UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: FISIOLOGIA

Isadora D’Avila Tassinari

ADMINISTRACAO DE LACTATO COMO AGENTE NEUROPROTETOR EM
RATOS NEONATOS SUBMETIDOS AO MODELO DE HIPOXIA-ISQUEMIA
ENCEFALICA

Porto Alegre
2020



Isadora D’Avila Tassinari

ADMINISTRACAO DE LACTATO COMO AGENTE NEUROPROTETOR EM
RATOS NEONATOS SUBMETIDOS AO MODELO DE HIPOXIA-ISQUEMIA
ENCEFALICA

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia do Departamento de
Fisiologia do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul como requisito parcial para a obtencéo

do titulo de Mestre em Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Luciano Stirmer de Fraga

Coorientadora: Profa. Dra. Ana Helena da Rosa Paz

Porto Alegre
2020



CIP - Catalogacao na Publicacao

Tassinari , Isadora DAvila

ADMINISTRACAO DE LACTATO COMO AGENTE NEUROPROTETOR
EM RATOS NEONATOS SUBMETIDOS AO MODELO DE
HIPOXIA-ISQUEMIA ENCEFALICA / Isadora DAvila
Tassinari . —— 2020,

74 f.

Orientador: Luciano Stlurmer de Fraga.

Coorientador: Ana Helena da Rosa Paz.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Béasicas da
Saude, Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Bioldégicas: Fisiologia, Porto Alegre, BR-RS, 2020.

1. Neurodesenvolvimento. 2. Lactato. 3.
Hipéxia-isquemia neonatal. 4. Neuroprotegdo. 5. Lesdo
encefdlica. I. de Fraga, Luciano Stiirmer, orient. II.
Paz, Ana Helena da Rosa, coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Dedico essa dissertacdo a minha mae,
Tatiana D’Avila, que sempre me ensinou o
valor e a importancia do conhecimento, da

educacao e da ciéncia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a professora Ana Helena Paz, minha coorientadora, que desde a
graduacéao na PUCRS confiou em mim e me ajudou a entender que, com certeza, meu
lugar é na pesquisa. Além disso, sou eternamente grata por ter me apresentado ao
professor Luciano Stiirmer de Fraga, orientador desta dissertagéo, portanto:

Agradeco imensamente ao professor e orientador Luciano, por todo
companheirismo, por toda ajuda e confianca desde o inicio. Tu és um orientador
excepcional, puxa minha orelha, ouve meus desabafos, investe e confia no meu
potencial, sobretudo quando eu mesma nao acredito. Obrigada por todo incentivo,
paciéncia e amizade sempre.

Agradeco, também, a tua familia: Renata e Ceci. Professora e amiga Renata
Padilha Guedes, obrigada por ter me escutado, apoiado, pelas poker nights, pelas
conversas e muitas risadas... Tu és uma inspiracao para mim. Vocés podem contar
comigo sempre.

Um agradecimento especial vai para a pessoa gue incentiva e apoia todos 0s
meus sonhos, independentemente da situagdo: minha mae, Tatiana de Oliveira
D’Avila. Tu és meu exemplo de pessoa, de ser humano, de justica, de forca, de
carinho, de profissionalismo, de vida. Um dia eu quero ser a metade de mulher que tu
és!

Agradeco ao apoio de toda minha familia, meu pai, Luciano, minha prima Rosa
(que ouviu todos os meus ensaios de aulas, semindrios...), aos meus tios e meus
avos. Obrigada por entenderem a minha auséncia em alguns eventos importantes e
pelo incentivo nessa caminhada.

Agradeco ao Gabriel Schirmbeck por todo companheirismo e toda ajuda ao
longo desses 2 anos, por acompanhar e entender os finais de semana em que tive
gue estudar, escrever, fazer experimento... Tudo foi mais leve ao teu lado. Obrigada
pela parceria, pelas viagens para congressos (e férias), pelos 6timos e inesqueciveis
momentos que passamos juntos.

Ao meu grande amigo, praticamente gémeos, Jeferson Jantsch, pelo incentivo,
pela parceria, pelas conversas diérias, pelas riquissimas discussdes cientificas e pela
grande amizade que construimos.

Aos amigos que ingressaram comigo no mestrado: Marjoriane Amaral,
Leonardo Simdes, Amanda Chaves, Eduardo Echer e Marina Brido, obrigada por todo
apoio durante o “cadeirdao” e pela linda amizade que construimos. Ressalto um
agradecimento especial aos dois primeiros, que foram/sdo colegas de laboratorio:
Marjoriane Amaral e Leonardo Simdes sé posso realmente agradecer a tudo que ja
passamos juntos, todo companheirismo nos “perrengues”, toda conversa importante,
todo aprendizado e toda parceria. Agradeco, também, a p6s-doc Mariana Leivas
Muller Hoff pela amizade construida nesse ano; pelas grandes contribuicbes nessa
dissertacao e pela parceria nos experimentos (inclusive em feriados!).

Agradeco a todo grupo de pesquisa do professor Luciano, Neurobiologia e
Metabolismo. Em especial, agradeco a aluna de iniciagcdo cientifica Mirella Andrade



(que me orgulha de ver uma futura nutricionista com tantos questionamentos dentro
da pesquisa, € disso que a nossa area precisa) por todo companheirismo, por fazer
jus ao nosso trabalho, por abracar o projeto comigo; ao mestrando Ricardo Ribeiro
por todo apoio, por me ouvir, pelo companheirismo em todos os experimentos e pelas
ricas discussfes que tivemos; e a aluna de iniciagdo cientifica Anna Clara que foi
parceira e abragcou o projeto assim que entrou no grupo de pesquisa. Agradeco,
também, a Luciana Abreu que surgiu na hora certa como um anjo nos experimentos.
Obrigada pela parceria, pelas consideracoes, pelas ideias e pelos altos papos na UEA
guando tinhamos experimentos até as 23h.

A todos os funcionéarios da Unidade de Experimentagdo Animal do HCPA que
sempre foram muito solicitos. Em especial, meu agradecimento a enfermeira Marta
Justina Giotti Cioato e as veterinarias Daniela Campagnol e Tuane Garcez: nada teria
sido tdo bem conduzido sem a ajuda e o0 apoio de vocés!

Aos professores e alunos do Laboratorio de Metabolismo e Endocrinologia
Comparada (LaMEC) por todos os ensinamentos, discussdes e confraternizacgoes.
Agradeco ao pessoal do professor Carlos Alexandre Netto e a todo laboratério 35 do
Departamento de Bioquimica pela ajuda e acolhimento, principalmente ao pos doc
Eduardo Sanches pela paciéncia e disponibilidade para me ensinar as cirurgias.

A todos os professores do PPG-Fisiologia pela oportunidade e ensinamentos.

Ao laboratério de Neurobiologia Comparada pelo auxilio nas técnicas
histolégicas e parcerias nesses ultimos 2 anos.

Agradeco as minhas melhores amigas de infancia e adolescéncia: Ana Paula
Spohr, Leticia Saldanha Scherer e Greice Cristianetti, e as minhas amigas de
graduacéo: Bettina Del Pino, Bianca Guimaraes, Georgia Regla, Camila Monticcelli e
Marcelli Gomes por entenderem a minha auséncia, incentivarem minhas escolhas e
sempre terem me escutado quando eu precisei.

A equipe do CREAL, pela ajuda com a entrega dos animais e por estarem
sempre dispostos a ajudar.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ)
pela concesséo da bolsa de Mestrado.

As demais agéncias de fomento, como, a Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (Capes), a Fundagédo de Amparo a Pesquisa do Estado do
Rio Grande do Sul (FAPERGS) e a PROPESQ-UFRGS pelo apoio financeiro.

Concluindo, agradeco a todas as pessoas que resistiram junto comigo,
principalmente neste Ultimo ano de 2019, que ndo foi nada facil dentro da
Universidade. Sigamos na luta!



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). As concentracfes enddgenas
de lactato retornam aos valores controle 30 minutos apds a HI. O lactato exégeno
administrado atinge um pico aos 5 minutos (concentragéo cerca de 4 vezes maior do
gue a basal) e retorna aos valores basais aos 90 minutos apdés a injecao. Nos animais
submetidos a HI, a administracdo de lactato reduziu o volume de lesédo em P9 e
melhorou alguns parametros comportamentais em P8 (geotaxia negativa) e em P20
(teste do cilindro), tanto em machos quanto em fémeas. Assim, parece que o lactato
exerce um efeito neuroprotetor de curto prazo, reduzindo a leséo encefalica 48h apés
a HI (P9), o que parece ter sido importante para a melhora dos desfechos
comportamentais observada. Estudos adicionais s80 necessarios para permitir a
compreensdo dos mecanismos de agao do lactato e sua utilizagdo no tratamento de
recém-nascidos que passaram por eventos hipéxicos-isquémicos encefalicos.

Palavras-chave: Neurodesenvolvimento. Lactato. HipOxia-isquemia neonatal.
Neuroprotecdo. Lesao 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). Endogenous plasma lactate concentrations return to basal levels 30 minutes
after Hl. Levels of exogenous lactate reach a peak at 5 minutes and return to basal
levels at 90 minutes after injections. In HI animals, lactate administration reduced brain
lesion volume in P9 and improved some behavioral parameters in P8 (negative
geotaxis) and P20 (cylinder test), for both sexes. Therefore, lactate seems to exert a
short-term neuroprotective effect, reducing brain damage 48h following HI (P9), which
appear to influence the improvement of behavioral outcomes. Additional studies are
necessary in order to understand the mechanisms of action of lactate and its
application in the treatment of newborns that underwent hypoxia-ischemia
encephalopathy.

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 neurolégicas (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 apés 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 utilizagcao 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

metabolico pelo sistema nervoso de neonatos (Dombrowski et al., 1989), mesmo em

13



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 ativacéao 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 et al., 2017; Brooks, 2018). Além
disso, embora a glicose seja o substrato energético principal no encéfalo de adultos,
em neonatos o lactato parece ser o substrato energético preferencial dos 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 s&o
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).

33



Oclusao Repouso com as Hipoxia 12 injecdo 22 injecao
carotidea ratas-maes por 2h (60 min; 8% O2) de LAC de LAC P8 P9 P14 P20 -

30omin apds o 2h ap6s o Comportamento EUT Comportamento = Comportamento EUT
fim da hipdxia fim da hipdxia (GN e RE) (GN, RE e RO) (TC)

®

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.

6. Resultados
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6.1. Taxa de mortalidade

Os resultados da mortalidade ao longo dos experimentos estao representados
na Tabela 1. Do total de 288 animais utilizados nesta dissertacéo, 48 foram utilizados
para a curva basal de lactato (ou seja, ndo passaram pelos experimentos de hipoxia-
isquemia). Em relacdo aos 240 animais que passaram pelo evento hipoxico-isquémico
ou pela cirurgia ficticia (SHAM), 31 animais morreram, correspondendo a uma
porcentagem de perdas de 12,9%. Destes, 17 animais (7,1%) morreram por
rompimento da carétida durante a cirurgia, 6 animais (2,5%) por canibalizagdo
materna e 8 animais (3,3%) foram eutanasiados por questdes éticas, devido a
condicao geral dos mesmos (perda excessiva ou baixo ganho de peso e/ou exclusao

do ninho pela rata-méae).

Tabela 1: Taxa de mortalidade dos animais ao longo dos experimentos

CAUSA DA MORTE N° de animais %
Rompimento da carétida 17 7,1%
Canibalizacdo materna 6 2,5%
Eutanasia por baixo peso 8 3,3%
Total de animais 240
Animais que morreram 31 12,9%
TOTAL 31/240 12,9%

6.2. Dosagens plasmaéticas de lactato

Os dados das dosagens plasmaticas de lactato estdo representados nas
Figuras 9 e 10. Diversos pontos foram avaliados ao longo do tempo para a montagem
das duas curvas de lactato (curva de recuperacdo pos-HI e curva basal apés a
administracdo de lactato) e, por isso, optamos por usar um numero amostral mais
baixo para cada ponto. A partir isso, como ndo observamos diferencas significativas
entre machos e fémeas (dados ndo mostrados) e, para a realizacdo de uma analise
estatistica apropriada, os dados de machos e de fémeas foram agrupados para a

analise das dosagens plasméticas de lactato.
6.2.1. Concentracdes plasmaéticas de lactato apés a Hl

Os valores da concentracdo plasmatica de lactato apdés a HI estdo

representados na Figura 9.
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Figura 9. Concentrac@es plasmaticas de lactato (em mM) ao longo do tempo apds o evento hipdxico-
isquémico. Os animais foram submetidos a HI e eutanasiados em 4 momentos diferentes apés a HI. O
sangue troncular foi coletado 5, 20, 30 ou 45 minutos apés o fim da hipdxia para a determinacéo das
concentracdes plasméaticas enddgenas de lactato. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias
seguida pelo post-hoc de Bonferroni e estdo representados como médiaxtEPM (n=8-10 animais por
ponto); *p<0,05 versus SHAM em um mesmo tempo avaliado.

A ANOVA de duas vias mostrou efeito dos dois fatores avaliados: hipoxia-
isquemia (F(1, 55)=69,54, p<0,0001) e tempo (F(3, 55)=16,51, p<0,0001), além da
interacdo entre os fatores (F(3, 55)=20,63, p<0,0001). Nas comparagfes entre 0S
grupos HIl e SHAM, foi observado que os valores plasmaticos de lactato foram mais
elevados no grupo HI, apds o evento hipéxico-isquémico, sendo o valor mais alto de
cerca de 15 mM observado no primeiro ponto de coleta (5 minutos ap6s a hipdxia,
p<0,05). As concentracdes plasméticas de lactato ainda se encontravam
significativamente elevadas aos 20 minutos apés a HI (p<0,05), retornando a valores
similares aos do grupo SHAM aos 30 minutos e mantendo-se assim aos 45 minutos
(p>0,05). Nos animais do grupo SHAM, as concentracdes plasmaticas mantiveram-se

baixas, em torno de 2,4 a 3 mM, ao longo de todos os tempos analisados.
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6.2.2. Concentracdes plasmaéaticas de lactato em condi¢cbes basais
Os valores da concentracdo plasméatica de lactato apds uma injecdo

intraperitoneal de lactato ou veiculo estdo representados na Figura 10.
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Figura 10. Concentracdes plasméticas de lactato (em mM) ao longo do tempo apds a injecdo de lactato
ou tampado fosfato salino (veiculo) PBS. Os animais com 7 dias de vida receberam injecdes de lactato
(2 g/kg) ou de PBS e tiveram o sangue troncular coletado em 4 momentos diferentes ap6s a inje¢éo. O
sangue troncular foi coletado 5, 30, 45 ou 90 minutos apés as injecdes para determinacdo das
concentracdes plasmaticas de lactato. As concentracbes plasmaticas de lactato aumentam
rapidamente 5 minutos apdés a injecao de lactato exdgeno, retornando aos valores basais entre 45 e 90
minutos. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Bonferroni e
estdo representados como médiatEPM (n=6-8 animais por ponto). *p<0,05 versus Veiculo em um
mesmo tempo avaliado.

A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo dos dois fatores avaliados:
a injecdo de lactato (F(1, 40)=20,95, p<0,0001) e o tempo (F(3, 40)=4,809,51,
p=0,0059), além da interacdo entre os fatores (F(3, 40)=4,540, p<0,0079). Como
observado na Figura 10, as concentracdes plasmaticas de lactato aumentam
rapidamente apds a administracdo de uma Unica injecédo de lactato de s6dio na dose
de 2 g/kg (p<0,05) e retornam aos valores basais entre 45 e 90 minutos. Os animais
gue receberam veiculo (PBS) mantiveram concentracdes plasmaticas de lactato de

aproximadamente 3 mM ao longo do tempo (p>0,05).
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6.2.3. Concentracgdes de lactato no hipotadlamo em condi¢cdes basais

O resultado das dosagens da concentracdo de lactato no hipotalamo esta
representado na Figura 11. A ANOVA de duas vias detectou um efeito da injecdo de
lactato (F(1, 9)=6,937, p=0,0272), além da interacdo entre os fatores (F(1, 9)=5,885,
p=0,0382). Aos 5 minutos apos a injecdo, as concentracdes hipotalamicas de lactato
nao apresentaram diferencas significativas entre os animais que receberam lactato e
0s que receberam PBS (p>0,05). Entretanto, 30 minutos apés a injecdo, as
concentragfes hipotalamicas de lactato foram significativamente maiores nos animais

gue receberam a injecéo intraperitoneal de lactato (p<0,05).
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Figura 11. Concentrac8es teciduais de lactato (em mM) no hipotalamo apds a injecdo de lactato (2
g/kg, i.p.) ou PBS. Aos 5 minutos, ndo foi observada diferenca nas concentra¢des hipotalamicas de
lactato entre os animais que receberam lactato e os que receberam PBS. Entretanto as concentracfes
de lactato no hipotadlamo dos animais que receberam lactato foram significativamente maiores em
relacéo aos que receberam PBS aos 30 minutos apds a administracdo. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Bonferroni e estdo representados como médiatEPM
(n=2-3); *p<0,05 versus Veiculo 30 min.

6.3. Parametros de desenvolvimento

Os resultados relativos ao peso corporal dos animais ao longo do tempo estao
representados nas Figuras 12A (machos) e 12C (fémeas). A andlise da area sob a
curva (ASC) relativa ao peso corporal (Figuras 12B e 12D) mostrou a existéncia de
um efeito da hipdxia-isquemia, tanto em machos (F(1, 26)=6,376, p=0,0180) quanto
em fémeas (F(1, 27)=5,610, p=0,0253), com uma area menor nos animais submetidos
a Hl em relacdo aos animais SHAM. Nao foi encontrada interagdo entre os fatores
(p>0,05). Nas comparacdes multiplas ndo se observou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (p>0,05).
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Figura 12. Peso dos animais ao longo dos 21 dias de experimento nos animais machos (A) e fémeas
(C) e a &rea sob a curva (ASC) de cada grupo experimental nos animais machos (B) e fémeas (D). A
ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo do fator HI, indicando que os animais que
passaram pela HI apresentaram uma ASC significativamente menor em relag&o aos animais dos grupos
SHAM (*p<0,05, efeito do fator HI). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo
post-hoc de Bonferroni e estdo representados como médiaxEPM (n=7-8). VEIC: veiculo; LAC: lactato.

Os resultados do IAG estdo na Figura 13. A ANOVA de duas vias mostrou a
existéncia de efeito da hipdxia-isquemia em relacdo ao IAG, e este efeito foi observado
tanto em machos (F(1, 19)=5,846, P=0,0258) quanto em fémeas (F(1, 19)=6,615,
p=0,0187). Os animais do grupo HI tiveram um IAG menor em relagdo aos animais do
grupo SHAM, tanto nos machos (Figura 13A), quanto nas fémeas (Figura 13B). N&o

foi encontrada interacdo entre os fatores (p>0,05).
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Figura 13. indice anogenital (IAG) mensurado em P21 nos animais machos (A) e fémeas (B). A ANOVA
de duas vias mostrou um efeito significativo do fator HI, indicando que os animais que passaram pela
HI apresentaram um IAG significativamente menor em relagcdo aos animais dos grupos SHAM (*p<0,05,
efeito do fator HI). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Bonferroni e estéo representados como médiatEPM (n=7-8). VEIC: veiculo; LAC: lactato.

Em relagdo ao dia de abertura dos olhos, ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos experimentais, nem nos machos (Tabela

2) e nem nas fémeas (Tabela 3) (P>0,05).

Tabela 2. Dia de abertura dos olhos nos animais machos

Grupo experimental Dia (médiatEPM)
SHAM 13,75%0,25
SHAM+LAC 13,29+0,35
HI 13,75+0,25
HI+LAC 13,43+0,36
Tabela 3. Dia de abertura dos olhos nos animais fémeas
Grupo experimental Dia (médiazEPM)
SHAM 13,75+0,25
SHAM+LAC 13,29+0,35
HI 13,88+0,12
HI+LAC 13,5+0,32

6.4. Volume de leséo (P9)
O volume de lesao encefélica (%) causada pela HI esta representado na Figura

14. Em ambos os sexos, a ANOVA de duas vias mostrou efeito dos fatores hipdxia-
isquemia (machos: (1, 30)=36,07, p<0,0001; fémeas: F(1, 30)=40,54, p<0,0001) e
tratamento com lactato (machos: F(1, 30)=5,333, p=0,0280; fémeas: F(1, 30)=4,287,
p=0,0471). A interacdo entre os fatores foi observada apenas nos machos
(F(1,30)=6,263, p=0,0180). O post hoc de Bonferroni detectou diferenca estatistica

significativa entre os grupos HI e HI+LAC (p<0,05), sendo o volume de lesao maior
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nos grupos HI e menor nos grupos HI+LAC, tanto nos machos (p<0,05) quanto nas
fémeas (p<0,05)).
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Figura 14. Volume de leséo encefélica avaliado em P9. A administracdo sistémica de lactato reduziu o
volume de lesédo encefalica em animais neonatos submetidos a hipdxia-isquemia cerebral. A figura
superior refere-se as imagens representativas de fatias cerebrais dos diferentes grupos experimentais
coradas com cloreto de trifeniltetrazoélio (TTC). As areas coradas em vermelho representam as regides
contendo células viaveis. As areas em branco indicam regies onde houve morte tecidual (lesdo). As
figuras A e B representam a quantificacdo do volume de leséo (% do hemisfério contralateral) em
machos (A) e em fémeas (B). Os animais submetidos a HI e tratados com lactato (grupo HI+LAC)
apresentaram um volume de lesdo encefélica menor do que os animais submetidos a HI e que
receberam veiculo (grupo HI+VEIC). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo
post-hoc de Bonferroni e estdo representados como médiaztEPM (n=8-9); *p<0,05 versus HI+LAC.
Orientacdo da figura do painel superior: Do, dorsal; V, ventral; D, direito, E, esquerdo. Barra de
calibragdo: 0,5cm. VEIC: veiculo; LAC: lactato.

6.5. Andlise qualitativa dos encéfalos em P21

A Figura 15 apresenta imagens representativas dos encéfalos de animais de
cada um dos grupos experimentais, para a observacao qualitativa da leséo encefalica.
Essas imagens foram fotografadas logo apds a dissecacdo dos encéfalos. Pode ser

observado que os animais do grupo HI apresentaram uma reducdo no tamanho ou
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uma perda tecidual no hemisfério ipsilateral a isquemia carotidea, o que parece ter
sido revertido, ao menos parcialmente, com a administracdo de lactato (grupos
HI+LAC). Essa diferenca parece bem marcante quando sdo observados os encéfalos
das fémeas dos grupos HIl e HI+LAC. Nos animais dos grupos SHAM (SHAM e

SHAM+LAC) nao foi observada leséo evidente.

MACHOS |

FEMEAS

Figura 15. Imagens representativas de cada um dos grupos experimentais para a observacao do dano
encefalico em P21. As imagens foram fotografadas logo ap0s a dissecacao dos encéfalos. Os animais
gue passaram pela HI aparentam ter o hemisfério direito (ipsilateral a isquemia carotidea) menor ou
com uma lesdo mais evidente, principalmente nas fémeas, o que parece ter sido revertido pela
administracdo de lactato (grupos HI+LAC). Orientacdo da figura: A, anterior; P, posterior; D, direito; E,
esquerdo. Barra de calibracdo: 0,5 cm.

6.6. Testes comportamentais
6.6.1. Geotaxia negativa

Os resultados do teste de geotaxia negativa estdo representados nas Figuras
16A (machos, P8), 16B (fémeas, P8), 16C (machos, P14) e 16D (fémeas, P14). Nos
animais machos em P8 (Figura 16A), a ANOVA de duas vias ndo detectou efeito dos
fatores hipoxia-isquemia e lactato (p>0,05). Entretanto, se observou uma interagéo
entre os fatores (F(1, 54)=12,63, p=0,0008). Nas fémeas em P8 (Figura 16B), a
ANOVA de duas vias mostrou a existéncia de efeito dos dois fatores: hipdxia-isquemia
(F(1, 56)=4,125, p=0,0470) e tratamento com lactato (F(1, 56)=4,125, p=0,0378),

porém nao se observou interacao entre os fatores. A exposicao a Hl leva ao aumento
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da laténcia para completar o teste em P8: a analise de Bonferroni detectou diferenca
estatistica significativa entre os grupos HI e HI+LAC (p<0,05), de maneira que 0S
animais do grupo HI apresentaram maior laténcia para completar a tarefa. Em P14,
nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na laténcia para

completar o teste, nem em machos e nem em fémeas (p>0,05, Figuras 16C e 16D).
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Figura 16. Laténcia (s) no teste de geotaxia negativa em P8 em machos (A) e fémeas (B) (n=15-16) e
em P14 em machos (C) e fémeas (D) (n=7-8). Os animais que passaram pela HI levaram mais tempo
para completar a tarefa em P8 (p<0,05). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida
pelo post-hoc de Bonferroni e estdo representados como média+EPM; *p<0,05 versus HI+LAC. VEIC:
veiculo; LAC: lactato.

6.6.2. Reflexo de endireitamento

Os resultados do teste do reflexo de endireitamento estdo representados nas
Figuras 17A (machos, P8), 17B (fémeas, P8), 17C (machos, P14) e 17D (fémeas,
P14). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
na laténcia para completar o teste (p>0,05), independentemente da idade (P8 e P14)
ou do sexo analisado.
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Figura 17. Laténcia (s) no teste do reflexo de endireitamento em P8 em machos (A) e fémeas (B) (n=15-
16) e em P14 em machos (C) e fémeas (D) (n=7-8). Nao foi detectada diferenca entre os grupos
experimentais (p>0,05). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de
Bonferroni e est&o representados como médiatEPM. VEIC: veiculo; LAC: lactato.

6.6.3. Reconhecimento olfatorio

Os resultados do teste de reconhecimento olfatorio estdo representados nas
Figuras 18A (machos) e 18B (fémeas). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas no desempenho dos animais machos no teste (P>0,05).
Nas fémeas (Figura 18B), entretanto, a ANOVA de duas vias mostrou efeito dos
fatores hipoxia-isquemia (F(1, 26)=7,598 P=0,0105) e tratamento com lactato (F(1,
26)=5,736; P=0,0241), além da existéncia de interacdo (F(1, 26)=7,161; p=0,0127)
entre os mesmos. Nas comparacdes multiplas, se observou diferenca estatistica entre
os grupos Hl e HI+LAC (p<0,5), com um melhor desempenho no teste entre as fémeas

gue receberam lactato apos a HI (grupo HI+LAC).
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Figura 18. Laténcia (s) para detec¢do da maravalha da caixa-moradia no teste do reconhecimento
olfatério realizado em P14 em machos (A) e fémeas (B). As fémeas que passaram pela HI levaram
mais tempo para reconhecer a maravalha da caixa-moradia (p<0,05). Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguida pelo post-hoc de Bonferroni para comparacdes multiplas e estédo
representados como média+EPM (n=7-8); *p<0,05 versus HI+LAC. VEIC: veiculo; LAC: lactato.

6.6.4 Teste do cilindro

Os resultados do teste do cilindro estdo representados nas Figuras 19A
(machos) e 19B (fémeas). Em ambos os sexos, a ANOVA de duas vias detectou efeito
dos fatores hipoxia-isquemia (machos: F(1, 24)=31,34, p<0,0001; fémeas: F(1,
25)=91,63, p<0,0001) e tratamento com lactato (machos: F(1, 24)=8,118, p=0,0089;
fémeas: F(1, 25)=8,997, p=0,0060), além de interacdo entre os fatores (machos: F(1,
24)=7,185, p=0,0131; fémeas: F(1, 25)=7,190, p=0,0128). O post-hoc de Bonferroni
mostrou diferenca significativa entre os grupos HI e HI+LAC tanto em machos (p<0,05)
guanto em fémeas (p<0,05). Os animais que passaram pela HI e ndo receberam
lactato apresentaram uma reducdo na utilizacdo da pata contralateral a isquemia
cerebral, o que nao foi observado nos animais submetidos a HI e que receberam o
tratamento com lactato (grupo HI+LAC).
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Figura 19. Percentual (%) do uso da pata contralateral & isquemia, avaliado pelo teste do cilindro, em
machos (A) e fémeas (B). Os animais que passaram pela HI utilizaram menos a pata contralateral (pata
esquerda) a isquemia carotidea. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo
post-hoc de Bonferroni e estdo representados como médiatEPM (n=6-8); *p<0,05 versus HI+LAC.
VEIC: veiculo; LAC: lactato.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo padronizou e avaliou o0 uso do lactato no modelo de HI
neonatal. Nossos resultados fornecem evidéncias indicativas de um possivel uso da
administracao de lactato como uma terapia na Hl neonatal, capaz de reduzir em cerca
de 50% o volume de lesao encefalica logo apds o episddio hipbxico-isquémico (a curto
prazo), tanto em machos quanto em fémeas. Além disso, a administracdo de lactato
parece ter melhorado os desfechos motores analisadas nos testes comportamentais,
recuperando o desempenho dos animais submetidos a HlI e que receberam o
tratamento com lactato (grupo HI+LAC). Assim, com base na fisiopatologia da HI
neonatal, parece que a administracdo de lactato pode ser uma estratégia de
intervencéo interessante e eficaz.

No presente estudo foi utilizado o modelo experimental de HI neonatal de Rice
e Vannucci (Rice et al., 1981). Esta bem estabelecido na literatura que nesse modelo
podem ocorrer perdas de até 20% no numero de animais, associadas a alta
severidade do modelo, tanto por mortalidade durante a cirurgia, anestesia ou hipoxia
e periodo de recuperacéo (Sun et al., 2004; Tsuji et al., 2012; Fabres et al., 2018). No
presente trabalho, a mortalidade total foi de 12,9%, um pouco abaixo do que é visto
na literatura. Em um trabalho prévio de nosso grupo de pesquisa, utilizando este
mesmo modelo, a mortalidade foi em torno de 20% (Fabres et al., 2018). Entretanto,
vale ressaltar que neste trabalho prévio, a exposicdo a atmosfera hipoxia tinha
duracdo de 90 minutos, levando a uma lesdo mais severa em relacdo ao presente
estudo que utilizou um periodo de hipéxia de 60 minutos (leséo leve a moderada).
Esse pode ter sido um dos fatores que contribuiu para uma menor taxa de mortalidade
no presente estudo. De qualquer forma, este resultado é um indicativo de que o
modelo foi bem padronizado, ja que ndo foram observados valores de mortalidade
mais elevados do que os descritos na literatura.

A padronizacdo apropriada do modelo garante que a avaliacdo do efeito do
lactato (principal objetivo desse trabalho) em ratos neonatos com sete dias de vida
também foi adequada.

O sistema nervoso central de neonatos apresenta uma preferéncia por alguns
substratos energéticos, como o lactato e os corpos cetdnicos (Dombrowski et al.,
1989). Em um trabalho com o modelo de HI neonatal em ratos, a administragcéo de

butirato de sddio (2x/dia durante 5 dias, iniciando imediatamente apds a HI) causou
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uma reducado do volume de lesdo encefélica, uma polarizacdo do fenotipo microglial
de inflamatério para anti-inflamatério e a supressdo da producdo de citocinas
inflamatorias (Jaworska et al., 2017), indicando, portanto, uma acdo neuroprotetora
do butirato. Pensando que o lactato também é um substrato metabdlico, nosso
protocolo-piloto de padronizacéo foi baseado nestes mesmos trabalhos (Jaworska et
al., 2017; Ziemka-Nalecz et al., 2017) e utilizou um padréo de administracao de lactato
por cinco dias. Entretanto, quando o lactato foi administrado nessa frequéncia, os
animais perderam muito peso (Figura 5), o que levou a necessidade de uma
reorganizacao do desenho experimental proposto.

Como nos baseamos no trabalho citado anteriormente (Jaworska et al., 2017)
para o protocolo de administracdo, nos experimentos-piloto a primeira injecdo de
lactato foi realizada imediatamente apds o final da hipoxia. Todavia, diferente do
butirato, as concentracdes de lactato aumentam durante o evento hipoxico-isquémico,
devido ao metabolismo anaerdébico dos tecidos (Shalak e Perlman, 2004). O lactato €
considerado, inclusive, um marcador da severidade do evento hipdxico-isquémico:
guanto mais elevadas as concentracdes de lactato estiverem durante a hipdxia, pior €
0 prognastico daquele individuo (Shalak e Perlman, 2004). Por isso, decidimos avaliar
as concentracdes plasmaticas de lactato apés a HI. A compreensdo da janela de
recuperacao destas concentracdes plasmaticas elevadas de lactato enddgeno pés-Hl
foi crucial para o desenvolvimento do trabalho e, certamente, para os resultados
encontrados. Nossos resultados demonstraram que, em ratos Wistar com 7 dias de
vida, as concentracdes plasmaticas de lactato apds os 60 minutos de hipdxia atingiram
valores de 13,12 mM nos primeiros 5 minutos apés o término da hipdxia. Esses valores
sdo cerca de 4 vezes maiores do que nos animais controle (grupo SHAM). Essas
concentragdes elevadas retornam aos valores basais entre 30 (4,97 mM) e 45 minutos
(3,06 mM), quando as concentragcfes plasmaticas chegaram a valores médios entre
4,97 e 3,06 mM. Portanto, € possivel que, no nosso experimento-piloto, tenhamos
gerado uma sobrecarga de lactato ao administrar este substrato imediatamente apos
o término da hipdxia (momento em que as concentracbes enddgenas ainda se
encontravam elevadas). Essa elevada concentracdo de lactato produzida de forma
enddgena poderia ser uma das causas do efeito anorexigénico do lactato. Embora
sendo considerado como uma 6tima alternativa neuroprotetora, o lactato estava sendo

administrado no momento errado.
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Parece que o momento de administracdo € crucial para que o lactato possa
exercer seus efeitos neuroprotetores. Por exemplo, em um modelo de isquemia em
camundongos adultos, o lactato reduziu o volume de lesdo encefalica quando
administrado 30 minutos ap0s a ocluséo da artéria cerebral média (MCAQO). Por outro
lado, quando a administracao foi realizada 120 minutos apds a MCAOQO, nao houve
redugdo do volume de leséo, embora tenha ocorrido uma melhora em alguns
desfechos neurolégicos avaliados por neuro-escores (Berthet et al., 2009). Portanto,
fica claro que a compreensdo do tempo de metabolizacdo do lactato € um fator de
extrema importancia na elaboracdo de um desenho experimental adequado. Dessa
forma, decidimos realizar a primeira administracéo de lactato exdgeno aos 30 minutos
apos o término da hipoxia, momento em que as concentracdes plasmaticas de lactato
endogeno (elevadas pela hipdxia) ja haviam retornado aos valores basais.

Além disso, como o presente trabalho foi o primeiro a avaliar o uso de lactato
em ratos Wistar neonatos, também foi importante montar um curva de lactato em
situacdo basal, para entender o comportamento do lactato administrado: o tempo
necessario para que as concentragdes plasmaticas aumentassem e retornassem aos
valores basais.

Apos a injecédo intraperitoneal de lactato na dose de 2 g/kg, nossos resultados
demonstraram que as concentracdes plasmaticas de lactato atingem os valores
méaximos dentro de 5 minutos, chegando a uma concentragéo plasmatica de cerca de
12,20 mM. Os valores plasmaticos de lactato nos animais que receberam PBS néo
variaram consideravelmente em nenhum dos tempos, mantendo-se em cerca de 3
mM independentemente do ponto da curva analisado (5, 30, 45 ou 90 minutos). Os
valores plasmaticos dos animais que receberam lactato alcancaram concentracdes 4
vezes maiores que 0s aniamis que receberam PBS, retornando aos valores basais
entre 45 (5,8 mM) e 90 minutos (3,2 mM) apds a injecdo. Na literatura, uma dose de
2,5g/kg administrado por via subcutdnea aumentou as concentragées plasmaticas de
lactato rapidamente, entre 5 e 15 minutos. Esses dados sdo similares aos nossos
resultados e demonstraram que o lactato administrado atinge um pico plasmatico
rapidamente, nos primeiros 5 minutos apoés a injecao (Morland et al., 2017).

Devido ao numero elevado de animais utilizados no presente estudo, néo foi
realizada uma curva de dose. Entretanto sabe-se que aumentos na concentracao
plasmatica levam a aumentos proporcionais na concentracao cerebral de lactato. Uma

infusdo de lactato que aumente as concentracdes plasmaticas de cerca 1,5 para cerca
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de 9,5 mM faz com que as concentracbes cerebrais de lactato (avaliadas no
hipocampo) atinjam valores de cerca de 2 mM (praticamente o dobro das
concentragfes basais) (Masato, 1992). Esses valores de 2 mM no sistema nervoso
vao de encontro aos nossos achados: 30 minutos apos a injecdo de lactato as
concentracgfes teciduais de lactato no hipotalamo atingiram valores de 2,3 mM.

Assim, a escolha da dose foi baseada exclusivamente em trabalhos da
literatura (E et al., 2013; Morland et al., 2017) e parece ter sido adequada para os
propasitos do presente estudo. Uma dose de lactato de sédio de 2 g/kg, administrada
2 vezes por dia perifericamente (por via i.p. ou s.c.) € suficiente para produzir uma
concentracdo plasmatica de cerca de 10 mM de lactato, levando a uma concentragdo
cerebral de lactato de 2 mM (Masato, 1992; Morland et al., 2015), a qual jA demonstrou
efeitos neuroprotetores (E et al., 2013; Castillo et al., 2015; Carrard et al., 2016;
Morland et al., 2017). No presente trabalho, a injecdo de lactato foi capaz de elevar as
concentracdes plasmaticas de lactato até um valor de pico de cerca de 12,20 mM (aos
5 minutos), o que elevou as concentragdes teciduais de lactato no hipotalamo para
cerca de 2,3 mM (Figura 11), atingindo esses valores aproximadamente 30 minutos
ap6s a administracdo (momento em que os valores plasmaticos de lactato se
encontravam em aproximadamente 8,9 mM). Esse valor é praticamente o dobro da
concentragcdo de 1,2 mM verificada no hipotalamo dos animais controle que
receberam a administracdo de PBS (1,2 mM). Isso comprova que a dose escolhida foi
efetiva, ja que aumentou a concentracdo de lactato plasmatico e as concentracdes
cerebrais (dosadas no hipotadlamo), de forma semelhante as descricfes da literatura
para animais adultos. Doses mais baixas, de 0,25 g/kg, ndo foram efetivas em elevar
as concentracfes cerebrais de lactato por mais do que 20% (Horn e Klein, 2013).
Doses de 1 g/kg elevam as concentracfes plasmaticas para 8 mM (Carrard et al.,
2016), as quais retornam aos valores basais em menos de 30 minutos, enquanto em
NOSsO0S animais as concentragbes retornaram aos valores basais entre 45 e 90
minutos apods a injecdo. Assim, o uso de doses menores do que 2 g/kg ndo pareceu
ser adequado para 0 n0sso propasito.

Além disso, os trabalhos na literatura tém descrito que o ECso do receptor de
L-lactato (HCAR1) esta na faixa de concentracéo de 1-5 mM (Cai et al., 2008; Liu et
al., 2009; Morland et al., 2017). A extrapolacédo dos valores usando regressao linear
mostra que abaixo do ECso 0 efeito seria proporcional a concentracao de lactato, mas

0 receptor comecaria a ser ativado ja em concentracdes de 0,1 mM (Cai et al., 2008;
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Liu et al., 2009; Morland et al., 2017). Logo, em nosso protocolo de administragéo o
lactato ativaria o receptor, ja que foram alcancadas concentracfes de 2 mM no tecido
hipotalamico. Dessa forma, podemos sugerir que além de ser utilizado como um
substrato energético, os efeitos benéficos do lactato observados no presente estudo
também podem ter ocorrido via ativacdo do seu receptor e consequente ativacdo de
cascatas de sinalizacéo intracelular.

Trabalhos que demonstraram efeitos toxicos do lactato in vivo (Herbst et al.,
1971; Peskind et al., 1998) utilizaram concentracdes acima de 0,5 M (500 mM) no
sistema nervoso, ou seja, bem acima da nossa concentracao cerebral esperada de 2
mM. Esse ndo parece ter sido o caso do presente estudo, ja que foram obtidas
concentracgdes fisiologicas de cerca de 2 mM no hipotalamo. Entretanto, algo a ser
considerado em relacdo aos resultados das dosagens teciduais de lactato é que a
variabilidade dos dados foi grande: isso pode estar associado ao pequeno numero
amostral (n=3) e a propria manipulacdo dos animais (inclusive do grupo SHAM) que
pode interferir nos valores de lactato. Certamente o aumento do niumero amostral e a
dosagem de lactato em outras regides cerebrais e no liquor permitirdo um refinamento
dos resultados.

De qualquer forma, os dados obtidos permitem afirmar que o lactato
administrado exogenamente nesta dose de 2 g/kg chegou ao SNC em uma
concentracdo ndo-toxica e capaz de ativar o receptor de lactato.

A partir disso, um novo desenho experimental foi definido com base nos
resultados obtidos nas dosagens plasmaticas de lactato apds a hipdxia-isquemia e em
condicdes basais. Apoés a definicdo do novo desenho, o primeiro desfecho avaliado foi
0 peso dos animais, que havia sofrido uma reducao evidente no experimento-piloto
(Figura 5).

Nossos resultados mostraram que o peso corporal dos animais do grupo Hl foi
menor do que nos animais dos demais grupos ao longo do tempo. Sabe-se que os
animais que passam pela Hl apresentam algumas dificuldades motoras (Huang et al.,
2009) e, por isso, podem apresentar dificuldade alimentar, principalmente nos
primeiros dias apos a HI (Fabres et al., 2018). Um detalhe interessante € que no
desenho experimental final (no qual foram realizadas apenas duas injecdes de lactato
em P7), ndo se observou qualquer interferéncia negativa da administracao de lactato
sobre o ganho de peso. Isso parece confirmar a hipétese de que a perda de peso

observada no experimento-piloto no grupo HI+LAC poderia estar relacionada a
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combinacao da HI com a alta frequéncia de injecGes de lactato. Cabe salientar que
essa perda de peso (ou menor ganho) foi um efeito especifico do lactato, e ndo do
estresse de manipulacéo, visto que os animais do grupo SHAM que receberam lactato
(grupo SHAM+LAC) apresentaram um padrédo de ganho de peso pior do que 0s
animais que receberam PBS (e que passaram pela mesma manipulacao). Ja foi
demonstrado que o lactato controla a ingestao alimentar e que sua captacao atraves
de transportadores MCT2 presentes em neurénios hipotalamicos (Cortes-Campos et
al., 2013) reduz o consumo alimentar, levando a perda de peso, pelo menos em
animais adultos (Lam et al., 2008). Assim, nossa hipdtese é de que as injecdes
continuas de lactato (realizadas no experimento-piloto) estariam causando saciedade,
como ja demonstrado na literatura (Silberbauer et al., 2000), reduzindo o
comportamento de sucgéo do leite dos filhotes. Contudo, essa hip6tese néo foi testada
no presente estudo.

Além do peso corporal, no presente trabalho também avaliamos se a Hl teria
algum efeito sobre outros marcadores do neurodesenvolvimento, como o IAG e o dia
de abertura dos olhos. A abertura dos olhos € um marcador cujo atraso pode indicar
retardos no desenvolvimento (Sobotka et al., 1974).

O momento de abertura dos olhos nao foi influenciado pela HI, ocorrendo em
todos os animais ao redor do 13° dia de vida, o que esta de acordo com a literatura
(Santillan et al., 2010; Deniz et al., 2018). O IAG € um marcador de desenvolvimento
normalmente utilizado como um indicador da producdo adequada de andrégenos
(Cavalari et al., 2018). Observamos que o evento hipdxico-isquémico causou uma
reducdo deste pardmetro, 0 que provavelmente estd associado a um atraso no
neurodesenvolvimento de estruturas envolvidas na producao de hormonios esteroides
(Mitchell et al., 2015). Na literatura, entretanto, ndo se encontram dados avaliando o
IAG no modelo de HI neonatal, dificultando a comparacdo com os resultados obtidos
no presente estudo. Salientamos, no entanto, que o IAG € um indice corrigido pelo
peso corporal dos animais, portanto o resultado obtido n&o parece estar associado as
diferencas de peso entre os distintos grupos experimentais. Ademais, a administracéo
de lactato néo teve influéncia no IAG e néo foi capaz de recuperar o IAG nos animais
do grupo HI+LAC.

Em relacéo a avaliacdo do sistema nervoso, os resultados mostraram que 0s
animais que passaram pela HI e receberam lactato apresentam menor volume de

lesdo encefalica (%) em relacdo aos animais do grupo HI, quando avaliados em P9.
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Este trabalho foi o primeiro a avaliar a administragcdo de lactato no modelo de Hi
neonatal em ratos. Na literatura, existem apenas dados mostrando um efeito benéfico
da administracdo de lactato em animais adultos, tanto em modelos de isquemia
cerebral (Berthet et al., 2009, 2012; Castillo et al., 2015; Mosienko et al., 2015) quanto
em modelos de traumatismo cranio-encefalico (Rice et al., 2002). O lactato foi capaz
de reduzir o volume de lesdo apds a isquemia cerebral em ratos adultos, quando
administrado 30 minutos apds a oclusdo da artéria cerebral média (Berthet et al.,
2009).

Por essa razédo, o presente trabalho vem a acrescentar dados importantes a
literatura cientifica, principalmente quando consideramos a preferéncia do encéfalo
neonatal pelo lactato como substrato metabdlico (Dombrowski et al., 1989; Kasischke,
2011). Nosso resultado mostrou a reducdo do volume de lesdo encefalica em um
periodo curto, de apenas 2 dias apos a Hl (P9). Isso pode indicar que o lactato esta
protegendo o encéfalo por atuar como um substrato metabdlico, fornecendo uma fonte
de energia necessaria para manter as demandas encefalicas durante a fase latente e
a fase secundaria de falha energética (Perlman, 2006), logo apés o evento hipéxico-
isquémico.

O lactato também se mostrou neuroprotetor em um modelo de inducdo de
neurotoxicidade a partir da administragéo de glutamato no sistema nervoso central. A
administracdo de 100 mM de glutamato foi feita pela técnica de microdialise no cortex
de ratos adultos, resultando em neurotoxicidade. Quando se administrava lactato (6
mM) juntamente com o glutamato, a lesao foi reduzida significativamente, 4h apos a
inducdo da neurotoxicidade. Os autores sugerem que esse efeito pode ter ocorrido
devido ao uso do lactato como substrato energético (Ros et al., 2001). Outro dado
interessante é que o lactato parece proteger as células ganglionares da retina (RGC),
cuja perda é uma das principais causas de cegueira. Em um modelo de cultura
priméria de RGCs, o lactato foi rapidamente captado apos a privacdo de glicose e,
consequentemente, de ATP. Quando o lactato foi colocado no meio, a producéo de
ATP aumentou e a sua captacdo pelas RGCs também. O lactato € secretado pelas
células de Muller (células da glia presentes na retina) para assegurar a integridade
das RGCs em condic¢@es fisioldgicas e para contribuir na neuroprotecdo das RGCs
em condicfes patoldgicas, como a privacao de glicose, por exemplo (Vohra et al.,
2019a). Esse mecanismo sugere a existéncia de uma lancadeira de lactato entre as

células de Muller e as RGCs, garantindo o aporte energético dessas células (Vohra et
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al.,, 2019a). Interessante ressaltar aqui é que a avaliacdo 4h apds a injecdo de
glutamato (Ros et al., 2001) e a rapida captacado de lactato (pelos MCTSs) pelas células
de Muller em situacéo de privacdo de glicose (Vohra et al., 2019b, a), sugerem um
efeito protetor agudo, de curto prazo do lactato, indo de encontro a nossa ideia de que
o lactato reduziu a lesdo encefalica no presente estudo por estar atuando como um
substrato energético.

Outro possivel efeito do lactato no presente estudo € a possibilidade de uma
reducdo da excitotoxicidade, que pode ter levado a redugcdo do volume de leséo
cerebral. Além disso, a menor perda tecidual observada nos animais do grupo HI+LAC
(emrelacao ao grupo HI) pode estar associada aos efeitos benéficos da administracédo
de lactato observados nos testes comportamentais neste mesmo grupo.

A avaliacdo dos reflexos neuroldgicos a partir do desempenho dos animais nos
testes comportamentais pode ser um indicativo do grau de maturacdo do sistema
nervoso (Antonelli, 2015), principalmente apds o evento hipoxico-isquémico. Sabe-se
gue a HI causa diversos déficits funcionais (Lubics et al., 2005) e a administracdo de
lactato realizada no presente estudo parece ser capaz de reverter alguns destes
déficits. Além disso, é importante salientar que as respostas sensério-motoras em
animais submetidos a HI durante o periodo juvenil, e mesmo em animais adultos,
também podem apresentar diferencas relacionadas ao sexo (Netto et al., 2017). Por
ISso, no presente estudo, os comportamentos foram avaliados separadamente em
machos e fémeas.

O reflexo de endireitamento aparece nos filhotes a partir do segundo dia de vida
(Heyser, 2004) e sua observacdo pode ser utilizada para avaliar a funcdo e a
coordenacdo motora (Duran-Carabali et al., 2017a). Os resultados do presente estudo
nao mostraram diferencas significativas na laténcia do reflexo de endireitamento entre
0S grupos experimentais em nenhum dos sexos, e isso ja é discutido na literatura
(Netto et al., 2017; Deniz et al., 2018). Além de ser um reflexo rapido, o efeito da Hi
sobre o teste do reflexo de endireitamento apresenta dados conflitantes (Netto et al.,
2017). Um dos fatores que pode influenciar os resultados é o tempo de exposi¢do ao
ambiente hipéxico. No presente trabalho, o tempo de hipdxia foi de 60 minutos, o qual
causa um dano encefélico de leve a moderado. E possivel considerar que as
estruturas envolvidas neste reflexo sejam menos suscetiveis ao evento hipoxico-
isquémico. Entretanto, em um trabalho que utilizou um tempo de hipéxia muito mais

prolongado de 210 minutos (Peterson et al., 2015) também néo foi observado nenhum
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efeito da HI sobre este comportamento, nos mesmos momentos avaliados na presente
dissertacao (P8 e P14), o que reforca e ajuda a validar esses resultados.

Ja o teste de geotaxia negativa reflete a funcdo vestibular e a atividade motora
(Altman e Sudarshan, 1975), além de avaliar os reflexos labirinticos indicativos de
forca e coordenacdo motora (Sisa et al., 2019). A administracédo de lactato apos a Hl
melhorou os desfechos comportamentais no teste de geotaxia negativa, reduzindo a
laténcia dos animais do grupo HI+LAC para valores similares aos dos animais do
grupo SHAM. Embora os animais neonatos machos submetidos & HI tenham a
tendéncia de serem mais vulneraveis no teste de geotaxia negativa (Huang et al.,
2016; Waddell et al., 2016), no presente estudo isso nao foi observado: tanto os
machos quanto as fémeas apresentaram uma reducao da laténcia quando receberam
lactato apdés a HI. O lactato, portanto, parece modular essas respostas motoras
produzindo desfechos comportamentais positivos em ambos 0s sexos.

O teste de reconhecimento olfatério avalia a habilidade do animal localizar o
ninho (Tonkiss et al., 1996). No teste de reconhecimento olfatério realizado em P14,
a administrac&o de lactato pareceu ser eficaz apenas nas fémeas. E bem descrito que
os filhotes apresentam, a partir de P5, preferéncia pelo odor do ninho das méaes (Polan
e Hofer, 1998). Existem trabalhos na literatura que indicam que ratos machos parecem
ser mais responsivos as pistas olfatérias quando comparados com as fémeas em
estagios iniciais do desenvolvimento (Buelke-Sam et al., 1984), o que pode explicar a
facilidade com que os machos, independentemente do grupo experimental, encontram
a maravalha da caixa-moradia. Ja4 nas fémeas, que sd0 menos responsivas as pistas
olfatérias nesta idade (Buelke-Sam et al., 1984), a HI prejudicou a capacidade de
encontrar a maravalha do ninho, o que parece ter sido revertido pela administracéo
de lactato.

O teste do cilindro foi realizado para quantificar a utilizacao das patas anteriores
guando o animal se apoiava sobre as patas traseiras e erguia as patas dianteiras. Na
literatura, os dados do teste do cilindro sdo frequentemente descritos para animais
adultos. Entretanto, a partir do P12 esse teste ja pode ser realizado adequadamente,
pois 0S animais ja sdo capazes de elevar suas patas dianteiras sem perder o equilibrio
(Altman e Sudarshan, 1975): apenas as dimesoes do cilindro devem ser ajustadas
para a idade do animal (Russell et al., 2011). Como no presente estudo a leséo foi
realizada no hemisfério direito, que controla o lado contralateral do corpo para

movimentacdo (Duran-Carabali et al., 2017b), espera-se que a pata contralateral a
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lesdo isquémica (esquerda) seja menos recrutada para os movimentos (Duran-
Carabali et al., 2017b). Por isso, o niumero de toques da pata dianteira contralateral
foi calculado em relacao a pata dianteira ipsilateral a isquemia cerebral.

Os animais que passaram pelo evento hipéxico-isquémico apresentaram uma
reducdo no uso da pata contralateral, evidenciando a assimetria sensorio-motora
produzida pelo modelo de HI neonatal. J& foi demonstrado que animais que passam
pela HI apresentam uma reducdo no uso da pata contralateral a isquemia (Duran-
Carabali et al., 2017b). Entretanto os animais que receberam lactato apés a HI
apresentaram simetria no uso das duas patas dianteiras, sugerindo que o lactato pode
ter influencia na recuperacdo sensodrio-motora. Sabe-se que danos no cortex e no
estriado estdo associados com déficits sensorio-motores (Lubics et al., 2005). Assim,
essa melhora pode estar diretamente relacionada a reducdo do volume de lesao
encefalica observada em P9 nos animais que receberam lactato apos a HIl. De
gulaquer forma, uma perspectiva deste trabalho é analisar essas regifes (cortex e
estriado) em relacéo a integridade tecidual, morte neuronal e diferentes tipos celulares
do SNC, o que permitira a geracdo de um quadro mais completo.

Em suma, os dados comportamentais do presente trabalho nao verificaram
alteracdes provocadas pela hipoxia-isquemia no teste do reflexo de endireitamento.
Também nado foi observada nenhuma alteracdo significativa no teste de
reconhecimento olfatério nos animais machos. Entretanto, nas tarefas de geotaxia
negativa e no teste do cilindro, os animais submetido a HIl apresentaram um
desempenho prejudicado. Os dois primeiros testes sdo baseados na percepcao de
um estimulo sensorial seguida de uma acdo motora simples. No reflexo de
endireitamento, esse estimulo € principalmente derivado do sistema vestibular
(Altman e Sudarshan, 1975; Hermans et al., 1992), visto que em P7 0s animais ainda
nao apresentam abertura dos olhos, seguida da acdo de endireitamento. No teste de
reconhecimento olfatério, o animal deve se deslocar na direcdo da maravalha que
contém o odor familiar da fémea progenitora em detrimento de outra sem odor. No
presente trabalho observamos que o reconhecimento olfatorio foi afetado nas fémeas
submetidas a HI, porém ndo se observou 0 mesmo nos machos. Portanto, nossos
resultados indicaram a existéncia de dimorfismo sexual na identificagéo da maravalha
da caixa-moradia, fator importante e bastante discutido no estudo da HI neonatal
(Mirza et al., 2015; Smith et al.,, 2015; Waddell et al., 2016). Nossos resultados
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sugerem, entdo, que o lactato resgatou a habilidade de reconhecimento olfatério nas
fémeas.

Na tarefa de geotaxia negativa, além do estimulo sensorial do sistema
vestibular, é necessaria a acdo motora coordenada dos quatro membros, que
possibilitam ao animal mudar a sua orientacdo, portanto, parece ser um gesto motor
mais complexo do que o endireitamento (Motz e Alberts, 2005). Neste teste,
encontramos um prejuizo provocado pela HI que foi revertido pelo tratamento com
lactato. No teste do cilindro, € avaliada a simetria no uso dos membros a partir do
comportamento exploratério dos roedores, portanto ndo se caracteriza como um
reflexo, mas uma agédo motora espontanea, de ordem superior (Schallert et al., 2000),
na qual foi observada assimetria nos animais submetidos & HI. E possivel portanto,
gue no nosso trabalho, as &reas sensoriais ndo tenham sido tdo afetadas, enquanto
as areas necessarias para a execucao de tarefas motoras coordenadas (como o
cértex motor e o estriado) sejam mais suscetiveis ao dano hipoxico-isquémico. Mais
trabalhos sdo necessarios para compreender o efeito da HI e do tratamento com o
lactato sobre o sistema somatossensorial e sobre o sistema motor.

Em relacdo aos danos neurais produzidos, tem sido descrito que a HI neonatal
primariamente causa danos aos neurdnios e a substancia branca (Volpe, 2001). Nesta
ultima, sdo abundantes os oligodendrécitos, as Unicas células do SNC capazes de
formar a bainha de mielina (Dewar et al., 2003), estrutura de suma importancia para o
isolamento, preservagédo e manutencao da estrutura e funcéo axonal (Funfschilling et
al., 2012, Saab et al., 2016). Os oligodendrécitos sédo bastante prejudicados pela EHI
devido a excitotoxicidade glutamatérgica e ao estresse oxidativo existentes (Volpe,
2001), e o dano a essas células pode levar a prejuizos mentais ou fisicos (Volpe e
Zipurksy, 2001). Os oligodendrdcitos utilizam lactato como substrato energético (Micu
et al., 2018) e como substrato para a sintese de lipideos envolvidos na formacgéo da
mielina (Sanchez-Abarca et al., 2001). A privacdo energética, portanto, causa um
atraso na mielinizacdo (Yan e Rivkees, 2006) e, consequentemente, degeneracédo das
estruturas presentes na substéncia branca. Este processo constitui um aspecto
fundamental nos déficits motores que caracterizam a paralisia cerebral e outras
deficiéncias neuroldgicas (Ness et al., 2001; Volpe et al., 2017). Os oligodendrdcitos
também exportam lactato aos axénios, o qual € prontamente captado pelos axénios
via MCT2 (Rinholm et al., 2011; Micu et al., 2018), de modo semelhante a lancadeira

de lactato ja previamente descrita entre astrgcitos e terminais axonais neuronais (Micu
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et al., 2006, 2016). Essa transferéncia de lactato pelos oligodendrdcitos ocorre
principalmente em situacfes de baixo aporte energético (Rinholm et al., 2011; Micu et
al., 2018), como acontece na HI neonatal. Considerando que as células do SNC de
recém-nascidos apresentam uma preferéncia por lactato como substrato energético
(Vicario et al., 1988; Vicario e Medina, 1992; Wyss et al.,, 2011) e que ja foi
demonstrado que os oligodendrdcitos expressam transportadores de lactato MCT1
(Lee etal., 2012), se torna evidente a presenca de um sistema de comunicacéao celular
na substancia branca envolvendo o lactato (Funfschilling et al., 2012; Saab et al.,
2013). Embora isso ndo possa ser afirmado, é possivel que o lactato administrado no
presente estudo também tenha sido utilizado pelos oligodendrdcitos e transferido aos
axonios, influenciando na transmisséao axo-mielinica, que pode ser prejudicada devido
as consequéncias da HI neonatal (Schlaepfer, 1977; Micu et al., 2006), e melhorando
funcdes motoras como aquelas avaliadas no teste do cilindro. De qualquer forma, para
chegar a essa conclusdo, sdo necessarios experimentos avaliando a lesdo a
substancia branca e a integridade da bainha de mielina. Em roedores, o periodo em
torno de P7 € o momento em que as células precursoras de oligodendrécitos estéo se
transformando em oligodendrdcitos imaturos (Craig et al., 2003; Nair e Kumar, 2018),
gue sao altamente suscetiveis aos eventos hipdxico-isquémicos (Back et al., 2001,
2002). Adicionalmente, durante o periodo analisado no nosso trabalho (entre P7 e
P21), ocorre a maior parte da mielinizacdo do encéfalo dos roedores, evidenciando a
importancia dos oligodendrdcitos nessa etapa do desenvolvimento (Downes e Mullins,
2014; van Tilborg et al., 2018). Logo, proteger os oligodendrécitos expostos a HI nesse
periodo (com a administracdo de lactato, por exemplo), parece ser uma estratégia
interessante para evitar a maturacdo inadequada da substancia branca que pode estar
associada a déficits motores futuros (Wu et al., 2008).

Além de todos esses efeitos metabdlicos diretos, de curto-prazo, o lactato
também pode atuar na sinalizacdo celular (Morland et al., 2015) via seu receptor
HCAR1 (Ahmed et al., 2010). No SNC, ja foi descrito (Morland et al., 2017) que a
administracao sistémica de lactato é capaz de promover a angiogénese cerebral de
forma semelhante ao encontrado em um modelo de exercicio fisico (Morland et al.,
2017). Este efeito sobre a angiogénese cerebral foi atribuido a ativagdo do receptor
HCAR1/GPR81, pois quando animais knockout para o gene deste receptor foram
submetidos & administracéo de lactato ndo foi observado efeito sobre a angiogénese.

A angiogénese parece ser um bom alvo para recém-nascidos com EHI, pois ja foi
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demonstrado que as vias envolvidas no crescimento de novos vasos podem estar
desreguladas pelo evento hipdxico-isquémico (Shaikh et al., 2015).

Com o intuito de tentar diferenciar os efeitos do lactato como substrato
energético dos efeitos produzidos via receptor, um agonista do HCAR1 vem sendo
utilizado na literatura (Sakurai et al., 2014). Esse agonista € o 3,5 acido
diidroxibenzoico, que apresenta uma afinidade pelo receptor aproximadamente 50
vezes maior do que o proéprio lactato (Liu et al., 2012). A ativacao do receptor por este
agonista promove a reducéo do AMPc intracelular (Liu et al., 2009).

Recentemente, foi demonstrado que o lactato pode apresentar um efeito anti-
inflamatoério e sua administracédo reduziu o dano tecidual, bem como a expresséo de
mediadores inflamatérios como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a interleucina-1 beta
(IL-1B8) em um modelo animal de pancreatite utilizando lipopolissacarideo (LPS)
(Hoque et al., 2014). Em modelo de colite induzida por TNBS (acido
trinitrobenzenossulfénico), o lactato reduziu o dano tecidual e o aumento de
interleucina-6 (IL-6) (Iraporda et al., 2016). Aléem disso, a exposi¢do de células
dendriticas ao lactato aumentou a produgéo de citocinas anti-inflamatorias enquanto
reduziu as pro-inflamatdrias (Nasi et al., 2013; Sun et al., 2017). E bem sabido que
ap6s a HI neonatal existe um processo inflamatério progressivo (Saliba e Henrot,
2001) e o lactato poderia reduzir essa sinalizacéo inflamatéria.

Em relacéo as respostas relacionadas ao sexo observadas no modelo de Hl,
bastante discutidas na literatura (Mirza et al., 2015; Sanches et al., 2015; Smith et al.,
2015; Waddell et al.,, 2016), nossos resultados ndo mostraram diferencas nas
respostas entre machos e fémeas, exceto no teste olfatério. Os dados na literatura em
relacdo ao dimorfismo sao discrepantes (Netto et al., 2017; Charriaut-Marlangue et al.,
2018) e néo foi possivel observar um padréo claro de dimorfismo em relagdo aos
parametros avaliados no presente estudo.

De forma geral, os resultados do presente trabalho trazem uma contribuicao
importante para a compreensdo de uma possivel nova estratégia neuroprotetora a ser
utilizada na HI neonatal. Até o momento, ndao existem terapias bem estabelecidas de
alta eficacia para o tratamento desses eventos, que afetam uma porcentagem
relativamente alta dos recém-nascidos. O lactato parece ter reduzido a leséo tecidual
produzida pela HI. Esse efeito observado a curto prazo pode estar associado a
reducdo nos déficits motores observada tanto a curto (P8) quando a longo prazo (P20).

O presente trabalho esta na fronteira entre o conhecimento cientifico basico e a terapia
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clinica e podera abrir uma diversidade de linhas de investigacéo cientifica. O carater
inovador do projeto refere-se a possibilidade da utilizacdo de lactato, na pratica clinica,
como parte das terapias para o tratamento da encefalopatia hipoxico-isquémica.

De qualquer modo, mais estudos sdo necessarios com o objetivo de avaliar os
mecanismos de acdo do lactato, além da avaliacdo de areas cerebrais e tipos
celulares especificos, permitindo a montagem de um quadro mais completo sobre a

acao neuroprotetora do lactato frente a um evento hipdxico-isquémico.

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 apos a HI. A reducéo da
lesdo encefalica parece estar associada aos beneficios observadas nos testes
comportamentais.

A administragéo 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 acfes 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 serdao 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:

-Analise do volume de lesdo em outras areas encefalicas, além do hipotalamo,

como o cortex cerebral, o hipocampo e o corpo estriado em um periodo mais
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prolongado (P21), em cortes histoldégicos corados pela técnica de hematoxilina e
eosina;
-Avaliacdo da imunorreatividade a proteina glial fibrilar &cida (GFAP, como um
indicador de astrogliose) e a caspase-3 (como um marcador de morte celular);
-Quantificacdo, pela técnica Western blotting, da expressédo proteica do
receptor de lactato (HCAR1/GPR81) e dos transportadores de monocarboxilato
(MCT2 e MCT4) em homogeneizados de diferentes regibes encefalicas (como o

hipotalamo, o cértex cerebral, o hipocampo e o corpo estriado).
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