriana (não houve halo de inibição) assim, não agiu como uma 

substância antimicrobiana (fig. 02-a); as placas incubadas com a solução de Frutose- 1,6-

bisfosfato não apresentaram qualquer halo inibitório ao crescimento de E. coli (fig. 02-b); as 

culturas bacterianas de E. coli incubadas com o antibiótico ampicilina 10 µg apresentaram um 

visível halo de inibição (~27mm) (fig. 02-c), caracterizando claramente sua eficiente ação 

como agente lesivo à população dos microorganismos.  

 

    
     a
       b
    c
 



Figura 02 – Cultura de E. coli após incubação de 24 horas. (a) água destilada, ausência de 
inibição; (b) frutose-1,6-bisfosfato, ausência de inibição (c) ampicilina 10 µg, visível halo de 
inibição;  

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

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

são indicadas as médias e os desvios padrões destes valores). 

 

Valores de Leucócitos 

0
5

10
15
20
25
30

Séptico Frutose 1,6 bisfosfato Controle

Grupos Experimentais

10
3 /m

m
3

  

   
   
   
   
  *      ♦ 

    * 

Figura 03 - Médias e desvios padrões dos valores de leucócitos nos grupos experimentais. 
As diferenças estatisticamente significativas entre o grupo controle e os grupos séptico e 
Frutose-1,6-bisfosfato são indicadas por * (P < 0,05) e, entre o grupo séptico e o da Frutose-
1,6-bisfosfato, são indicadas por ♦ ( P < 0,05). 

 

 Observou-se que os valores da contagem de leucócitos (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 instalação de um quadro 

inflamatório provocado pela sepse. 

Ação antiinflamatória: para verificar se a Frutose-1,6-bisfosfato exerce ação antiinflamatória, 

administrou-se via intraperitoneal e em intervalos de 1 hora, 500 mg/kg do açúcar 

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



antiinflamatório é mantido cerca de 60% durante o período estudado. Esses resultados estão 

representados na figura 04 e tabela 01. 

Efeito antiinflamatório da Frutose 1,6 bisfosfato
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Figura 04 - Efeito antiinflamatório da administração continuada de FBP 

  
Tabela 01 – Efeito antiinflamatório 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* 
% Inibição 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 observações.* (P<0.01); as diferenças significativas entre os 
grupos tratados com a droga e os controles foram comparados pelo Student´s t-teste. 
 

 A administração oral (dose única) de 500 mg/kg do açúcar apresenta uma potência 

antiinflamatória de 60%, 1 hora depois de sua administração, diminuindo posteriormente. Estes 

resultados são mostrados na figura 05. 
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  Figura 05 – Efeito antiinflamatório da administração oral de FBP 

 

Ação da Frutose-1,6-bisfosfato sobre a concentração de cálcio iônico: para verificar se o 

açúcar bisfosforilado poderia ter um efeito antiinflamatório através da diminuição do cálcio 

iônico extracelular, verificou-se a sua capacidade em diminuir esse íon. Na tabela 02 é 

demonstrado que a Frutose-1,6-bisfosfato diminuiu a concentração desse íon em relação ao 

controle. 

 

Tabela 02 – Efeito da Frutose-1,6-bisfosfato e EGTA sobre a concentração de 
cálcio iônico em solução. 

  
       Cálcio iônico (mMol/L) 

   Controle 2,00 
FBP                5mM                         1,32 

    FBP              10mM 1,02 
    EGTA     5mM 0,05 

 
O cálcio iônico foi determinado conforme já descrito no material e métodos. O íon  
foi dissolvido em Krebs-Ringer pH=7,4. Sua concentração final foi de 2,5 mM. 

 
DISCUSSÃO 
 
 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 não tratado este 



percentual atingiu 100%. Estes dados revelam que por algum mecanismo, o açúcar 

bisfosforilado atuou no processo séptico impedindo a mortalidade dos animais. Uma das 

hipóteses, é de que a Frutose-1,6-bisfosfato poderia atuar como antibacteriano, evitando assim 

que o processo irreversível 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 açúcar não teve ação 

antimicrobiana na concentração proposta. Logo, o mecanismo pelo qual, a Frutose-1,6-

bisfosfato impediu a mortalidade dos animais deve ter sido outro. 

Uma das possíveis propriedades da Frutose-1,6-bisfosfato é agir como antiinflamatório. 

Com base nesta afirmação acreditou-se que a Frutose-1,6-bisfosfato agiria atenuando ou até 

mesmo bloqueando a resposta inflamatória. A investigação dos elementos figurados do sangue 

nos grupos experimentais tornou-se imprescindível para o estabelecimento das variáveis que 

corroborassem com esta teoria.  

Os níveis de leucócitos apresentaram-se mais elevados no grupo séptico comparados 

aos sépticos tratados com o açúcar bisfosforilado e ao controle. A redução dos níveis de 

leucócitos no grupo séptico tratado com a Frutose-1,6-bisfosfato representa uma diminuição do 

influxo dos mesmos na circulação sistêmica. Estes elementos estão envolvidos em menor ou 

maior intensidade no processo inflamatório. Segundo MAMMEN (6) no processo séptico há o 

predomínio das formas em bastão na circulação, situação esta denominada desvio à esquerda. 

No grupo tratado com a Frutose-1,6- bisfosfato o nível de bastonados apresentou-se reduzido 

em relação ao grupo séptico. Esta redução pode estar implicada na diminuição ou 

mascaramento dos sinais oriundos de mediadores químicos locais que estimulam a quimiotaxia 

dos neutrófilos. Esses sinais estão associados à adesão de células endoteliais e leucócitos que, 



para ocorrerem, necessitam do cálcio extracelular.  HASSINEN et al. (33) demonstraram que a 

Frutose-1,6-bisfosfato poderia diminuir significativamente o cálcio iônico em soluções, 

sugerindo que o mecanismo de ação do açúcar era através da diminuição extracelular desse íon. 

De acordo com essa hipótese, 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 cálcio, pois os valores desse íon mantiveram-se abaixo, quando comparados aos 

valores controles, e isto supostamente poderia impedir ou diminuir a quimiotaxia ou aderência 

dos neutrófilos.  

Os monócitos, que estão em níveis mais elevados no grupo séptico, representam a 

primeira linha de defesa tecidual contra agentes estranhos. O aumento destes monócitos no 

grupo séptico implicam em alto estímulo na migração dos mesmos pela liberação das 

endotoxinas. A Frutose-1,6-bisfosfato parece atenuar esta resposta sistêmica. 

Alguns autores já sugeriram que a FBP  poderia ter uma ação antiinflamatória. Por esse 

motivo decidiu-se demonstrar no sistema experimental proposto se esse açúcar 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 administração 

intraperitoneal na primeira hora, caindo esse valor progressivamente até às 5 horas (fig.05). 

Possivelmente o açúcar bisfosforilado, seja mais facilmente excretado quando administrado por 

via oral e, em doses únicas de administração, não tenha um efeito antiinflamatório tão eficaz. 



A ação antiinflamatória, via intraperitoneal, da Frutose-1,6-bisfosfato vem confirmar o 

efeito positivo protetor da lesão celular do açúcar bisfosforilado. Até agora, a Frutose-1,6-

bisfosfato tem sido utilizada em diferentes tipos de tratamentos experimentais, tais como 

infarto agudo do miocárdio (34), coma hipoglicêmico (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 após a indução 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 período superior a 15 dias 

e não chegaram ao óbito. Estes dados comprovam a validade do uso da Frutose-1,6-bisfosfato 

no tratamento da sepse, possivelmente pela sua ação antiinflamatória e não antimicrobiana. 
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RESUMO 

 
A sepse é a causa mais comum de mortalidade nas UTIs. A Frutose-1,6-bisfosfato 

(FBP), um açúcar com dois fosfatos pertencente à via intermediária da glicólise,  apresenta 

resultados positivos para o uso terapêutico na sepse. O objetivo deste estudo foi verificar se a 

FBP teria algum efeito sobre o sistema imune, especialmente com relação à proliferação de 

linfócitos. As células mononucleares de sangue periférico foram isoladas do sangue de pessoas 

saudáveis por gradiente de centrifugação. Os linfócitos T foram estimulados com 

fitohemaglutinina (PHA) por 96h em concentrações variadas de FBP. A FBP nas 

concentrações entre 1,2 mM e 10 mM diminuíram a proliferação, mas em 5,0 e 10 mM 

reduziram  a viabilidade celular. Os níveis de sIL-2R foram reduzidos nas concentrações entre 

1,2 mM e 10 mM. Este estudo demonstra que a FBP possui um importante efeito na 

proliferação de linfócitos T. Em conclusão, os resultados sugerem um efeito imunomodulatório 

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

 

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

 

 

 

 



1. Introdução 
 

A sepse é uma resposta inflamatória sistêmica à infecção (1). Pode levar a uma reação 

inflamatória generalizada dos órgãos onde, muitas vezes, o tratamento acaba sendo um 

fracasso, acarretando em uma disfunção de múltiplos órgãos (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 açúcar com dois fosfatos pertencente à via 

intermediária da glicólise, apresentando resultados positivos para o uso terapêutico na sepse. 

Dois tipos básicos de mecanismos de ação foram propostos para a FBP. O primeiro é que a 

FBP é metabolizada por células,  produzindo diretamente trifosfato de adenosina (ATP) ou 

modulando o metabolismo e aumentando a produção do mesmo. Esta preservação de ATP foi 

demonstrada em numerosos estudos (4,5,6,7,8). Uma segunda proposta é  que a FBP tenha 

ação 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, provável que ela tenha 

dificuldade em atravessar a membrana celular. A FBP forma com o Ca2+ um quelato que é 

proporcional à concentração do açúcar, diminuindo o Ca2+  ionizado. De fato, foi relatado que o 

Ca2+ estava reduzido no tecido do miocárdio na  presença de  FBP (9,6). Estudos recentes 

demonstraram que a FBP apresenta proteção contra os danos causados pela ciclosporina-A, 

anfotericina B, e fenciclidina que induzem toxicidade no miocárdio. Parece que e a FBP exerce 

efeito protetor ao inibir a bomba (Ca2+-ATPase) e a atividade da Oxido Nítrico Sintase (NOS),  

diminuindo a síntese de óxido  nítrico (10,11). Planas et al mostraram que a ação inflamatória 

da carragenina pode ser atenuada por administração deste açúcar (12).  A  relação entre o efeito 

protetor da FBP contra o dano celular e as modificações produzidas nos fluxos  metabólicos e 

na permeabilidade da membrana ao potássio foi estudada em hepatócitos isolados de ratos. A 



incubação destas células na presença de FBP reduziu a atividade metabólica, sem afetar os 

níveis de  ATP,  sugerindo um “downregulation” na renovação de ATP. Na presença de FBP 

com hepatócitos, o  fluxo de K+, tanto passivo como  ativo,  diminuiu. Entretanto, a atividade 

da bomba Na+-K+ de membranas semipurificadas não se alterou sobre o efeito da FBP, o que 

sugere ser  um efeito secundário  à alteração da bomba de Na+-K+, e não um efeito direto. 

Além disso, células tratadas com galactosamina mostraram um aumento marcante na 

permeabilidade do K+, e isso foi abolido na presença de FBP. Este efeito protetor pode ser 

devido à diminuição do transporte de K+ (13, 14).  

As evidências sugerem que uma reação inflamatória massiva é o resultado da liberação 

de citoquinas do sistema imunológico, e isto leva ao quadro clínico da sepse (15). O fator de 

necrose tumoral (FNT-α) e a interleucina-1 (IL-1) são as duas primeiras citoquinas envolvidas 

nesta patologia (16). O Interferon-γ pode agir juntamente com a interleucina-2 (IL-2) 

promovendo o aumento da liberação de FNT-α, fazendo com que ocorra a ativação de 

linfócitos-B, aumentando, assim, a produção de anticorpos (17). Muitas toxinas bacterianas 

causam a liberação de IL-2 pelos linfócitos. 

 A IL-2, concomitantemente com  a infusão de células linfocitárias NK ativadas, tem 

sido usada como tratamento para o câncer, mas em relação ao choque séptico obteve-se 

resultados pouco alentadores.  Em pacientes tratados com IL-2, 65% desenvolveram 

hipotensão associada com o aumento da permeabilidade vascular, alguns dos quais foram a 

óbito. Os sobrenadantes de linfócitos estimulados com IL-2 foram administrados em ratos e 

verificou-se que a função cardíaca foi reduzida em mais de 50%. Assim, provavelmente algum 

fator secretado por linfócitos estimulados pela IL-2, ou ela mesma, são cardiotóxicos. 

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



ativação de linfócitos T induz a síntese de IL-2, bem como a expressão de receptores 

específicos de superfície para a própria citoquina (19). A produção,  secreção e expressão de 

receptores de IL-2 são primordiais para o crescimento e estimulação de linfócitos T.   

O íon Ca2+ tem sido sugerido como um importante mensageiro por transmitir os sinais 

entre a membrana plasmática  e os compartimentos internos da célula. O mecanismo pelo qual 

o Ca2+ citoplasmático ativa linfócitos T sugere que o mesmo seja dependente do Ca2+ 

extracelular (19). Uma variedade de canais de Ca2+ foi identificada em tipos diferentes de 

células. Alguns mostraram ser potencialmente dependentes (20,21). A mudança no potencial 

elétrico transmembrana também foi correlacionada com a divisão e o crescimento celular. A 

Fitohemaglutinina (PHA) induz o aumento do[Ca2+] intracelular e pode ser acompanhado por 

hiperpolarização no potencial de membrana (22), possivelmente devido aos efeitos do Ca2+ e 

do K+. As mudanças nos potenciais elétricos transmembrana são importantes para que ocorra a 

proliferação de linfócitos T (19).    

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

sistema imune, especialmente com relação à proliferação de linfócitos T . 

 

2. Materiais e Métodos  
 

2.1 Reagentes 

 RPMI 1640, solução 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 Preparação das células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)  

As PBMCs foram isoladas do sangue de pessoas saudáveis por gradiente de 

centrifugação. Um total de 20 ml do sangue heparinizado, separado do plasma, foi diluído 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 linfócitos T, foram 

colhidas com uma pipeta estéril, transferidas e lavadas duas vezes no Hanks. As células foram 

então ressuspendidas em RPMI 1640 com 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de streptomicina 

e 5% soro humano AB, obtendo-se uma concentração celular de l,6 x l05 /ml. A viabilidade 

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

 

2.3 Teste de Linfoproliferação 

A fitohemaglutinina foi usada como mitógeno para proliferação de linfócitos T. A 

Frutose-1,6-bsifosfato foi dissolvida em RPMI 1640. As células mononucleares do sangue (1,6 

x l05 células/ml) foram plaqueadas diretamente com concentrações de 0,3; 0,6; 1,2; 2,5; 5,0 e 

10mM de FBP, que foram cultivadas na presença do mitógeno (10 µg/ml, PHA) e colocadas 

em placas de 96 poços (Corning Inc., Corning, NY) em uma estufa a 37°C com 5% de CO2 

úmido por um período de 96 h.  

A proliferação dos linfócitos foi determinada pelo ensaio de MTT (23). O MTT foi 

dissolvido em RPMI 1640 5mg/ml e adicionado nos poços 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 poços foram passados por um leitor Hyperion Micro-Leitor, em 



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

óptica e todas reações 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 xl05células/ml), que foram incubadas em placas de 24 poços (Corning Inc., 

Corning, NY) a 37°C com 5% de CO2 úmido em um período de 24 horas. A viabilidade celular 

foi verificada pelo método de exclusão do trypan blue. Todos os testes foram executados em 

quadruplicata.  

 

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

Níveis de receptores solúveis de IL-2 foram medidos por ELISA, com uso de R&D 

Systems Kit (Minneapolis, MN) de acordo com as instruções do fabricante. Os sobrenadantes 

das culturas foram coletados depois de 96 horas do ensaio de linfoproliferação. Todos os 

padrões e amostras foram testados em duplicata. A concentração sIL-2R foi expressa em 

pg/ml.  

 

2.6 Análise Estatística  

As diferenças estatísticas dos grupos, foram testadas pela análise de variância 

(ANOVA) usando SPSS 9.0 do Windows (8.0).  

Todos os resultados expressos com significância ± DP, P<0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

3. Resultados  
 

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



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

proliferação de Linfócitos T in vitro na presença de PHA (10 µg/ml). 

O resultado apresentado na figura 1 demonstra que a FBP em concentrações entre 1,2 

mM e 10 mM diminui significativamente a proliferação destas células. 
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feito Imunomodulatório da Frutose-1,6-bisfosfato em linfócitos T estimulados 

 PBMCs foram estimulados por 96 h com PHA, juntamente com diferentes 

de FBP. A proliferação foi medida usando o ensaio colorimétrico de MTT. Os 

 apresentados com uma densidade ótica de significância ± DP e todas reações 

das em quadruplicata. O asterisco demonstra uma diferença significativa (p < 

ão ao grupo  controle PHA (estimulado).       

ade da Frutose-1,6-bifosfato em PBMCs  



Para determinar se o efeito inibitório da Frutose-1,6-bifosfato na  linfoproliferação era 

devido à 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 concentrações de 5,0 e 10 mM. 
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Figura 2: Citotoxicidade da Frutose-1,6-bisfosfato em PBMCs. Os PBMCs foram 

incubados por 24h com várias concentrações de FBP. A viabilidade celular foi verificada pelo 

método de exclusão do trypan blue. Todos os testes  foram executados em quadruplicata. Os 

resultados são apresentados em porcentagem com significância ± DP e todas reações foram 

executadas em quadruplicata. O asterisco demonstra uma diferença significativa (p < 0,05) em 

relação ao grupo  controle.  

 

3.3.Níveis de receptores solúveis de IL-2 na presença de Frutose-1,6-bisfosfato 

Para confirmar a eficácia do efeito inibitório da Frutose-1,6-bisfosfato na 

linfoproliferação, foram mensurados os níveis de sIL-2R nos sobrenadantes das culturas. 



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

concentrações entre 1,2 mM e 10 mM.  
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Figura 3: Os níveis de receptores solúveis de IL-2 na presença de Frutose-1,6-

bisfosfato. Os sobrenadantes da cultura foram coletados 96h após o ensaio de 

limfoproliferação. Os receptores solúveis de IL-2 foram medidos pelo método de Enzima 

Imuno Ensaio (ELISA). Os resultados foram expressos com uma significância ± DP .O 

asterisco demonstra uma diferença significativa (p < 0,05) em relação ao grupo controle PHA ( 

estimulado).       

 
 
4. Discussão 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar o possível efeito da FBP sobre a proliferação de 

Linfócitos T, relacionando-o com as alterações imunológicas  que levam  ao quadro da sepse. 

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



concentrações de FBP foi associado a uma redução proporcional da proliferação de Linfócitos 

T.  

Para investigar se o efeito inibitório da Frutose-1,6-bisfosfato frente a limfoproliferação 

foi devido à 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 concentrações de 5,0 e 10 

mM.  

Foi também investigado o mecanismo responsável pelo efeito inibitório  em linfócitos 

T, pela dosagem de sIL-2R. A Interleucina-2 (IL-2) é uma linfocina sintetizada e secretada por 

linfócitos T ativados por lecitinas ou antígenos, reagindo com receptores específicos de alta-

afinidade na superfície desses linfócitos. Em contraste com outros sistemas mediados por 

hormônios, a ativação celular é um pré-requisito para a indução de ambos, ligantes (IL-2) e 

seus receptores (IL-2R), o último terá que se expressar rapidamente na superfície da célula em 

tempo-dependente e maneira heterogênea. O IL-2R solúvel pode servir como uma rota 

imunoregulatória para o crescimento da célula e sua diferenciação (24).  

 Embora houvesse mudanças na viabilidade celular, a Frutose-1,6-bisfosfato mostrou um 

efeito inibitório na proliferação dos Linfócitos T e na expressão de sIL-2R. Tem sido reportado 

que a IL-2 atua em Th1 e  é uma citoquina expressa por Linfócitos T ativados, facilitando a 

proliferação dos mesmos e auxiliando a regulação de ações de uma variedade de outros tipos 

de células de defesa (25). A IL-2  é uma das principais citoquinas envolvidas na cascata de 

resposta a agentes estranhos e a sua inibição pela FBP pode acarretar mudanças significativas 

no sistema imune. A concentração de receptores solúveis de IL-2 foi reduzida nas doses de 1,2; 

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



inibição da proliferação e da expressão da citoquina, sendo as concentrações de 5,0 e 10 mM 

apresentaram citotóxicas.                                                  

 A FBP forma com o Ca2+ um quelato que é proporcional à concentração do açúcar, 

diminuindo o Ca2+  ionizado. De fato, foi relatado que Ca2+ estava reduzido no tecido de 

miocárdio na presença de FBP (9,6).  Acredita-se que o mecanismo pelo qual FBP diminui a 

liberação de IL-2 inclui um “downregulation” do influxo de Ca+2, mas a natureza específica do 

efeito não está bem estabelecida.  

 Outra possível explicação pode ser que a FBP age na membrana das células, 

modificando a permeabilidade de alguns íons. O uso de FBP em hepatócitos provocou uma 

diminuição dos fluxos passivos e ativos, do íon K+ (13). A condutibilidade  do K+ pela 

membrana é  o maior determinante da geração do potencial transmembrana dos Linfócitos T. 

A mudança no potencial elétrico transmembrana sugere haver acontecimentos prévios e 

importantes na mitogênese dos linfócitos (26), o bloqueio dos canais de K+ inibe a produção 

de IL-2 e a  proliferação de linfócitos T induzida por lecitina (27).  

Em conclusão, nossos resultados informados aqui sugerem um efeito 

imunomodulatório da FBP na proliferação de Linfócitos 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 sTNFRII were 

reduced at Chlorpropamide concentrations between 5mM 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 sTNFRII 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. 1,2 

 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).2 The two receptor types are immunologically distinct but their extracellular domains 

shown similarities in the pattern of cysteine residue locations in four domains. 3 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 4 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.5,6 It has 

been reported that at low concentrations of TNF, binding to soluble receptors can stabilize TNF 

and augment some of its activities.7 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.8 In recent work were demonstrated that the FBP at concentrations between 1.2 and 

10 mM decreased levels of soluble IL-2 receptor. 9 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.10 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.11 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 β-cells. Their 

principal target is the ATP-sensitive potassium channel, which plays a key role in insulin 

secretion.12 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 sTNFRII 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 l.6 x l06 /ml as previously described.9 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 l05 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 µg/ml, PHA) in 96-well microtiter plates (Corning Inc., Corning, NY) at 37°C in a 

5% CO2-humidified incubator for 96 h. 

 Lymphocyte proliferation was determined by MTT assay as previously described.13 

Briefly, MTT (3-[4-5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma 

Chemical Co., St Louis, MO) was dissolved in RPMI 1640 at 5mg/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 l05 cell/well), which were incubated in 24-well microtiter plates 

(Corning Inc., Corning, NY) at 37°C in a 5% CO2-humidified incubator. The cellular viability 

was performed by MTT assay as previously described13 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 (sTNFRII) levels 
 
 sTNFRII production was assessed by measuring sTNFRII levels in supernatants from 

PBMCs incubated at a final concentration of 1.6 x 105 cell/well in complete culture medium for 

24 hours at 37ºC in 5% CO2 atmosphere.14 Cell were cultured in 24-well plates and the 

conditions consisted of (i) unstimulated; (ii) stimulated with endotoxin (LPS) (Escherichia coli, 

Sigma, 0.1 µg/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 5mM 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 

–70ºC until analyses. Commercially available ELISA kits (R&D,UK) were used to measure 

human soluble TNF receptor concentrations in cell culture supernatant. The λ 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 µg/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 sTNFRII stimulated with LPS 
 



 It was determined whether differences in sTNFRII 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 5mM 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.15 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,16 and inhibit in vitro induced increases in intracellular  calcium, cytokine 

production, and T-lymphocytes proliferation.17,18 Koo and cols.19 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.20 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.21 

 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.20 

 Leonard and cols.16 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.22,23,24 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.11 

 TNF elicited a 2-and-5-fold increases in K+ and Cl- 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 Cl- 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 Cl- channels participate in pathways leading to 

TNF-mediated cell death and thus represent potential therapeutic targets to attenuate liver 

injury from TNF. 25 

 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.1,2 

 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-2,9 they caused also a diminution of the 

levels of soluble TNF receptors (sTNFRII). The doses of 1.25/2.5mM of FBP and 

5mM/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.10 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 sTNF 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 inflamatória exacerbada. As 

citoquinas inflamatórias representam um papel central na patogênese do choque séptico, e 

futuras terapias poderão depender do controle dos efeitos destas citoquinas. O objetivo deste 

estudo foi investigadar o efeito de duas drogas, Frutose-1,6-Bisfosfato (FBP), um metabólito 

glicolítico de alta energia, e a Clorpropamida (sulfonilureia) na proliferação de linfócitos T e 

nos níveis de receptores solúveis de FNT (sFNTRII). Células mononucleares do sangue 

periféricas (PMBCs) foram isoladas de humanos saudáveis através de um gradiente de 

centrifugação. Os linfócitos T foram estimulados durante 96 h com fitohemaglutinina (PHA) e 

por 24 h com lipopolissacarídeo (LPS) sendo utilizadas concentrações variadas de 

Clorpropamida e FBP. A Clorpropamida nas concentrações entre 2,5 e 10mM e FBP nas 

concentrações entre 1,25 e 10mM diminuíram a proliferação linfócitos T. A Clorpropamida 

reduziu a viabilidade celular na concentração 10mM e a FBP nas concentrações de 5,0 e 

10mM. Os níveis de sTNFRII foram reduzidos com a Clorpropamida nas concentrações entre 

5mM 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 proliferação celular e os níveis de sTNFRII e, esses resultados podem 

estar relacionados com o bloqueio dos canais de potássio, dessa forma agindo como potentes 

agentes na  imunomodulação.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
INTRODUÇÃO 
   

   O choque séptico representa um exemplo da resposta inflamatória exacerbada. Os 

efeitos sistêmicos de sepse são causados principalmente pelas citoquinas endógenas que são 

normalmente benéficas ao organismo quando estão limitadas ao local de infecção; porém, elas 

são freqüentemente letais quando entram na circulação. O alvo principal das citoquinas 

circulantes são leucócitos, células do endotélio e o coração. Citoquinas inflamatórias tem um 

papel principal na patogênese do choque séptico, e futuras terapias poderão intervir nos efeitos 

destas citoquinas. As complicações do choque estão principalmente relacionadas com a 

liberação do LPS, um lipopolissacarídeo oriundo de bactérias gram-negativas durante a 

infecção. Atualmente considera-se que a maioria dos efeitos hemodinâmicos provocados pelo 

LPS seja  pela indução da síntese e liberação de FNT pelos macrófagos. O FNT desempenha 

um papel benéfico como mediador de resistência às infecções e na formação de tumores. 

Porém, a super produção ou expressão imprópria destes fatores podem conduzir a uma 

variedade de condições patológicas, incluindo a toxicidade sistêmica e o choque séptico.1,2 

 As ações do FNT são produzidas após fatores ligantes específicos agirem nos receptores 

de superfície da célula. Foram identificados e clonados dois receptores distintos de FNT. Todos 

os tipos de células estudadas mostraram a presença de um ou ambos os tipos de receptores 

(FNTRII - 75 kDa e FNTI - 55 kDa).2 Os dois tipos de receptores são imunologicamente 

distintos, mas seus domínios extracelulares têm mostrado semelhanças nos padrões dos quatro 

domínios de locações residuais de cisteína.3 Os domínios intracelulares dos dois tipos de 

receptores aparentemente não possuem conexão, sugere-se que os mesmos empregam 



diferentes vias na transdução dos sinais. Muitos grupos identificaram proteínas ligantes 

solúveis de FNT em soro e urina de humanos, essas proteínas podem neutralizar as atividades 

biológicas do FNT-α e FNT-β.4 Os mecanismos envolvidos na indução da liberação dos 

receptores de FNT não estão claros. Estudos relatam que há uma correlação entre o aumento do 

FNT e os níveis de receptores solúveis, sugerindo que os estímulos que causam o aumento do 

FNT, também induzam a liberação desses receptores.5,6 Foi relatado que em baixas 

concentrações de FNT, os receptores solúveis podem estabilizar o nível de FNT e aumentar 

algumas de suas atividades.7 Assim é possível que, em determinadas situações, um pool de 

receptores solúveis de FNT possam representar a estabilização e o controle  na liberação de 

FNT.   

 A Frutose-1,6-bisfosfato (FBP) é um metabólito glicolítico de alta-energia e acredita-se 

que possui um efeito protetor em células lesadas por agentes tóxicos.8 Em estudo recente 

demonstrou-se que a FBP nas concentrações de 1,2 à 10 mM diminuiu os níveis de receptores 

solúveis IL-2.9 Como conclusão o estudo sugeriu que a FBP possui um efeito 

imunomodulatório. A possível explicação para isso, poderia estar relacionada com a possível 

interação da FBP  com membranas celulares, modificando a permeabilidade iônica. Na 

presença de FBP, o efluxo de K+ por canais passivos e ativos em hepatócitos é diminuído.10 

Sendo a condutância de K+ através da membrana o principal determinante para o potencial 

elétrico de linfócitos T, mudanças no mesmo são sugeridas como sendo o início do processo 

que desencadeia a mitogênese em linfócitos.11 As sulfonilureias tais como a Clorpropamida são 

administradas em pacientes com diabete mellitus tipo-2 (diabete mellitus não-insulino-

dependentes, NIDDM), cujo efeito farmacológico baseia-se na indução da secreção de insulina 

pelo pâncreas. O alvo principal desse fármaco é o canal de potássio ATP-dependente que 



desempenha um papel fundamental para ocorrer a secreção de insulina.12 Nós sugerimos que 

estas duas drogas (FBP e Clorpropamida) podem agir da mesma maneira, pela propriedade de 

ambas no bloqueio dos canais de potássio ATP-dependentes. Estudos in vitro e in vivo indicam 

que o bloqueio dos canais de potássio, inibem a ativação de linfócitos 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 proliferação 

de linfócitos T e nos níveis de sFNTRII  que podem estar envolvidos no processo que 

desencadeia o choque séptico.   

   

MATERIAL E MÉTODOS 
 

Preparação de células sanguíneas periféricas mononucleares (PBMCs)   

 As PBMCs foram isoladas do sangue de humanos saudáveis através de um gradiente 

centrifugação em Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo, Norway) e ressuspendidas em RPMI 

1640 complementados com 1% penicilina-streptomicina e 5% soro AB de humanos 

(Gibco/BRL, Gaithersburg, Md) a concentração final de células foi de l,6 x 106 /ml como 

previamente descrito.9 A contaminação com plaquetas desta solução foi <1%; a viabilidade 

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

   

Linfoproliferação 

     O mitógeno fitohemaglutinina (PHA) (Sigma Chemical CO., St Louis, MO) foi 

utilizado na proliferação de linfócitos T. A Clorpropamida e FBP foram dissolvidas em RPMI 

1640. Foram utilizadas placas de 96 poços (Corning & Corning, NY) para a cultura de PBMCs 

(1,6 x 105 células/poço) estimuladas com o mitógeno (10 mg/ml, PHA). As células receberam 



diferentes concentrações de Clorpropamida (0,6 mM à 10 mM) e FBP (0,6 mM à 10 mM) 

sendo mantidas por 96 h em estufa de CO2 a 5% com uma temperatura estável de 37°C. 

 A proliferação dos linfócitos foi determinada pela técnica de MTT previamente 

descrita.13 O MTT (3-[4-5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolium brometo) (Sigma 

Chemical CO., St Louis, MO) foi dissolvido em RPMI 1640 a 5mg/ml e acrescentado em todos 

os poços da placa, incubada a uma temperatura de 37 °C por 4 h. Após o tempo de incubação, 

foi acrescentado isopropanol a todos os poços para dissolver os cristais azuis escuros. Depois 

de alguns minutos, foi realizada a análise dos resultados através de um leitor Hyperion 

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

 

  Análise da citotoxicidade 

  Foram utilizadas placas de 24 poços (Corning & Corning, NY) para incubar PBMCs 

(1,6 x 105 celúlas/poço) 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 CO2. A viabilidade celular 

foi mensurada por método de MTT previamente descrita.13 Os resultados são expressos através 

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

    

Análise dos níveis de receptores solúveis tipo II de FNT (sFNTRII)  

 A produção de sFNTRII foi avaliada através da mensuração em sobrenadantes de 

PBMCs à uma concentração de 1,6 x 105 celúla/poço incubados em meio de cultura durante 24 

horas à 37ºC em estufa de CO2 a 5%.14 As células foram incubadas em placas de 24 poços e 

receberam tratamentos distintos: (i) não estimuladas; (ii) estimuladas com endotoxina (LPS) 

(Escherichia coli, Sigma, concentração final de 0,1 mg/ml) para dosar os receptores solúveis 

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



nas concentrações de 2,5mM e 1,25mM; (iv) estimuladas (LPS) mais Clorpropamida nas 

concentrações de 5mM e 2,5mM. Essas concentrações foram escolhidas pelo efeito supressor 

demontrado na proliferação linfocitária. Após o período de incubação, as placas foram 

centrifugados a 900 g por 15 min e os sobrenadantes removidos e armazenados em eppendorfs 

sendo congelados em freezer a - 70ºC até o processamento das análises. Foram utilizados kits 

comerciais ELISA (R&D,UK) para medir as concentrações de receptores solúveis tipo II de 

FNT. Foi utilizado um leitor de ELISA (Biorad, UK) com um filtro de 450 nm. Todos os 

padrões e amostras foram testadas em quaduplicata. As concentrações de sFNTRII foram 

expressas em pg/ml.   

   

Análise estatística  

 As diferenças entre os grupos foram testadas por análise de variância (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 imunomodulatório da Clorpropamida e FBP em linfócitos T estimulados com PHA    

Primeiramente avaliamos in vitro o efeito imunomodulatório da clorpropamida e FBP 

em linfócitos T estimulados com PHA (10 mg/ml). Os resultados expressos na Figura 1 

mostram que a Clorpropamida nas concentrações entre 2,.5 mM e 10 mM e a FBP nas 

concentrações entre 1,25 mM e 10 mM diminuíram significativamente a proliferação 

linfocitária (P <0.05).   



    

Efeito citotóxico da Clorpropamida e FBP em PBMCs  

 Investigamos a viabilidade celular para determinar se o efeito inibitório da 

Clorpropamida e da Frutose-1,6-bisfosfato na linfoproliferação era devido a morte celular. 

Como demonstrado na Figura 2, a Clorpropamida reduziu significativamente (P <0.05)  a 

viabilidade celular somente na concentração de 10 mM e a Frutose-1,6-bisfosfato nas 

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

 
  Níveis de sFNTRII estimulados com LPS  

Verificou-se se a Clorpropamida e a FBP poderiam alterar os níveis de sFNTRII após 

incubação com LPS. Como apresentado na Figura 3, a FBP reduziu  significativamente os 

níveis de sFNTRII nas concentrações de 2,5mM e 1,25mM, e a Clorpropamida nas 

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

   

DISCUSSÃO 

 
   O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da Clorpropamida e da FBP na 

proliferação de linfócitos T e nos níveis de FNTRII. O aumento das concentrações de 

Clorpropamida e FBP foram associadas com uma proporcional redução na proliferação de 

linfócitos T.   

 A regulação da via de sinalização do Ca++ em Linfócitos T é um mecanismo que está 

sendo explorado para modular respostas imunes.15 As funções in vitro de Linfócitos T podem 

estar suprimidas pela interferência direta dos aumentos de cálcio intracelular, seguida da 

ativação do TCR (receptor de células T). Em linfócitos T humanos, estas mudanças nos níveis 

de cálcio requerem, pelo menos em parte, a ativação dos canais de potássio.   



 Bloqueadores de canais de potássio, como a margatoxina e claribdotoxina despolarizam 

linfócitos T, e inibem in vitro o aumento do cálcio intracelular, a produção de citoquinas, e a 

proliferação de linfócitos T.16,17,18 Koo e cols mostraram também que o bloqueio dos canais de 

potássio inibe a resposta imune in vitro.19   

Embora o foco das estratégias anti-citoquinas no tratamento do choque séptico seja 

específico para cada citoquina, a redução da síntese de IL-1 ou FNT, reduz as respostas 

biológicas às ações bacterianas ou inflamação.20 Há três pontos na seqüência da patogênese do 

choque séptico no qual a terapia pode ser efetiva. Primeiro, o foco da infeção pode ser 

erradicado com antibióticos apropriados, drenagem cirúrgica, ou ambos. Segundo, a sepse 

associada a perturbações cardiovasculares, metabólicas, e disfunção de múltiplos órgãos, 

podem ser tratadas em UTIs. Terceiro, estão sendo desenvolvidos inibidores dos mediadores 

tóxicos, tratamentos que inibem a formação ou ação desses mediadores.21   

 O bloqueio específico de citoquinas pro-inflamatórias como interleucina-1 (IL-1) ou 

fator de necrose de tumoral (FNT) reduz a morbidade e a mortalidade associada ao choque 

séptico. A utilização de anticorpos neutralizadores ou receptores de TNF ou IL-1 reduziram em 

modelos animais as conseqüências letais frente a infecção e inflamação. Receptores solúveis de 

superfície se ligam as citoquinas FNT e IL-1 e, dessa forma, também podem melhorar a 

evolução do processo patológico. As terapias clínicas atuais estão avaliando a segurança e 

eficácia do uso de anti-citoquinas isoladas ou em conjunto.20   

 Leonard e cols apoiaram a hipótese que o canal de potássio determina o potencial de 

membrana em linfócitos T humanos não ativados e que o bloqueio desses canais é suficiente 

para causar a despolarização e prevenir a mitogênese.16   



 Foram utilizados bloqueadores de alta afinidade para demonstrar que a despolarização 

da membrana de células T atenua a entrada de Ca++ que é crucial para sinalização da ativação 

de linfócitos.22,23,24 Pelo papel desempenhado pelos linfócitos T na resposta imune, esses canais 

podem ter importância terapêutica, na descoberta de drogas antiinflamatórias, apoiadas pela 

supressão de linfócitos T.11   

 O FNT aumenta 2 a 5 vezes as correntes de K+ e Cl-, respectivamente, em células HTC. 

Estes aumentos aconteceram cerca de 5-10 min após a exposição ao FNT e foram inibidos pela 

quelação do Ca++ intracelular. Dados sugerem que ativação dos canais de K+ e Cl- são uma 

resposta precoce à sinalização do FNT e abertura dos canais de Ca++-e PKC-dependentes. 

Esses sugerem que os canais de K+ e Cl- participam das vias que conduzem a morte celular 

mediada por FNT e assim, representam potenciais medidas terapêuticas para atenuar os danos 

causados pelo FNT in vivo.25   

 Os efeitos do FNT nas células contribuem, de vários modos, para a defesa do organismo 

contra agentes infecciosos e na recuperação dos danos. Porém, em certas situações patológicas, 

estes mesmos efeitos podem ser prejudiciais, causando mais danos que o próprio patógeno que 

induziu a formação do FNT.1,2   

 Na seqüência dos eventos moleculares que são desencadeados pela resposta da célula ao 

FNT, o responsável pela modulação é a iniciação do próprio processo, quando ocorre a ligação 

do FNT aos receptores de superfície da célula. Uma das vias para modular esta interação pode 

ser decorrente da mudança na expressão dos receptores do FNT.   

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

células mononucleares periféricas. Nossos resultados mostram que a Clorpropamida e a FBP 

possuem um importante efeito imunomodulatório. O aumento nas concentrações de 



clorpropamida e FBP foram associadas com uma proporcional redução na proliferação de 

linfócitos T. Da mesma forma que a clorpropamida e a FBP reduziram a proliferação de 

Linfócitos T, essas drogas também causaram a diminuição dos níveis de receptores solúveis de 

FNT (sFNTRII). As doses de 1,25/2,5mM de FBP e 5mM/2,5mM de Clorpropamida causaram 

uma diminuição significativa desses receptores em relação aos controles.   

 Nossa hipótese é de que a ativação de linfócitos e a liberação dos receptores solúveis de 

FNT estejam relacionadas ao bloqueio dos canais de potássio. A ação dessas drogas na 

imunomodulação poderia ser então explicada pela interação das mesmas com as membranas 

das células, modificando a permeabilidade ao íon K+. Na presença da FBP, o efluxo passivo e 

ativo de K+ em hepatócitos foi diminuído.10 A Clorpropamida também bloqueia os canais de 

potássio, sugerindo que o mecanismo de ação seja o mesmo da FBP ao inibir a proliferação 

celular e diminuir os níveis de receptores solúveis tipo II de FNT.  

 Esses resultados sugerem que tanto a FBP como a Clorpropamida podem inibir a 

proliferação celular e os níveis de sFNTRII e essa ação pode ser relacionada ao bloqueio dos 

canais de potássio, dessa forma agindo como possíveis agentes terapêuticos na 

imunomodulação.   
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Figura 1: Efeito imunomodulatório da Clorpropamida e Frutose-1,6-bisfosfato em linfócitos-T 

estimulados com PHA. As células mononucleares foram estimuladas durante 96h com PHA e 

incubadas em concentrações variadas de Clorpropamida e FBP. A proliferação foi verificada 

utilizando-se o ensaio colorimétrico de MTT. Os resultados foram aferidos por densidade 

óptica com média ± EP de culturas em quadruplicata. O asterisco demonstra diferença 

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

 

Figura 2: Efeito citotóxico da Clorpropamida e Frutose-1,6-bisfosfato em células 

mononucleares. As células mononucleares foram incubadas durante 96h com concentrações 

variadas de clorpropamida e FBP. A viabilidade celular foi verificada pelo método de exclusão 

trypan blue. Os resultados são apresentados em porcentagem com média ± EP de culturas em 

quadruplicata. Os asteriscos demonstram diferença significativas (P< 0.05) com relação ao 

grupo controle. 



 

Figura 3:  Níveis dos receptores solúveis de FNT tipoII (sFNTRII) em presença de 

clorpropamida e Frutose-1,6-bisfosfato. Os sobrenadantes da cultura foram coletados após 24 h 

de estimulação com LPS. sFNTRII foi determinado por ELISA. Os resultados são expressos 

com média ± D.P. Os asteriscos demonstram diferença significativa (P<0.05) com relação ao 

grupo estimulado com LPS. 
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5 - CONCLUSÕES 
 
 
 
•  Foi comprovado o poder antiinflamatório da Frutose-1,6-bisfosfato ao diminuir o edema 

nos animais que tiveram a inflamação induzida por carragenina e os níveis de leucócitos 

dos animais submetidos a sepse experimental. 
 

 

• A Frutose-1,6-bisfosfato não possui efeito antimicrobiano. 
 

 

• A Frutose-1,6-bisfosfato possui um efeito quelante ao cálcio iônico. 
 

 

• A Frutose-1,6-bisfosfato inibe a proliferação dos linfócitos estimulados com PHA e 

diminui os níveis dos receptores solúveis de IL-2. 
 

 

• A Frutose-1,6-bisfosfato e a Clorpropamida inibem a proliferação linfocitária em presença 

de PHA e diminuem os níveis de sFNTRII liberados por linfócitos após estimulação por 

endotoxina (LPS), sugerindo uma possível ação sobre os canais de potássio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
6 -PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
 

Nosso grupo almeja a realização de estudos clínicos, onde será administrada via 

endovenosa  a  Frutose-1,6- bisfosfato em pacientes  de  UTIs com diagnóstico de sepse. Para 

tanto, em recente trabalho publicado (ANEXO), determinamos a DL50 endovenosa  

da FBP em animais. Esse trabalho poderá servir no embasamento de doses terapêuticas  

seguras  à  serem administradas em humanos.
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