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RESUMO 

 

A encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal (EHI) é uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade em recém-nascidos. Atualmente, a hipotermia é a única 

terapia utilizada para o tratamento da EHI. Entretanto, a hipotermia possui algumas 

limitações, não sendo eficaz em todos os casos de EHI. Assim, outros possíveis 

agentes neuroprotetores têm sido testados em modelos animais. O presente trabalho 

avaliou a utilização de lactato em um modelo animal de hipóxia-isquemia neonatal 

(HI), que mimetiza em ratos neonatos os danos observados em recém-nascidos 

humanos. O lactato é um potencial substrato energético do sistema nervoso central 

(SNC), além de ter demonstrado ação neuroprotetora em modelos de isquemia 

cerebral em animais adultos. Para a padronização inicial dos experimentos, as 

concentrações endógenas de lactato foram avaliadas em diferentes momentos após 

a HI e também após uma injeção intraperitoneal de lactato exógeno. Para investigar o 

possível papel neuroprotetor do lactato sobre a lesão encefálica e parâmetros 

comportamentais, ratos Wistar machos e fêmeas com 7 dias de vida foram submetidos 

à oclusão permanente da artéria carótida comum direita (isquemia) combinada com a 

exposição a uma atmosfera hipóxica (8% de oxigênio) por 60 minutos (hipóxia). Os 

animais foram divididos em 4 grupos experimentais: grupo HI (animais submetidos ao 

procedimento de HI neonatal); grupo HI+LAC (animais submetidos ao procedimento 

de HI neonatal e que receberam injeções de lactato após a HI); grupo SHAM (animais 

submetidos a uma cirurgia fictícia e mantidos em normoxia); grupo SHAM+LAC 

(animais submetidos a uma cirurgia fictícia, mantidos em normoxia e que receberam 

injeções de lactato). O lactato foi administrado 30 minutos e 2h após a hipóxia (na 

dose de 2 g/kg) no grupo HI+LAC e nos mesmos momentos no grupo SHAM+LAC. 

Os grupos HI e SHAM receberam apenas a injeção de veículo (tampão fosfato-salino, 

PBS). O volume de lesão encefálica foi calculado a partir de fatias coronais dos 

encéfalos de animais (em P9) coradas com 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazólio (TTC), 

que marca as regiões de células vivas. Os animas foram submetidos aos testes 

comportamentais de geotaxia negativa e reflexo de endireitamento (em P8 e P14); 

teste olfatório (em P14); e teste do cilindro (em P20).  

Palavras-chave: Neurodesenvolvimento. Lactato. Hipóxia-isquemia neonatal. 

Neuroproteção. Lesão encefálica.  



 

 

ABSTRACT 

 

Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) is a major cause of mortality and 

disability in newborns. Currently, the standard approach for treating HIE is therapeutic 

hypothermia (TH). However, TH shows some limitations, not being efficient in all cases 

of HIE. Thus, other putative neuroprotective agents have been tested in animal 

models. The present study evaluated the lactate administration in an animal model of 

HIE that mimics, in neonatal rats, the brain damage observed in human newborns. 

Lactate is a potential energy substrate of the central nervous system (CNS), besides 

its neuroprotective effects have been shown in adult animals following cerebral 

ischemia. Endogenous concentrations of lactate were evaluated at different time points 

after HIE and after an intraperitoneal injection of lactate. To investigate the putative 

neuroprotective role of lactate following brain injury, seven-days-old (P7) male and 

female Wistar rats underwent permanent common right carotid occlusion (ischemia) 

combined with an exposition to a hypoxic atmosphere (8% oxygen) for 60 minutes. 

Animals were assigned to four experimental groups: HI group (animals submitted to HI 

procedure); HI+LAC group (animals submitted to HI procedure, which received lactate 

following HI); SHAM group (animals submitted to a fictitious surgery and kept in 

normoxia); SHAM+LAC group (animals submitted to a fictitious surgery, kept in 

normoxia and receiving lactate injections). Lactate (2 g/kg) was administered 30 

minutes and 2 h after hypoxia in HI+LAC group and at the same times in SHAM+LAC 

group. HI and SHAM groups received vehicle (phosphate-saline buffer, PBS) injections 

at the same time points. Volume of brain damage was quantified in coronal brain slices 

of the animals (P9) stained with 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride (TTC), indicative 

of viable tissue. Animals underwent behavioral assessments such as negative geotaxis 

and righting reflex (at P8 and P14), olfactory discrimination (at P14), and cylinder test 

(P20).  

Keywords: Neurodevelopment. Lactate. Neonatal hypoxia-ischemia. 

Neuroprotection. Brain injury. 
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1. INTRODUÇÃO 

A encefalopatia neonatal decorrente de um evento hipóxico-isquêmico, também 

conhecida como encefalopatia hipóxico-isquêmica (EHI), é uma importante 

consequência da asfixia perinatal (Rennie e Roberton, 2012), com uma prevalência 

de 1-8 casos a cada 1000 recém-nascidos vivos nos países desenvolvidos e de 1-

26/1000 em países subdesenvolvidos (Airede, 1991; Kurinczuk et al., 2010). A hipóxia-

isquemia (HI) é uma das principais causas de deficiências neurológicas (Ferriero, 

2004) e mortalidade precoce em recém-nascidos (Bryce et al., 2005). Além disso, 

entre os sobreviventes, 25% apresentam deficiências neuropsicológicas, como 

dificuldade de aprendizado, epilepsia e paralisia cerebral (Douglas-Escobar e Weiss, 

2012; Charriaut-Marlangue et al., 2018). 

O evento hipóxico-isquêmico encefálico é caracterizado pela redução do fluxo 

sanguíneo e consequente interrupção da disponibilização de oxigênio e substrato 

energético ao tecido nervoso, o que resulta na redução da concentração de ATP 

intracelular (Rennie e Roberton, 2012), levando a uma falha energética. A lesão neural 

produzida pelo evento hipóxico-isquêmico é causada tanto por morte neuronal aguda 

(devido a essa falha energética inicial) quanto tardia (por exemplo, pela ativação de 

vias de apoptose e de um processo infamatório de longo prazo). A manifestação dos 

danos neurais depende de diversos fatores, como a área cerebral avaliada (Sanches 

et al., 2019), o tempo após o evento hipóxico-isquêmico (Northington et al., 2001) e o 

dimorfismo sexual (Mirza et al., 2015; Sanches et al., 2015; Smith et al., 2015). 

Entretanto, como a lesão é progressiva (Northington et al., 2001), torna-se possível a 

busca por estratégias neuroprotetoras que possam ser aplicadas mesmo após a 

ocorrência do evento hipóxico-isquêmico. 

A concepção de intervenções eficazes com o feto e o recém-nascido que 

sofreram eventos hipóxicos-isquêmicos encefálicos depende diretamente da 

compreensão da fisiopatologia envolvida na EHI (Procianoy e Silveira, 2001; Vannucci 

e Hagberg, 2004; Douglas-Escobar e Weiss, 2015; Silveira e Procianoy, 2015). As 

causas que provocam a EHI, em sua maioria, ocorrem antes do nascimento, porém 

podem ocorrer também durante e após o nascimento (Douglas-Escobar e Weiss, 

2012) e incluem prolapso do cordão umbilical, deslocamento prematuro da placenta, 

prematuridade, entre outros (Rennie e Roberton, 2012). 

Existe uma escassez de opções terapêuticas para o tratamento da EHI, embora 

a busca por estratégias para superar este problema venha de longa data (Ferriero, 
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2004; Knox et al., 2013; Dixon et al., 2015; Thoresen, 2018). Atualmente, a única 

terapia preconizada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) e bem estabelecida 

na clínica para o tratamento da EHI em neonatos nascidos a termo é a hipotermia 

terapêutica (Dixon et al., 2015), que consiste no resfriamento corporal do recém-

nascido, com uma redução de 2 a 5ºC na temperatura encefálica (Shankaran et al., 

2005; Laptook et al., 2017; Rocha-Ferreira et al., 2018). Entretanto, a hipotermia 

terapêutica só é eficaz em recém-nascidos humanos se for iniciada dentro de uma 

janela terapêutica de no máximo 6h (Gunn e Gluckman, 2007), e promove 

neuroproteção apenas em casos de eventos hipóxico-isquêmicos moderados. A 

hipotermia isolada não é neuroprotetora em casos de injúrias severas (Sabir et al., 

2012), podendo, inclusive, aumentar a lesão encefálica em casos mais graves ou 

quando iniciada tardiamente (Shankaran et al., 2005; Wood et al., 2016). Devido a 

isso, a eficácia de outras terapias tem sido testada, principalmente em modelos 

animais (Castillo et al., 2010; Rees et al., 2011; Dixon et al., 2015; Hu et al., 2017; 

Millar et al., 2017; Zhang et al., 2017; Fabres et al., 2018). 

Alguns exemplos dessas outras terapias envolvem o uso de agentes que 

melhoram a capacidade de transporte de oxigênio, como a eritropoietina (Wu e 

Gonzalez, 2015); substâncias antioxidantes e anti-apoptóticas, como a melatonina (Hu 

et al., 2017), ou que reduzam a produção de espécies ativas de oxigênio, como o 

alopurinol (Williams et al., 1992); administração de células tronco como agentes 

imunomoduladores (Yoo et al., 2013); bloqueadores de receptores glutamatérgicos, 

como xenônio, neônio, sulfato de magnésio e topiramato, que reduzem a 

excitotoxicidade glutamatérgica (Allen, 2012). Embora algumas dessas terapias já 

tenham sido testadas em trials clínicos, nenhuma mostrou um resultado mais efetivo 

do que a hipotermia (Dixon et al., 2015). Além disso, a utilização de um tratamento 

neuroprotetor em conjunto com a hipotermia nem sempre é benéfica, podendo 

inclusive provocar uma piora no desfecho final (Thoresen, 2018). 

Uma possível estratégia neuroprotetora ainda pouco testada na HI neonatal é 

a utilização de substratos metabólicos: por exemplo, já foi demonstrado que o butirato 

de sódio suprime a resposta inflamatória causada pela HI (Jaworska et al., 2017; 

Ziemka-Nalecz et al., 2017). Entretanto, uma das características interessantes do 

butirato (um ácido graxo de cadeia curta que pode ser metabolizado em corpos 

cetônicos) (Hird e Symons, 1962) é que ele pode ser utilizado como um substrato 

metabólico pelo sistema nervoso de neonatos (Dombrowski et al., 1989), mesmo em 
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situações de privação de glicose (Schurr et al., 1988). O lactato também tem mostrado 

efeitos promissores em situações de isquemia cerebral (Berthet et al., 2009). 

Entretanto a utilização desse potencial substrato energético (o lactato) tem sido 

testada apenas em modelos de animais adultos (Berthet et al., 2009, 2012; Castillo et 

al., 2015). 

A disponibilização de um substrato energético durante a HI parece ser uma 

estratégia interessante, já que o encéfalo é responsável por cerca de 25% da 

utilização diária de glicose do organismo, apesar de representar apenas 2% da massa 

corporal de um ser humano adulto (Attwell e Laughlin, 2001; Alle et al., 2009). A 

manutenção e a recuperação dos gradientes iônicos após a sinalização sináptica, 

além da reciclagem dos neurotransmissores, são os fatores responsáveis pela maior 

parte deste gasto energético (Pellerin e Magistretti, 2012). De modo geral, a glicose é 

considerada como o substrato energético obrigatório do encéfalo (Dienel, 2018) e por 

muito tempo se acreditou que a utilização da glicose ocorreria via metabolismo 

oxidativo, levando em consideração o alto fluxo sanguíneo e o elevado consumo de 

oxigênio cerebral (Madsen et al., 1999; Bélanger et al., 2011). Entretanto, as diferentes 

células que compõem o sistema nervoso central (SNC) apresentam perfis metabólicos 

distintos: os neurônios, que apresentam um metabolismo principalmente oxidativo, 

parecem utilizar o lactato como substrato energético preferencial; já os astrócitos, que 

apresentam metabolismo principalmente glicolítico (anaeróbico), atuariam como 

produtores e exportadores de lactato: essas células captariam a glicose circulante, a 

qual seria convertida em lactato pela via glicolítica e transferida para os neurônios na 

forma de lactato (Pellerin e Magistretti, 1994, 2012; Magistretti e Allaman, 2018). 

O lactato está presente no espaço extracelular do SNC em concentrações 

semelhantes às concentrações de glicose (entre 0,5 mM e 1,5 mM) e pode ser 

transportado pelos chamados transportadores de monocarboxilatos (MCT) (Pellerin et 

al., 1998; Schurr et al., 1999; Boumezbeur et al., 2010). Os MCTs são transportadores 

de membrana responsáveis pelo transporte de lactato, piruvato, acetato e beta-

hidroxibutirato (Dombrowski et al., 1989; Halestrap e Price, 1999). O lactato pode ser 

captado pelos neurônios através do MCT2, uma isoforma de alta afinidade dos MCTs 

(Schurr et al., 1999; Boumezbeur et al., 2010; Magistretti e Allaman, 2018). Esse 

lactato captado é prontamente metabolizado em piruvato pela enzima lactato 

desidrogenase (LDH), sendo utilizado como substrato para a produção de ATP pela 



 

15 

fosforilação oxidativa mitocondrial (Pellerin et al., 2007; Magistretti, 2009; Bélanger et 

al., 2011). 

Esse processo de transferência de lactato entre astrócitos e neurônios é 

conhecido como "lançadeira de lactato astrócito-neurônio" ou "desvio lactato-glicose" 

(Pellerin e Magistretti, 1994). A existência dessa lançadeira foi proposta originalmente 

em 1994 por Pellerin e Magistretti (Pellerin e Magistretti, 1994), com base em estudos 

in vitro e estudos de imageamento da captação de glicose (Figura 1). O modelo sugere 

que a utilização de glicose pelo SNC refletiria muito mais o metabolismo astrocítico do 

que o neuronal: o astrócito captaria a maior parte da glicose circulante e utilizaria a 

mesma como substrato para a via glicolítica. O lactato formado seria exportado para 

o espaço extracelular e captado pelos neurônios (Allaman et al., 2011; Pellerin e 

Magistretti, 2012; Mächler et al., 2016; Magistretti e Allaman, 2018). Esse processo 

seria regulado pela atividade das sinapses glutamatérgicas, auxiliando na 

disponibilização de um substrato energético para a manutenção da alta demanda 

energética dessas sinapses excitatórias (Pellerin et al., 2007; Magistretti e Allaman, 

2018; Vohra et al., 2019). Assim, fica claro que neurônios e astrócitos apresentam 

perfis metabólicos distintos, mas complementares, proporcionando um ambiente de 

extensiva cooperação metabólica intercelular. 

Diversos estudos subsequentes auxiliaram na confirmação do modelo da 

lançadeira de lactato e da existência de uma cooperação metabólica entre astrócitos 

e neurônios. Por exemplo: 1- o baixo conteúdo neuronal da enzima frutose 2,6 

bifosfatase, uma enzima regulatória-chave da via glicolítica, sugere ineficácia da via 

glicolítica em neurônios (Almeida et al., 2004). Os astrócitos, entretanto, são altamente 

glicolíticos, apresentando transportadores de glicose nos pés astrocíticos que 

envolvem os capilares (Allaman et al., 2011; Bélanger et al., 2011); 2- os neurônios 

apresentam a isoforma de alta afinidade dos transportadores de lactato (MCT2), 

indicando que o lactato será captado pelos neurônios a partir do espaço extracelular 

mesmo quando presente em baixas concentrações (Gandhi et al., 2009; Bergersen, 

2015). Os astrócitos, por outro lado, apresentam a isoforma MCT4 de baixa afinidade, 

mas de elevada capacidade de transporte, indicando que o lactato produzido será 

exportado quando estiver presente em elevadas concentrações no meio intracelular 

(Gandhi et al., 2009; Bergersen, 2015); 3- a isoforma 5 da lactato desidrogenase (LDH) 

parece ser mais expressa em astrócitos, e favorece a redução do piruvato em lactato. 
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Nos neurônios, entretanto, a isoforma mais expressa é a LDH1, que favorece a 

oxidação do lactato em piruvato (Bélanger et al., 2011). 

 

 
Figura 1. Representação esquemática da lançadeira de lactato entre astrócitos e neurônios (ANLS, do 

inglês Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle). O modelo da lançadeira sugere que a glicose captada pelos 

astrócitos é convertida em lactato, o qual é exportado para os neurônios para ser utilizado como um 

substrato energético. A glicose é captada da circulação pela proteína transportadora de glicose do tipo 

1 (GLUT1, glucose transporter 1), presente nas células endoteliais e nos astrócitos. Nas sinapses 

glutamatérgicas, o glutamato (Glu) despolariza os neurônios agindo em seu receptor (GluR). A atividade 

excitatória é finalizada por um eficiente sistema de captação de glutamato pelos transportadores de 

aminoácidos excitatórios (EAATs, excitatory amino acid transporters), localizados nos astrócitos: o 

glutamato é cotransportado com o Na+, levando ao aumento da concentração intracelular de Na+, 

ativando a bomba Na+/K+-ATPase (dependente de ATP, sintetizado a partir da glicólise). Esse processo 

resulta, então, na utilização de glicose e produção de lactato, a partir da redução do piruvato pela lactato 

desidrogenase 5 (LDH5, lactate dehydrogenase 5) dos astrócitos. O lactato exportado pelo 

transportador de monocarboxilato 4 (MCT4, monocarboxylate transporter 4) dos astrócitos pode ser 

captado pelos neurônios através do transportador de monocarboxilato 2 (MCT2, monocarboxylate 

transporter 2). Nos neurônios, este lactato é oxidado a piruvato pela lactato desidrogenase 1 (LDH1, 

lactate dehydrogenase 1), servindo como substrato para a produção de energia pelas mitocôndrias. K+: 

íon potássio; Na+: íon sódio; H+: íon hidrogênio; LDH: lactato desidrogenase; NADH: nicotinamida 

adenina dinucleotídeo, forma reduzida; NAD+: nicotinamida adenina dinucleotídeo, forma oxidada; 

GLUT1: proteína transportadora de glicose 1; GluR: receptor de glutamato; ATP: trifosfato de 

adenosina; EAATs: transportadores de aminoácidos excitatórios; MCT: transportador de 

monocarboxilato; CO2: gás carbônico; O2: oxigênio (Figura de autoria própria com base em Pellerin e 

Magistretti (Pellerin e Magistretti, 1994)). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197018602000189
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A lançadeira de lactato também pode ser regulada em situações adversas, por 

exemplo, com um aumento na expressão de MCT4 nos astrócitos durante condições 

de hipóxia (aumento regulado pelo fator de transcrição induzido pela hipóxia-1 alfa - 

HIF-1α), a fim de favorecer a transferência para os neurônios das elevadas 

quantidades de lactato produzidas pelos astrócitos, para que esse lactato possa ser 

oxidado e utilizado como substrato energético (Ullah et al., 2006; Rosafio e Pellerin, 

2014; Vohra et al., 2019). A transferência de lactato entre astrócitos e neurônios afeta 

inclusive funções superiores do sistema nervoso como processos complexos de 

consolidação da memória de longo-prazo (Suzuki et al., 2011). 

Todas essas evidências sobre o importante papel metabólico do lactato em 

neurônios parecem suficientes para explicar os efeitos neuroprotetores da 

administração exógena de lactato em diferentes modelos experimentais (Ros et al., 

2001; Berthet et al., 2009; E et al., 2013; Morland et al., 2017). O lactato atravessa a 

barreira hematoencefálica (BHE) por difusão facilitada através do MCT1 presente nas 

células endoteliais e nos astrócitos (os astrócitos também expressam o MCT4, 

necessário para a exportação do lactato) (Halestrap, 2013). Dentro do sistema 

nervoso central, o lactato promove a angiogênegese cerebral (Morland et al., 2017) e 

produz efeitos antidepressivos (Carrard et al., 2016). Em modelos de lesão do SNC in 

vivo, o lactato apresentou efeitos neuroprotetores após a indução de isquemia 

cerebral em animais adultos (Berthet et al., 2009, 2012; Castillo et al., 2015; Mosienko 

et al., 2015), reduzindo o volume de lesão estriatal (Berthet et al., 2009) e a morte 

neuronal (Berthet et al., 2009; Castillo et al., 2015). Em culturas organotípicas de 

hipocampo submetidas à privação de glicose e oxigênio (OGD, um modelo ex vivo 

que mimetiza a hipóxia-isquemia cerebral), a aplicação de L-lactato ao meio reduziu 

a morte neuronal (Berthet et al., 2009; Castillo et al., 2015). 

A administração de lactato também melhorou as respostas comportamentais 

pós-lesão, reduzindo os déficits neurológicos avaliados com a utilização de testes 

comportamentais como RotaRod, BeamWalk e testes de reflexos motores em 

modelos de isquemia em camundongos adultos (Berthet et al., 2009; Castillo et al., 

2015) e o déficit cognitivo observado no labirinto aquático de Morris em modelo de 

traumatismo crânio-encefálico em ratos adultos (Rice et al., 2002). Em um modelo de 

hemorragia cerebral, o lactato parece se acumular ao redor do hematoma para 

promover angiogênese e neurogênese, demonstrando um efeito neuroprotetor (Zhou 

et al., 2018). 
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Além dos estudos em modelos animais, o lactato também tem mostrado efeitos 

benéficos em seres humanos. Em um estudo prospectivo randomizado realizado com 

pacientes que sofreram traumatismo crânio-encefálico, a administração de lactato de 

sódio foi eficiente na redução da pressão intracraniana (Ichai et al., 2013). Um viés 

experimental é que esse desfecho ocorreu quando uma solução hipertônica de lactato 

ou de manitol foi administrada, podendo ser um efeito osmótico e não do lactato per 

se. Entretanto, os autores reforçam que a solução hipertônica de lactato é mais segura 

e efetiva quando comparada à solução de manitol, principalmente na redução da 

pressão intracraniana, além de atenuar a redução das concentrações cerebrais de 

ATP (Ichai et al., 2009), o que pode sugerir que o lactato está sendo usado como um 

substrato energético. 

Além da ação como substrato energético, outro mecanismo sugerido para todos 

esses efeitos neuroprotetores do lactato seria a existência e ativação de um receptor 

cerebral de lactato. Tem sido sugerido que o lactato poderia atuar como um sinalizador 

celular através de um receptor conhecido como GPR81 (do inglês, G protein-coupled 

receptor 81) ou HCAR1 (do inglês, hydroxy-carboxylic acid receptor 1), um receptor 

acoplado à proteína G que vem sendo mostrado como um importante alvo para a 

ligação do lactato (Morland et al., 2015). Esse receptor foi inicialmente descrito em 

adipócitos atuando na regulação da lipólise (Ahmed et al., 2010), mas sua presença 

também já foi descrita no SNC (Lauritzen et al., 2014; Morland et al., 2017). A 

existência deste receptor, que responde às concentrações fisiológicas de lactato 

(Mosienko et al., 2015), poderia explicar em parte os efeitos neuroprotetores do lactato 

(além da função clássica como substrato energético do SNC). 

Recentemente, a presença do GPR81 foi identificada na membrana plasmática 

de diferentes células do sistema nervoso, como na membrana pós-sináptica dos 

neurônios e nas células endoteliais e processos astrocíticos perivasculares que 

formam a BHE (Lauritzen et al., 2014). Nos espinhos dendríticos, o GPR81 foi 

identificado em vesículas logo abaixo da membrana (vesículas subplasmalemais), 

sugerindo que possa haver uma regulação do receptor por processos de translocação 

a partir dos estoques intracelulares e internalização a partir da membrana plasmática 

(Lauritzen et al., 2014). Em concentrações fisiológicas (0,1-1,4 mmol/L), o L-lactato 

pode ativar o seu receptor, causando a redução do monofosfato de adenosina cíclico 

(AMPc) intracelular (Mosienko et al., 2015) e mostrando que o GPR81 cerebral é 
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plenamente funcional e capaz de mediar os efeitos fisiológicos do lactato via receptor 

(Lauritzen et al., 2014). 

Apesar da sua presença no SNC, estudos funcionais recentes mostraram que 

o bloqueio farmacológico sistêmico do HCAR1/GPR81 não impede o processo de 

neurogênese hipocampal. Entretanto, se o transportador de lactato MCT2 for 

bloqueado, a neurogênese hipocampal não ocorre (Lev-Vachnish et al., 2019). Em 

vista disso, parece que o papel neuroprotetor do lactato não envolve apenas a 

ativação do receptor HCAR1/GPR81, mas também é dependente do transporte de 

lactato pelos MCTs. Além disso, também não pode ser excluída a possibilidade de os 

dois processos estarem interrelacionados. 

Por outro lado, fora do SNC, a ativação do receptor GPR81 foi necessária para 

mediar os efeitos anti-inflamatórios do lactato em um modelo de pancreatite induzida 

(Hoque et al., 2014). 

Considerando que a EHI envolve um déficit energético inicial, seguido por um 

processo inflamatório, fica claro que o lactato pode ser uma alternativa para o 

tratamento dessa condição. As etapas da fisiopatologia da HI neonatal estão 

representadas na Figura 2 e detalhadas a seguir. Geralmente ocorre uma sequência 

de eventos, iniciando com uma falha energética seguida de um período de reperfusão 

e estresse oxidativo (Dugan e Choi, 1994; Bågenholm et al., 1998), levando à morte 

celular (McDonald e Johnston, 1990; Olney, 2003) e à inflamação (Northington et al., 

2011). Essa sequência de eventos pode ser dividida nas seguintes fases: 

1. Fase aguda (durante o evento): o evento hipóxico-isquêmico inicia-se com 

a interrupção do fluxo sanguíneo e a subsequente redução da disponibilização de 

glicose e oxigênio ao encéfalo neonatal, o que leva à queda da concentração de ATP 

intracelular e ao desequilíbrio dos gradientes eletroquímicos. O acúmulo de 

neurotransmissores como o glutamato (aminoácido excitatório) no meio extracelular 

leva à excitoxicidade e, consequentemente, ao dano oxidativo (Rothman e Olney, 

1995). No momento em que ocorre a redução da concentração de ATP intracelular, a 

atividade das enzimas glutamina sintetase e Na+/K+-ATPase (ambas dependentes de 

ATP) também é reduzida, levando à diminuição da conversão de glutamato em 

glutamina pelos astrócitos (Bak et al., 2006), além da falta de manutenção do 

gradiente iônico utilizado pelos transportadores de glutamato (Rothman e Olney, 

1987). A captação e conversão de glutamato (dependente de energia) são 

prejudicadas e o glutamato permanece no meio extracelular estimulando seus 
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receptores e levando à excitotocidade (Rothman e Olney, 1995; Wassink et al., 2014) 

e à morte celular (Brady et al., 2011). 

2. Fase latente: com a restauração do fluxo sanguíneo, existe um pequeno 

período de normalização do metabolismo cerebral chamado de fase latente 

(Gopagondanahalli et al., 2016). Essa fase varia de acordo com a severidade do 

evento hipóxico-isquêmico: quanto mais severo for o insulto, mais curto é esse período 

de recuperação (Shalak e Perlman, 2004; Allen e Brandon, 2011). A fase latente 

ocorre entre a fase aguda e a fase secundária, perdurando em torno de 1-6h em 

recém-nascidos humanos (Azzopardi et al., 2014). De acordo com alguns autores 

(Gunn e Gluckman, 2007), a fase latente é uma janela de oportunidade clínica, 

momento em que possivelmente novas terapias possam ser utilizadas para 

complementar a hipotermia terapêutica (Roelfsema et al., 2004; Gunn e Gluckman, 

2007). 

3. Fase secundária: a severidade da fase secundária é proporcional à 

severidade da fase primária em recém-nascidos (Lorek et al., 1994). O déficit 

energético secundário produz os efeitos mais deletérios para o 

neurodesenvolvimento. Entretanto, por ser um período estendido de apoptose e 

ativação de caspase-3 após a HI (Li et al., 1998), é possível prolongar a janela 

terapêutica de intervenção clínica (Cheng et al., 1998). Essa cascata subsequente de 

eventos envolve o acúmulo de cálcio citosólico e a ativação de várias proteínas 

envolvidas no processo de morte celular (Rothman e Olney, 1995). Após a ruptura da 

membrana, os conteúdos celulares são liberados levando a um processo inflamatório 

adicional (Volpe, 2001). Há migração da microglia para a área lesionada, causando a 

liberação de mediadores inflamatórios e danos adicionais à substância branca, além 

de comprometer a formação de uma cicatriz tecidual adequada (Alvarez-Díaz et al., 

2007). 

A redução controlada da temperatura encefálica, obtida com o procedimento 

de hipotermia terapêutica é capaz de reduzir a taxa metabólica (Shankaran et al., 

2005; Wood et al., 2016) e, assim, diminuir a ativação de todos esses processos de 

morte celular associados à HI (Gunn e Gluckman, 2007). Contudo, conforme já 

comentado, a hipotermia terapêutica tem uma eficácia limitada, sendo efetiva apenas 

em casos moderados de HI (Laptook et al., 2017) e dentro de uma janela terapêutica 

de curta duração (Sabir et al., 2012). 
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Figura 2. Diferentes etapas organizadas cronologicamente para representar a fisiopatologia da HI 

neonatal. A fase aguda do evento (o episódio hipóxico-isquêmico e as horas seguintes) é caracterizada 

pela falha na disponibilização de oxigênio e de substratos energéticos para o SNC, levando à morte 

celular. A fase latente se encontra entre a aguda e a secundária, sendo essa última considerada o 

momento em que mais se observam efeitos deletérios (Figura de autoria própria com base em Volpe, 

2017 (Volpe et al., 2017)). 

 

Devido a isso, modelos animais têm sido utilizados com o objetivo de avaliar 

outras possibilidades de neuroproteção, sempre tendo como base a fisiopatologia da 

EHI. Entre estes, o modelo animal de Rice-Vanucci (Rice et al., 1981) já está bem 

estabelecido como uma ferramenta experimental para o estudo da HI neonatal, 

mimetizando em ratos neonatos o dano cerebral observado em humanos (Cuaycong 

et al., 2011), tanto em relação às lesões nas estruturas cerebrais, quanto em relação 

aos déficits cognitivos e sensório-motores (Netto et al., 2017). O hipocampo é uma 

das estruturas mais vulneráveis à lesão hipóxico-isquêmica nesse modelo em animais 

neonatais (Vannucci et al., 1999; Sutherland et al., 2004; Fabres et al., 2018). O 

modelo consiste na oclusão permanente unilateral da artéria carótida comum 

combinada com a exposição do animal a uma atmosfera hipóxica (8% de oxigênio), 

resultando em dano encefálico unilateral. Em ratos, esta abordagem é realizada 7 dias 

após o nascimento (P7), período em que o grau de maturação do SNC do rato se 

assemelha a um neonato humano nascido a termo (Ferriero, 2004; Rakhade e Jensen, 

2009; Netto et al., 2017). Cabe salientar que alguns trabalhos sugerem que a idade 

de P7 se refere a um humano “prematuro tardio” (late preterm), com idade gestacional 

de 34-36 semanas (Smith et al., 2016; Deniz et al., 2018). Ainda assim, P7 é a idade 
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mais utilizada na literatura com o modelo de HI neonatal (Xiong et al., 2009; Alexander 

et al., 2014; Netto et al., 2017, 2018). 

Alguns poucos estudos com animais submetidos ao modelo de Rice-Vannuci 

têm mostrado a existência de diferenças entre animais machos e fêmeas em relação 

à extensão da lesão induzida pela HI (Hagberg et al., 2004; Nijboer et al., 2007; 

Sanches et al., 2015; Smith et al., 2015; Netto et al., 2017). Os machos parecem ser 

mais suscetíveis à perda tecidual específica de certas regiões como o córtex e o 

hipocampo, enquanto as fêmeas parecem reduzir o volume hemisférico total (Netto et 

al., 2017). Em relação ao processo inflamatório pós-HI, foi demonstrado que animais 

machos têm maior ativação microglial, além de uma resposta inflamatória periférica 

mais intensa em comparação às fêmeas (Mirza et al., 2015). Ademais, em animais 

machos, a morte celular parece ocorrer com mais frequência por necrose, enquanto 

em fêmeas a morte celular parece ocorrer, com mais frequência, por apoptose (Weis 

et al., 2014). 

Dessa forma, estudar uma ação sexualmente dimórfica da administração 

exógena de lactato seria uma contribuição adicional para a literatura científica (além 

da descrição de um possível efeito neuroprotetor geral do lactato). 

Acreditamos que o lactato administrado exogenamente é capaz de elevar as 

concentrações de lactato no encéfalo, devido à capacidade do mesmo de cruzar a 

BHE (Halestrap, 2013; Mosienko et al., 2015; Gerhart et al., 2017; Brooks, 2018). Além 

disso, embora a glicose seja o substrato energético principal no encéfalo de adultos, 

em neonatos o lactato parece ser o substrato energético preferencial dos neurônios 

(Schurr et al., 1997; Bergersen et al., 2001; Schurr, 2006; Wyss et al., 2011). Essa 

preferência do sistema nervoso central neonatal por lactato está relacionada à elevada 

expressão de MCT2 nos neurônios durante os primeiros dias de vida (Rafiki et al., 

2003). Associado a tudo isso, o comprometimento da BHE produzido pela HI neonatal 

(Muramatsu et al., 1997) pode facilitar ainda mais a entrada desse substrato 

energético no SNC. 

Embora não existam estudos com a administração de lactato em neonatos, em 

animais adultos a administração periférica de lactato (por vias intraperitoneal ou 

subcutânea), na dose de 2 g/kg, foi suficiente para produzir uma concentração 

plasmática de 10 mM de lactato, equivalente a uma concentração cerebral de 2 mM, 

a qual já demonstrou ser neuroprotetora (Morland et al., 2017), inclusive em modelos 

de isquemia cerebral (Berthet et al., 2009; Castillo et al., 2015). 
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Dessa forma, hipotetizamos que a administração periférica de uma dose de 

lactato de 2 g/kg logo após a HI poderia fornecer o substrato metabólico necessário 

para evitar a falha energética, reduzindo a lesão neural e melhorando os desfechos 

comportamentais dos animais após a lesão. 

Devido à inexistência de dados da literatura avaliando a administração de 

lactato no modelo de HI neonatal, apesar de resultados promissores em animais 

adultos, o presente trabalho é original e pode contribuir de maneira significativa para 

a redução das sequelas produzidas pela HI neonatal, a qual ainda afeta um grande 

número de neonatos, além de não possuir um tratamento adequado de alta eficácia. 

Além disso, a comparação entre machos e fêmeas realizada no presente trabalho 

pode auxiliar na padronização de estratégias terapêuticas específicas para cada 

gênero, o que permitiria a obtenção de melhores desfechos clínicos no tratamento da 

HI neonatal. 

 

2. Justificativa 

A HI neonatal ainda desperta grande interesse científico, já que é uma das 

principais causas de morte em recém-nascidos (Kurinczuk et al., 2010). Quando esses 

sobrevivem, após o evento hipóxico-isquêmico, apresentam graves sequelas que 

comprometem o desenvolvimento adequado (Vannucci e Hagberg, 2004; Bano et al., 

2017), gerando um problema de saúde pública. 

Além disso, a compreensão das respostas específicas relacionadas ao sexo 

durante a EHI também é crucial para o planejamento de intervenções clínicas 

adequadas para cada um dos sexos em recém-nascidos que sofreram um evento 

hipóxico-isquêmico. 

Até o momento, nenhum estudo avaliou o efeito da administração de lactato 

como estratégia terapêutica na HI neonatal e a única terapia validada em seres 

humanos para o tratamento da HI cerebral é a hipotermia terapêutica (Shankaran et 

al., 2005, 2017; Tagin et al., 2012). Entretanto essa terapia tem eficácia limitada, 

sobretudo se o evento hipóxico-isquêmico for severo ou a terapia for iniciada 

tardiamente (Laptook et al., 2017). 

Está claro que a privação energética, a inflamação e a excitoxicidade são 

fatores importantes na fisiopatologia da HI. Assim, considerando a necessidade de 

terapias para a HI alternativas ou complementares à hipotermia e que o lactato é um 

importante substrato energético para o SNC, capaz de modular as respostas 
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inflamatórias (Hoque et al., 2014), exercer papel protetor in vitro para excitotoxicidade 

(Jourdain et al., 2016) e reduzir o estresse oxidativo (Tauffenberger et al., 2019), se 

torna plausível a investigação dos possíveis efeitos neuroprotetores da administração 

de lactato no modelo animal de HI neonatal. 

 

3. Hipótese 

A hipótese do presente trabalho é de que a administração exógena de lactato 

será capaz de elevar as concentrações plasmáticas deste substrato energético. A 

elevação das concentrações plasmáticas causará um aumento das concentrações 

encefálicas de lactato, o qual poderá atuar como um potente substrato energético no 

SNC de animais submetidos à HI neonatal, produzindo um efeito neuroprotetor a curto 

prazo de redução do volume de lesão cerebral e, consequentemente, reduzindo os 

déficits comportamentais subsequentes produzidos pela HI. 

 

4. Objetivo geral 

Padronizar a administração sistêmica de lactato no modelo de HI em ratos 

Wistar com 7 dias de vida e investigar seu efeito sobre a lesão encefálica e as 

respostas reflexas e comportamentais em machos e fêmeas submetidos à hipóxia-

isquemia neonatal. 

 

4.1. Objetivos específicos 

-Quantificar as concentrações plasmáticas de lactato (produzido 

endogenamente), em animais com 7 dias de vida, em diferentes tempos de 

recuperação (5, 20, 30 e 45 minutos) após a HI para a montagem de uma curva de 

recuperação de lactato; 

-Quantificar as concentrações plasmáticas (aos 5, 30, 45 e 90 minutos) e 

hipotalâmicas (aos 5 e 30 minutos) de lactato, em animais com 7 dias de vida, após a 

administração de lactato exógeno (na dose de 2 g/kg), para a montagem de uma curva 

de lactato em condições basais (sem o evento hipóxico-isquêmico); 

-Avaliar, em fatias cerebrais coradas com cloreto de tetrazólio (TTC), o volume 

de lesão encefálica a curto prazo (48h após a HI, em P9) em animais submetidos à HI 

e tratados ou não com lactato; 

-Avaliar as respostas reflexas e comportamentais em ratos submetidos à HI e 

que receberam ou não a administração de lactato, com o uso dos testes de geotaxia 
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negativa e reflexo de endireitamento (em P8 e P14), reconhecimento olfatório (em 

P14) e teste do cilindro (em P20). 

 

5. Materiais e métodos 

5.1. Animais 

Foram utilizados 288 ratos Wistar neonatos (P7), machos e fêmeas (36 

ninhadas), provenientes do Centro de Reprodução e Experimentação de Animais de 

Laboratório (CREAL) da UFRGS, os quais foram mantidos na Unidade de 

Experimentação Animal (UEA) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). As 

ninhadas foram padronizadas logo após o nascimento, sendo compostas por 4 filhotes 

machos e 4 filhotes fêmeas, juntamente com as respectivas ratas-mães. Os animais 

foram mantidos em caixas de polipropileno de 49 x 34 x 16 cm. O assoalho das caixas 

foi recoberto com maravalha. As mães receberam alimentação e água ad libitum e os 

animais foram mantidos sob períodos de 12h luz/12h escuro e temperatura média de 

22°C com umidade relativa do ar controlada (40-60%). 

 

5.2. Aspectos éticos 

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a resolução 

normativa n°30, de 02 de fevereiro de 2016, resolução normativa n°33 de 18 de 

novembro de 2016 e resolução normativa n°37, de 15 de fevereiro de 2018 do 

CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal) e de acordo 

com a Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, que estabelece os procedimentos para o 

uso científico de animais, além dos princípios internacionais para a prática envolvendo 

animais, constantes do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (8th edition, 

2011) do National Research Council of the National Academies (National Research 

Council (US) Committee For The Update Of The Guide For The Care And Use Of 

Laboratory, 2011). O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da UFRGS (número 35651) e do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(CEUA/HCPA, projeto número 2018-0258). Todas as fêmeas adultas (36 ratas mães 

não utilizadas nos experimentos) foram eutanasiadas após o período experimental 

pelo método da sobredose anestésica com isoflurano, de acordo com a RN nº 37 do 

CONCEA. Para isso, foram colocadas em uma câmara e foi administrado isoflurano 

na concentração de 5%. Após a observação de parada respiratória, a exposição ao 
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isoflurano continuou por mais dez minutos. Para o monitoramento das condições 

gerais dos animais filhotes e para limitar qualquer sofrimento que não tenha sido 

previsto, foram utilizados pontos finais humanitários (“endpoints”) de acordo com a 

resolução normativa n°25 do CONCEA de 2015 (Kassab e Zacarias, 2016). Foram 

analisados os seguintes parâmetros: baixo peso, extremidades azuladas e cianose, e 

má condição geral do animal. Em caso de necessidade, os animais em más condições 

foram eutanasiados por sobredose anestésica com isoflurano, conforme já descrito 

para as ratas-mães. 

 

5.3. Modelo animal de hipóxia-isquemia neonatal 

O procedimento de HI neonatal foi baseado em um modelo já bastante 

consolidado na literatura científica, conhecido como modelo de Rice-Vannuci (Rice et 

al., 1981). Todos os procedimentos de HI foram executados na UEA do HCPA. Os 

animais (P7) eram retirados das caixas-moradia e colocados em uma incubadora 

(Fanem C186TS) com a temperatura controlada, para manutenção da temperatura 

corporal a 37ºC e escolhidos aleatoriamente por sorteio para a cirurgia. Em uma cama 

cirúrgica aquecida e sob anestesia com isoflurano (5% para indução e 3% para 

manutenção), os animais foram submetidos à cirurgia para a oclusão da artéria 

carótida comum direita. Para isso, foi realizada uma incisão longitudinal na superfície 

ventral do pescoço (paralela e aproximadamente dois milímetros lateral à traqueia), 

facilitando o acesso à carótida comum direita, que foi isolada do nervo vago com o 

auxílio de duas pinças de precisão (anguladas a 45º). A carótida comum direita foi 

ocluída permanentemente, por meio de nó com fio cirúrgico (Seda 4.0). Após a 

oclusão, a ferida operatória foi suturada com dois pontos internos (com fio Seda 4.0). 

Todo o processo cirúrgico (incluindo o tempo para o início da anestesia) foi executado 

em menos de 10 minutos. Após a cirurgia, os filhotes voltaram para a incubadora para 

que se recuperassem e, então, retornaram às respectivas caixas-moradia, juntamente 

com as ratas-mães, onde foram mantidos por aproximadamente 2h. Após esse 

período de recuperação, os animais foram alocados em câmara para hipóxia (4 

animais por câmara) e expostos à atmosfera hipóxica (mistura certificada de 8% de 

O2 e 92% de N2) por 60 minutos a 33°C. A câmara consistia de um kitasato de 2L 

colocado dentro da incubadora Fanem C186TS (Fabres et al., 2018). O fluxo de gás 

infundido para a câmara de hipóxia foi de 5L/min. O gás era previamente umidificado 

e a umidade dentro da câmara foi mantida em aproximadamente 70%. A temperatura 
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de 33ºC (temperatura da câmara) corresponde à temperatura do ninho (Hulshof et al., 

2011) e a temperatura corporal dos animais foi monitorada com o uso de um 

termômetro clínico infravermelho (Incoterm TCI1000) e se manteve em torno de 36,5-

37ºC. A temperatura e a umidade da câmara foram verificadas com a utilização de um 

termo-higrômetro (Incoterm, TH50). Terminada a exposição hipóxica, os filhotes eram 

retirados da câmara hipóxica e colocados em recuperação em uma caixa sob 

aquecimento (dentro da incubadora) para a manutenção da temperatura por 

aproximadamente 30 minutos e, então, retornavam às caixas-moradia com as ratas-

mães. Os animais do grupo SHAM foram submetidos à cirurgia fictícia, sem a oclusão 

carotídea e foram mantidos em normóxia. Uma representação detalhada do modelo 

de HI pode ser vista na Figura 3. 

Esse modelo experimental tem uma taxa de mortalidade descrita na literatura 

de aproximadamente 20% (Lafemina et al., 2006; Fabres et al., 2018). Portanto, nessa 

dissertação, também foi realizada uma análise do percentual das mortes nos 

experimentos conduzidos (item 6.1 da seção Resultados). 

 

 

 
Figura 3. Esquema representativo do modelo animal de HI neonatal de Rice e Vannucci (Rice et al., 

1981). Basicamente, o modelo consiste em duas etapas. Primeiro, uma incisão é feita no pescoço do 

animal para a localização da artéria carótida comum direita, que é ocluída permanentemente causando 

uma isquemia cerebral unilateral no encéfalo do animal. Os animais passam por um período de 

recuperação de cerca de 2h juntamente com as ratas-mães e, em seguida, são alocados em uma 

câmara com atmosfera hipóxica (8% O2) por 60 minutos (Figura de autoria própria). 

 

5.4. Grupos experimentais 
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 Para o desenvolvimento deste trabalho, os ratos Wistar com 7 dias de vida (P7) 

foram divididos em 4 grupos experimentais: grupo HI, grupo HI+LAC, grupo SHAM 

e grupo SHAM+LAC (descritos abaixo). Todos os grupos continham animais machos 

e fêmeas para permitir a análise do dimorfismo sexual: 

- Grupo HI: os animais do grupo HI foram submetidos ao procedimento de HI 

neonatal (oclusão carotídea e exposição hipóxica), mas receberam apenas a 

administração de tampão fosfato-salino (PBS) após a HI; 

- Grupo HI+LAC: os animais do grupo HI+LAC foram submetidos ao procedimento 

de HI neonatal (oclusão carotídea e exposição hipóxica) e receberam a 

administração de lactato após a HI (os detalhes da administração de lactato estão 

descritos a seguir, no item 5.5); 

- Grupo SHAM: os animais do grupo SHAM foram submetidos a uma cirurgia fictícia 

(sem a oclusão da carótida), colocados em uma câmara normóxica exposta ao ar 

ambiente (sem exposição hipóxica) e receberam apenas a administração de veículo 

(PBS) nos mesmos momentos dos animais do grupo SHAM+LAC; 

- Grupo SHAM+LAC: os animais do grupo SHAM+LAC foram submetidos a uma 

cirurgia fictícia (sem a oclusão carotídea), colocados em uma câmara normóxica 

exposta ao ar ambiente (sem exposição hipóxica) e receberam a administração de 

lactato nos mesmos momentos dos animais do grupo HI+LAC; 

Cada ninhada era composta por 8 animais (4 machos e 4 fêmeas). Assim, cada 

animal de uma mesma ninhada foi alocado em um grupo experimental distinto (4 

grupos experimentais x 2 sexos = 8 animais), evitando o efeito ninhada. 

 

5.5. Administração de lactato 

 Com base em estudos prévios que avaliaram a administração de L-lactato de 

sódio e observaram efeitos neuroprotetores em animais adultos, a dose de lactato 

utilizada no presente trabalho foi de 2 g/kg (E et al., 2013; Morland et al., 2017). Após 

a indução da HI, a solução de lactato de sódio (Sigma, L71718), diluído em solução 

de PBS (pH 7,4), foi administrada por via intraperitoneal na dose determinada de 2 g 

de lactato por kg de peso corporal, em um volume de solução de 5 µL por grama de 

peso nos animais dos grupos HI+LAC e SHAM+LAC. Os animais dos grupos HI e 

SHAM receberam apenas injeções de veículo (PBS) na mesma frequência e nos 

mesmos volumes dos animais que receberam lactato. Uma solução estoque foi 



 

29 

preparada em ambiente asséptico e os materiais utilizados no preparo e na 

administração foram previamente autoclavados. 

 

5.6. Experimentos-piloto 

Devido à falta de dados na literatura acerca da administração de lactato em 

neonatos, inicialmente foram realizados alguns experimentos para a padronização do 

desenho experimental. A partir disso, chegamos ao desenho experimental 

determinado para esta dissertação, descrito a seguir, no item 5.9. 

O nosso primeiro desenho experimental envolveu a administração de lactato 

por 5 dias consecutivos, desde o P7 até o P11 (Figura 4). A administração 

intraperitoneal de L-lactato (ou veículo) foi iniciada imediatamente após a HI e mantida 

por 5 dias (P7 a P11; 2x/dia, uma às 7:30h e outra às 15:30h). No P8, P14 e P20, os 

animais foram submetidos a dois testes comportamentais: geotaxia negativa, teste em 

que o animal é posicionado em um plano inclinado de 35º e é medida a latência para 

retornar à posição inicial; e o reflexo de endireitamento, teste em que o animal é 

posicionado em decúbito dorsal e é medida a latência para o animal se desvirar e 

colocar as 4 patas novamente em contato com a superfície. A eutanásia foi realizada 

em P21 (14 dias após a HI). 

 

 

Figura 4. Linha do tempo do experimento-piloto. Em P7, os animais foram submetidos à HI neonatal 

(cirurgia de oclusão carotídea unilateral seguida de um período de recuperação com as ratas-mães e 

subsequente exposição hipóxica). Imediatamente após a hipóxia, os animais receberam a primeira 

injeção de lactato ou PBS, que era mantida por 5 dias (de P7 a P11; 2x por dia). Em P8, P14 e P20, os 

animais foram submetidos a dois testes comportamentais: geotaxia negativa e reflexo de 

endireitamento. A eutanásia foi realizada em P21 (14 dias após a HI). LAC: lactato; GN: geotaxia 

negativa; RE: reflexo de endireitamento; EUT: eutanásia. 
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Nesse experimento-piloto, foi observado que os animais que recebiam lactato 

apresentaram uma dificuldade em ganhar peso: tanto nos animais do grupo HI+LAC 

quanto nos animais do grupo SHAM+LAC (Figura 5). 

 
Figura 5. Peso dos animais ao longo dos dias do experimento-piloto. Em P7, todos os grupos iniciaram 

com o mesmo peso corporal médio. Os animais do grupo SHAM ganharam peso normalmente ao longo 

do tempo. Os animais do grupo HI apresentaram um peso corporal menor ao longo do tempo, conforme 

seria esperado. Entretanto, os animais do grupo SHAM+LAC também apresentaram esse menor 

padrão de peso e os animais do grupo HI+LAC apresentaram um peso corporal médio ainda menor. 

Os dados estão expressos como média±EPM (n=2-4; como o n foi muito baixo no experimento-piloto, 

não foi realizada análise estatística, apenas a observação qualitativa da condição geral dos animais). 

 

Também foi observada uma piora na condição geral dos animais, 

principalmente nos primeiros dias após a cirurgia (P7-P11, período em que estavam 

recebendo lactato). O peso dos animais HI+LAC chegou a ser cerca de 45% menor 

em relação aos animais do grupo SHAM em P11, último dia de injeção, e o grupo 

SHAM+LAC teve um peso aproximadamente 18% menor nesse mesmo momento. 

Não se encontram dados na literatura em relação à perda de peso após a 

administração de lactato em neonatos. Entretanto, um efeito anorexígeno do lactato 

já foi descrito em ratos adultos (Silberbauer et al., 2000; Lam et al., 2008). Dessa 

forma, em conjunto com a equipe de veterinários da UEA/HCPA definimos um novo 

desenho experimental, com menor manipulação e um número menor de injeções de 

lactato. Sabe-se que a manipulação pode ser um fator que eleva os níveis endógenos 

de lactato (Carrard et al., 2016) e, juntamente com as injeções de lactato exógeno, 

poderiam causar este efeito anorexigênico. 
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5.7. Curva de concentração plasmática de lactato após a HI 

Não se encontram dados na literatura acerca do papel do lactato na hipóxia-

isquemia neonatal. Portanto, foi realizada uma curva de tempo para compreender a 

resposta do lactato endógeno após o evento hipóxico-isquêmico (Figura 6). Como é 

conhecido que o lactato endógeno aumenta durante a HI (Shalak e Perlman, 2004), 

coletamos o sangue troncular dos animais em 4 tempos diferentes após o final da 

hipóxia: 5, 20, 30 ou 45 minutos. Essa curva permitiu avaliar o tempo de retorno da 

concentração de lactato endógeno aos níveis basais (após a HI), a fim de evitar que 

uma administração exógena pudesse causar uma sobrecarga de lactato nos animais 

(e intensificar a perda de peso dos animais devido a um possível efeito anorexigênico, 

conforme descrito anteriormente). 

 

Figura 6. Linha do tempo indicando os momentos de coleta do sangue troncular para a curva de 

concentração plasmática de lactato após a HI. Após o procedimento de HI, os animais neonatos (P7) 

foram decapitados em diferentes tempos (5, 20, 30 ou 45 minutos) para a coleta do sangue troncular. 

O sangue foi coletado em microtubos contendo EDTA (passo 1), e centrifugado (passo 2). O 

sobrenadante foi coletado com uma pipeta após a centrifugação e transferido para outro tubo (passo 

3). O lactato foi dosado no sobrenadante por método colorimétrico (passo 4) utilizando um 

espectrofotômetro com leitor de microplacas (ver item 5.10 para mais detalhes sobre o procedimento 

de dosagem). 

 

5.8. Curva de concentração de lactato em condições basais 

Para analisar se a concentração plasmática de lactato aumentava após a 

injeção de lactato exógeno e em quanto tempo essas concentrações retornavam aos 

valores basais, foi realizada uma curva de tempo com a injeção de uma solução de 

lactato (dose de lactato de 2 g/kg) ou veículo (PBS pH 7,4). Para isso, foi feita uma 
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injeção intraperitoneal de lactato na dose escolhida (2 g/kg) e o sangue troncular foi 

coletado em 4 momentos distintos: 5, 30, 45 ou 90 minutos após a injeção de lactato 

ou veículo (Figura 7). Logo após a coleta de sangue, o hipotálamo foi rapidamente 

dissecado e colocado em nitrogênio líquido para armazenamento em freezer -80ºC, 

para posterior dosagem das concentrações de lactato no tecido nervoso. Entretanto, 

por limitações técnicas (restrição de reagentes e por algumas ninhadas não terem 

nascido nas datas esperadas), apenas dois tempos foram escolhidos para a análise 

do lactato hipotalâmico (5 ou 30 minutos após a injeção). O tecido escolhido foi o 

hipotálamo uma vez que o efeito anorexígeno do lactato (conforme observado no 

experimento-piloto) pode ocorrer via ação do lactato no hipotálamo, uma das 

principais estruturas envolvidas no controle da fome e da saciedade (Elizondo-Vega 

et al., 2016). 

 

Figura 7. Linha do tempo indicando os momentos de coleta do sangue troncular para a curva de 

concentração plasmática e tecidual de lactato em condições basais. Após a injeção intraperitoneal de 

lactato ou PBS, os animais neonatos (P7) foram decapitados em diferentes tempos (5, 30, 45 ou 90 

minutos) para a coleta do sangue troncular. O sangue foi coletado em microtubos contendo EDTA e 

centrifugado. O lactato foi dosado no sobrenadante por método colorimétrico utilizando um 

espectrofotômetro com leitor de microplacas (ver item 5.10 para mais detalhes sobre o procedimento 

de dosagem). 

 

5.9. Desenho experimental final 

Com os resultados dos experimentos descritos acima, conseguimos definir o 

melhor desenho experimental de acordo com a metabolização do lactato em ratos 

com 7 dias de vida que passaram pelo evento hipóxico-isquêmico. A primeira injeção 

de L-lactato (ou veículo) foi aplicada 30 minutos após a retirada dos animais da 

câmara hipóxica e a segunda 2h após a hipóxia (ou seja, 90 minutos após a primeira 
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injeção). A escolha do momento da primeira administração foi baseada na curva pós-

HI, e utilizou um período em que os valores de lactato endógeno já estavam 

retornando aos valores basais, ou seja, em torno de 30 minutos após a HI (ver Figura 

9, na seção Resultados, para detalhes). A segunda injeção foi realizada com base nos 

resultados da curva basal de administração de lactato. De acordo com o resultado 

encontrado no experimento da curva basal, o lactato administrado parece retornar às 

concentrações basais dentro de 90 minutos após a administração da dose de 2 g/kg 

(ver Figura 10, na seção Resultados, para detalhes). Por essas razões, esses foram 

os dois momentos definidos para as duas injeções de lactato. Além disso, para reduzir 

a manipulação dos animais (fator estressante para as ratas-mães e filhotes), foram 

realizadas apenas essas duas injeções e apenas em P7 (Figura 8). 
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Figura 8. Linha do tempo dos experimentos finais. Os animais passaram pelo procedimento de HI em P7. Para isso, foram submetidos à oclusão carotídea e então devolvidos às 

ratas-mães para um período de recuperação de 2h. Após, os animais foram alocados em câmara de hipóxia por 60 minutos. Passados 30 minutos após a hipóxia, os animais 

recebiam a primeira injeção de lactato (2 g/kg, i.p.) e retornavam às caixas-moradia, juntamente com as ratas-mães, até a segunda injeção de lactato (2 g/kg, i.p.), realizada 90 

minutos após a primeira (2h após o fim da hipóxia). Em P8, os animais foram submetidos aos testes comportamentais de geotaxia negativa e reflexo de endireitamento. Em P9, 

um grupo de animais foi eutanasiado para a coleta dos encéfalos e avaliação do volume de lesão encefálica. Os demais animais foram submetidos, em P14, aos testes 

comportamentais de geotaxia negativa, reflexo de endireitamento e reconhecimento olfatório. Estes mesmos animais foram submetidos ao teste do cilindro em P20 e eutanasiados 

em P21. Todos os testes comportamentais foram realizados sempre no mesmo horário do dia, às 17h. LAC: lactato; GN: geotaxia negativa; RE: reflexo de endireitamento; RO: 

reconhecimento olfatório; TC: teste do cilindro; EUT: eutanásia. 
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5.10. Dosagens plasmáticas e teciduais de lactato 

Para as dosagens de lactato, os animais foram decapitados sem anestesia por 

um pesquisador treinado em uma sala separada de onde estavam os demais ratos e 

o sangue troncular foi coletado. Sabe-se que as concentrações plasmáticas de lactato 

são sensíveis à anestesia, aumentando quando os animais são expostos a 

anestésicos (Horn e Klein, 2013). Assim, a morte rápida por decapitação é necessária 

para preservar ao máximo as características morfológicas e neuroquímicas dos 

tecidos, bem como as concentrações plasmáticas de lactato, evitando possíveis 

alterações associadas à utilização de qualquer tipo de anestésico ou analgésico 

(Mazzanti et al., 1986; Balcombe et al., 2004; Kalenka et al., 2010). 

O sangue foi coletado e armazenado em tubos de coleta (BD Vacutainer 

EDTA/fluoreto) contendo fluoreto de sódio e EDTA, para prevenir a coagulação e a 

formação de lactato ex-vivo pela via glicolítica. A seguir, o sangue foi centrifugado 

(3000 x g) e o plasma foi coletado e armazenado a -20ºC até o momento da dosagem. 

A dosagem de lactato plasmático foi realizada por um método enzimático colorimétrico 

utilizando um kit comercial (LABTEST Diagnóstica®, Brasil) e as concentrações foram 

quantificadas em 5μL de amostra. A leitura das amostras foi realizada em 

espectrofotômetro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, UK), com comprimento de onda 

de 550 nm. 

Os hipotálamos foram retirados do freezer -80ºC no dia da quantificação. Para 

a determinação da concentração tecidual de lactato no hipotálamo, as amostras de 

tecido foram homogeneizadas em 100 µL de PBS 1X (NaCl 136,9 mM; KCl 2,7 mM; 

NaH2PO4 8,1 KH2PO4 1,5 mM; pH 7,4) em tubos contendo NaF 0,1 mM em um 

homogeneizador do tipo Potter. Após homogeneizadas, as amostras foram 

centrifugadas a 2500 x g por 10 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante 

foi coletado e utilizado para a determinação da concentração de lactato com o uso de 

um kit enzimático comercial (LABTEST Diagnóstica®, Brasil) e a leitura 

espectrofotométrica realizada em um espectrofotômetro (Anthos Zenyth 200RT, 

Bichrom, UK) a 550 nm. A concentração de lactato no hipotálamo foi expressa em 

miligrama de lactato por grama de tecido e transformada para mM (Gleeson, 1982). 

5.11. Parâmetros de desenvolvimento 

Ao longo do período de experimentos, foram observados alguns parâmetros 

físicos de desenvolvimento dos animais, como o peso corporal, o dia de abertura dos 

olhos e o índice anogenital (IAG). 
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Os animais eutanasiados em P9 foram pesados diariamente de P7 a P9. Os 

animais eutanasiados em P21 foram pesados em P7 e P8 e, a partir de então, a cada 

2 dias até o momento da eutanásia. 

A abertura dos olhos e o peso foram avaliados uma vez a cada dois dias e 

todos os animais da ninhada foram analisados (De Castro et al., 2004). A média do 

dia da abertura dos olhos foi calculada. 

A distância anogenital (DAG) é a medida entre o ânus e os órgãos genitais, 

usada como parâmetro de desenvolvimento sexual, normalmente como marcador fetal 

de ação dos andrógenos (van den Driesche et al., 2011). O índice anogenital (IAG) foi 

calculado dividindo-se a DAG pelo peso do animal ao cubo (DAG/peso3) (Gallavan et 

al., 1999). A distância anogenital (DAG) foi mensurada em milímetros com a utilização 

de um paquímetro digital (Faithfull Tools, Kent, UK) (Cavalari et al., 2018). 

 

5.12. Volume de lesão encefálica (P9) 

Para o cálculo do volume de lesão encefálica, que foi realizado em P9, fatias 

dos encéfalos dos animais foram primeiramente corados com TTC (2,3,5-cloreto de 

trifeniltetrazólio), conforme descrito a seguir. O TTC sofre redução na presença de 

enzimas mitocondriais das células vivas, formando um sal de formazan que tem a 

coloração avermelhada, indicando as áreas de tecido viável. 

Para a coloração com TTC, a retirada dos encéfalos foi realizada após 

anestesia profunda dos animais com isoflurano, seguida de perfusão transcardíaca 

com solução salina (NaCl 0,9%). Primeiramente, os animais foram anestesiados e 

submetidos à toracotomia para a exposição do coração. A seguir, um cateter foi 

introduzido através do ventrículo esquerdo até atingir a luz da aorta e um pequeno 

corte foi feito no átrio direito para produzir um orifício que permitisse a saída da 

solução de perfusão (NaCl 0,9%). A solução de perfusão foi infundida por ação da 

gravidade, a partir de um reservatório colocado cerca de 80 cm acima do nível dos 

animais. Após a perfusão, os encéfalos foram dissecados e cortados coronalmente, 

de modo manual, com o auxílio de navalhas, em 4 secções de 3 mm de espessura 

cada com o auxílio de um molde (brain slicer) confeccionado sob medida para as 

dimensões do encéfalo de um rato Wistar com 9 dias de vida. As secções de tecido 

foram incubadas por 20 minutos em uma solução de TTC 1% a temperatura ambiente 

e, em seguida, fixadas em paraformaldeído 4%. As secções coradas com TTC foram 

digitalizadas e analisadas utilizando o programa ImageJ (NIH, Bethesda, EUA). Cada 
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imagem digitalizada foi capturada juntamente com uma régua para permitir a criação 

de uma barra de calibração. Assim, foi possível delimitar as áreas de interesse com o 

auxílio do mouse do computador (Tu et al., 2019). As áreas calculadas 

correspondentes às células vivas (coradas de vermelho com TTC) e células mortas 

(não-coradas) foram multiplicadas pela espessura das fatias (3mm) para a obtenção 

do volume (mm3). A partir disso, o cálculo do volume de lesão encefálica foi realizado 

de acordo com a fórmula a seguir e expresso como porcentagem do volume do 

hemisfério contralateral (Sun et al., 2015): 

 

Volume de lesão encefálica (%)=
(volume do hemisfério contralateral-volume de tecido corado no hemisfério ipsilateral)

Volume total do hemisfério contralateral 
×100 

 

5.13. Análise qualitativa dos encéfalos em P21 

Os encéfalos coletados em P21 estão em processamento para análises 

histológicas de volume de lesão pela técnica de hematoxilina e eosina, uma 

perspectiva do presente estudo. Entretanto, alguns destes encéfalos foram 

fotografados para permitir uma análise qualitativa da lesão. 

 

5.14. Testes comportamentais 

No presente trabalho foram empregados quatro testes (descritos a seguir) para 

a avaliação comportamental dos animais. Dois destes testes (geotaxia negativa e 

reflexo de endireitamento) são testes de reflexos e foram realizados em P8 e P14, 

idades apropriadas para a realização dos mesmos (Heyser, 2004; Sanches et al., 

2012). Os outros dois foram o teste de reconhecimento olfatório (P14), para a análise 

sensorial (Favero et al., 2006), e o teste do cilindro (P20) (Altman e Sudarshan, 1975), 

para a análise motora. Todos os testes foram realizados no mesmo horário do dia, 

sempre às 17h. 

 

5.14.1. Reflexo de geotaxia negativa 

Os animais foram posicionados sobre um plano inclinado em um ângulo de 35º 

(Teo et al., 2017) e orientados para a direção negativa (base) do mesmo. Foi medido 

o tempo necessário para o animal realizar uma volta de 180º, voltando a cabeça para 

o ápice do plano inclinado, com tempo máximo de 60 segundos (Sanches et al., 2017). 

O teste foi realizado em P8 e P14 e cada animal foi testado apenas uma vez (Teo et 
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al., 2017). Conforme descrito na literatura (Heyser, 2004), o aparato de geotaxia 

negativa deve consistir de um plano inclinado com a superfície revestida por uma tela 

de tecido firme que permita o estabelecimento de uma leve fricção (evitando que o 

animal escorregue em uma superfície muito lisa). Na base da prancha que constitui o 

plano inclinado, foi colocado um coxim de tecido (similar a uma almofada) para 

suavizar uma possível queda do animal. 

 

5.14.2. Reflexo de endireitamento 

Os animais foram posicionados em decúbito dorsal sobre uma superfície plana 

e foi medida a latência do animal para voltar à postura inicial, apoiado sobre as quatro 

patas, com um tempo máximo de 15 segundos (Sanches et al., 2017). O teste foi 

realizado em P8 e P14 e cada animal foi testado por 3 vezes (Teo et al., 2017). A 

primeira medida foi feita no primeiro animal da ninhada, seguindo uma ordem até os 

outros 7 animais executarem o teste. Após a primeira rodada de testes, quando todos 

os animais da ninhada já haviam sido testados uma vez, a ordem de testagem foi 

repetida até que todos os animais passassem 3 vezes pelo teste. Para a apresentação 

e análise dos resultados, foi calculada a média dos 3 valores obtidos. 

 

5.14.3. Reconhecimento olfatório 

Para verificar a capacidade de reconhecimento e localização quando 

separados da mãe, os animais foram submetidos ao teste de reconhecimento olfatório 

em P14. Neste teste, os animais foram retirados da caixa-moradia e colocados no 

centro de uma caixa acrílica regular transparente (40 cm de comprimento x 20 cm de 

largura x 20 cm de altura). Em um dos lados da caixa foi colocada uma porção de 

maravalha proveniente da caixa moradia daquele animal e, no outro lado, uma porção 

de maravalha limpa. O animal foi colocado com a porção rostral direcionada para um 

dos lados da caixa não ocupados por maravalha e a latência para reconhecimento da 

maravalha proveniente da caixa-moradia foi cronometrada, com um limite de 60 

segundos (Adaptado de SANCHES et al., 2012). 

 

5.14.4. Teste do cilindro 

Em P20, os animais foram colocados dentro de um cilindro de Plexiglass (13 

cm de diâmetro x 19 cm de altura). Para o teste do cilindro, o diâmetro do cilindro deve 
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ser aproximadamente 4 cm maior do que o comprimento do rato do nariz até a base 

da cauda (Russell et al., 2011). O cilindro foi colocado sobre uma mesa transparente 

(de vidro) e os animais foram filmados de baixo, utilizando uma câmera de vídeo 

colocada sob a mesa, de modo que fosse possível a visualização do movimento das 

4 patas dos animais. A atividade espontânea de contato das patas dianteiras com a 

parede do cilindro foi gravada durante 5 minutos e o número de toques com as patas 

dianteiras foi representado pela fórmula [(número de contatos contralateral/número 

total de toques) x 100 (Durán-Carabali et al., 2017b). 

 

5.15. Análise Estatística 

Todos os dados foram analisados para a detecção de outliers pelo teste de 

ROUT, com o Q determinado como 1%. Após a exclusão dos outliers, a normalidade 

dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados foram 

considerados normais e submetidos ao teste de análise da variância (ANOVA) de 

duas vias seguida do post hoc de Bonferroni, para comparações múltiplas. 

Para as dosagens de lactato após a HI, os fatores avaliados pela ANOVA de 

duas vias foram a hipóxia-isquemia (ou seja, a submissão ou não do animal à HI) e o 

tempo de análise (5, 20, 30 ou 45 minutos após a hipóxia). 

Para análise das dosagens plasmáticas e teciduais de lactato após a injeção 

em condições basais (curva basal) os fatores utilizados foram o tempo (ou seja, o 

momento avaliado: 5, 30, 45 ou 90 minutos após a injeção) e a administração de 

lactato (ou seja, se o animal recebeu lactato ou PBS). 

Para a análise do peso corporal, foi calculada a área sob a curva relativa ao 

peso de cada animal ao longo dos dias de experimento. Foram utilizados como fatores 

para a análise estatística da área sob a curva: a hipóxia-isquemia (ou seja, a 

submissão ou não do animal à HI) e o tratamento com lactato (ou seja, a administração 

de lactato ou de PBS). Estes mesmos dois fatores foram utilizados para a análise 

estatística do volume de lesão encefálica e dos testes comportamentais. 

Todos os dados foram expressos como média±erro padrão da média (EPM). O 

nível de significância foi determinado como 0,05 e os testes foram realizados 

utilizando o programa GraphPad versão 8.0. O número amostral utilizado em cada 

uma das análises está detalhado na legenda de cada figura, na seção Resultados. 
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8. CONCLUSÕES 

A partir dos resultados do presente trabalho, pode-se concluir que a hipóxia-

isquemia neonatal desencadeia uma lesão encefálica significativa, além de produzir 

déficits motores tanto em animais neonatos machos quanto em fêmeas, os quais 

foram parcialmente revertidos pela administração de lactato após a HI. A redução da 

lesão encefálica parece estar associada aos benefícios observadas nos testes 

comportamentais. 

A administração intraperitoneal de lactato na dose de 2 g/kg foi suficiente para 

aumentar as concentrações plasmáticas e hipotalâmicas de lactato, sugerindo que os 

efeitos benéficos dessa administração estejam associados às ações desse substrato 

energético diretamente no SNC. 

Dessa forma, a administração de lactato pode ser uma possível estratégia 

neuroprotetora a ser considerada como terapia para o tratamento da HI neonatal, a 

qual ainda afeta uma porcentagem significativa de recém-nascidos humanos. 

 

9. PERSPECTIVAS 

A padronização do uso do lactato como possível estratégia neuroprotetora no 

modelo de HI neonatal, estabelecida no presente estudo, forneceu a base necessária 

para experimentos futuros (alguns já em processamento) com o intuito de 

compreender melhor os mecanismos de ação do lactato na HI neonatal. Algumas das 

perspectivas do presente estudo estão descritas a seguir e serão realizadas em 

amostras de tecido de animais submetidos à HI e tratados ou não com lactato, 

conforme o desenho experimental já descrito nesta dissertação. Estas perspectivas 

incluem a: 

-Análise do volume de lesão em outras áreas encefálicas, além do hipotálamo, 

como o córtex cerebral, o hipocampo e o corpo estriado em um período mais 

prolongado (P21), em cortes histológicos corados pela técnica de hematoxilina e 

eosina; 

-Avaliação da imunorreatividade à proteína glial fibrilar ácida (GFAP, como um 

indicador de astrogliose) e à caspase-3 (como um marcador de morte celular); 

-Quantificação, pela técnica Western blotting, da expressão proteica do 

receptor de lactato (HCAR1/GPR81) e dos transportadores de monocarboxilato 

(MCT2 e MCT4) em homogeneizados de diferentes regiões encefálicas (como o 

hipotálamo, o córtex cerebral, o hipocampo e o corpo estriado). 
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