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RESUMO

A encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal (EHI) € uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em recém-nascidos. Atualmente, a hipotermia € a Unica
terapia utilizada para o tratamento da EHI. Entretanto, a hipotermia possui algumas
limitagBes, ndo sendo eficaz em todos os casos de EHI. Assim, outros possiveis
agentes neuroprotetores tém sido testados em modelos animais. O presente trabalho
avaliou a utilizacdo de lactato em um modelo animal de hipdxia-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 acdo neuroprotetora em modelos de isquemia
cerebral em animais adultos. Para a padronizagédo inicial dos experimentos, as
concentracfes enddgenas de lactato foram avaliadas em diferentes momentos apos
a Hl e também apos uma injecao intraperitoneal de lactato exdgeno. Para investigar o
possivel papel neuroprotetor do lactato sobre a lesdo encefalica e parametros
comportamentais, ratos Wistar machos e fémeas com 7 dias de vida foram submetidos
a ocluséao permanente da artéria carotida comum direita (isquemia) combinada com a
exposicdo a uma atmosfera hipoxica (8% de oxigénio) por 60 minutos (hipdxia). 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 inje¢des de lactato apos a HI); grupo SHAM (animais
submetidos a uma cirurgia ficticia e mantidos em normoxia); grupo SHAM+LAC
(animais submetidos a uma cirurgia ficticia, mantidos em normoxia e que receberam
injecdes de lactato). O lactato foi administrado 30 minutos e 2h apds a hipdxia (ha
dose de 2 g/kg) no grupo HI+LAC e nos mesmos momentos no grupo SHAM+LAC.
Os grupos Hl e SHAM receberam apenas a injecéo de veiculo (tampéao fosfato-salino,
PBS). O volume de lesdo encefélica foi calculado a partir de fatias coronais dos
encéfalos de animais (em P9) coradas com 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (TTC),
gue marca as regibes de células vivas. Os animas foram submetidos aos testes
comportamentais de geotaxia negativa e reflexo de endireitamento (em P8 e P14);
teste olfatério (em P14); e teste do cilindro (em P20).

Palavras-chave: Neurodesenvolvimento. Lactato. Hipdxia-isquemia neonatal.
Neuroprotecdo. Lesdo encefalica.



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 Hl
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. Hl 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. INTRODUCAO

A encefalopatia neonatal decorrente de um evento hipéxico-isquémico, também
conhecida como encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI), é uma importante
consequéncia da asfixia perinatal (Rennie e Roberton, 2012), com uma prevaléncia
de 1-8 casos a cada 1000 recém-nascidos vivos nos paises desenvolvidos e de 1-
26/1000 em paises subdesenvolvidos (Airede, 1991; Kurinczuk et al., 2010). A hipoxia-
isquemia (HI) € uma das principais causas de deficiéncias neuroldgicas (Ferriero,
2004) e mortalidade precoce em recém-nascidos (Bryce et al., 2005). Além disso,
entre 0s sobreviventes, 25% apresentam deficiéncias neuropsicologicas, como
dificuldade de aprendizado, epilepsia e paralisia cerebral (Douglas-Escobar e Weiss,
2012; Charriaut-Marlangue et al., 2018).

O evento hipoxico-isquémico encefalico é caracterizado pela redugéo do fluxo
sanguineo e consequente interrupcdo da disponibilizagcdo de oxigénio e substrato
energético ao tecido nervoso, o que resulta na reducdo da concentracdo de ATP
intracelular (Rennie e Roberton, 2012), levando a uma falha energética. A lesao neural
produzida pelo evento hipdxico-isquémico é causada tanto por morte neuronal aguda
(devido a essa falha energética inicial) quanto tardia (por exemplo, pela ativacédo de
vias de apoptose e de um processo infamatdrio de longo prazo). A manifestacdo dos
danos neurais depende de diversos fatores, como a area cerebral avaliada (Sanches
et al., 2019), o tempo apo6s o evento hipoxico-isquémico (Northington et al., 2001) e o
dimorfismo sexual (Mirza et al., 2015; Sanches et al., 2015; Smith et al., 2015).
Entretanto, como a lesado é progressiva (Northington et al., 2001), torna-se possivel a
busca por estratégias neuroprotetoras que possam ser aplicadas mesmo apos a
ocorréncia do evento hipdxico-isquémico.

A concepcao de intervencdes eficazes com o feto e o recém-nascido que
sofreram eventos hipoxicos-isquémicos encefalicos depende diretamente da
compreensao 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 apds o nascimento (Douglas-Escobar e Weiss,
2012) e incluem prolapso do cordao umbilical, deslocamento prematuro da placenta,
prematuridade, entre outros (Rennie e Roberton, 2012).

Existe uma escassez de opcOes terapéuticas 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 Unica
terapia preconizada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e bem estabelecida
na clinica para o tratamento da EHI em neonatos nascidos a termo é a hipotermia
terapéutica (Dixon et al., 2015), que consiste no resfriamento corporal do recém-
nascido, com uma reducéo de 2 a 5°C na temperatura encefélica (Shankaran et al.,
2005; Laptook et al., 2017; Rocha-Ferreira et al., 2018). Entretanto, a hipotermia
terapéutica soO € eficaz em recém-nascidos humanos se for iniciada dentro de uma
janela terapéutica de no maximo 6h (Gunn e Gluckman, 2007), e promove
neuroprotecdo apenas em casos de eventos hipoxico-isquémicos moderados. A
hipotermia isolada ndo é neuroprotetora em casos de injurias severas (Sabir et al.,
2012), podendo, inclusive, aumentar a lesdo enceféalica em casos mais graves ou
guando iniciada tardiamente (Shankaran et al., 2005; Wood et al., 2016). Devido a
isso, a eficacia 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 oxigénio, como a eritropoietina (Wu e
Gonzalez, 2015); substancias antioxidantes e anti-apoptoticas, como a melatonina (Hu
et al., 2017), ou que reduzam a producao de espécies ativas de oxigénio, como o
alopurinol (Williams et al., 1992); administracdo de células tronco como agentes
imunomoduladores (Yoo et al., 2013); bloqueadores de receptores glutamatérgicos,
como xenbnio, nebnio, sulfato de magnésio e topiramato, que reduzem a
excitotoxicidade glutamatérgica (Allen, 2012). Embora algumas dessas terapias ja
tenham sido testadas em trials clinicos, nenhuma mostrou um resultado mais efetivo
do que a hipotermia (Dixon et al., 2015). Além disso, a utilizacdo de um tratamento
neuroprotetor em conjunto com a hipotermia nem sempre é benéfica, podendo
inclusive provocar uma piora no desfecho final (Thoresen, 2018).

Uma possivel estratégia neuroprotetora ainda pouco testada na HI neonatal é
a utilizagcéo de substratos metabdlicos: por exemplo, ja foi demonstrado que o butirato
de sbdio suprime a resposta inflamatéria causada pela HI (Jaworska et al., 2017;
Ziemka-Nalecz et al., 2017). Entretanto, uma das caracteristicas interessantes do
butirato (um &cido graxo de cadeia curta que pode ser metabolizado em corpos
cetbnicos) (Hird e Symons, 1962) € que ele pode ser utilizado como um substrato

metabalico pelo sistema nervoso de neonatos (Dombrowski et al., 1989), mesmo em
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situacdes de privacao de glicose (Schurr et al., 1988). O lactato também tem mostrado
efeitos promissores em situacbes de isquemia cerebral (Berthet et al., 2009).
Entretanto a utilizacdo 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 disponibilizacdo de um substrato energético durante a HI parece ser uma
estratégia interessante, ja que o encéfalo € responsavel por cerca de 25% da
utilizacao diaria 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
manutencdo e a recuperacao dos gradientes ibnicos apos a sinalizagdo sindptica,
além da reciclagem dos neurotransmissores, sao os fatores responsaveis pela maior
parte deste gasto energético (Pellerin e Magistretti, 2012). De modo geral, a glicose é
considerada como o substrato energético obrigatorio do encéfalo (Dienel, 2018) e por
muito tempo se acreditou que a utilizacdo da glicose ocorreria via metabolismo
oxidativo, levando em consideracédo o alto fluxo sanguineo e o elevado consumo de
oxigénio cerebral (Madsen et al., 1999; Bélanger et al., 2011). Entretanto, as diferentes
células que comp&em o sistema nervoso central (SNC) apresentam perfis metabdlicos
distintos: os neurdnios, que apresentam um metabolismo principalmente oxidativo,
parecem utilizar o lactato como substrato energético preferencial; ja os astrécitos, que
apresentam metabolismo principalmente glicolitico (anaerdbico), atuariam como
produtores e exportadores de lactato: essas células captariam a glicose circulante, a
gual seria convertida em lactato pela via glicolitica e transferida para os neurbénios na
forma de lactato (Pellerin e Magistretti, 1994, 2012; Magistretti e Allaman, 2018).

O lactato esta presente no espaco extracelular do SNC em concentracfes
semelhantes as concentracfes 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 séo transportadores
de membrana responsaveis pelo transporte de lactato, piruvato, acetato e beta-
hidroxibutirato (Dombrowski et al., 1989; Halestrap e Price, 1999). O lactato pode ser
captado pelos neurdnios 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 producao de ATP pela
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fosforilacdo oxidativa mitocondrial (Pellerin et al., 2007; Magistretti, 2009; Bélanger et
al., 2011).

Esse processo de transferéncia de lactato entre astrocitos e neurdnios é
conhecido como "lancadeira de lactato astrocito-neurdnio” ou "desvio lactato-glicose”
(Pellerin e Magistretti, 1994). A existéncia dessa lancadeira foi proposta originalmente
em 1994 por Pellerin e Magistretti (Pellerin e Magistretti, 1994), com base em estudos
in vitro e estudos de imageamento da captacéo de glicose (Figura 1). O modelo sugere
gue a utilizacao de glicose pelo SNC refletiria muito mais o metabolismo astrocitico do
gue o neuronal: o astricito captaria a maior parte da glicose circulante e utilizaria a
mesma como substrato para a via glicolitica. O lactato formado seria exportado para
0 espaco extracelular e captado pelos neurbnios (Allaman et al., 2011; Pellerin e
Magistretti, 2012; Méachler et al., 2016; Magistretti e Allaman, 2018). Esse processo
seria regulado pela atividade das sinapses glutamatérgicas, auxiliando na
disponibilizacdo de um substrato energético para a manutencdo da alta demanda
energética dessas sinapses excitatorias (Pellerin et al., 2007; Magistretti e Allaman,
2018; Vohra et al., 2019). Assim, fica claro que neurbnios e astrécitos apresentam
perfis metabdlicos distintos, mas complementares, proporcionando um ambiente de
extensiva cooperacdo metabdlica intercelular.

Diversos estudos subsequentes auxiliaram na confirmagcdo do modelo da
lancadeira de lactato e da existéncia de uma cooperacao metabolica entre astrécitos
e neurbnios. Por exemplo: 1- o baixo contetdo neuronal da enzima frutose 2,6
bifosfatase, uma enzima regulatéria-chave da via glicolitica, sugere ineficacia da via
glicolitica em neurénios (Almeida et al., 2004). Os astrdcitos, entretanto, sdo altamente
glicoliticos, apresentando transportadores de glicose nos pés astrociticos que
envolvem os capilares (Allaman et al., 2011; Bélanger et al., 2011); 2- os neurbnios
apresentam a isoforma de alta afinidade dos transportadores de lactato (MCT2),
indicando que o lactato sera captado pelos neurdnios a partir do espaco extracelular
mesmo quando presente em baixas concentracdes (Gandhi et al., 2009; Bergersen,
2015). Os astracitos, por outro lado, apresentam a isoforma MCT4 de baixa afinidade,
mas de elevada capacidade de transporte, indicando que o lactato produzido sera
exportado quando estiver presente em elevadas concentragdes no meio intracelular
(Gandhi et al., 2009; Bergersen, 2015); 3- aisoforma 5 da lactato desidrogenase (LDH)

parece ser mais expressa em astrocitos, e favorece a reducao do piruvato em lactato.
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Nos neurbnios, entretanto, a isoforma mais expressa é a LDH1, que favorece a

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

NEURONIO ASTROCITO

Neurénio pré-sinaptico

NADH  NA

p"
Piruvato%ruﬁLactato Mch;

- Lactato Piruvato

LDHS

Neurénio pos-sinaptico

Figura 1. Representagdo esquematica da lancadeira de lactato entre astrdcitos e neurénios (ANLS, do
inglés Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle). O modelo da lancadeira sugere que a glicose captada pelos
astrécitos € convertida em lactato, o qual é exportado para os neurbnios para ser utilizado como um
substrato energético. A glicose é captada da circulagdo pela proteina transportadora de glicose do tipo
1 (GLUTL1, glucose transporter 1), presente nas células endoteliais e nos astrécitos. Nas sinapses
glutamatérgicas, o glutamato (Glu) despolariza os neurdnios agindo em seu receptor (GIUR). A atividade
excitatoria € finalizada por um eficiente sistema de captacédo de glutamato pelos transportadores de
aminoacidos excitatérios (EAATSs, excitatory amino acid transporters), localizados nos astrdcitos: o
glutamato é cotransportado com o Na+, levando ao aumento da concentragdo intracelular de Na-,
ativando a bomba Na+/K+-ATPase (dependente de ATP, sintetizado a partir da glicélise). Esse processo
resulta, entdo, na utilizacdo de glicose e producéo de lactato, a partir da reducao do piruvato pela lactato
desidrogenase 5 (LDH5, lactate dehydrogenase 5) dos astrécitos. O lactato exportado pelo
transportador de monocarboxilato 4 (MCT4, monocarboxylate transporter 4) dos astrécitos pode ser
captado pelos neurbnios através do transportador de monocarboxilato 2 (MCT2, monocarboxylate
transporter 2). Nos neurdnios, este lactato € oxidado a piruvato pela lactato desidrogenase 1 (LDH1,
lactate dehydrogenase 1), servindo como substrato para a producédo de energia pelas mitocéndrias. Ks:
fon potassio; Na+: ion sddio; H+: ion hidrogénio; LDH: lactato desidrogenase; NADH: nicotinamida
adenina dinucleotideo, forma reduzida; NAD+: nicotinamida adenina dinucleotideo, forma oxidada;
GLUTL1: proteina transportadora de glicose 1; GluR: receptor de glutamato; ATP: trifosfato de
adenosina; EAATs: transportadores de aminoécidos excitatorios; MCT: transportador de
monocarboxilato; COz: gas carbdnico; O2: oxigénio (Figura de autoria prépria com base em Pellerin e
Magistretti (Pellerin e Magistretti, 1994)).
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A lancadeira de lactato também pode ser regulada em situacdes adversas, por
exemplo, com um aumento na expressao de MCT4 nos astrécitos durante condi¢cdes
de hipdxia (aumento regulado pelo fator de transcricdo induzido pela hipdxia-1 alfa -
HIF-1a), a fim de favorecer a transferéncia para os neurbnios das elevadas
guantidades de lactato produzidas pelos astrécitos, 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 transferéncia de lactato entre astrocitos e neurdnios afeta
inclusive fungdes superiores do sistema nervoso como processos complexos de
consolidacdo da memoria de longo-prazo (Suzuki et al., 2011).

Todas essas evidéncias sobre o importante papel metabdlico do lactato em
neurénios parecem suficientes para explicar os efeitos neuroprotetores da
administracado exogena 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 hematoencefalica (BHE) por difuséo facilitada através do MCT1 presente nas
células endoteliais e nos astrocitos (0os astrocitos também expressam o MCT4,
necessario para a exportagdo do lactato) (Halestrap, 2013). Dentro do sistema
nervoso central, o lactato promove a angiogénegese cerebral (Morland et al., 2017) e
produz efeitos antidepressivos (Carrard et al., 2016). Em modelos de lesdo do SNC in
vivo, o lactato apresentou efeitos neuroprotetores apdés a inducdo de isquemia
cerebral em animais adultos (Berthet et al., 2009, 2012; Castillo et al., 2015; Mosienko
et al., 2015), reduzindo o volume de lesédo estriatal (Berthet et al., 2009) e a morte
neuronal (Berthet et al., 2009; Castillo et al., 2015). Em culturas organotipicas de
hipocampo submetidas a privacdo de glicose e oxigénio (OGD, um modelo ex vivo
gue mimetiza a hipoxia-isquemia cerebral), a aplicacdo de L-lactato ao meio reduziu
a morte neuronal (Berthet et al., 2009; Castillo et al., 2015).

A administracdo de lactato também melhorou as respostas comportamentais
pés-lesdo, reduzindo os déficits neuroldgicos avaliados com a utilizacdo 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 aquatico de Morris em modelo de
traumatismo cranio-encefalico em ratos adultos (Rice et al., 2002). Em um modelo de
hemorragia cerebral, o lactato parece se acumular ao redor do hematoma para
promover angiogénese e neurogénese, 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 cranio-encefalico, a administracdo de lactato de
sédio foi eficiente na reducdo da pressdao intracraniana (Ichai et al., 2013). Um viés
experimental € que esse desfecho ocorreu quando uma solucao hipertdonica de lactato
ou de manitol foi administrada, podendo ser um efeito osmético e ndo do lactato per
se. Entretanto, os autores reforcam que a solucao hipertdnica de lactato € mais segura
e efetiva quando comparada a solugdo de manitol, principalmente na reducdo da
pressao intracraniana, além de atenuar a reducdo das concentracdes cerebrais de
ATP (Ichai et al., 2009), o que pode sugerir que o lactato estd sendo usado como um
substrato energeético.

Além da ac¢é&o como substrato energético, outro mecanismo sugerido para todos
esses efeitos neuroprotetores do lactato seria a existéncia e ativacdo 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 inglés, G protein-coupled
receptor 81) ou HCAR1 (do inglés, hydroxy-carboxylic acid receptor 1), um receptor
acoplado a proteina G que vem sendo mostrado como um importante alvo para a
ligacdo do lactato (Morland et al., 2015). Esse receptor foi inicialmente descrito em
adipécitos atuando na regulagéo da lipdlise (Ahmed et al., 2010), mas sua presenca
também ja foi descrita no SNC (Lauritzen et al., 2014; Morland et al., 2017). A
existéncia deste receptor, que responde as concentracfes fisiolégicas de lactato
(Mosienko et al., 2015), poderia explicar em parte os efeitos neuroprotetores do lactato
(além da funcao classica como substrato energético do SNC).

Recentemente, a presenca do GPR81 foi identificada na membrana plasmatica
de diferentes células do sistema nervoso, como na membrana pdés-sinaptica dos
neurénios e nas ceélulas endoteliais e processos astrociticos perivasculares que
formam a BHE (Lauritzen et al.,, 2014). Nos espinhos dendriticos, o0 GPR81 foi
identificado em vesiculas logo abaixo da membrana (vesiculas subplasmalemais),
sugerindo que possa haver uma regulacao do receptor por processos de translocacéo
a partir dos estoques intracelulares e internalizacéo a partir da membrana plasmatica
(Lauritzen et al., 2014). Em concentracdes fisiolégicas (0,1-1,4 mmol/L), o L-lactato
pode ativar o seu receptor, causando a reducéo do monofosfato de adenosina ciclico

(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 fisioldégicos do lactato via receptor
(Lauritzen et al., 2014).

Apesar da sua presenca no SNC, estudos funcionais recentes mostraram que
0 bloqueio farmacoldgico sistémico do HCAR1/GPR81 ndo impede o processo de
neurogénese hipocampal. Entretanto, se o transportador de lactato MCT2 for
bloqueado, a neurogénese hipocampal ndo ocorre (Lev-Vachnish et al., 2019). Em
vista disso, parece que o papel neuroprotetor do lactato ndo envolve apenas a
ativacdo do receptor HCAR1/GPR81, mas também é dependente do transporte de
lactato pelos MCTs. Além disso, também néo pode ser excluida a possibilidade de os
dois processos estarem interrelacionados.

Por outro lado, fora do SNC, a ativacao do receptor GPR81 foi necessaria para
mediar os efeitos anti-inflamatérios 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 inflamatério, fica claro que o lactato pode ser uma alternativa para o
tratamento dessa condicdo. As etapas da fisiopatologia da HI neonatal estdo
representadas na Figura 2 e detalhadas a seguir. Geralmente ocorre uma sequéncia
de eventos, iniciando com uma falha energética seguida de um periodo de reperfuséo
e estresse oxidativo (Dugan e Choi, 1994; Bagenholm et al., 1998), levando a morte
celular (McDonald e Johnston, 1990; Olney, 2003) e a inflamacéo (Northington et al.,
2011). Essa sequéncia de eventos pode ser dividida nas seguintes fases:

1. Fase aguda (durante o evento): o evento hipéxico-isquémico inicia-se com
a interrupcdo do fluxo sanguineo e a subsequente reducdo da disponibilizacdo de
glicose e oxigénio ao encéfalo neonatal, o que leva a queda da concentracdo de ATP
intracelular e ao desequilibrio dos gradientes eletroquimicos. O acumulo de
neurotransmissores como o glutamato (aminoacido excitatério) no meio extracelular
leva a excitoxicidade e, consequentemente, ao dano oxidativo (Rothman e Olney,
1995). No momento em que ocorre a redu¢ao da concentracdo de ATP intracelular, a
atividade das enzimas glutamina sintetase e Na+/K+-ATPase (ambas dependentes de
ATP) também é reduzida, levando a diminuicdo da conversdo de glutamato em
glutamina pelos astrécitos (Bak et al., 2006), além da falta de manutencdo do
gradiente i6nico utilizado pelos transportadores de glutamato (Rothman e Olney,
1987). A captacdao e conversdo de glutamato (dependente de energia) sao

prejudicadas e o glutamato permanece no meio extracelular estimulando seus
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receptores e levando a excitotocidade (Rothman e Olney, 1995; Wassink et al., 2014)
e a morte celular (Brady et al., 2011).

2. Fase latente: com a restauracdo do fluxo sanguineo, existe um pequeno
periodo de normalizacdo do metabolismo cerebral chamado de fase latente
(Gopagondanahalli et al., 2016). Essa fase varia de acordo com a severidade do
evento hipoxico-isquémico: quanto mais severo for o insulto, mais curto é esse periodo
de recuperacdo (Shalak e Perlman, 2004; Allen e Brandon, 2011). A fase latente
ocorre entre a fase aguda e a fase secundaria, 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 € uma janela de oportunidade clinica,
momento em que possivelmente novas terapias possam ser utilizadas para
complementar a hipotermia terapéutica (Roelfsema et al., 2004; Gunn e Gluckman,
2007).

3. Fase secundaria: a severidade da fase secundaria é proporcional a
severidade da fase primaria em recém-nascidos (Lorek et al., 1994). O déficit
energético secundario produz os efeitos mais deletérios para o0
neurodesenvolvimento. Entretanto, por ser um periodo estendido de apoptose e
ativacdo de caspase-3 apds a HI (Li et al., 1998), € possivel prolongar a janela
terapéutica de intervencéo clinica (Cheng et al., 1998). Essa cascata subsequente de
eventos envolve o acumulo de célcio citosdlico e a ativacdo de varias proteinas
envolvidas no processo de morte celular (Rothman e Olney, 1995). Apés a ruptura da
membrana, os conteudos celulares séo liberados levando a um processo inflamatorio
adicional (Volpe, 2001). Ha migracéo da microglia para a area lesionada, causando a
liberacdo de mediadores inflamatérios e danos adicionais a substancia branca, além
de comprometer a formacao de uma cicatriz tecidual adequada (Alvarez-Diaz et al.,
2007).

A reducdo controlada da temperatura encefalica, obtida com o procedimento
de hipotermia terapéutica € capaz de reduzir a taxa metabdlica (Shankaran et al.,
2005; Wood et al., 2016) e, assim, diminuir a ativacdo de todos esses processos de
morte celular associados a HI (Gunn e Gluckman, 2007). Contudo, conforme ja
comentado, a hipotermia terapéutica tem uma eficacia limitada, sendo efetiva apenas
em casos moderados de HI (Laptook et al., 2017) e dentro de uma janela terapéutica

de curta duracéo (Sabir et al., 2012).
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Figura 2. Diferentes etapas organizadas cronologicamente para representar a fisiopatologia da Hl
neonatal. A fase aguda do evento (0 episddio hipoxico-isquémico e as horas seguintes) é caracterizada
pela falha na disponibilizacéo de oxigénio e de substratos energéticos para o SNC, levando a morte
celular. A fase latente se encontra entre a aguda e a secundaria, sendo essa Ultima considerada o
momento em que mais se observam efeitos deletérios (Figura de autoria prépria com base em Volpe,
2017 (Volpe et al., 2017)).

Devido a isso, modelos animais tém sido utilizados com o objetivo de avaliar
outras possibilidades de neuroprotecdo, sempre tendo como base a fisiopatologia da
EHI. Entre estes, o modelo animal de Rice-Vanucci (Rice et al., 1981) ja esta 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 relacdo as lesGes nas estruturas cerebrais, quanto em relacao
aos déficits cognitivos e sensoério-motores (Netto et al., 2017). O hipocampo € uma
das estruturas mais vulneraveis a lesdo hipoxico-isquémica nesse modelo em animais
neonatais (Vannucci et al., 1999; Sutherland et al., 2004; Fabres et al., 2018). O
modelo consiste na oclusdo permanente unilateral da artéria cardtida comum
combinada com a exposicdo do animal a uma atmosfera hipoxica (8% de oxigénio),
resultando em dano encefalico unilateral. Em ratos, esta abordagem é realizada 7 dias
apos o nascimento (P7), periodo em que o grau de maturacdo 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
tém mostrado a existéncia de diferencas entre animais machos e fémeas em relacao
a extensdo da leséo 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 suscetiveis a perda tecidual especifica de certas regides como o cortex e o
hipocampo, enquanto as fémeas parecem reduzir o volume hemisférico total (Netto et
al., 2017). Em relacéo ao processo inflamatorio pos-Hl, foi demonstrado que animais
machos tém maior ativagdo microglial, além de uma resposta inflamatoria periférica
mais intensa em comparacédo as fémeas (Mirza et al., 2015). Ademais, em animais
machos, a morte celular parece ocorrer com mais frequéncia por necrose, enguanto
em fémeas a morte celular parece ocorrer, com mais frequéncia, por apoptose (Weis
etal., 2014).

Dessa forma, estudar uma acdo sexualmente dimorfica da administracao
exdgena de lactato seria uma contribuicdo adicional para a literatura cientifica (além
da descricao de um possivel efeito neuroprotetor geral do lactato).

Acreditamos que o lactato administrado exogenamente € capaz de elevar as
concentracBes de lactato no encéfalo, devido a capacidade do mesmo de cruzar a
BHE (Halestrap, 2013; Mosienko et al., 2015; Gerhart etal., 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 neurdnios
(Schurr et al., 1997; Bergersen et al., 2001; Schurr, 2006; Wyss et al., 2011). Essa
preferéncia do sistema nervoso central neonatal por lactato esta relacionada a elevada
expressdo de MCT2 nos neurdnios 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 ndo existam estudos com a administracao de lactato em neonatos, em
animais adultos a administracdo periférica de lactato (por vias intraperitoneal ou
subcutéanea), na dose de 2 g/kg, foi suficiente para produzir uma concentracéo
plasmatica de 10 mM de lactato, equivalente a uma concentracéao cerebral de 2 mM,
a qual ja 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 administracdo periférica de uma dose de
lactato de 2 g/kg logo apds a HI poderia fornecer o substrato metabdlico necessario
para evitar a falha energética, reduzindo a lesdo neural e melhorando os desfechos
comportamentais dos animais apdés a leséo.

Devido a inexisténcia de dados da literatura avaliando a administracao 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 reducédo das sequelas produzidas pela HI neonatal, a qual ainda afeta um grande
namero de neonatos, além de ndo possuir um tratamento adequado de alta eficacia.
Além disso, a comparacdo entre machos e fémeas realizada no presente trabalho
pode auxiliar na padronizacdo de estratégias terapéuticas especificas para cada
género, 0 que permitiria a obtencdo de melhores desfechos clinicos no tratamento da

HI neonatal.

2. Justificativa

A HI neonatal ainda desperta grande interesse cientifico, ja que é uma das
principais causas de morte em recém-nascidos (Kurinczuk et al., 2010). Quando esses
sobrevivem, apds o evento hipdxico-isquémico, apresentam graves sequelas que
comprometem o desenvolvimento adequado (Vannucci e Hagberg, 2004; Bano et al.,
2017), gerando um problema de saude publica.

Além disso, a compreensdo das respostas especificas relacionadas ao sexo
durante a EHI também é crucial para o planejamento de intervencdes clinicas
adequadas para cada um dos sexos em recém-nascidos que sofreram um evento
hipdxico-isquémico.

Até o0 momento, nenhum estudo avaliou o efeito da administracdo de lactato
como estratégia terapéutica na HIl neonatal e a Unica terapia validada em seres
humanos para o tratamento da HI cerebral € a hipotermia terapéutica (Shankaran et
al., 2005, 2017; Tagin et al., 2012). Entretanto essa terapia tem eficacia limitada,
sobretudo se o evento hipoxico-isquémico for severo ou a terapia for iniciada
tardiamente (Laptook et al., 2017).

Esta claro que a privagdo energética, a inflamacéo e a excitoxicidade séo
fatores importantes na fisiopatologia da HI. Assim, considerando a necessidade de
terapias para a Hl alternativas ou complementares a hipotermia e que o lactato € um

importante substrato energético para o SNC, capaz de modular as respostas
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inflamatorias (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 plausivel a investigacdo dos possiveis efeitos neuroprotetores da administracao

de lactato no modelo animal de HI neonatal.

3. Hipotese

A hipotese do presente trabalho € de que a administracdo exdgena de lactato
sera capaz de elevar as concentracdes plasmaticas deste substrato energético. A
elevacdo das concentracdes plasmaticas causara um aumento das concentracdes
encefalicas de lactato, o qual podera atuar como um potente substrato energético no
SNC de animais submetidos a HI neonatal, produzindo um efeito neuroprotetor a curto
prazo de reducdo do volume de lesdo cerebral e, consequentemente, reduzindo os

déficits comportamentais subsequentes produzidos pela HI.

4. Objetivo geral

Padronizar a administracdo sistémica de lactato no modelo de HI em ratos
Wistar com 7 dias de vida e investigar seu efeito sobre a lesdo encefélica e as
respostas reflexas e comportamentais em machos e fémeas submetidos a hipdxia-

isquemia neonatal.

4.1. Objetivos especificos

-Quantificar as concentracdes plasmaticas de lactato (produzido
endogenamente), em animais com 7 dias de vida, em diferentes tempos de
recuperacédo (5, 20, 30 e 45 minutos) apos a HI para a montagem de uma curva de
recuperacao de lactato;

-Quantificar as concentracdes plasméticas (aos 5, 30, 45 e 90 minutos) e
hipotalamicas (aos 5 e 30 minutos) de lactato, em animais com 7 dias de vida, apos a
administracao de lactato exdgeno (na dose de 2 g/kg), para a montagem de uma curva
de lactato em condicfes basais (sem o evento hipoxico-isquémico);

-Avaliar, em fatias cerebrais coradas com cloreto de tetrazélio (TTC), o volume
de leséo encefdlica a curto prazo (48h apés a HI, em P9) em animais submetidos a Hl
e tratados ou ndo com lactato;

-Avaliar as respostas reflexas e comportamentais em ratos submetidos a Hl e

que receberam ou n&do a administracéo de lactato, com o uso dos testes de geotaxia
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negativa e reflexo de endireitamento (em P8 e P14), reconhecimento olfatério (em
P14) e teste do cilindro (em P20).

5. Materiais e métodos

5.1. Animais

Foram utilizados 288 ratos Wistar neonatos (P7), machos e fémeas (36
ninhadas), provenientes do Centro de Reproducao e Experimentacao de Animais de
Laboratério (CREAL) da UFRGS, os quais foram mantidos na Unidade de
Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). As
ninhadas foram padronizadas logo apos o nascimento, sendo compostas por 4 filhotes
machos e 4 filhotes fémeas, juntamente com as respectivas ratas-maes. Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno de 49 x 34 x 16 cm. O assoalho das caixas
foi recoberto com maravalha. As mées receberam alimentacéo e agua ad libitum e os
animais foram mantidos sob periodos 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 resolucdo
normativa n°30, de 02 de fevereiro de 2016, resolucdo normativa n°33 de 18 de
novembro de 2016 e resolucdo normativa n°37, de 15 de fevereiro de 2018 do
CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e de acordo
com a Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, que estabelece os procedimentos para o
uso cientifico de animais, além dos principios internacionais para a pratica 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 Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFRGS (numero 35651) e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEUA/HCPA, projeto numero 2018-0258). Todas as fémeas adultas (36 ratas maes
ndo utilizadas nos experimentos) foram eutanasiadas apds o periodo experimental
pelo método da sobredose anestésica com isoflurano, de acordo com a RN n° 37 do
CONCEA. Para isso, foram colocadas em uma camara e foi administrado isoflurano

na concentracdo de 5%. Apds a observacdo de parada respiratoria, a exposi¢cao ao
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isoflurano continuou por mais dez minutos. Para o monitoramento das condi¢des
gerais dos animais filhotes e para limitar qualquer sofrimento que néo tenha sido
previsto, foram utilizados pontos finais humanitarios (“endpoints”) de acordo com a
resolucdo normativa n°25 do CONCEA de 2015 (Kassab e Zacarias, 2016). Foram
analisados os seguintes parametros: baixo peso, extremidades azuladas e cianose, e
ma condicdo geral do animal. Em caso de necessidade, os animais em mas condi¢des
foram eutanasiados por sobredose anestésica com isoflurano, conforme ja descrito

para as ratas-maes.

5.3. Modelo animal de hipoxia-isquemia neonatal

O procedimento de HI neonatal foi baseado em um modelo j4 bastante
consolidado na literatura cientifica, 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 manutencédo da temperatura
corporal a 37°C e escolhidos aleatoriamente por sorteio para a cirurgia. Em uma cama
cirargica aquecida e sob anestesia com isoflurano (5% para inducdo e 3% para
manutencdo), os animais foram submetidos a cirurgia para a oclusdo da artéria
carétida comum direita. Para isso, foi realizada uma inciséo longitudinal na superficie
ventral do pescoco (paralela e aproximadamente dois milimetros lateral a traqueia),
facilitando o acesso a cardtida comum direita, que foi isolada do nervo vago com o
auxilio de duas pincas de precisdo (anguladas a 45°). A car6tida comum direita foi
ocluida permanentemente, por meio de né com fio cirargico (Seda 4.0). Apés a
ocluséo, a ferida operatoria foi suturada com dois pontos internos (com fio Seda 4.0).
Todo o processo cirdrgico (incluindo o tempo para o inicio da anestesia) foi executado
em menos de 10 minutos. ApGs a cirurgia, os filhotes voltaram para a incubadora para
gue se recuperassem e, entéo, retornaram as respectivas caixas-moradia, juntamente
com as ratas-mées, onde foram mantidos por aproximadamente 2h. Apds esse
periodo de recuperacdo, os animais foram alocados em camara para hipoxia (4
animais por camara) e expostos a atmosfera hipéxica (mistura certificada de 8% de
O2 e 92% de N2) por 60 minutos a 33°C. A camara consistia de um kitasato de 2L
colocado dentro da incubadora Fanem C186TS (Fabres et al., 2018). O fluxo de gas
infundido para a cAmara de hipodxia foi de 5L/min. O géas era previamente umidificado

e a umidade dentro da camara foi mantida em aproximadamente 70%. A temperatura
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de 33°C (temperatura da camara) corresponde a temperatura do ninho (Hulshof et al.,
2011) e a temperatura corporal dos animais foi monitorada com o0 uso de um
termdmetro clinico infravermelho (Incoterm TCI1000) e se manteve em torno de 36,5-
37°C. Atemperatura e a umidade da cAmara foram verificadas com a utilizacdo de um
termo-higrometro (Incoterm, TH50). Terminada a exposi¢ao hipoxica, os filhotes eram
retirados da camara hipoxica e colocados em recuperacdo em uma caixa sob
aguecimento (dentro da incubadora) para a manutencdo da temperatura por
aproximadamente 30 minutos e, entdo, retornavam as caixas-moradia com as ratas-
maes. Os animais do grupo SHAM foram submetidos a cirurgia ficticia, sem a ocluséo
carotidea e foram mantidos em normoxia. Uma representacdo 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
dissertacdo, também foi realizada uma andlise do percentual das mortes nos

experimentos conduzidos (item 6.1 da secao Resultados).

ATMOSFERA HIPOXICA

Exposicéo & atmosfera hipdxica
(33°C; 8% O, por 60min)

‘ ISQUEMIA UNILATERAL

Oclusédo permanente da
S artéria cardtida comum direita

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 incisdo é feita no pescoc¢o do
animal para a localizacdo da artéria cardtida comum direita, que é ocluida permanentemente causando
uma isquemia cerebral unilateral no encéfalo do animal. Os animais passam por um periodo de
recuperacdo de cerca de 2h juntamente com as ratas-maes e, em seguida, sdo alocados em uma
camara com atmosfera hipdxica (8% Oz) por 60 minutos (Figura de autoria propria).

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 Hl, grupo HI+LAC, grupo SHAM
e grupo SHAM+LAC (descritos abaixo). Todos 0s grupos continham animais machos
e fémeas para permitir a analise do dimorfismo sexual:

- Grupo HI: os animais do grupo HI foram submetidos ao procedimento de HI
neonatal (oclusdo carotidea e exposicao hipdxica), mas receberam apenas a
administracao de tampao fosfato-salino (PBS) apos a Hl;

- Grupo HI+LAC: os animais do grupo HI+LAC foram submetidos ao procedimento
de HI neonatal (oclusdo carotidea e exposicdo hipdxica) e receberam a
administracdo de lactato apés a HIl (os detalhes da administracéo de lactato estdo
descritos a seguir, no item 5.5);

- Grupo SHAM: os animais do grupo SHAM foram submetidos a uma cirurgia ficticia
(sem a ocluséo da carotida), colocados em uma camara norméxica exposta ao ar
ambiente (sem exposi¢ao hipoxica) e receberam apenas a administracao de veiculo
(PBS) nos mesmos momentos dos animais do grupo SHAM+LAC;

- Grupo SHAM+LAC: os animais do grupo SHAM+LAC foram submetidos a uma
cirurgia ficticia (sem a oclusao carotidea), colocados em uma camara normoxica
exposta ao ar ambiente (sem exposicdo hipoxica) e receberam a administracao de
lactato nos mesmos momentos dos animais do grupo HI+LAC;

Cada ninhada era composta por 8 animais (4 machos e 4 fémeas). 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. Administracdo de lactato

Com base em estudos prévios que avaliaram a administracdo de L-lactato de
sédio 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). Apés
a inducao da HI, a solucdo de lactato de sédio (Sigma, L71718), diluido em solucéo
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 solucéo de 5 pyL por grama de
peso nos animais dos grupos HI+LAC e SHAM+LAC. Os animais dos grupos Hl e
SHAM receberam apenas injecdes de veiculo (PBS) na mesma frequéncia e nos

mesmos volumes dos animais que receberam lactato. Uma solucdo estoque foi
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preparada em ambiente asséptico e 0s materiais utilizados no preparo e na

administracao foram previamente autoclavados.

5.6. Experimentos-piloto

Devido a falta de dados na literatura acerca da administracdo de lactato em
neonatos, inicialmente foram realizados alguns experimentos para a padroniza¢éo do
desenho experimental. A partir disso, chegamos ao desenho experimental
determinado para esta dissertacao, descrito a seguir, no item 5.9.

O nosso primeiro desenho experimental envolveu a administracdo de lactato
por 5 dias consecutivos, desde o P7 até o P11 (Figura 4). A administracdo
intraperitoneal de L-lactato (ou veiculo) foi iniciada imediatamente apds a HI e mantida
por 5 dias (P7 a P11; 2x/dia, uma as 7:30h e outra as 15:30h). No P8, P14 e P20, os
animais foram submetidos a dois testes comportamentais: geotaxia negativa, teste em
gue o animal é posicionado em um plano inclinado de 35° e é medida a laténcia para
retornar a posicao inicial; e o reflexo de endireitamento, teste em que o animal é
posicionado em decubito dorsal e é medida a laténcia para o animal se desvirar e
colocar as 4 patas nhovamente em contato com a superficie. A eutansia foi realizada
em P21 (14 dias apoés a HI).

Injecoes de LAC
2x/dia (2g/kg)

Oclusao Repouso com as Hipédxia
carotidea ratas-mdes por 2h (60 min; 8% O2) b7 P8 Pg  Pio Pu P14 P20 Pat

~LUEU 31?5’5 0 Comportamento Comportamento Comportamento EUT
fim da hipoxia (GN e RE) (GN e RE) (GN e RE)
i £ ¥
ol ”f.'/"‘- } -\,)ii,\.'
A b/ Ly K._/

Figura 4. Linha do tempo do experimento-piloto. Em P7, os animais foram submetidos a HI neonatal
(cirurgia de ocluséo carotidea unilateral seguida de um periodo de recuperacdo com as ratas-maes e
subsequente exposigdo hipoxica). Imediatamente apds a hipoxia, os animais receberam a primeira
injecd@o 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 eutanasia foi realizada em P21 (14 dias apds a HI). LAC: lactato; GN: geotaxia
negativa; RE: reflexo de endireitamento; EUT: eutanasia.
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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
guanto nos animais do grupo SHAM+LAC (Figura 5).

80

SHAM
SHAM+LAC
HI

60 HI+LAC

Tree

40

Peso (g)

201

DIA POS NATAL

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
padrdo de peso e os animais do grupo HI+LAC apresentaram um peso corporal médio ainda menor.
Os dados estao expressos como médiatEPM (n=2-4; como o n foi muito baixo no experimento-piloto,
ndo foi realizada andlise estatistica, apenas a observagéo qualitativa da condi¢cdo geral dos animais).

Também foi observada uma piora na condicdo geral dos animais,
principalmente nos primeiros dias apos a cirurgia (P7-P11, periodo em que estavam
recebendo lactato). O peso dos animais HI+LAC chegou a ser cerca de 45% menor
em relacdo aos animais do grupo SHAM em P11, dltimo dia de injecdo, e 0 grupo
SHAM+LAC teve um peso aproximadamente 18% menor nesse mesmo momento.
N&o se encontram dados na literatura em relacdo a perda de peso apls a
administracdo de lactato em neonatos. Entretanto, um efeito anorexigeno do lactato
ja foi descrito em ratos adultos (Silberbauer et al., 2000; Lam et al., 2008). Dessa
forma, em conjunto com a equipe de veterinarios da UEA/HCPA definimos um novo
desenho experimental, com menor manipulagdo e um numero menor de inje¢cbes de
lactato. Sabe-se que a manipulagéo pode ser um fator que eleva os niveis enddégenos
de lactato (Carrard et al., 2016) e, juntamente com as inje¢fes de lactato exdgeno,

poderiam causar este efeito anorexigénico.
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5.7. Curva de concentracédo plasmética de lactato apos a Hi

N&o se encontram dados na literatura acerca do papel do lactato na hipdxia-
isquemia neonatal. Portanto, foi realizada uma curva de tempo para compreender a
resposta do lactato endégeno apds o evento hipéxico-isquémico (Figura 6). Como é
conhecido que o lactato endégeno aumenta durante a HI (Shalak e Perlman, 2004),
coletamos o sangue troncular dos animais em 4 tempos diferentes apés o final da
hipdxia: 5, 20, 30 ou 45 minutos. Essa curva permitiu avaliar o tempo de retorno da
concentracdo de lactato enddgeno aos niveis basais (apés a HlI), a fim de evitar que
uma administracdo exdgena pudesse causar uma sobrecarga de lactato nos animais
(e intensificar a perda de peso dos animais devido a um possivel efeito anorexigénico,

conforme descrito anteriormente).
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Figura 6. Linha do tempo indicando os momentos de coleta do sangue troncular para a curva de
concentracdo plasmatica de lactato apds a HI. Apos 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 apds a centrifugacédo e transferido para outro tubo (passo
3). O lactato foi dosado no sobrenadante por método colorimétrico (passo 4) utilizando um
espectrofotdmetro com leitor de microplacas (ver item 5.10 para mais detalhes sobre o procedimento
de dosagem).

5.8. Curva de concentracédo de lactato em condi¢cdes basais

Para analisar se a concentragdo plasmatica de lactato aumentava apos a
injecdo de lactato exdgeno e em quanto tempo essas concentracdes retornavam aos
valores basais, foi realizada uma curva de tempo com a injecdo de uma solucéo de

lactato (dose de lactato de 2 g/kg) ou veiculo (PBS pH 7,4). Para isso, foi feita uma
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injecao 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 apos a injecao de lactato
ou veiculo (Figura 7). Logo apds a coleta de sangue, o hipotalamo foi rapidamente
dissecado e colocado em nitrogénio liquido para armazenamento em freezer -80°C,
para posterior dosagem das concentracdes de lactato no tecido nervoso. Entretanto,
por limitacdes técnicas (restricdo de reagentes e por algumas ninhadas ndo terem
nascido nas datas esperadas), apenas dois tempos foram escolhidos para a analise
do lactato hipotalamico (5 ou 30 minutos ap6és a injecdo). O tecido escolhido foi o
hipotdlamo uma vez que o efeito anorexigeno do lactato (conforme observado no
experimento-piloto) pode ocorrer via acdo do lactato no hipotdlamo, uma das
principais estruturas envolvidas no controle da fome e da saciedade (Elizondo-Vega
et al., 2016).

INJEGAO DE
LACTATO OU
VEICULO Gi.p.) l l
1A . ; ; ;
A smin 30min 45min  90min
2% L A
¥ \/

@ cada ponto de coleta de sangue apos a injecdo de lactato de sodio (2g/kg)

Figura 7. Linha do tempo indicando os momentos de coleta do sangue troncular para a curva de
concentracao plasmatica e tecidual de lactato em condi¢des basais. Apés a injecao 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
espectrofotdmetro 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 metabolizacdo do lactato em ratos
com 7 dias de vida que passaram pelo evento hipoxico-isquémico. A primeira injecao
de L-lactato (ou veiculo) foi aplicada 30 minutos apds a retirada dos animais da

camara hipodxica e a segunda 2h apdés a hipdxia (ou seja, 90 minutos apds a primeira
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injecdo). A escolha do momento da primeira administracéo foi baseada na curva pos-
HI, e utilizou um periodo em que os valores de lactato enddgeno ja estavam
retornando aos valores basais, ou seja, em torno de 30 minutos apos a HI (ver Figura
9, na secéo Resultados, para detalhes). A segunda injecao foi realizada com base nos
resultados da curva basal de administracdo de lactato. De acordo com o resultado
encontrado no experimento da curva basal, o lactato administrado parece retornar as
concentragfes basais dentro de 90 minutos apds a administracado da dose de 2 g/kg
(ver Figura 10, na secao Resultados, para detalhes). Por essas razdes, esses foram
os dois momentos definidos para as duas injecdes de lactato. Além disso, para reduzir
a manipulagdo dos animais (fator estressante para as ratas-mées e filhotes), foram

realizadas apenas essas duas injecdes 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 a oclusédo carotidea e entédo devolvidos as
ratas-maes para um periodo de recuperacao de 2h. Apés, os animais foram alocados em camara de hipdxia por 60 minutos. Passados 30 minutos ap6s a hipdxia, os animais
recebiam a primeira injecao de lactato (2 g/kg, i.p.) e retornavam as caixas-moradia, juntamente com as ratas-maes, até a segunda injecao de lactato (2 g/kg, i.p.), realizada 90
minutos apos a primeira (2h apés o fim da hipdxia). 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 avaliagdo do volume de lesdo encefalica. Os demais animais foram submetidos, em P14, aos testes
comportamentais de geotaxia negativa, reflexo de endireitamento e reconhecimento olfatério. Estes mesmos animais foram submetidos ao teste do cilindro em P20 e eutanasiados
em P21. Todos os testes comportamentais foram realizados sempre no mesmo horario do dia, as 17h. LAC: lactato; GN: geotaxia negativa; RE: reflexo de endireitamento; RO:

reconhecimento olfatério; TC: teste do cilindro; EUT: eutanasia.
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5.10. Dosagens plasmaticas 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 concentracdes plasméticas de lactato
sdo sensiveis a anestesia, aumentando quando 0s animais Sdo expostos a
anestésicos (Horn e Klein, 2013). Assim, a morte rapida por decapitacdo é necessaria
para preservar ao maximo as caracteristicas morfologicas e neuroquimicas dos
tecidos, bem como as concentracdes plasméticas de lactato, evitando possiveis
alteracdes associadas a utilizacdo 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 sédio e EDTA, para prevenir a coagulacéo e a
formacéo de lactato ex-vivo pela via glicolitica. A seguir, o sangue foi centrifugado
(3000 x g) e o plasma foi coletado e armazenado a -20°C até o momento da dosagem.
A dosagem de lactato plasmatico foi realizada por um método enziméatico colorimétrico
utilizando um kit comercial (LABTEST Diagnéstica®, Brasil) e as concentra¢des foram
guantificadas em 5uL de amostra. A leitura das amostras foi realizada em
espectrofotdbmetro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, UK), com comprimento de onda
de 550 nm.

Os hipotalamos foram retirados do freezer -80°C no dia da quantificacdo. Para
a determinacdo da concentracao tecidual de lactato no hipotalamo, as amostras de
tecido foram homogeneizadas em 100 pL de PBS 1X (NaCl 136,9 mM; KCI 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. Apds homogeneizadas, as amostras foram
centrifugadas a 2500 x g por 10 minutos a 4°C. Apoés a centrifugacéo, o sobrenadante
foi coletado e utilizado para a determinacéo da concentracdo de lactato com o uso de
um kit enziméatico comercial (LABTEST Diagnéstica®, Brasil) e a leitura
espectrofotométrica realizada em um espectrofotbmetro (Anthos Zenyth 200RT,
Bichrom, UK) a 550 nm. A concentragcdo de lactato no hipotalamo foi expressa em
miligrama de lactato por grama de tecido e transformada para mM (Gleeson, 1982).
5.11. Parametros de desenvolvimento

Ao longo do periodo de experimentos, foram observados alguns parametros
fisicos de desenvolvimento dos animais, como o peso corporal, o dia de abertura dos

olhos e o indice 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 entdo, a cada
2 dias até o momento da eutanasia.

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 distancia anogenital (DAG) é a medida entre 0 anus e os 6rgaos genitais,
usada como parametro de desenvolvimento sexual, normalmente como marcador fetal
de acéo dos andrégenos (van den Driesche et al., 2011). O indice anogenital (IAG) foi
calculado dividindo-se a DAG pelo peso do animal ao cubo (DAG/peso3) (Gallavan et
al., 1999). A distancia anogenital (DAG) foi mensurada em milimetros com a utilizacéo

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

5.12. Volume de leséo encefalica (P9)

Para o célculo do volume de leséo encefalica, que foi realizado em P9, fatias
dos encéfalos dos animais foram primeiramente corados com TTC (2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio), conforme descrito a seguir. O TTC sofre redugédo na presenca de
enzimas mitocondriais das células vivas, formando um sal de formazan que tem a
coloracdo avermelhada, indicando as areas de tecido viavel.

Para a coloracdo com TTC, a retirada dos encéfalos foi realizada apds
anestesia profunda dos animais com isoflurano, seguida de perfuséo transcardiaca
com solugao salina (NaCl 0,9%). Primeiramente, os animais foram anestesiados e
submetidos a toracotomia para a exposicdo do coracdo. A seguir, um cateter foi
introduzido através do ventriculo esquerdo até atingir a luz da aorta e um pequeno
corte foi feito no atrio direito para produzir um orificio que permitisse a saida da
solucao de perfuséo (NaCl 0,9%). A solucéo de perfuséo foi infundida por acéo da
gravidade, a partir de um reservatorio colocado cerca de 80 cm acima do nivel dos
animais. Apos a perfusdo, os encéfalos foram dissecados e cortados coronalmente,
de modo manual, com o auxilio de navalhas, em 4 sec¢cfes de 3 mm de espessura
cada com o auxilio de um molde (brain slicer) confeccionado sob medida para as
dimensbes do encéfalo de um rato Wistar com 9 dias de vida. As seccdes de tecido
foram incubadas por 20 minutos em uma solucéo de TTC 1% a temperatura ambiente
e, em seguida, fixadas em paraformaldeido 4%. As secc¢Bes 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 criacao
de uma barra de calibracdo. Assim, foi possivel delimitar as areas de interesse com o
auxilio do mouse do computador (Tu et al, 2019). As areas calculadas
correspondentes as células vivas (coradas de vermelho com TTC) e células mortas
(ndo-coradas) foram multiplicadas pela espessura das fatias (3mm) para a obtencéo
do volume (mms). A partir disso, o calculo do volume de lesé@o encefélica foi realizado
de acordo com a férmula a seguir e expresso como porcentagem do volume do

hemisfério contralateral (Sun et al., 2015):

(volume do hemisfério contralateral-volume de tecido corado no hemisfério ipsilateral) %

Volume total do hemisfério contralateral 100

Volume de lesao encefalica (%)=

5.13. Analise qualitativa dos encéfalos em P21

Os encéfalos coletados em P21 estdo em processamento para analises
histolégicas de volume de lesdo pela técnica de hematoxilina e eosina, uma
perspectiva do presente estudo. Entretanto, alguns destes encéfalos foram

fotografados para permitir uma analise qualitativa da leséo.

5.14. Testes comportamentais

No presente trabalho foram empregados quatro testes (descritos a seguir) para
a avaliacdo comportamental dos animais. Dois destes testes (geotaxia negativa e
reflexo de endireitamento) sdo testes de reflexos e foram realizados em P8 e P14,
idades apropriadas para a realizacdo dos mesmos (Heyser, 2004; Sanches et al.,
2012). Os outros dois foram o teste de reconhecimento olfatério (P14), para a analise
sensorial (Favero et al., 2006), e o teste do cilindro (P20) (Altman e Sudarshan, 1975),
para a analise motora. Todos os testes foram realizados no mesmo horéario do dia,

sempre as 17h.

5.14.1. Reflexo de geotaxia negativa

Os animais foram posicionados sobre um plano inclinado em um angulo de 35°
(Teo et al., 2017) e orientados para a dire¢do negativa (base) do mesmo. Foi medido
0 tempo necessario para o animal realizar uma volta de 180°, voltando a cabeca para
0 apice do plano inclinado, com tempo maximo de 60 segundos (Sanches etal., 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 superficie revestida por uma tela
de tecido firme que permita o estabelecimento de uma leve friccdo (evitando que o
animal escorregue em uma superficie muito lisa). Na base da prancha que constitui o
plano inclinado, foi colocado um coxim de tecido (similar a uma almofada) para

suavizar uma possivel queda do animal.

5.14.2. Reflexo de endireitamento

Os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre uma superficie plana
e foi medida a laténcia do animal para voltar a postura inicial, apoiado sobre as quatro
patas, com um tempo maximo 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. Apds a primeira rodada de testes, quando todos
0s animais da ninhada ja haviam sido testados uma vez, a ordem de testagem foi
repetida até que todos os animais passassem 3 vezes pelo teste. Para a apresentacao

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

5.14.3. Reconhecimento olfatério

Para verificar a capacidade de reconhecimento e localizagdo quando
separados da mae, os animais foram submetidos ao teste de reconhecimento olfatorio
em P14. Neste teste, os animais foram retirados da caixa-moradia e colocados no
centro de uma caixa acrilica 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 porgéo de
maravalha proveniente da caixa moradia daquele animal e, no outro lado, uma porgcao
de maravalha limpa. O animal foi colocado com a porcao rostral direcionada para um
dos lados da caixa ndo ocupados por maravalha e a laténcia 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 diametro x 19 cm de altura). Para o teste do cilindro, o diametro 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 camera de video
colocada sob a mesa, de modo que fosse possivel a visualizacdo do movimento das
4 patas dos animais. A atividade espontanea de contato das patas dianteiras com a
parede do cilindro foi gravada durante 5 minutos e o nimero de toques com as patas
dianteiras foi representado pela férmula [(nUmero de contatos contralateral/nimero
total de toques) x 100 (Duran-Carabali et al., 2017b).

5.15. Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados para a deteccédo de outliers pelo teste de
ROUT, com o Q determinado como 1%. Apos a exclusao dos outliers, a normalidade
dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados foram
considerados normais e submetidos ao teste de analise da variancia (ANOVA) de
duas vias seguida do post hoc de Bonferroni, para comparagdes multiplas.

Para as dosagens de lactato apés a HI, os fatores avaliados pela ANOVA de
duas vias foram a hip6xia-isquemia (ou seja, a submissao ou ndo do animal a Hl) e o
tempo de analise (5, 20, 30 ou 45 minutos apés a hipoxia).

Para analise das dosagens plasméticas e teciduais de lactato apds a injecao
em condi¢cdes basais (curva basal) os fatores utilizados foram o tempo (ou seja, o
momento avaliado: 5, 30, 45 ou 90 minutos ap0ls a injecdo) e a administracdo de
lactato (ou seja, se 0 animal recebeu lactato ou PBS).

Para a analise do peso corporal, foi calculada a area sob a curva relativa ao
peso de cada animal ao longo dos dias de experimento. Foram utilizados como fatores
para a analise estatistica da area sob a curva: a hipdxia-isquemia (ou seja, a
submissédo ou néo do animal a HI) e o tratamento com lactato (ou seja, a administracéo
de lactato ou de PBS). Estes mesmos dois fatores foram utilizados para a analise
estatistica do volume de lesdo encefélica e dos testes comportamentais.

Todos os dados foram expressos como médiaterro padréo da média (EPM). O
nivel de significancia foi determinado como 0,05 e os testes foram realizados
utilizando o programa GraphPad versdo 8.0. O numero amostral utilizado em cada

uma das analises esta detalhado na legenda de cada figura, na secdo Resultados.
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8. CONCLUSOES

A partir dos resultados do presente trabalho, pode-se concluir que a hipdxia-
isquemia neonatal desencadeia uma lesé@o encefalica significativa, além de produzir
déficits motores tanto em animais neonatos machos quanto em fémeas, os quais
foram parcialmente revertidos pela administracéo de lactato apds a HI. A reducéo da
lesdo encefalica parece estar associada aos beneficios observadas nos testes
comportamentais.

A administragao intraperitoneal de lactato na dose de 2 g/kg foi suficiente para
aumentar as concentracdes plasmaticas e hipotalamicas de lactato, sugerindo que os
efeitos benéficos dessa administracdo estejam associados as ac¢des desse substrato
energético diretamente no SNC.

Dessa forma, a administracdo de lactato pode ser uma possivel estratégia
neuroprotetora a ser considerada como terapia para o tratamento da HI neonatal, a

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

9. PERSPECTIVAS

A padronizacdo do uso do lactato como possivel estratégia neuroprotetora no
modelo de HI neonatal, estabelecida no presente estudo, forneceu a base necessaria
para experimentos futuros (alguns jA em processamento) com o intuito de
compreender melhor os mecanismos de acéo do lactato na HI neonatal. Algumas das
perspectivas do presente estudo estdo descritas a seguir e serdo realizadas em
amostras de tecido de animais submetidos a HI e tratados ou ndo com lactato,
conforme o desenho experimental ja descrito nesta dissertacdo. Estas perspectivas
incluem a:

-Anélise do volume de lesédo em outras areas encefélicas, além do hipotalamo,
como o cortex cerebral, o hipocampo e o corpo estriado em um periodo mais
prolongado (P21), em cortes histologicos corados pela técnica de hematoxilina e
eosina;

-Avaliacdo da imunorreatividade a proteina glial fibrilar acida (GFAP, como um
indicador de astrogliose) e a caspase-3 (como um marcador de morte celular);

-Quantificacdo, pela técnica Western blotting, da expressdo proteica do
receptor de lactato (HCAR1/GPR81) e dos transportadores de monocarboxilato
(MCT2 e MCT4) em homogeneizados de diferentes regibes encefalicas (como o

hipotadlamo, o cortex cerebral, o hipocampo e o corpo estriado).

40



10. REFERENCIAS

Ahmed K, Tunaru S, Tang C, Muller M, Gille A, Sassmann A, et al. An Autocrine Lactate Loop Mediates
Insulin-Dependent Inhibition of Lipolysis through GPR81. Cell Metab 2010; 11: 311-319.

Airede Al. Birth asphyxia and hypoxic-ischaemic encephalopathy: incidence and severity. Ann Trop
Paediatr 1991; 11: 331-5.

Alexander M, Garbus H, Smith AL, Rosenkrantz TS, Fitch RH. Behavioral and histological outcomes
following neonatal HI injury in a preterm (P3) and term (P7) rodent model. Behav Brain Res 2014;
259: 85-96.

Allaman I, Bélanger M, Magistretti PJ. Astrocyte-neuron metabolic relationships: For better and for
worse. Trends Neurosci 2011; 34: 76-87.

Alle H, Roth A, Geiger JRP. Energy-efficient action potentials in hippocampal mossy fibers. Science
(80-) 2009; 325: 1405-1408.

Allen KA. Hypoxic Ischemic Encephalopathy: Pathophysiology Experimental Treatments. 2012; 11:
125-133.

Allen KA, Brandon DH. Hypoxic ischemic encephalopathy: Pathophysiology and experimental
treatment. Newborn Infant Nurs Rev 2011; 11: 125-133.

Almeida A, Moncada S, Bolafios JP. Nitric oxide switches on glycolysis through the AMP protein kinase
and 6-phosphofructo-2-kinase pathway. Nat Cell Biol 2004; 6: 45-51.

Altman J, Sudarshan K. Postnatal development of locomotion in the laboratory rat. Anim Behav 1975;
23: 896-920.

Alvarez-Diaz A, Hilario E, Gofii De Cerio F, Valls-I-Soler A, Alvarez-Diaz FJ. Hypoxic-ischemic injury in
the immature brain - Key vascular and cellular players. Neonatology 2007; 92: 227-235.

Antonelli MC. Perinatal Programming of Neurodevelopment. Volume 10. Springer US; 2015

Attwell D, Laughlin SB. An energy budget for signaling in the grey matter of the brain. J Cereb Blood
Flow Metab 2001; 21: 1133-45.

Azzopardi D, Strohm B, Marlow N, Brocklehurst P, Deierl A, Eddama O, et al. Effects of Hypothermia
for Perinatal Asphyxia on Childhood Outcomes. N Engl J Med 2014; 371: 140-149.

Back SA, Han BH, Luo NL, Chricton CA, Xanthoudakis S, Tam J, et al. Selective vulnerability of late
oligodendrocyte progenitors to hypoxia-ischemia. J Neurosci 2002; 22: 455-463.

Back SA, Luo NL, Borenstein NS, Levine JM, Volpe JJ, Kinney HC. Late oligodendrocyte progenitors
coincide with the developmental window of vulnerability for human perinatal white matter injury. J
Neurosci 2001; 21: 1302-1312.

Bagenholm R, Nilsson U, Gotborg CW, | K. Free Radicals Are Formed in the Brain of Fetal Sheep during
Reperfusion after Cerebral Ischemia. Pediatr Res 1998; 43: 76—76.

Bak LK, Schoushoe A, Waagepetersen HS. The glutamate/GABA-glutamine cycle: Aspects of transport,
neurotransmitter homeostasis and ammonia transfer. J Neurochem 2006; 98: 641-653.

Balcombe JP, Barnard ND, Sandusky C. Laboratory routines cause animal stress. Contemp Top Lab
Anim Sci 2004, 43: 42-51.

Bano S, Chaudhary V, Garga UC. Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy: A radiological review. J
Pediatr Neurosci 2017; 12

Bélanger M, Allaman |, Magistretti PJ. Brain energy metabolism: Focus on Astrocyte-neuron metabolic
cooperation. Cell Metab 2011; 14: 724—-738.

Bergersen L, Weerhaug O, Helm J, Thomas M, Laake P, Davies AJ, et al. A novel postsynaptic density
protein: the monocarboxylate transporter MCT2 is co-localized with d-glutamate receptors in
postsynaptic densities of parallel fiber-Purkinje cell synapses. Exp Brain Res 2001; 136: 523-534.

Bergersen LH. Lactate transport and signaling in the brain: Potential therapeutic targets and roles in
body-brain interaction. J Cereb Blood Flow Metab 2015; 35: 176—-185.

Berthet C, Castillo X, Magistretti PJ, Hirt L. New evidence of neuroprotection by lactate after transient
focal cerebral ischaemia: Extended benefit after intracerebroventricular injection and efficacy of
intravenous administration. Cerebrovasc Dis 2012; 34: 329-335.

41



Berthet C, Lei H, Thevenet J, Gruetter R, Magistretti PJ, Hirt L. Neuroprotective role of lactate after
cerebral ischemia. J Cereb Blood Flow Metab 2009; 29: 1780-1789.

Boumezbeur F, Petersen KF, Cline GW, Mason GF, Behar KL, Shulman Gl, et al. The Contribution of
Blood Lactate to Brain Energy Metabolism in Humans Measured by Dynamic 13C Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy. J Neurosci 2010; 30: 13983-13991.

Brady ST, Siegel GJ, Albers RW (Robert W, Price DL (Donald L. Basic Neurochemistry: Principles of
Molecular, Cellular, and Medical Neurobiology. 2011

Brooks GA. The Science and Translation of Lactate Shuttle Theory. Cell Metab 2018; 27: 757-785.

Bryce J, Boschi-Pinto C, Shibuya K, Black RE. WHO estimates of the causes of death in children. Lancet
2005; 365: 1147-1152.

Buelke-Sam J, Sullivan PA, Kimmel CA, Nelson CJ. Sex and strain differences in the developmental
activity profile of the rat tested over clean vs home cage bedding. Dev Psychobiol 1984; 17: 67—77.

Cai TQ, Ren N, Jin L, Cheng K, Kash S, Chen R, et al. Role of GPR81 in lactate-mediated reduction of
adipose lipolysis. Biochem Biophys Res Commun 2008; 377: 987-991.

Carrard A, Elsayed M, Margineanu M, Boury-Jamot B, Fragniére L, Meylan EM, et al. Peripheral
administration of lactate produces antidepressant-like effects. Mol Psychiatry 2016: 1-8.

Castillo A, Tolén MR, Fernandez-Ruiz J, Romero J, Martinez-Orgado J. The neuroprotective effect of
cannabidiol in an in vitro model of newborn hypoxic-ischemic brain damage in mice is mediated by
CB2 and adenosine receptors. Neurobiol Dis 2010; 37: 434—-440.

Castillo X, Rosafio K, Wyss MT, Drandarov K, Buck A, Pellerin L, et al. A probable dual mode of action
for both L-and D-lactate neuroprotection in cerebral ischemia. J Cereb Blood Flow Metab 2015; 35:
1561-15609.

De Castro VL, Goes KP, Chiorato SH. Developmental toxicity potential of paclobutrazol in the rat. Int J
Environ Health Res 2004; 14: 371-380.

Cavalari FC, da Rosa LA, Escott GM, Dourado T, de Castro AL, Kohek MB da F, et al. Epitestosterone-
and testosterone-replacement in immature castrated rats changes main testicular developmental
characteristics. Mol Cell Endocrinol 2018; 461: 112-121.

Charriaut-Marlangue C, Besson VC, Baud O. Sexually dimorphic outcomes after neonatal stroke and
hypoxia-ischemia. Int J Mol Sci 2018; 19

Cortes-Campos C, Elizondo R, Carril C, Martinez F, Boric K, Nualart F, et al. MCT2 Expression and
Lactate Influx in Anorexigenic and Orexigenic Neurons of the Arcuate Nucleus. PLoS One 2013; 8

Craig A, Luo NL, Beardsley DJ, Wingate-Pearse N, Walker DW, Hohimer AR, et al. Quantitative analysis
of perinatal rodent oligodendrocyte lineage progression and its correlation with human. Exp Neurol
2003; 181: 231-240.

Cuaycong M, Engel M, Weinstein SL, Salmon E, Perliman JM, Sunderam S, et al. A novel approach to
the study of hypoxia-ischemia-induced clinical and subclinical seizures in the neonatal rat. Dev
Neurosci 2011; 33: 241-250.

Deniz BF, Confortim HD, Deckmann |, Miguel PM, Bronauth L, de Oliveira BC, et al. Gestational folic
acid supplementation does not affects the maternal behavior and the early development of rats
submitted to neonatal hypoxia-ischemia but the high supplementation impairs the dam’s memory
and the Na +, K + - ATPase activity in the pup’s . Int J Dev Neurosci 2018; 71: 181-192.

Dewar D, Underhill SM, Goldberg MP. Oligodendrocytes and ischemic brain injury. J Cereb Blood Flow
Metab 2003; 23: 263—-274.

Dienel GA. Brain Glucose Metabolism: Integration of Energetics with Function. Physiol Rev 2018; 99

Dixon BJ, Reis C, Ho WM, Tang J, Zhang JH. Neuroprotective strategies after neonatal hypoxic
ischemic encephalopathy. 2015

Dombrowski GJ, Swiatek KR, Chao KL. Lactate, 3-hydroxybutyrate, and glucose as substrates for the
early postnatal rat brain. Neurochem Res 1989; 14: 667—675.

Douglas-Escobar M, Weiss MD. Biomarkers of Hypoxic-Ischemic Encephalopathy in Newborns. Front
Neurol 2012; 3: 144.

Douglas-Escobar M, Weiss MD. Hypoxic-Ischemic Encephalopathy A Review for the Clinician. JAMA
Pediatr 2015; 169: 397-403.

Downes N, Mullins P. The Development of Myelin in the Brain of the Juvenile Rat. Toxicol Pathol 2014;

42



42: 913-922.

van den Driesche S, Witarski W, Pastorekova S, Breiteneder H, Hafner C, Vellekoop MJ. A label-free
indicator for tumor cells based on the CH2-stretch ratio. Analyst 2011; 136: 2397.

Dugan LL, Choi DW. and Cell Membrane Changes. Ann Neurol 1994; 35: S17-S21.

Duran-Carabali LE, Arcego DM, Odorcyk FK, Reichert L, Cordeiro JL, Sanches EF, et al. Prenatal and
Early Postnatal Environmental Enrichment Reduce Acute Cell Death and Prevent
Neurodevelopment and Memory Impairments in Rats Submitted to Neonatal Hypoxia Ischemia. Mol
Neurobiol 2017; 55: 3627—-3641.

Durdn-Carabali LE, Sanches EF, Marques MR, Aristimunha D, Pagnussat A, Netto CA. Longer hypoxia—
ischemia periods to neonatal rats causes motor impairments and muscular changes. Neuroscience
2017; 340: 291-298.

E L, Lu J, Selfridge JE, Burns JM, Swerdlow RH. Lactate administration reproduces specific brain and
liver exercise-related changes. J Neurochem 2013; 127: 91-100.

Elizondo-Vega R, Cortés-Campos C, Barahona MJ, Carril C, Ordenes P, Salgado M, et al. Inhibition of
hypothalamic MCT1 expression increases food intake and alters orexigenic and anorexigenic
neuropeptide expression. Sci Rep 2016; 6: 1-13.

Fabres RB, da Rosa LA, de Souza SK, Cecconello AL, Azambuja AS, Sanches EF, et al. Effects of
progesterone on the neonatal brain following hypoxia-ischemia. Metab Brain Dis 2018; 33: 813-821.

Favero AM, Weis SN, Zeni G, Rocha JBT, Nogueira CW. Diphenyl diselenide changes behavior in
female pups. Neurotoxicol Teratol 2006; 28: 607-616.

Ferriero DM. Neonatal Brain Injury. N Engl J Med 2004; 351: 1985-1995.

Funfschilling U, Supplie LM, Mahad D, Boretius S, Saab AS, Edgar J, et al. Glycolytic oligodendrocytes
maintain myelin and long-term axonal integrity. Nature 2012; 485: 517-521.

Gallavan RH, Holson JF, Stump DG, Knapp JF, Reynolds VL. Interpreting the toxicologic significance
of alterations in anogenital distance: potential for confounding effects of progeny body weights.
Reprod Toxicol 1999; 13: 383—-390.

Gandhi GK, Cruz NF, Ball KK, Dienel GA. Astrocytes are poised for lactate trafficking and release from
activated brain and for supply of glucose to neurons. J Neurochem 2009; 111: 522-536.

Gerhart DZ, Enerson BE, Zhdankina OY, Leino RL, Drewes LR. Expression of monocarboxylate
transporter MCT1 by brain endothelium and glia in adult and suckling rats. Am J Physiol Metab 2017;
273: E207-E213.

Gleeson TT. Lactate and glycogen metabolism during and after exercise in the lizard Sceloporus
occidentalis. J Comp Physiol m B 1982; 147: 79-84.

Gopagondanahalli KR, Li J, Fahey MC, Hunt RW, Jenkin G, Miller SL, et al. Preterm Hypoxic—Ischemic
Encephalopathy. Front Pediatr 2016; 4: 1-10.

Gunn AJ, Gluckman PD. Head cooling for neonatal encephalopathy: The state of the art. Clin Obstet
Gynecol 2007; 50: 636—651.

Hagberg H, Wilson MA, Matsushita H, Zhu C, Lange M, Gustavsson M, et al. PARP-1 gene disruption
in mice preferentially protects males from perinatal brain injury. J Neurochem 2004; 90: 1068-1075.

Halestrap AP. The SLC16 gene family-Structure, role and regulation in health and disease. Mol Aspects
Med 2013; 34: 337-349.

Halestrap AP, Price NT. The proton-linked monocarboxylate transporter (MCT) family: structure,
function and regulation. Biochem J 1999; 343 Pt 2: 281-299.

Herbst A, Ulfelder H, Poskanzer D. The New England Journal of Medicine Downloaded from nejm.org
at SAN DIEGO (UCSD) on June 9, 2015. For personal use only. No other uses without permission.
From the NEJM Archive. Copyright © 2010 Massachusetts Medical Society. All rights reserved. N
Engl J Med 1971; 284: 878—881.

Hermans RHM, Hunter DE, Mcgivern RF, Cain CD, Longo LD. Behavioral sequelae in young rats of
acute intermittent antenatal hypoxia. Neurotoxicol Teratol 1992; 14: 119-129.

Heyser CJ. Assessment of Developmental Milestones in Rodents. Curr Protoc Neurosci 2004: 1-15.

Hird FJ, Symons RH. The mechanism of ketone-body formation from butyrate in rat liver. Biochem J
1962; 84: 212-216.

Hoque R, Faroog A, Ghani A, Gorelick F, Mehal WZ. Lactate reduces liver and pancreatic injury in toll-

43



like receptor- and inflammasome-mediated inflammation via gpr81-mediated suppression of innate
immunity. Gastroenterology 2014; 146: 1763-1774.

Horn T, Klein J. Neuroprotective effects of lactate in brain ischemia: Dependence on anesthetic drugs.
Neurochem Int 2013; 62: 251-257.

HuY,Wang Z, Liu Y, Pan S, Zhang H, Fang M, et al. Melatonin reduces hypoxic-ischaemic (HI) induced
autophagy and apoptosis: An in vivo and in vitro investigation in experimental models of neonatal Hl
brain injury. Neurosci Lett 2017; 653: 105-112.

Huang H-Z, Wen X-H, Liu H. Sex differences in brain MRI abnormalities and neurodevelopmental
outcomes in a rat model of neonatal hypoxia-ischemia. Int J Neurosci 2016; 126: 647—657.

Huang Z, Liu J, Cheung PY, Chen C. Long-term cognitive impairment and myelination deficiency in a
rat model of perinatal hypoxic-ischemic brain injury. Brain Res 2009; 1301: 100-109.

Hulshof HJ, Novati A, Sgoifo A, Luiten PGM, den Boer JA, Meerlo P. Maternal separation decreases
adult hippocampal cell proliferation and impairs cognitive performance but has little effect on stress
sensitivity and anxiety in adult Wistar rats. Behav Brain Res 2011; 216: 552-560.

Ichai C, Armando G, Orban JC, Berthier F, Rami L, Samat-Long C, et al. Sodium lactate versus mannitol
in the treatment of intracranial hypertensive episodes in severe traumatic brain-injured patients.
Intensive Care Med 2009; 35: 471-479.

Ichai C, Payen JF, Orban JC, Quintard H, Roth H, Legrand R, et al. Half-molar sodium lactate infusion
to prevent intracranial hypertensive episodes in severe traumatic brain injured patients: A
randomized controlled trial. Intensive Care Med 2013; 39: 1413-1422.

Iraporda C, Romanin DE, Bengoa AA, Errea AJ, Cayet D, Foligni¢ %2 B, et al. Local treatment with lactate
prevents intestinal inflammation in the TNBS-induced colitis model. Front Immunol 2016; 7: 1-9.
Jaworska J, Ziemka-Nalecz M, Sypecka J, Zalewska T. The potential neuroprotective role of a histone
deacetylase inhibitor, sodium butyrate, after neonatal hypoxia-ischemia. J Neuroinflammation 2017;

14: 1-17.

Jourdain P, Allaman I, Rothenfusser K, Fiumelli H, Marquet P, Magistretti PJ. L-Lactate protects neurons
against excitotoxicity: Implication of an ATP-mediated signaling cascade. Sci Rep 2016; 6: 1-13.
Kalenka A, Gross B, Maurer MH, Thierse H-J, Feldmann RE. Isoflurane Anesthesia Elicits Protein

Pattern Changes in Rat Hippocampus. J Neurosurg Anesthesiol 2010; 22: 144-154.

Kasischke K. Lactate Fuels the Neonatal Brain. Front Neuroenergetics 2011; 3: 3-5.

Kassab G, Zacarias ESF. Normativas do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal) - 3a Edig&o. MINISTERIO DA CIENCIA, Tecnol INOVACOES E Comun 2016; 3a Edic&o
Knox R, Zhao C, Miguel-Perez D, Wang S, Yuan J, Ferriero D, et al. Enhanced NMDA receptor tyrosine
phosphorylation and increased brain injury following neonatal hypoxia-ischemia in mice with

neuronal Fyn overexpression. Neurobiol Dis 2013; 51: 113-9.

Kurinczuk JJ, White-Koning M, Badawi N. Epidemiology of neonatal encephalopathy and hypoxic-
ischaemic encephalopathy. Early Hum Dev 2010; 86: 329-338.

Lafemina MJ, Sheldon RA, Ferriero DM. Acute hypoxia-ischemia results in hydrogen peroxide
accumulation in neonatal but not adult mouse brain. Pediatr Res 2006; 59: 680-3.

Lam CKL, Chari M, Wang PYT, Lam TKT. Central lactate metabolism regulates food intake. Am J
Physiol Metab 2008; 295: E491-E496.

Laptook AR, Shankaran S, Tyson JE, Munoz B, Bell EF, Goldberg RN, et al. Effect of therapeutic
hypothermia initiated after 6 hours of age on death or disability among newborns with hypoxic-
ischemic encephalopathy a randomized clinical trial. JAMA - J Am Med Assoc 2017; 318: 1550—
1560.

Lauritzen KH, Morland C, Puchades M, Holm-Hansen S, Hagelin EM, Lauritzen F, et al. Lactate receptor
sites link neurotransmission, neurovascular coupling, and brain energy metabolism. Cereb Cortex
2014; 24: 2784-2795.

Lee Y, Morrison BM, Li Y, Lengacher S, Farah MH, Hoffman PN, et al. Oligodendroglia metabolically
support axons and contribute to neurodegeneration. Nature 2012; 487: 443—448.

Lev-Vachnish Y, Cadury S, Rotter-Maskowitz A, Feldman N, Roichman A, lllouz T, et al. L-lactate
promotes adult hippocampal neurogenesis. Front Neurosci 2019; 13: 1-13.

Liu C, Kuei C, Zhu J, Yu J, Zhang L, Shih A, et al. 3,5-Dihydroxybenzoic Acid, a Specific Agonist for

44



Hydroxycarboxylic Acid 1, Inhibits Lipolysis in Adipocytes. J Pharmacol Exp Ther 2012; 341: 794—
801.

Liu C, Wu J, Zhu J, Kuei C, Yu J, Shelton J, et al. Lactate inhibits lipolysis in fat cells through activation
of an orphan G-protein-coupled receptor, GPR81. J Biol Chem 2009; 284: 2811-2822.

Lorek A, Takei Y, Cady EB, Wyatt JS, Penrice J, Edwards AD, et al. Delayed ('secondary’) cerebral
energy failure following acute hypoxia-ischaemia in the newborn piglet: continuous 48-hour studies
by 31P magnetic resonance spectroscopy. Pediatr Res 1994; 36: 699—706.

Lubics A, Reglodi D, Tamas A, Kiss P, Szalai M, Szalontay L, et al. Neurological reflexes and early
motor behavior in rats subjected to neonatal hypoxic-ischemic injury. Behav Brain Res 2005; 157:
157-165.

Machler P, Wyss MT, Elsayed M, Stobart J, Gutierrez R, Von Faber-Castell A, et al. In Vivo Evidence
for a Lactate Gradient from Astrocytes to Neurons. Cell Metab 2016; 23: 94-102.

Madsen PL, Cruz NF, Sokoloff L, Dienel GA. Cerebral oxygen/glucose ratio is low during sensory
stimulation and rises above normal during recovery: excess glucose consumption during stimulation
is not accounted for by lactate efflux from or accumulation in brain tissue. J Cereb Blood Flow Metab
1999; 19: 393-400.

Magistretti PJ. Role of glutamate in neuron-glia metabolic coupling. In: American Journal of Clinical
Nutrition. 2009

Magistretti PJ, Allaman |. Lactate in the brain: From metabolic end-product to signalling molecule. Nat
Rev Neurosci 2018; 19: 235-249.

Masato H. Cerebral Extracellular Glucose and Lactate concentrations. 1992

Mazzanti L, Pastuszko A, Lenaz G. Effects of ketamine anesthesia on rat-brain membranes: fluidity
changes and kinetics of acetylcholinesterase. Biochim Biophys Acta 1986; 861: 105-10.

McDonald JW, Johnston M V. Physiological and pathophysiological roles of excitatory amino acids
during central nervous system development. Brain Res Brain Res Rev 1990; 15: 41-70.

Micu |, Jiang Q, Coderre E, Ridsdale A, Zhang L, Woulfe J, et al. NMDA receptors mediate calcium
accumulation in myelin during chemical ischaemia. Nature 2006; 439: 988—992.

Micu I, Plemel JR, Caprariello A V., Nave KA, Stys PK. Axo-myelinic neurotransmission: A novel mode
of cell signalling in the central nervous system. Nat Rev Neurosci 2018; 19: 49-57.

Micu I, Plemel JR, Lachance C, Proft J, Jansen AJ, Cummins K, et al. The molecular physiology of the
axo-myelinic synapse. Exp Neurol 2016; 276: 41-50.

Millar LJ, Shi L, Hoerder-Suabedissen A, Molnar Z. Neonatal Hypoxia Ischaemia: Mechanisms, Models,
and Therapeutic Challenges. Front Cell Neurosci 2017; 11: 1-36.

Mirza MA, Ritzel R, Xu Y, McCullough LD, Liu F. Sexually dimorphic outcomes and inflammatory
responses in hypoxic-ischemic encephalopathy. J Neuroinflammation 2015; 12: 1-10.

Mitchell RT, Mungall W, McKinnell C, Sharpe RM, Cruickshanks L, Milne L, et al. Anogenital distance
plasticity in adulthood: Implications for its use as a biomarker of fetal androgen action. Endocrinology
2015; 156: 24-31.

Morland C, Andersson KA, Haugen @P, Hadzic A, Kleppa L, Gille A, et al. Exercise induces cerebral
VEGF and angiogenesis via the lactate receptor HCAR1. Nat Commun 2017; 8: 1-9.

Morland C, Lauritzen KH, Puchades M, Holm-Hansen S, Andersson K, Gjedde A, et al. The lactate
receptor, G-protein-coupled receptor 81/hydroxycarboxylic acid receptor 1: Expression and action in
brain. J Neurosci Res 2015; 93: 1045-1055.

Mosienko V, Teschemacher AG, Kasparov S. Is L-lactate a novel signaling molecule in the brain? J
Cereb Blood Flow Metab 2015; 35: 1069-1075.

Motz BA, Alberts JR. The validity and utility of geotaxis in young rodents. Neurotoxicol Teratol 2005; 27:
529-533.

Muramatsu K, Fukuda A, Togari H, Wada Y, Nishino H. Vulnerability to cerebral hypoxic-ischemic insult
in neonatal but not in adult rats is in parallel with disruption of the blood-brain barrier. Stroke 1997,
28: 2281-2289.

Nair J, Kumar V. Current and Emerging Therapies in the Management of Hypoxic Ischemic
Encephalopathy in Neonates. Children 2018; 5: 99.

Nasi A, Fekete T, Krishnamurthy A, Snowden S, Rajnavélgyi E, Catrina Al, et al. Dendritic Cell

45



Reprogramming by Endogenously Produced Lactic Acid. J Immunol 2013; 191: 3090-3099.

National Research Council (US) Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of
Laboratory. Guide for the Care and Use of Laboratory Animals [Internet]. Washington (DC): National
Academies Press us); 2011Available from:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC1697671/pdf/canvetj00382-0052. pdf

Ness JK, Romanko MJ, Rothstein RP, Wood TL, Levison SW. Perinatal hypoxia-ischemia induces
apoptotic and excitotoxic death of periventricular white matter oligodendrocyte progenitors. Dev
Neurosci 2001; 23: 203-208.

Netto CA, Sanches E, Odorcyk FK, Duran-Carabali LE, Weis SN. Sex-dependent consequences of
neonatal brain hypoxia-ischemia in the rat. J Neurosci Res 2017; 95: 409-421.

Netto CA, Sanches EF, Odorcyk F, Duran-Carabali LE, Sizonenko S V. Pregnancy as a valuable period
for preventing hypoxia-ischemia brain damage. Int J Dev Neurosci 2018; 70: 12-24.

Nijboer CHA, Kavelaars A, Van Bel F, Heijnen CJ, Groenendaal F. Gender-dependent pathways of
hypoxia-ischemia-induced cell death and neuroprotection in the immature P3 rat. Dev Neurosci 2007;
29: 385-392.

Northington FJ, Chavez-Valdez R, Graham EM, Razdan S, Gauda EB, Martin LJ. Necrostatin decreases
oxidative damage, inflammation, and injury after neonatal HI. J Cereb Blood Flow Metab 2011; 31:
178-189.

Northington FJ, Ferriero DM, Graham EM, Traystman RJ, Martin LJ. Early neurodegeneration after
hypoxia-ischemia in neonatal rat is necrosis while delayed neuronal death is apoptosis. Neurobiol
Dis 2001; 8: 207-219.

Olney JW. Excitotoxicity, apoptosis and neuropsychiatric disorders. Curr Opin Pharmacol 2003; 3: 101—
109.

Pellerin L, Bouzier-Sore AK, Aubert A, Serres S, Merle M, Costalat R, et al. Activity-dependent regulation
of energy metabolism by astrocytes: an update. Glia 2007; 55: 1251-1262.

Pellerin L, Magistretti PJ. Glutamate uptake into astrocytes stimulates aerobic glycolysis: a mechanism
coupling neuronal activity to glucose utilization. Proc Natl Acad Sci 1994; 91: 10625-10629.

Pellerin L, Magistretti PJ. Sweet sixteen for ANLS. J Cereb Blood Flow Metab 2012; 32: 1152-1166.

Perlman JM. Intervention strategies for neonatal hypoxic-ischemic cerebral injury. Clin Ther 2006; 28:
1353-1365.

Peskind ER, Jensen CF, Pascualy M, Tsuang D, Cowley D, Martin DC, et al. Sodium lactate and
hypertonic sodium chloride induce equivalent panic incidence, panic symptoms, and hypernatremia
in panic disorder. Biol Psychiatry 1998; 44: 1007-1016.

Peterson BL, Won S, Geddes RI, Sayeed I, Stein DG. Sex-related differences in effects of progesterone
following neonatal hypoxic brain injury. Behav Brain Res 2015; 286: 152—-165.

Polan HJ, Hofer MA. Olfactory preference for mother over home nest shavings by newborn rats. Dev
Psychobiol 1998; 33: 5-20.

Procianoy RS, Silveira R de C. Sindrome hipéxico-esquémica. J Pediatr S63 J Pediatr (Rio J) 2001,
771: 63-70.

Rafiki A, Boulland JL, Halestrap AP, Ottersen OP, Bergersen L. Highly differential expression of the
monocarboxylate transporters MCT2 and MCT4 in the developing rat brain. Neuroscience 2003; 122:
677—688.

Rakhade SN, Jensen FE. Epileptogenesis in the immature brain: Emerging mechanisms. Nat Rev
Neurol 2009; 5: 380—-391.

Rees S, Harding R, Walker D. The biological basis of injury and neuroprotection in the fetal and neonatal
brain. Int J Dev Neurosci 2011; 29: 551-563.

Rennie JM, Roberton NRC. Rennie and Roberton’s textbook of neonatology. Churchill Livingstone; 2012

Rice AC, Zsoldos R, Chen T, Wilson MS, Alessandri B, Hamm RJ, et al. Lactate administration
attenuates cognitive deficits following traumatic brain injury. Brain Res 2002; 928: 156—159.

Rice JE, Vannucci RC, Brierley JB. The influence of immaturity on hypoxic-ischemic brain damage in
the rat. Ann Neurol 1981; 9: 131-141.

Rinholm JE, Hamilton NB, Kessaris N, Richardson WD, Bergersen LH, Attwell D. Regulation of
Oligodendrocyte Development and Myelination by Glucose and Lactate. J Neurosci 2011; 31: 538—

46



548.

Rocha-Ferreira E, Vincent A, Bright S, Peebles DM, Hristova M. The duration of hypothermia affects
short-term neuroprotection in a mouse model of neonatal hypoxic ischaemic injury. PLoS One 2018;
13

Roelfsema V, Bennet L, George S, Wu D, Guan J, Veerman M, et al. Window of Opportunity of Cerebral
Hypothermia for Postischemic White Matter Injury in the Near-Term Fetal Sheep. J Cereb Blood Flow
Metab 2004; 24: 877-886.

Ros J, Pecinska N, Alessandri B, Landolt H, Fillenz M. Lactate reduces glutamate-induced neurotoxicity
in rat cortex. J Neurosci Res 2001; 66: 790—794.

Rosafio K, Pellerin L. Oxygen tension controls the expression of the monocarboxylate transporter MCT4
in cultured mouse cortical astrocytes via a hypoxia-inducible factor-la-mediated transcriptional
regulation. Glia 2014; 62: 477-490.

Rothman SM, Olney JW. Excitotoxity and the NMDA receptor. Trends Neurosci 1987; 10: 299-302.

Rothman SM, Olney JW. Excitotoxicity and the NMDA receptor - still lethal after eight years. Trends
Neurosci 1995; 18: 57-58.

Russell KL, Kutchko KM, Fowler SC, Berman NEJ, Levant B. Sensorimotor behavioral tests for use in
a juvenile rat model of traumatic brain injury: Assessment of sex differences. J Neurosci Methods
2011; 199: 214-222.

Saab AS, Tzvetanova ID, Nave KA. The role of myelin and oligodendrocytes in axonal energy
metabolism. Curr Opin Neurobiol 2013; 23: 1065-1072.

Saab AS, Tzvetavona ID, Trevisiol A, Baltan S, Dibaj P, Kusch K, et al. Oligodendroglial NMDA
Receptors Regulate Glucose Import and Axonal Energy Metabolism. Neuron 2016; 91: 119-132.
Sabir H, Scull-Brown E, Liu X, Thoresen M. Immediate hypothermia is not neuroprotective after severe
hypoxia-ischemia and is deleterious when delayed by 12 hours in neonatal rats. Stroke 2012; 43:

3364-3370.

Sakurai T, Davenport R, Stafford S, Grosse J, Ogawa K, Cameron J, et al. Identification of a novel
GPR81-selective agonist that suppresses lipolysis in mice without cutaneous flushing. Eur J
Pharmacol 2014; 727: 1-7.

Saliba E, Henrot A. Inflammatory mediators and neonatal brain damage. Biol Neonate 2001; 79: 224—
227.

Sanches EF, Arteni N, Nicola F, Aristimunha D, Netto CA. Sexual dimorphism and brain lateralization
impact behavioral and histological outcomes following hypoxia-ischemia in P3 and P7 rats.
Neuroscience 2015; 290: 581-593.

Sanches EF, Arteni NS, Spindler C, Moysés F, Siqueira IR, Perry ML, et al. Effects of pre- and postnatal
protein malnutrition in hypoxic-ischemic rats. Brain Res 2012; 1438: 85-92.

Sanches EF, Duran-Carabali LE, Tosta A, Nicola F, Schmitz F, Rodrigues A, et al. Pregnancy swimming
causes short- and long-term neuroprotection against hypoxia-ischemia in very immature rats. Pediatr
Res 2017; 82: 544-553.

Sanches EF, van de Looij Y, Toulotte A, Sizonenko SV, Lei H. Mild Neonatal Brain Hypoxia-lschemia
in Very Immature Rats Causes Long-Term Behavioral and Cerebellar Abnormalities at Adulthood.
Front Physiol 2019; 10: 1-12.

Sanchez-Abarca LI, Tabernero A, Medina JM. Oligodendrocytes use lactate as a source of energy and
as a precursor of lipids. Glia 2001; 36: 321-329.

Santillan ME, Vincenti LM, Martini AC, Fiol de Cuneo M, Ruiz RD, Mangeaud A, et al. Developmental
and neurobehavioral effects of perinatal exposure to diets with different w-6:w-3 ratios in mice.
Nutrition 2010; 26: 423-431.

Schallert T, Fleming SM, Leasure JL, Tillerson JL, Bland ST. CNS plasticity and assessment of forelimb
sensorimotor outcome in unilateral rat models of stroke, cortical ablation, parkinsonism and spinal
cord injury. Neuropharmacology 2000; 39: 777-787.

Schlaepfer WW. Neurofilaments were isolated from desheathed and minced segments of rat pe-
Preparation of Anti , era and Gamma Globulin (1gG ) Derivatives Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Extraction of Nerve by Osmotic Shock WILLIAM W . SCHLAEPFER Immune Electron Mic. 1977:
226-240.

47



Schurr A. Lactate: The ultimate cerebral oxidative energy substrate? J Cereb Blood Flow Metab 2006;
26: 142-152.

Schurr A, Miller 33, Payne RS, Rigor BM. An Increase in Lactate Output by Brain Tissue Serves to Meet
the Energy Needs of Glutamate-Activated Neurons. J Neurosci 1999; 19: 34-39.

Schurr A, Payne RS, Miller JJ, Rigor BM. Brain lactate, not glucose, fuels the recovery of synaptic
function from hypoxia upon reoxygenation: An in vitro study. Brain Res 1997; 744: 105-111.

Schurr A, West CA, Rigor BM. Lactate-supported synaptic function in the rat hippocampal slice
preparation. Sci Sci 1988; 240: 1326-1328.

Shaikh H, Lechpammer M, Jensen FE, Warfield SK, Hansen AH, Kosaras B, et al. Increased Brain
Perfusion Persists over the First Month of Life in Term Asphyxiated Newborns Treated with
Hypothermia: Does it Reflect Activated Angiogenesis? Transl Stroke Res 2015; 6: 224-233.

Shalak L, Perlman JM. Hypoxic-ischemic brain injury in the term infant-current concepts. Early Hum Dev
2004; 80: 125-41.

Shankaran S, Laptook AR, Ehrenkranz RA, Tyson JE, McDonald SA, Donovan EF, et al. Whole-body
hypothermia for neonates with hypoxic-ischemic encephalopathy. Hypothermia Perinat asphyxial
Enceph 2005; 353: 1574-1584.

Shankaran S, Laptook AR, Pappas A, McDonald SA, Das A, Tyson JE, et al. Effect of depth and duration
of cooling on death or disability at age 18 months among neonates with hypoxic-ischemic
encephalopathy a randomized clinical trial. JAMA - J Am Med Assoc 2017; 318: 57—-67.

Silberbauer CJ, Surina-Baumgartner DM, Arnold M, Langhans W. Prandial lactate infusion inhibits
spontaneous feeding in rats. Am J Physiol - Regul Integr Comp Physiol 2000; 278: 646—653.

Silveira RC, Procianoy RS. Hypothermia therapy for newborns with hypoxic ischemic encephalopathy.
J Pediatr (Versédo em Port 2015; 91: S78-S83.

Sisa C, Kholia S, Naylor J, Sanchez MBH, Bruno S, Deregibus MC, et al. Mesenchymal stromal cell
derived extracellular vesicles reduce hypoxia-ischaemia induced perinatal injury. Front Physiol 2019;
10

Smith A, Garbus H, Rosenkrantz T, Fitch R. Sex Differences in Behavioral Outcomes Following
Temperature Modulation During Induced Neonatal Hypoxic Ischemic Injury in Rats. Brain Sci 2015;
5: 220-240.

Smith AL, Rosenkrantz TS, Fitch RH. Effects of Sex and Mild Intrainsult Hypothermia on Neuropathology
and Neural Reorganization following Neonatal Hypoxic Ischemic Brain Injury in Rats. Neural Plast
2016; 2016: 1-11.

Sobotka TJ, Cook MP, Brodie RE. Neonatal Malnutrition: Neurochemical, hormonal and behavioral
manifestations. Brain Res 1974; 65: 443-457.

Sun HS, Xu B, Chen W, Xiao A, Turlova E, Alibraham A, et al. Neuronal KATP channels mediate hypoxic
preconditioning and reduce subsequent neonatal hypoxic-ischemic brain injury. Exp Neurol 2015;
263: 161-171.

Sun S, Li H, Chen J, Qian Q. Lactic Acid: No Longer an Inert and End-Product of Glycolysis. Physiology
2017; 32: 453-463.

Sun'Y, Zhou C, Polk P, Nanda A, Zhang JH. Mechanisms of Erythropoietin-induced Brain Protection in
Neonatal Hypoxia-lschemia Rat Model. J Cereb Blood Flow Metab 2004; 24: 259-270.

Sutherland BA, Shaw OM, Clarkson AN, Jackson DM, Sammut IA. of action. 2004; 19: 258—260.

Suzuki A, Stern SA, Bozdagi O, Huntley GW, Walker RH, Magistretti PJ, et al. Astrocyte-neuron lactate
transport is required for long-term memory formation. Cell 2011; 144: 810-23.

Tagin MA, Woolcott CG, Vincer MJ, Whyte RK, Stinson DA. Hypothermia for Neonatal Hypoxic Ischemic
Encephalopathy. Arch Pediatr Adolesc Med 2012; 166: 558—566.

Tauffenberger A, Fiumelli H, Almustafa S, Magistretti PJ. Lactate and pyruvate promote cellular stress
resistance and longevity through ROS signaling. bioRxiv 2019: 542316.

Teo JD, Morris MJ, Jones NM. Maternal obesity increases inflammation and exacerbates damage
following neonatal hypoxic-ischaemic brain injury in rats. Brain Behav Immun 2017; 63: 186—196.

Thoresen M. Combining two good treatments makes it worse. Brain Behav Immun 2018; 71: 7-8.

van Tilborg E, de Theije CGM, van Hal M, Wagenaar N, de Vries LS, Benders MJ, et al. Origin and
dynamics of oligodendrocytes in the developing brain: Implications for perinatal white matter injury.

48



Glia 2018; 66: 221-238.

Tonkiss J, Harrison RH, Galler JR. Differential effects of prenatal protein malnutrition and prenatal
cocaine on a test of homing behavior in rat pups. Physiol Behav 1996; 60: 1013—-1018.

Tsuji M, Taguchi A, Ohshima M, Kasahara Y, Ikeda T. Progesterone and allopregnanolone exacerbate
hypoxic-ischemic brain injury in immature rats. Exp Neurol 2012; 233: 214—-220.

Tu X, Wang M, Liu Y, Zhao W, Ren X, Li Y, et al. Pretreatment of Grape Seed Proanthocyanidin Extract
Exerts Neuroprotective Effect in Murine Model of Neonatal Hypoxic-ischemic Brain Injury by Its
Antiapoptotic Property. Cell Mol Neurobiol 2019; 39: 953-961.

Ullah MS, Davies AJ, Halestrap AP. The plasma membrane lactate transporter MCT4, but not MCT1, is
up-regulated by hypoxia through a HIF-1a-dependent mechanism. J Biol Chem 2006; 281: 9030—
9037.

Vannucci RC, Connor JR, Mauger DT, Palmer C, Smith MB, Towfighi J, et al. Rat model of perinatal
hypoxic-ischemic brain damage. J Neurosci Res 1999; 55: 158-163.

Vannucci SJ, Hagberg H. Hypoxia-ischemia in the immature brain. J Exp Biol 2004; 207: 3149-3154.

Vicario C, Arizmendi C, Malloch G, Clark JB, Medina JM. Lactate Utilization by Isolated Cells from Early
Neonatal Rat Brain. 1988

Vicario C, Medina JM. Metabolism of Lactate in the Rat Brain During the Early Neonatal Period. J
Neurochem 1992; 59: 32—-40.

Vohra R, Aldana BI, Bulli G, Skytt DM, Waagepetersen H, Bergersen LH, et al. Lactate-Mediated
Protection of Retinal Ganglion Cells. J Mol Biol 2019; 431: 1878—1888.

Vohra R, Aldana Bl, Waagepetersen H, Bergersen LH, Kolko M. Dual properties of lactate in muller
cells: The effect of GPR81 activation. Investig Ophthalmol Vis Sci 2019; 60: 999-1008.

Volpe JJ. Perinatal brain injury: From pathogenesis to neuroprotection. Ment Retard Dev Disabil Res
Rev 2001; 7: 56-64.

Volpe JJ, Inder T, Darras B. Volpe’'s Neurology of the Newborn. 6th Editio. Elsevier; 2017

Volpe JJ, Zipurksy A. Neurobiology of periventricular leukomalacia in the premature infant. Pediatr Res
2001; 50: 553-562.

Waddell J, Hanscom M, Shalon Edwards N, McKenna MC, McCarthy MM. Sex differences in cell
genesis, hippocampal volume and behavioral outcomes in a rat model of neonatal HI. Exp Neurol
2016; 275: 285-295.

Wassink G, Gunn ER, Drury PP, Bennet L, Gunn AJ. The mechanisms and treatment of asphyxial
encephalopathy. Front Neurosci 2014; 8: 1-11.

Weis SN, Toniazzo AP, Ander BP, Zhan X, Careaga M, Ashwood P, et al. Autophagy in the brain of
neonates following hypoxia—ischemia shows sex- and region-specific effects. Neuroscience 2014;
256: 201-209.

Williams GD, Palmer C, Heitjan DF, Smith MB. Allopurinol preserves cerebral energy metabolism during
perinatal hypoxia-ischemia: A 31P NMR study in unanesthetized immature rats. Neurosci Lett 1992;
144: 103-106.

Wood T, Osredkar D, Puchades M, Maes E, Falck M, Flatebg T, et al. Treatment temperature and insult
severity influence the neuroprotective effects of therapeutic hypothermia. Sci Rep 2016; 6: 1-12.
Wu L ling, Zhang L, Shao J, Qin Y feng, Yang R wang, Zhao Z yan. Effect of perinatal iron deficiency

on myelination and associated behaviors in rat pups. Behav Brain Res 2008; 188: 263—-270.

Wu YW, Gonzalez FF. Erythropoietin: A novel therapy for hypoxic-ischaemic encephalopathy? Dev Med
Child Neurol 2015; 57: 34-39.

Wyss MT, Jolivet R, Buck A, Magistretti PJ, Weber B. In Vivo Evidence for Lactate as a Neuronal Energy
Source. J Neurosci 2011; 31: 7477-7485.

Xiong M, Yang Y, Chen GQ, Zhou WH. Post-ischemic hypothermia for 24 h in P7 rats rescues
hippocampal neuron: Association with decreased astrocyte activation and inflammatory cytokine
expression. Brain Res Bull 2009; 79: 351-357.

Yan H, Rivkees SA. Hypoglycemia influences oligodendrocyte development and myelin formation.
Neuroreport 2006; 17: 55-59.

Yoo J, Kim H-S, Hwang D-Y. Stem cells as promising therapeutic options for neurological disorders. J
Cell Biochem 2013; 114: 743-753.

49



Zhang L, Wang L, Ning FB, Wang T, Liang YC, Liu YL. Erythropoietin reduces hippocampus injury in
neonatal rats with hypoxic ischemic brain damage via targeting matrix metalloprotein-2. Eur Rev Med
Pharmacol Sci 2017; 21: 4327-4333.

Zhou J, Liu T, Guo H, Cui H, Li P, Feng D, et al. Lactate potentiates angiogenesis and neurogenesis in
experimental intracerebral hemorrhage. Exp Mol Med 2018; 50

Ziemka-Nalecz M, Jaworska J, Sypecka J, Polowy R, Filipkowski RK, Zalewska T. Sodium Butyrate, a
Histone Deacetylase Inhibitor, Exhibits Neuroprotective/Neurogenic Effects in a Rat Model of
Neonatal Hypoxia-lschemia. Mol Neurobiol 2017; 54: 5300-5318.

50



	1. INTRODUÇÃO
	2. Justificativa
	3. Hipótese
	4. Objetivo geral
	4.1. Objetivos específicos

	5. Materiais e métodos
	5.1. Animais
	5.2. Aspectos éticos
	5.3. Modelo animal de hipóxia-isquemia neonatal
	5.4. Grupos experimentais
	5.5. Administração de lactato
	5.6. Experimentos-piloto
	5.7. Curva de concentração plasmática de lactato após a HI
	5.8. Curva de concentração de lactato em condições basais
	5.9. Desenho experimental final
	5.10. Dosagens plasmáticas e teciduais de lactato
	5.11. Parâmetros de desenvolvimento
	5.12. Volume de lesão encefálica (P9)
	5.13. Análise qualitativa dos encéfalos em P21
	5.14. Testes comportamentais
	5.14.1. Reflexo de geotaxia negativa
	5.14.2. Reflexo de endireitamento
	5.14.3. Reconhecimento olfatório
	5.14.4. Teste do cilindro

	5.15. Análise Estatística

	8. CONCLUSÕES
	9. PERSPECTIVAS
	10. REFERÊNCIAS

