
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: 

BIOQUÍMICA 

 

 

 

 

 

 

 

Tese de Doutorado 

ALTERAÇÕES METABÓLICAS RELACIONADAS À EXCITOTOXICIDADE 

GLUTAMATÉRGICA EM UM MODELO EXPERIMENTAL  

DE ISQUEMIA CEREBRAL 

 

 

 

Yasmine Nonose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2020



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ALTERAÇÕES METABÓLICAS RELACIONADAS À EXCITOTOXICIDADE 

GLUTAMATÉRGICA EM UM MODELO EXPERIMENTAL  

DE ISQUEMIA CEREBRAL 

 

 

Aluna: Yasmine Nonose, MSc 

Orientador: Prof. Dr. Adriano Martimbianco de Assis 

Co-orientador: Prof. Dr. Diogo Onofre Gomes de Souza 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós- 

Graduação em Ciências Biológicas: 

Bioquímica do Instituto de Ciências Básicas 

da Saúde da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul como requisito parcial para a 

obtenção do título de doutora em Bioquímica. 

 
 

 

 

 
 

Porto Alegre 

2020 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Everything we hear is an opinion, not a fact. 

Everything we see is a perspective, not the truth. 

Tudo que ouvimos é uma opinião, não um fato. 
Tudo que vemos é uma perspectiva, não a verdade. 
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RESUMO 

A isquemia cerebral (IC) é uma das principais causas de morte e morbidade no 
mundo. A ausência de agentes neuroprotetores eficazes na clínica estimulou a 
busca por mecanismos endógenos de neuroproteção e como ativá-los. Sabe-se 
que a penumbra, região no entorno do infarto, pode passar por alterações 
celulares e moleculares para adaptar-se à lesão isquêmica, sendo considerada 
um alvo terapêutico potencial. Um dos mecanismos patofisiológicos da IC 
envolve a liberação excessiva de glutamato, o principal aminoácido excitatório 
no sistema nervoso central de mamíferos, causando excitotoxicidade. Além de 
neurotransmissor, o glutamato é um intermediário metabólico, estando 
intimamente relacionado com mecanismos de suporte energético. Considerando 
a importância do glutamato para o metabolismo e a interconectividade cerebral, 
bem como sua contribuição para a propagação da lesão isquêmica, esta tese 
teve como objetivo avaliar as alterações cerebrais relacionadas à indução de 
isquemia focal permanente (FPI) na zona de penumbra, com enfoque no sistema 
glutamatérgico, no metabolismo energético, alterações astrocitárias e 
parâmetros comportamentais em ratos adultos. No primeiro capítulo, utilizamos 
um modelo experimental de FPI induzida cirurgicamente por termocoagulação 
do sangue no interior dos vasos piais nos córtices motor e sensório-motor em 
ratos Wistar machos adultos. Observamos que a maioria das alterações 
neuroquímicas ocorreu no hemisfério lesionado e persistiu até 9 dias pós-FPI. A 
captação de glutamato, bem como a oxidação de lactato estavam aumentadas 
em ambos os hemisférios 2 dias pós-FPI, sugerindo que o glutamato poderia 
estar sendo convertido em lactato para suporte neuronal. Observamos um 
aumento da oxidação de substratos ex vivo, bem como uma compensação da 
diminuição do imunoconteúdo de MCT2 pelo aumento de MCT4, indicando uma 
adaptação metabólica à lesão. Em um segundo estudo, foi utilizado um pré-
tratamento com ceftriaxona (CTXpre, 200 mg/kg/dia, por 5 dias, i.p.), conhecido 
por aumentar a expressão/atividade de GLT-1, principal transportador 
glutamatérgico do cérebro adulto, para estudar seus efeitos no metabolismo 
energético frente à FPI. O CTXpre diminuiu o volume do infarto e melhorou o 
desempenho motor, preservando a memória de curto prazo. O CTXpre não 
preveniu a diminuição da proteína GLT-1 pós-FPI, mas potencializou a atividade 
de captação de glutamato por preservar a atividade da glutamina sintetase. O 
CTXpre preveniu completamente o aumento da oxidação de substratos causado 
pela FPI, exceto para o glutamato. O perfil de aminoácidos no líquido 
cefalorraquidiano sugere uma maior oxidação de glutamato no grupo isquêmico 
pré-tratado. Juntos, esses resultados destacam a importância do gerenciamento 
energético do glutamato como alvo terapêutico, evidenciando seu impacto no 
prognóstico a médio e longo prazos frente a um modelo experimental de FPI. 

Palavras-chave: Isquemia Cerebral, oclusão permanente, metabolismo 
energético cerebral, glutamato, acoplamento astrócito-neurônio, ceftriaxona 
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ABSTRACT 

Cerebral ischemia (IC) is a major cause of death and morbidity worldwide. The 
absence of effective neuroprotective agents in the clinic has stimulated the 
search for endogenous mechanisms of neuroprotection and how to activate 
them. It is known that the penumbra, the region surrounding the infarct, can 
undergo cellular and molecular changes to adapt to the ischemic injury, being 
considered a potential therapeutic target. One of the pathophysiological 
mechanisms of IC involves the excessive release of glutamate, the main 
excitatory amino acid in the central nervous system of mammals, causing 
excitotoxicity. In addition to its role as a neurotransmitter, glutamate is a metabolic 
intermediary closely related to energy support mechanisms. Considering the 
importance of glutamate for brain metabolism and interconnectivity, as well as its 
contribution to the propagation of ischemic damage, this thesis aimed to evaluate 
alterations related to the induction of focal permanent ischemia (FPI) in the 
penumbra zone, focusing on the glutamatergic system, energy metabolism, 
astrocytic parameters and behavioral aspects in rats. In the first chapter, we used 
an experimental model of FPI surgically induced by thermocoagulation of the 
blood inside the pial vessels in the motor and sensorimotor cortex in adult male 
Wistar rats. We observed that most neurochemical alterations occurred in the 
injured hemisphere and persisted until 9 days post-FPI. Glutamate uptake and 
lactate oxidation were increased simultaneously in both hemispheres 2 days 
post-FPI, suggesting that glutamate-derived lactate could be supporting neurons 
metabolically. We observed an increase in substrates oxidation ex vivo, as well 
as compensation for the decrease in MCT2 immunocontent by the increase in 
MCT4, indicating a metabolic adaptation to the lesion. In a second study, we used 
a pretreatment with ceftriaxone (CTXpre, 200 mg/kg/day, for 5 days, i.p.) known 
to increase the expression/activity of GLT-1, the main glutamatergic transporter 
of the adult brain, to study its effects on energy metabolism after FPI induction. 
CTXpre decreased cerebral infarction volume and improved motor performance, 
preserving short-term memory. CTXpre did not prevent the decrease in GLT-1 
protein post-FPI, but potentiated glutamate uptake by preserving glutamine 
synthase activity. CTXpre completely prevented the increase in substrate 
oxidation caused by FPI, except for glutamate. The amino acid profile in the 
cerebrospinal fluid suggest greater oxidation of glutamate in the pretreated 
ischemic group. Together, these results highlight the importance of glutamate 
metabolic handling as a promising therapeutic target, as well as its impact on the 
medium and long-term prognosis in an experimental FPI model. 

Key words: Cerebral ischemia, permanent occlusion, brain energy metabolism, 
glutamate, astrocyte-neuron coupling, ceftriaxone 
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APRESENTAÇÃO 
 
 
Esta tese é constituída por: 

 

1. Introdução: embasamento teórico para a compreensão da proposta 

de trabalho e das hipóteses; 

2. Objetivos: descrição dos objetivos geral e específicos a serem 

desenvolvidos ao longo dos capítulos; 

3. Abordagem Metodológica: descrição geral do modelo experimental 

e dos métodos utilizados; 

4. Resultados, constituídos pelos capítulos 1 e 2. 

 
 Capítulo 1, artigo publicado na revista Molecular Neurobiology: 

Cortical Bilateral Adaptations in Rats Submitted to Focal Cerebral 

Ischemia: Emphasis on Glial Metabolism; 

 Capítulo 2, artigo em preparação: Pharmacologic preconditioning 

shifts glutamate metabolic fate after focal permanent ischemia. 

 

5. Discussão: interpretação dos resultados apresentados e sua 

contextualização; 

6. Conclusões e perspectivas; 

7. Adendo: aprovação do Comissão de Ética no Uso de Animais e relato 

de participação em outras publicações durante o período do 

doutorado; 

8. Referências bibliográficas. 

 



 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

  



 

2 
 

1.1. Isquemia Cerebral 

A isquemia cerebral (IC) é uma das principais causas de morte e morbidade no 

mundo moderno (Demaerschalk, Hwang, and Leung 2010). Durante as últimas 

décadas, o acidente vascular encefálico (AVE), como é conhecido clinicamente, 

permaneceu sendo a segunda maior causa de morte ao redor do mundo (Mozaffarian 

et al. 2016). Entre 1990 e 2010, a incidência e a mortalidade têm diminuído nos países 

desenvolvidos; entretanto, nenhuma mudança significativa foi vista nos países em 

desenvolvimento, onde o número de mortes causadas por AVE aumentou ao longo 

do tempo (Krishnamurthi et al. 2013; Vos et al. 2015). Segundo a Organização Mundial 

da Saúde, o AVE é a principal causa de incapacidade adquirida no Brasil, sendo 

responsável por um número considerável de internações e tendo uma incidência anual 

de 108 para cada 100 mil habitantes (Botelho et al. 2016). Mesmo com o 

desenvolvimento de políticas de prevenção e controle dos fatores de risco envolvidos 

na IC (i.e. hipertensão, tabagismo, doenças cardiovasculares), o índice de mortalidade 

tende a decair mais rapidamente que a incidência, resultando em um fardo 

socioeconômico considerável (Koton et al. 2014; Carmichael 2015). 

AVEs são um grupo heterogêneo de doenças. Há mais de 2400 anos, Hipócrates 

descreveu pela primeira vez o início de uma paralisia repentina e violenta, criando o 

termo “apoplexia” para denominar qualquer tipo de morte súbita. Somente em meados 

do século XVII, Johann Jakob Wepfer, médico suíço, descreveu a primeira evidência 

de que a apoplexia era causada por uma hemorragia intracerebral (AVE hemorrágico) 

ou pela oclusão de uma artéria cerebral (AVE isquêmico) (Engelhardt 2017). Em 

ambos os casos, o suprimento insuficiente de oxigênio e glicose à demanda 

metabólica cerebral resulta em morte celular poucos minutos após o seu início 

(Dirnagl, Iadecola, and Moskowitz 1999; Broughton, Reutens, and Sobey 2009).  

A oclusão de artérias cerebrais corresponde à 80-85% de todos os AVEs no 

ocidente (American Stroke Association 2012). Os AVEs do tipo isquêmico são 

causados por uma redução ou por um bloqueio do fluxo sanguíneo no território de 

uma artéria cerebral – podendo ser desencadeados por: (i) hipoperfusão, quando o 

fluxo sanguíneo cerebral é interrompido ou reduzido por parada cardíaca, afetando o 

cérebro por inteiro (IC global); e (ii) trombose ou embolismo, quando o fluxo sanguíneo 

é interrompido ou reduzido em uma região cerebral específica por um coágulo (IC 
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focal). Embolismos arterioarteriais ou até mesmo de origem cardíaca representam 

75% dos casos de oclusão de vasos e são a causa mais frequente de bloqueio de 

fluxo sanguíneo focal no cérebro (Mergenthaler, Dirnagl, and Kunz 2013). 

Há outras causas de infarto cerebral e sua distinção é essencial para o 

tratamento dos pacientes. Entretanto, sua incidência é menor e, portanto, não fazem 

parte do escopo desta tese. 

 

1.1.1. Patofisiologia da Lesão Isquêmica 

O bloqueio do fluxo sanguíneo desencadeia uma série de processos 

neuroquímicos, os quais são referidos em seu conjunto como cascata isquêmica 

(Brouns and De Deyn 2009). A propagação da injúria é um fenômeno heterogêneo 

que, uma vez iniciada, pode durar horas ou dias, mesmo após a restauração da 

circulação sanguínea (Zivin 1998). 

Os mecanismos patofisiológicos da IC têm início com a redução ou bloqueio 

hemodinâmico, resultando na diminuição de oxigênio e glicose e no comprometimento 

da síntese de ATP através da glicólise e da fosforilação oxidativa. O funcionamento 

do transporte iônico dependente de energia, como a Na+/K+ ATPase, fica 

comprometido e a entrada de íons sódio nas células por gradiente de concentração 

resulta em: (i) despolarização neuronal e glial (Katsura, Kristian, and Siesjo 1994; 

Martin, Lloyd, and Cowan 1994); (ii) ativação de canais de cálcio voltagem-

dependente; e (iii) liberação de aminoácidos excitatórios no espaço extracelular, como 

o glutamato (Phillis et al. 1996). O acúmulo de glutamato na fenda sináptica ocorre 

não só pelo aumento de sua liberação do terminal pré-sináptico, mas também porque 

sua captação está desabilitada, uma vez que seu transporte é eletrogênico e 

dependente de energia. Além disso, as condições iônicas no núcleo do infarto podem 

favorecer a reversão do transporte de glutamato em astrócitos, exacerbando ainda 

mais sua concentração no meio extracelular (Malarkey and Parpura 2008). A 

estimulação contínua e excessiva de seus receptores ionotrópicos (i.e., NMDAR, 

AMPAR e cainato) resulta na perda da homeostase do cálcio e na ativação de eventos 

intracelulares que culminam em morte celular (Mayor and Tymianski 2018). Esse 

fenômeno é conhecido como excitotoxicidade glutamatérgica (Figura 1), um dos 
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primeiros eventos patofisiológicos da IC e um dos principais mediadores da morte 

celular.  

Figura 1. Representação diagramática dos principais mecanismos patofisiológicos que levam ao dano 
cerebral permanente na IC. O conjunto desses processos é denominado cascata isquêmica, uma vez 
que parecem ocorrer quase que sequencialmente após a interrupção do fluxo sanguíneo cerebral. ATP: 
adenosina trifosfato; BHE: barreira hematoencefálica. Adaptado de Bonaventura et al. (2016). 

 

A limitação de reservas energéticas cerebrais e a dependência do metabolismo 

aeróbico da glicose contribuem enormemente para a vulnerabilidade do tecido 

cerebral à isquemia; entretanto, a conectividade intrínseca e os mecanismos de 

sinalização tornam-se prejudiciais nessas condições, auxiliando na propagação da 

lesão (Calabresi, Centonze, and Bernardi 2000). 

 

1.1.2. Zona de Penumbra como alvo terapêutico 

Destacam-se duas áreas pertinentes para a compreensão patofisiológica da IC: 

o núcleo da região cerebral com o fluxo sanguíneo comprometido, denominado core 

isquêmico (centro do infarto), e a região no entorno que apresenta uma perfusão 

intermediária, denominada penumbra. O centro do infarto consiste na região cerebral 

mais prejudicada pela hipoperfusão sanguínea, na qual neurônios sofrem morte 

celular em apenas alguns minutos do início da oclusão do vaso (Brouns and De Deyn 

2009). Em contraste, a zona de penumbra é classificada como um tecido viável 

estruturalmente, uma vez que apresenta uma perfusão oriunda da circulação colateral 

capaz de preservar os canais iônicos, mantendo as células neurais quiescentes 
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(Minnerup et al. 2012). O termo “penumbra” faz referência à área ao redor de uma 

sombra projetada por um objeto opaco, como o da sombra da Terra ou da Lua sobre 

uma região durante um eclipse parcial, sendo apropriado para definir as 

características do tecido ao redor da lesão, bem como sua localização física no 

entorno do centro do infarto (Astrup, Siesjo, and Symon 1981).  

O conceito de penumbra evoluiu para refletir aplicações mais práticas do seu 

potencial como alvo terapêutico. Considerando a dificuldade de definir a zona de 

penumbra por métodos de imagem, sua identificação pode ser baseada na cascata 

de eventos propagados do núcleo que culminam em alterações celulares e 

moleculares no tecido ao redor. Esses processos metabólicos deletérios propagados 

para a penumbra  incluem excitotoxicidade, estresse oxidativo e resposta inflamatória, 

os quais levam à expansão do núcleo isquêmico e ao subsequente agravamento do 

desfecho clínico (Ramos-Cabrer et al. 2011). Entretanto, essas alterações ocorrem 

em um ritmo mais lento na penumbra do que no core, possibilitando o “resgate” de 

tecido viável com intervenções rápidas envolvendo reperfusão tecidual ou, ainda, a 

utilização de compostos neuroprotetores. Por seu potencial de recuperação, a zona 

de penumbra é o tema central de diversas pesquisas relacionadas à IC.  

 

1.1.3. Modelos Experimentais de IC in vivo 

Existem diversos modelos animais de AVE utilizados para o estudo dos 

mecanismos patofisiológicos da IC, bem como para o desenvolvimento de novos 

tratamentos. O emprego de ratos como modelos experimentais é a opção mais comum 

por apresentar algumas vantagens, incluindo baixo custo de obtenção, de 

manutenção, e grande aceitabilidade pela perspectiva ética (Fluri, Schuhmann, and 

Kleinschnitz 2015). Apesar das limitações relacionadas aos diferentes modelos, é 

possível destacar que os ratos apresentam uma vasculatura cerebral e uma fisiologia 

semelhantes aos seres humanos, sendo fácil monitorar seus parâmetros fisiológicos 

e apresentando uma homogeneidade relativa entre linhagens (Strom et al. 2013). 

Um dos métodos mais empregados para a indução de IC envolve a oclusão da 

artéria cerebral média (MCAO, middle cerebral artery occlusion), uma vez que essa 

artéria e suas ramificações representam aproximadamente 70% dos infartos cerebrais 
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causados pelo AVE isquêmico (Garcia 1984; Bogousslavsky, Van Melle, and Regli 

1988; Hossmann 1991; Takizawa and Hakim 1991). A oclusão intra-arterial por sutura 

é o método mais utilizado, sendo o modelo de oclusão transitória (tMCAO) o mais 

empregado, correspondendo a 88% dos estudos em IC (Howells et al. 2010). Mesmo 

representando a localidade dos infartos em humanos mais fielmente, os resultados 

obtidos por tMCAO em roedores são altamente dependentes da área atingida, da 

duração da oclusão, do local de indução e do fluxo sanguíneo colateral. Também há 

uma incidência considerável de hemorragia subaracnóide e a possibilidade de a 

oclusão ser inadequada, dependendo do tipo de sutura empregada (Fluri, 

Schuhmann, and Kleinschnitz 2015). Resultados discrepantes podem contribuir para 

o fracasso dos agentes neuroprotetores em ensaios clínicos, refletindo o baixo 

potencial translacional desse modelo. Alguns pesquisadores ainda questionam se a 

utilização majoritária de tMCAO na pesquisa básica pode ser o reflexo da alta taxa de 

efeitos positivos na testagem de novos fármacos, possibilitando a publicação de 

trabalhos de alto impacto, mas com uma pobre contribuição para o manejo clínico da 

doença (Sommer 2017; Hossmann 2012). 

Outros modelos bastante empregados incluem a realização de craniotomia, 

permitindo acesso às artérias cerebrais e, principalmente, às ramificações distais da 

artéria cerebral média. Para esta tese, o modelo escolhido foi o de IC focal permanente 

(FPI, focal permanent ischemia) induzida por termocoagulação (Szele, Alexander, and 

Chesselet 1995), considerando que, em humanos, a incidência maior é de oclusões 

permanentes (Yu et al. 2015). A técnica para a realização de FPI é de fácil 

desenvolvimento, apresenta uma menor variabilidade e um menor tamanho de lesão, 

possibilitando um melhor acompanhamento das regiões afetadas pela FPI 

posteriormente à indução, em um tamanho de área significativo para as análises 

visadas. Ainda, a indução de IC por termocoagulação nos permite utilizar um número 

menor de animais e realizar análises mais precisas no metabolismo energético 

cerebral e eventuais compostos neuroprotetores (Hansel et al. 2014).  

 

1.2. Sistema Glutamatérgico 
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O glutamato é o principal aminoácido excitatório no SNC de mamíferos, em parte 

devido à sua natureza onipresente e por seus papéis diversos no metabolismo. A 

neurotransmissão glutamatérgica é essencial para diversos processos 

neurofisiológicos, como transmissão sináptica, aprendizado e memória, maturação 

neuronal e sinaptogênese. Entretanto, níveis excessivos desse neurotransmissor na 

fenda sináptica resultam em dano excitotóxico, um fenômeno que ocorre em diversas 

desordens e que está envolvido na patofisiologia da IC (Brouns and De Deyn 2009). 

Em condições fisiológicas, o glutamato é ativamente removido da fenda sináptica 

por transportadores de aminoácidos excitatórios (EAAT, excitatory amino acid 

transporter) que estão presentes tanto em células gliais como nos neurônios (Danbolt 

2001).  Cinco isoformas desses transportadores foram identificadas: EAAT1, análogo 

ao GLAST (Glutamate-aspartate transporter, transportador de glutamato e aspartato); 

EAAT2, análogo ao GLT-1 (Glutamate transporter 1, transportador de glutamato 1); 

EAAT3, análogo ao EAAC1 (Excitatory amino acid carrier, carreador de aminoácido 

excitatório 1); EAAT4, encontrado principalmente em neurônios; e EAAT5 (Had-

Aissouni 2012). Os transportadores que mais contribuem para a captação do 

glutamato são o EAAT1/GLAST e o EAAT2/GLT-1, ambos localizados em processos 

astrocitários associados à sinapse.  

Os transportadores astrocitários GLAST e GLT-1 removem o glutamato do meio 

extracelular por meio do co-transporte de três íons Na+ e um íon H+, somado à 

extrusão de um íon K+. Por depender de gradiente eletrogênico, o transporte de 

glutamato é dependente do funcionamento da Na+/K+ ATPase, tornando a captação 

desse neurotransmissor um processo custoso energeticamente (Danbolt 2001). Nas 

condições patofisiológicas da IC, o comprometimento da síntese de ATP inviabiliza a 

manutenção do gradiente eletroquímico da membrana celular, ocasionando tanto a 

liberação excessiva de glutamato do terminal pré-sináptico quanto a inibição de sua 

captação (ou mesmo a reversão do transporte) pelo astrócito, contribuindo para a 

progressão do dano isquêmico (Phillis, Ren, and O’Regan 2000; Bonde et al. 2003). 

  

1.2.1. Excitotoxicidade e Neuroproteção 
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O conceito de neuroproteção originou-se principalmente de estudos 

relacionados à patofisiologia dos AVEs isquêmicos, no qual o objetivo principal era 

contrabalancear as cascatas de eventos nocivos à sobrevivência neuronal, evitando 

a sua propagação. Nas últimas décadas, a neurotoxicidade mediada pelo glutamato 

tem sido um dos maiores focos das pesquisas em IC (Wu and Tymianski 2018), uma 

vez que esse neurotransmissor tem um papel central na propagação do dano 

isquêmico (Lai, Zhang, and Wang 2014). Por ser um dos primeiros e mais intensos 

eventos da cascata isquêmica, a busca por antagonistas da excitabilidade neuronal 

mediada pelo glutamato se intensificou, uma vez que se pensava que essas moléculas 

também seriam capazes de prevenir a neurotoxicidade associada, e, por 

consequência, seriam “neuroprotetoras”. Apesar de inúmeros agentes terem sido 

desenvolvidos e testados em modelos animais, sua tradução para a clínica não teve 

sucesso (Cheng, Al-Khoury, and Zivin 2004).  

A falha dos ensaios clínicos com agentes neuroprotetores pode ser atribuída a 

diversos fatores, dentre eles a alta complexidade dos processos da cascata isquêmica 

(Xu and Pan 2013). Por décadas, pesquisadores tentaram identificar um alvo 

primordial para prevenir a morte neural e, infelizmente, essa estratégia não foi bem-

sucedida. Isso sugere que a cascata isquêmica não ocorre de forma serial, mas que 

é composta de diversos processos que acontecem simultaneamente. Também foram 

observadas falhas no recrutamento de pacientes para os ensaios clínicos, o que 

explicaria a dificuldade de converter os achados experimentais em tratamentos 

efetivos (Dirnagl and Macleod 2009; Howells, Sena, and Macleod 2014). 

Em resumo, a pesquisa biomédica deve ir além da compreensão patofisiológica 

da IC e buscar o entendimento dos processos adaptativos cerebrais que poderiam 

prevenir a propagação do dano isquêmico. Assim, a identificação de vias intrínsecas 

de sobrevivência celular pode providenciar novas oportunidades de um tratamento 

neuroprotetor efetivo.  

 

1.2.2. Glutamato como intermediário metabólico 

Embora se saiba que o glutamato tem efeitos no SNC há mais de 75  anos, 

somente em 1984 ele foi verdadeiramente reconhecido como molécula 
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neurotransmissora (Fonnum 1984). Originalmente, acreditava-se que o glutamato era 

apenas um intermediário metabólico no ciclo do ácido tricarboxílico (TCA), pois esse 

aminoácido foi encontrado em vários compartimentos intracelulares, incluindo o citosol 

e as mitocôndrias de todos os tipos celulares do SNC (Krebs 1935). 

Assim como os demais aminoácidos, o glutamato tem um grupo carboxila e um 

grupo amino terminais. O C-terminal e o esqueleto de carbono derivam da glicose, 

uma vez que o glutamato não cruza a BHE e deve ser sintetizado no SNC. A glicose 

é degradada através da via glicolítica e convertida em piruvato. Este entra no ciclo do 

TCA, gerando α-cetoglutarato, que pode ser transaminado e receber um grupo amino 

de um aminoácido de cadeia ramificada, gerando o glutamato. Somando-se ao seu 

papel como neurotransmissor, o glutamato também serve como intermediário 

metabólico (Figura 2), sendo necessário para a síntese de GABA e de derivados de 

aminoácidos, como o antioxidante glutationa reduzida (GSH). Consistente com seu 

papel principal em múltiplos aspectos da fisiologia cerebral, estudos metabólicos 

determinaram que virtualmente toda a glicose que adentra o SNC é eventualmente 

convertida em glutamato (Shen et al. 1999; Hertz and Chen 2017). 

Após sua liberação do terminal pré-sináptico, o glutamato é captado pelos 

transportadores astrocitários e, no citosol, é convertido em glutamina pela atividade 

da glutamina sintetase (GS). A glutamina produzida nos astrócitos é exportada para 

os neurônios, onde, por reação da glutaminase, é reconvertida em glutamato para 

armazenamento vesicular (Figura 2). Esse processo cíclico é denominado de “ciclo 

glutamato-glutamina” e demonstra que há um acoplamento metabólico entre 

astrócitos e neurônios. 

Alternativamente, o glutamato pode ser (re)convertido a α-cetoglutarato e entrar 

no ciclo do TCA, rendendo o equivalente a 9 moléculas de ATP. Estudos sugerem que 

o próprio glutamato pode regular seu destino metabólico tanto para o catabolismo 

quanto para o anabolismo: quando as concentrações extracelulares de glutamato 

aumentam significativamente, a proporção de glutamato oxidado pelo ciclo do TCA 

nos astrócitos também aumenta, bem como sua conversão em glutamina diminui 

(McKenna et al. 1996). A utilização de glutamato para produção de energia parece tão 

importante para manter a homeostase sináptica/metabólica que nenhum outro 
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substrato energético pode efetivamente diminuir sua oxidação por competitividade em 

astrócitos de córtex de ratos (McKenna 2012; Souza et al. 2019). 

Figura 2. Glutamato e suas funções para além da neurotransmissão. Os aminoácidos glutamato e 
glutamina são essenciais para a síntese de proteínas e ácidos nucléicos devido ao seu grupamento 
amino. A transaminação do α-cetoglutarato, um intermediário do ciclo do TCA, produz glutamato, 
enquanto que a glutamina é sintetizada pela incorporação de um íon amônio na molécula de glutamato. 
As duas enzimas responsáveis por catalisar essas duas reações – glutamato desidrogenase e 
glutamina sintetase – estão presentes em quase todos os organismos vivos. O glutamato ainda pode 
entrar no ciclo do TCA como α-cetoglutarato e ter seus carbonos convertidos em lactato, o qual é 
exportado para uso neuronal. GABA, ácido γ-aminobutírico. Adaptado de Nedergaard et al. (2002). 

 

Considerando a onipresença e a importância do glutamato para metabolismo e 

a interconectividade cerebral, bem como sua contribuição para a propagação da lesão 

isquêmica, parece provável que esse aminoácido participe de alterações metabólicas 

decorrentes da IC. Um entendimento mais completo das funções do glutamato em 

doenças neurodegenerativas pode auxiliar na descoberta de novos alvos terapêuticos 

relacionados à excitotoxicidade e aumentar seu potencial translacional.  

 

1.3. Metabolismo Energético Cerebral 

As funções cognitivas mais evoluídas do cérebro humano exigem um alto 

investimento metabólico. Apesar de representar apenas  2%  do  peso  corporal  total,  

esse órgão é responsável pelo consumo de 20% da energia do organismo em 

condições de repouso (Magistretti 1999; Belanger, Allaman, and Magistretti 2011; 

Cunnane et al. 2011).  A manutenção e a restauração do gradiente iônico dissipado 

pelos potenciais de ação são os principais processos que contribuem para a elevada 

demanda energética do tecido cerebral (Alle, Roth, and Geiger 2009; Prins 2008).  
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Além disso, a limitação de reservas energéticas o torna altamente dependente do fluxo 

sanguíneo e do metabolismo aeróbico da glicose para a síntese de ATP. Como 

consequência, o cérebro é extremamente vulnerável ao dano isquêmico em 

comparação com outros tecidos (Dugan and Choi 1999).  

Nos últimos anos, tornou-se evidente que alterações metabólicas influenciam 

fortemente o início e a progressão de diversas doenças neurodegenerativas. Portanto, 

o entendimento da diferenciação e da especialização do metabolismo energético 

cerebral é um pré-requisito essencial para a compreensão de sua fisiologia e 

patofisiologia (Camandola and Mattson 2017).  

 

1.3.1. A glicose está no centro do metabolismo cerebral 

O cérebro adulto, em condições fisiológicas, utiliza praticamente só glicose como 

substrato energético. Como em outros tecidos, o metabolismo da glicose pode seguir 

diferentes rotas metabólicas; entretanto, no cérebro, ela é oxidada a CO2 e água 

quase que em sua totalidade, produzindo aproximadamente 32 moléculas de ATP no 

processo (Mergenthaler et al. 2013). Além disso, seu metabolismo está intimamente 

relacionado à biossíntese de diversas moléculas, bem como é essencial para a 

produção dos três principais neurotransmissores cerebrais: glutamato, GABA e 

acetilcolina (Gibson, Peterson, and Sansone 1981). O processamento da glicose 

através da via glicolítica também é essencial para a produção de glicogênio 

astrocitário e para a síntese de nucleotídeos e NAPDH pela via das Pentoses Fosfato 

(Figura 3).  

Por sua importância no metabolismo energético cerebral, diversos estudos 

buscaram a identificação de outras moléculas que pudessem substituir a glicose como 

uma fonte alternativa para a produção de ATP. Os corpos cetônicos, por exemplo, são 

consumidos preferencialmente durante o desenvolvimento do SNC e em condições 

como jejum prolongado em adultos (Camandola and Mattson 2017), enquanto que a 

utilização de lactato ocorre durante a prática de atividade física e até mesmo durante 

ativação neuronal (Belanger, Allaman, and Magistretti 2011). Essa capacidade aponta 

para a existência de mecanismos adaptativos que são regulados no cérebro de acordo 
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com a situação metabólica ou segundo a demanda energética, garantindo uma 

flexibilidade mínima para a manutenção da homeostase celular. 

Figura 3. Papel central da glicose no metabolismo cerebral. O eixo central representa a maior 
porcentagem de consumo de glicose sob a forma de substrato energético. O que torna a D-glicose um 
substrato obrigatório para o tecido cerebral é sua capacidade de distribuir seus carbonos dentre os 
intermediários do ciclo do TCA, além de contribuir para a biossíntese de moléculas essenciais (e.g. 
glutamato e GABA). Adaptado de Deitmer et al. 2019. 

 

1.3.2. O lactato como substrato alternativo  

Por muito tempo, o lactato foi considerado somente um metabólito residual sem 

nenhuma função no metabolismo. Ele pode ser produzido intracelularmente pela 

glicólise anaeróbica, auxiliando na regeneração do NAD+ (Figura 3), e pode ser obtido 

da circulação periférica. O aumento da concentração sanguínea de lactato, como 

ocorre durante o exercício físico, aumenta linearmente a sua contribuição para o 

metabolismo energético cerebral, sugerindo que ele pode ser prontamente utilizado 

para produção de ATP (Magistretti  I. and Pfaff 2013). Estudos já demonstraram sua 

capacidade de sustentar a função neuronal durante atividade sináptica e na ausência 

de glicose, indicando que o lactato poderia ter uma função para além de seu papel 

como subproduto da via glicolítica (McIlwain 1956; Bergersen 2015), inclusive 

potencial neuroprotetor em condições metabólicas semelhantes às da IC (Patet et al. 

2015; Berthet et al. 2012).  
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O lactato é um ácido monocarboxílico, assim como o piruvato e os corpos 

cetônicos. Por serem substâncias hidrofílicas, os ácidos monocarboxílicos não 

difundem através da membrana plasmática e devem ser carreados por 

transportadores específicos para atravessar a barreira hemato-encefálica (BHE) e as 

membranas de cada tipo celular.  A família dos transportadores de monocarboxilatos 

(MCT) é composta de 14 membros, dentre os quais somente os 4 primeiros, MCT1 a 

4 (Tabela 1), mostraram atuar por meio de um sistema de co-transporte de 

monocarboxilatos e prótons por um mecanismo de simporte. Esses transportadores 

são distintos um do outro não somente por sua cinética, mas também pela sua 

distribuição tecidual e localização celular (Pierre and Pellerin 2005). Após serem 

carreados para o citosol, os monocarboxilatos são metabolizados na mitocôndria, 

produzindo ATP por meio do ciclo do TCA e da fosforilação oxidativa (Souza et al. 

2019). 

Tabela 1. Transportadores de Monocarboxilatos (MCTs), sua localização no SNC de roedores, bem 
como uma breve descrição de sua afinidade pelos substratos. Adaptado de Felmlee et al. 2020. 

Transportador Localização no SNC Afinidade Referência(s) 

MCT1 

Mais abundantemente presente 
nas células endoteliais 

formadoras de vasos, mas 
também está presente em 

neurônios, astrócitos, 
oligodendrócitos e microglia. 

Alta afinidade 
por piruvato, 

também 
transporta 

lactato e corpos 
cetônicos 

Baud et al. 2003 
 

MCT2 

Mais específico de células 
neuronais, especialmente em 
córtex, hipocampo e cerebelo. 
Associado com o transporte de 
monocarboxilatos em projeções 
axonais e também no terminal 

pós-sináptico. 

Alta afinidade 
por todos os 
substratos, 
menor Km 

Pierre, Magistretti, and 
Pellerin 2002 

MCT3 Expresso exclusivamente no 
epitélio pigmentado retinal. 

Ainda não 
caracterizada 

Philp, Yoon, and 
Lombardi 2001 

Halestrap and Wilson 
2012 

MCT4 
Expresso exclusivamente em 
astrócitos em diversas regiões 

cerebrais. 

Baixa afinidade 
para a maioria 
dos substratos 

Dimmer et al. 2000 
Pierre and Pellerin 2005 

   

Ao longo dos anos, diversos estudos confirmaram que o lactato é eficientemente 

oxidado no cérebro, particularmente pelas células neuronais, sugerindo inclusive que 

poderia haver uma preferência por oxidar lactato em detrimento de glicose (Bouzier-

Sore et al. 2003; Zielke, Zielke, and Baab 2009). Tal hipótese sustenta a teoria de 
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compartimentalização metabólica entre os diferentes tipos celulares do SNC e sugere 

a existência de uma interdependência metabólica entre eles. 

 

1.3.3. Acoplamento Neurometabólico  

O metabolismo energético cerebral também é caracterizado por ter uma divisão 

marcante de funções metabólicas entre os tipos celulares. Entretanto, esses 

processos, por mais que sejam compartimentalizados, não deixam de ser 

interdependentes.  

Como já mencionado anteriormente, as células neurais conseguem 

eficientemente utilizar fontes energéticas alternativas, como o lactato, o piruvato, os 

corpos cetônicos, e até mesmo glutamato (Zielke, Zielke, and Baab 2009). A maioria 

desses substratos é derivada da glicose e, devido à compartimentalização dos 

processos metabólicos no cérebro, ocorre um relacionamento complexo entre células 

neuronais e gliais para a produção, transporte e consumo desses substratos. Tal 

processo é denominado acoplamento neurometabólico e está intimamente 

relacionado com a hiperemia funcional presente no metabolismo energético cerebral 

(Carmignoto and Gomez-Gonzalo 2010; Belanger, Allaman, and Magistretti 2011). 

Por apresentar um alto requerimento de energia, os neurônios sustentam seu 

metabolismo com uma taxa oxidativa maior em comparação com as células gliais 

(Lebon et al. 2002; Bouzier-Sore et al. 2006; Boumezbeur et al. 2010). Para que isso 

aconteça, seu perfil metabólico é adaptado para exibir uma menor expressão protéica 

da enzima frutose-2,6-bisfosfatase-3, evitando a ativação da via glicolítica. Com isso, 

há uma maior metabolização da glicose pela via das pentoses fosfato, gerando 

NADPH e prevenindo estresse oxidativo neuronal (Souza et al. 2019). 

Consequentemente, o lactato é extremamente conveniente para a demanda 

energética neuronal, uma vez que este substrato pode ser eficientemente oxidado, 

produzindo ATP, ao mesmo tempo em que poupa glicose para a via das pentoses 

fosfato. 

Mesmo apresentando uma menor taxa oxidativa em comparação com os 

neurônios, os astrócitos captam glicose avidamente e têm a glicólise plenamente 
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ativada. Uma boa parte da glicose degradada anaerobicamente é liberada no meio 

extracelular sob a forma de lactato (Souza et al. 2019). Assim, o fenótipo metabólico 

astrocitário é caracterizado por: (i) uma expressão substancial da enzima frutose-2,6-

bisfosfatase-3, estimulando a glicólise por ativação alostérica; (ii) uma baixa 

expressão do carreador de Aspartato/Glutamato (CAG), garantindo a síntese lactato 

e uma alta razão NAD+/NADH para sustentar a alta taxa glicolítica; e (iii) a expressão 

de MCT4, garantindo assim a exportação do lactato produzido para o meio 

extracelular, o qual será captado e consumido pelos neurônios. 

Por apresentarem perfis metabólicos complementares, evidências experimentais 

conduziram à hipótese da existência de uma lançadeira de lactato astrócito-neurônio 

(ANLS, astrocyte-neuron lactate shuttle) in vivo, pela qual os astrócitos forneceriam 

aos neurônios um substrato energético complementar durante um período de grande 

atividade. Essa hipótese estabelece que a ativação neuronal regula um mecanismo 

que permite às células administrarem a demanda energética com os seguintes 

processos: (i) a ativação neuronal libera glutamato na fenda sináptica, o qual é 

captado pelos astrócitos por meio dos transportadores GLAST e GLT-1; (ii) o aumento 

intracelular na concentração de sódio ativa a Na+/K+ ATPase, aumentando 

temporariamente o consumo de ATP e estimulando a captação de glicose e a via 

glicolítica nos astrócitos; (iii) a glicólise aumenta a produção de lactato, o qual é 

liberado no espaço extracelular, onde é captado pelos neurônios via MCT e oxidado 

na mitocôndria (Pellerin and Magistretti 1994)(Figura 4).  

Além de suporte energético, o acoplamento metabólico entre astrócitos e 

neurônios auxilia na manutenção dos níveis de glutamato por meio do ciclo glutamato-

glutamina (Belanger, Allaman, and Magistretti 2011). Astrócitos são responsáveis pela 

transaminação do glutamato em glutamina pela ação enzimática da GS. A glutamina, 

por sua vez, é um aminoácido não-excitatório que pode ser exportado para o neurônio, 

onde será reconvertido em glutamato por meio da ação da glutaminase e empacotado 

em vesículas para liberação sináptica (Figura 4). 
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A relação astrócito-neurônio pode estar alterada após IC focal, considerando a 

baixa disponibilidade de substratos energéticos, o restrito fluxo sanguíneo na região 

afetada e a elevada demanda energética para responder às modificações 

patofisiológicas impostas pela propagação da lesão isquêmica. A investigação de 

como o metabolismo dessas células pode estar sofrendo modulações é de grande 

importância para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento. 

Figura 4. Acoplamento metabólico entre astrócitos e neurônios com destaque para a lançadeira de 
lactato (ANLS) e o ciclo glutamato-glutamina. Pela figura, podemos observar que o astrócito é 
representado com uma maior taxa glicolítica (produzindo lactato), enquanto que o neurônio é 
representado com uma maior taxa oxidativa (consumindo lactato via ciclo do TCA e fosforilação 
oxidativa). Também é possível observar que a localização espacial do astrócito permite uma interação 
bidirecional tanto com os neurônios quanto com a vasculatura. Adaptado de Demetrius, Magistretti, and 
Pellerin 2015. 

 

1.4. Astroglia e Reatividade Astrocitária 

Enquanto os neurônios são considerados a unidade básica do SNC, os astrócitos 

são conhecidos por diversas funções de suporte, tanto estrutural quanto metabólico 

(Sofroniew and Vinters 2010). A astroglia apresenta um posicionamento estratégico 

no tecido cerebral: seus processos interagem tanto com os vasos sanguíneos quanto 

com as células neuronais, formando unidades neurovasculares (Carmignoto and 

Gomez-Gonzalo 2010)(Figura 4). Além das funções de suporte neuronal já 

mencionadas anteriormente, essa localização privilegiada permite aos astrócitos o 

controle da captação e do fornecimento de substratos energéticos de acordo com a 

atividade neuronal local, ao mesmo tempo que regula o fluxo sanguíneo por meio da 
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liberação de moléculas vasoativas (Gordon, Mulligan, and MacVicar 2007; Koehler, 

Roman, and Harder 2009). Dessa forma, os astrócitos estão intimamente relacionados 

com a hiperemia funcional característica do metabolismo energético cerebral. Outras 

funções astrocitárias consideradas essenciais para a homeostase do SNC se 

encontram resumidas na Figura 5.  

O estudo das funções das células gliais em doenças neurodegenerativas tornou-

se essencial quando várias pesquisas que visavam ampliar o conhecimento dos 

mecanismos de dano neurônio-específico demonstraram que o funcionamento 

cerebral era muito mais complexo do que se pensava inicialmente. Dados da literatura 

vêm demonstrando que os astrócitos desempenham funções centrais nos 

mecanismos patofisiológicas ou de reparo (i.e., neuroproteção) em várias desordens 

do SNC, podendo influenciar no seu percurso e, consequentemente, no seu 

prognóstico (K. Li et al. 2019; Sofroniew and Vinters 2010; Panickar and Norenberg 

2005). Na IC, apesar dos astrócitos serem mais resilientes do que os neurônios, a 

lesão isquêmica pode prejudicar a função astrocitária e, consequentemente, impactar 

no suporte aos neurônios e causar morte celular (Nedergaard and Dirnagl 2005). Por 

serem abundantes e essenciais para a homeostase cerebral, acredita-se que os 

astrócitos sejam importantes alvos terapêuticos (Zhao and Rempe 2010). 

Alterações astrocitárias estão entre as primeiras e mais impactantes respostas 

cerebrais à IC, exercendo também grande influência sobre o prognóstico (Petito and 

Babiak 1982; Pekny et al. 2019). Estímulos nocivos, como a IC, bem como outros 

elementos do SNC podem ativar os astrócitos, tornando-os reativos. A reatividade 

astrocitária pode ser definida como uma resposta à uma situação anormal no cérebro, 

a qual resulta na alteração morfológica, bioquímica, transcripcional e funcional na 

astroglia regional. Essa definição genérica se faz necessária por ainda não haver um 

consenso entre pesquisadores da área, visto a heterogeneidade estímulo-dependente 

das alterações astrocitárias (Escartin, Guillemaud, and Carrillo-de Sauvage 2019). 

Entretanto, diversos pesquisadores consideram a superexpressão e proteína glial 

fibrilar ácida (GFAP), uma proteína de citoesqueleto, um marcador potencial para 

reatividade astrocitária. 
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Figura 5. Esquema resumindo as funções desempenhadas pelos astrócitos na homeostase do SNC e 
na patofisiologia da IC. Nas doenças neurodegenerativas, os astrócitos se tornam responsivos e 
alteram dramaticamente seus fenótipos de maneira estímulo-dependente. BHE: barreira hemato-
encefálica; GFAP: proteína fibrilar ácida glial; GLAST: transportador de glutamato-aspartato; GLT-1: 
transportador de glutamato 1; TNF-α: fator de necrose tumoral alfa. Adaptado de Siracusa, Fusco, and 
Cuzzocrea 2019. 

 

Evidências iniciais sugeriram que a reatividade astrocitária é prejudicial à 

recuperação do tecido cerebral atingido, uma vez que ocorre a liberação de diversas 

substâncias (e.g. fatores pró-inflamatórios como IL-1β, IL-6, IL-10, IFN-γ, TGFβ) que 

atuam de forma contrária à recuperação tecidual (Becerra-Calixto and Cardona-

Gómez 2017)(Figura 5). Porém diversos estudos evidenciam um papel benéfico dos 

astrócitos e da reatividade astrocitária, incluindo (i) proteção do tecido viável contra 

danos excitotóxicos e estresse oxidativo (Nedergaard and Dirnagl 2005; Kaur and 

Ling 2008); (ii) reconstrução da BHE (del Zoppo 2009); (iii) produção de fatores 

neurotróficos que dão suporte à sobrevivência neuronal e glial (Buffo; Rolando; 

Ceruti, 2010; Heneka; Rodriguez; Verkhratsky, 2010); e (iv) liberação de moléculas 

antioxidantes (e.g., glutationa e superóxido dismutase). Além disso, evidências 

recentes apontam o envolvimento dos astrócitos na angiogênese, na plasticidade 

neuronal e na recuperação funcional pós-AVE (Jiang et al. 2013; Zhao and Rempe 

2010; Hayakawa et al. 2010). É importante ressaltar que animais nocaute para 

GFAP exibem um maior tamanho de lesão do que os animais wild type em um 

modelo de IC focal (Nawashiro et al. 2000), enquanto que animais nocaute para 
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ambas GFAP e Vimentina (também proteína de citoesqueleto) mostraram ativação 

astrocitária prejudicada e diminuição em sua capacidade de captar glutamato pós-

IC, sugerindo fortemente que a reatividade astrocitária pode apresentar efeitos 

benéficos para a recuperação cerebral pós-IC (Li et al. 2008). 

Apesar do papel astrocitário estar relativamente esclarecido na fisiologia do 

metabolismo cerebral, seu papel no cenário pós-IC ainda precisa ser investigado 

(Dienel and Hertz 2005).  Com o objetivo de conseguir um novo tratamento para o 

AVE isquêmico, pesquisadores têm estudado diversas abordagens para estimular 

as funções neuroprotetoras dos astrócitos. Alguns trabalhos sugerem uma 

abordagem preventiva, tais como o pré-condicionamento (Dirnagl, Becker, and 

Meisel 2009). 

 
 

 

1.5. Pré-Condicionamento à IC 

A pressão evolutiva sobre os organismos resultou no desenvolvimento de 

mecanismos endógenos protetores e compensatórios em caso de dano tecidual. Por 

consistir em uma privação de nutrientes e oxigênio, a IC representa um dos desafios 

mais elementares da natureza (Dirnagl, Becker, and Meisel 2009). Uma variedade de 

estímulos é capaz de promover a ativação de mecanismos de resiliência celular, e 

para fazer uso desses mecanismos terapeuticamente, foram desenvolvidas 

estratégias conhecidas como Pré-Condicionamento (PC) (Wang et al. 2015). 

McDunn e Cobb citaram Nietzsche com a frase “aquilo que não nos mata, nos 

torna mais fortes” para contextualizar a natureza dos estímulos de PC e o paradoxo 

fisiológico que eles representam (McDunn and Cobb 2005). Em resumo, o PC é um 

procedimento pelo qual um estímulo nocivo abaixo do limiar de dano é aplicado a um 

tecido, desencadeando uma resposta adaptativa que culmina em um fenótipo celular 

transitório mais tolerante ao dano isquêmico. Experimentalmente, essa abordagem 

pode ser usada para identificar mecanismos endógenos de proteção e regeneração 

celular que, quando otimizados, poderiam ser traduzidos para a prática clínica 

(Dirnagl, Becker, and Meisel 2009).  

A tolerância à IC (IT) pode ser amplamente dividida em dois tipos com base no 

tempo de início (e de duração): tolerância precoce ou rápida e tolerância tardia (Figura 
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6). No tipo rápido, os efeitos protetores na IT de curta duração são rápido 

aparecimento, podendo ser observados imediatamente após a aplicação do estímulo 

pré-condicionante. Já a IT tardia leva mais tempo para se tornar aparente (horas a 

dias), mas é sustentada por mais tempo (Bhuiyan and Kim 2010). Embora a maioria 

dos estímulos possa induzir ambos os tipos de IT, a tolerância rápida é induzida 

principalmente por modificações pós-traducionais (como fosforilação e alterações nas 

permeabilidades dos canais iônicos), enquanto que a tardia é mediada pela ativação 

gênica e síntese de novas proteínas. A IT rápida é atraente clinicamente em cirurgias 

de alto risco, como a cardíaca ou a cerebral (Dirnagl, Becker, and Meisel 2009). Por 

outro lado, a IT tardia aparenta ser mais robusta e duradoura, apresentando um efeito 

neuroprotetor mais forte e, portanto, atraente para o campo da neurociência. 

Considerando seu papel na fisiologia e na fisiopatologia do cérebro, pode-se 

presumir que a astroglia também participa da indução de tolerância à isquemia. Várias 

moléculas que desempenham papéis importantes no PC, e.g. adenosina, receptor de 

adenosina A1, fator induzido por hipóxia (HIF) e transportadores de aminoácidos 

excitatórios, são expressas em astrócitos (Dirnagl, Becker, and Meisel 2009). 

 

Figura 6. Janelas transientes em que a tolerância à IC é manifestada pelo tecido cerebral. (1) 
Tolerância rápida: se desenvolve poucos minutos após a exposição e dura apenas algumas horas. O 
efeito neuroprotetor é atribuído às modificações pós-traducionais transitórias; (2) Tolerância tardia: se 
desenvolve alguns dias após a exposição ao estímulo condicionante, mas diminui ao longo de uma 
semana. A tolerância observada na janela de longo prazo é atribuída a modificações epigenéticas e 
transcriptômicas, bem como à síntese proteica de novo. Repare que, entre a janela de curto e de longo 
prazo, há um período (indeterminado) em que a tolerância à IC não está funcional (área cinza). 
Adaptado de Khoury, Koronowski, and Perez-Pinzon 2016. 

 

1.5.1. Indução da Tolerância à IC - Métodos de PC in vivo 
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Existem diferentes métodos para induzir tolerância à IC, sendo os estímulos 

prototípicos uma breve isquemia ou hipóxia cerebral (Sharp et al. 2004). Também 

existem outros tipos de estímulos endógenos e exógenos que comumente reiteram 

partes da isquemia, incluindo despolarização neuronal, hiperóxia, estresse oxidativo 

e hipoperfusão prolongada (Gidday 2006). No entanto, outras condições não 

relacionadas à isquemia, i.e. hipertermia, hipotermia ou tratamentos farmacológicos, 

também podem produzir tolerância (Stetler et al. 2014). Essa última forma de PC 

caracteriza um fenômeno conhecido como “tolerância cruzada” (cross tolerance), uma 

vez que um estressor pode sobrepor efeitos de outro estímulo. 

O fato de existirem agentes químicos/farmacológicos que induzam tolerância à 

IC, como citocinas inflamatórias, anestésicos e inibidores metabólicos, aumenta a 

esperança de que, no futuro, seja possível ativar farmacologicamente as vias que 

levam ao fenótipo neuroprotetor e, portanto, apresentam uma grande chance de 

translação para a clínica (Hirayama and Koizumi 2018). Alguns estudos já reportaram 

o potencial neuroprotetor de alguns compostos que foram aplicados previamente à 

indução da lesão isquêmica. 

Dentre as estratégias farmacológicas para induzir IT, a Ceftriaxona (CTX), um 

antibiótico β-lactâmico, é conhecida por exercer uma modulação potente sobre o 

transportador GLT-1, induzindo um aumento em sua expressão (Rothstein et al. 2005). 

A administração intraperitoneal de CTX por 5 dias consecutivos previamente à MCAO 

em ratos demonstrou reduzir significativamente o volume de infarto e déficits 

neurológicos (Krzyzanowska et al., 2016; Chu et al., 2007). Além de aumentar sua 

expressão gênica, foi demonstrado que a CTX é capaz de aumentar também a 

atividade funcional e bioquímica do GLT-1 in vivo (Hu et al. 2015), bem como 

apresentou ter efeitos neuroprotetores in vitro em modelos de isquemia e outros 

modelos experimentais de doenças neurodegenerativas (Rothstein et al. 2005; 1993). 

Por exibir resultados similares aos efeitos de outros modelos de PC reconhecidos – 

PC isquêmico (estímulo clássico) e PC químico com ácido 3-nitroptopiônico (3-NP) 

(Krzyzanowska and Pomierny 2017), o pré-tratamento com CTX consegue explorar 

outras alternativas em estudos de neuroproteção sob a perspectiva do PC.  

Diversos estudos mostraram os efeitos de diferentes protocolos de dose e de 

tratamento da CTX em modelos experimentais de IC, tanto in vivo como in vitro 
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(Krzyzanowska et al. 2016; Krzyzanowska and Pomierny 2017; Yamada and Jinno 

2011; Lee et al. 2008; Lipski et al. 2007). Alguns trabalhos avaliaram propriedades 

antioxidantes (Altas et al. 2013; Verma et al. 2010) ou mesmo anti-inflamatórias (Lujia 

et al. 2014) da CTX. Entretanto, por ter uma característica modulação sobre o sistema 

glutamatérgico, o enfoque da maioria dos estudos se dá sobre o glutamato e seu papel 

excitotóxico, deixando sua função na interação astrócito-neurônio e no metabolismo 

intermediário cerebral pouco explorada. 

 

1.5.2. Mecanismos envolvidos no PC 

A IT é alcançada tanto por meio da atenuação de mecanismos de dano, quanto 

por ativação de vias de sobrevivência celular por meio da estimulação de mecanismos 

endógenos de reparo que restringem a extensão da lesão e facilitam a recuperação 

da função cerebral (Gidday 2006; Lehotsky et al. 2009). Sabe-se que os mecanismos 

envolvidos no PC envolvem uma ampla gama de moléculas, células e respostas 

sistêmicas, como demonstrado por estudos anteriores (Abbott, Ronnback, and 

Hansson 2006; Stetler et al. 2014; Dirnagl, Becker, and Meisel 2009). Entretanto, o 

enfoque desta tese é direcionado para alterações metabólicas e, portanto, os 

próximos parágrafos estão restritos a esse interesse. 

Especula-se que o PC cause um estado de depressão metabólica, e que esta 

teria um papel na IT. A depressão metabólica é uma adaptação a condições 

ambientais extremas observadas na natureza e, por isso, os mecanismos envolvidos 

foram bem conservados durante a evolução. A depressão metabólica já foi observada 

em alguns tipos de PC não-farmacológicos, como hipotermia terapêutica e 

condicionamento por breves períodos de isquemia, também conhecido como PC 

isquêmico (IPC). Dependendo do estímulo, o PC pode alterar o perfil transcriptômico 

de ratos, causando uma supressão de genes relacionados ao metabolismo da glicose, 

reciclagem (turnover) de proteínas, canais iônicos (Stenzel-Poore, Stevens, and 

Simon 2004; Stenzel-Poore et al. 2003) e, portanto, pode diminuir o consumo 

energético. Recentemente, Geng e colegas demonstraram uma atenuação da 

estimulação da glicólise pós-IC, promovendo a utilização de beta-hidroxibutirato em 

um modelo in vivo de PC (Geng et al. 2018). Ainda, a regulação negativa do 
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transportador de glicose 1 (GLUT1) mediado por proteína cinase ativada por AMP 

(AMPK) e 6-fosfofruto-2-cinase/frutose-2,6-bisfosfatase-3 foram associados à 

flexibilidade metabólica induzida por IPC, indicando que o metabolismo da glicose 

desempenha um papel importante na neuroproteção por PC. Por exercer uma 

modulação marcante no sistema glutamatérgico, não se sabe se a Ceftriaxona poderia 

induzir ou não um estado de depressão metabólica ou mesmo alterar de qualquer 

forma o metabolismo energético cerebral. 

Pelo menos em parte, a IT é baseada na reprogramação dependente do HIF1, 

responsável por modular o metabolismo celular basal que envolve os genes 

mitocondriais (Aragones et al. 2008; Fukuda et al. 2007). Conhecido como um sensor 

do PC, o HIF pode ser o responsável por regular negativamente o metabolismo 

oxidativo por diminuir a biogênese mitocondrial, estimular a glicólise, reduzir a entrada 

de metabólitos no ciclo do TCA e promover a otimização respiratória por meio da 

regulação de subunidades da citocromo oxidase (Fukuda et al. 2007). 

 

1.6. Hipótese de Trabalho 

Considerando o que foi exposto acima, podemos observar que: (i) novas 

abordagens terapêuticas são necessárias para o tratamento do AVE; (ii) modelos 

animais com oclusão permanente são pouco empregados na pesquisa pré-clínica; (iii) 

alterações no metabolismo de substratos podem fazer parte da resposta à IC; (iv) a 

reatividade astrocitária pode estar envolvida nessas alterações; (v) o PC é uma 

abordagem útil para a elucidação de mecanismos neuroprotetores endógenos; (v) é 

possível ativar um fenótipo celular mais resiliente por meio de estímulos exógenos;  e 

(vii) a CTX é conhecida por ter efeitos neuroprotetores em modelos de IC com 

reperfusão, tendo sido pouco testada em modelos de oclusão permanente. Assim, a 

hipótese desta tese é que a IC pode promover alterações metabólicas no tecido 

cerebral com o objetivo de adaptar-se à situação patofisiológica e que tais alterações 

poderiam persistir se o fluxo sanguíneo não for reestabelecido em seguida. Além 

disso, foi testada a hipótese de que uma intervenção farmacológica, conhecida por 

aumentar a captação de glutamato (CTXpre), poderia alterar o metabolismo cerebral 
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pós-IC, corroborando com nossa conjectura inicial de que as alterações metabólicas 

fazem parte dos mecanismos de neuroproteção endógenos cerebrais. 

 

Figura 7. Representação das áreas corticais de interesse dos Capítulos 1 e 2 por estarem envolvidas 
na lesão ou nas adaptações ativadas pela FPI. (A) Distinção entre a região do core isquêmico (em 
vermelho) da região da penumbra (em verde). (B) Regiões corticais atingidas pela lesão de FPI, bem 
como as áreas corticais de interesse para avaliação de adaptações bioquímicas. 
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2.1.  Objetivo Geral 

Avaliar alterações metabólicas cerebrais após a indução de um modelo 

experimental de isquemia focal permanente (FPI), com enfoque no sistema 

glutamatérgico, no metabolismo energético, em alterações astrocitárias e em 

parâmetros comportamentais em ratos adultos. 

 
2.2. Objetivos Específicos 

Para o Capítulo 1, os objetivos específicos foram desenvolvidos a partir da 

caracterização das alterações metabólicas decorrentes da indução do modelo 

(lesão unilateral) na região da penumbra em ambos os hemisférios cerebrais: 

 Observar, por meio de teste comportamental, o déficit motor induzido 

pelo dano isquêmico no modelo de FPI; 

 Medir o volume de infarto decorrente da lesão na fase aguda (2 dias) 

e subaguda (9 dias) após a indução de FPI; 

 Avaliar a expressão dos transportadores GLAST e GLT-1 após a 

indução de dano isquêmico focal; 

 Avaliar a expressão dos transportadores MCT de neurônios e 

astrócitos (MCT2 e MCT4, respectivamente) após a indução de dano 

isquêmico focal; 

 Avaliar possíveis alterações na captação e oxidação de substratos 

energéticos após a indução de dano isquêmico focal; 

 Avaliar alterações no metabolismo da glicose in vivo; 

 Avaliar a expressão de GFAP, bem como a morfologia astrocitária; 

 Avaliar os níveis de citocinas e fatores tróficos associados à 

reatividade astrocitária. 

 

Para o Capítulo 2, os objetivos específicos foram desenvolvidos a partir da 

elaboração de uma intervenção que tivesse o potencial de estimular o 

metabolismo do glutamato por aumentar sua captação e, consequentemente, sua 

disponibilidade intracelular em astrócitos, durante a indução do modelo de FPI: 
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 Observar os efeitos de um pré-tratamento com Ceftriaxona (CTXpre) 

no volume de infarto após indução de dano isquêmico focal; 

 Avaliar o efeito do CTXpre na expressão de GLT-1 e na atividade de 

captação de glutamato em um modelo de oclusão permanente (FPI); 

 Observar os efeitos do dano isquêmico induzido pelo modelo de FPI e 

do CTXpre na performance motora e cognitiva de ratos Wistar 

adultos submetidos ao dano isquêmico induzido pelo modelo de FPI 

a longo prazo; 

 Avaliar o efeito do dano isquêmico induzido pelo modelo de FPI e do 

CTXpre sobre a liberação de glutamato do terminal pré-sináptico; 

 Avaliar os possíveis efeitos do dano isquêmico induzido pelo modelo 

de FPI e do CTXpre sobre a oxidação de substratos energéticos; 

 Avaliar o efeito do dano isquêmico induzido pelo modelo de FPI e do 

CTXpre sobre a atividade e imunoconteúdo enzima GS; 

 Avaliar o efeito do dano isquêmico induzido pelo modelo de FPI e do 

CTXpre sobre o conteúdo de GSH; 

 Avaliar os possíveis efeitos do dano isquêmico induzido pelo modelo 

de FPI e do CTXpre nos níveis de aminoácidos no líquido 

cefalorraquidiano (LCR); 
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Figura 8. Esquema representando os diferentes desenhos experimentais utilizados em cada Capítulo 
da presente tese. Abreviações: CTXpre, pré-tratamento com Ceftriaxona; TC, teste de cilindro; PET, 
tomografia por emissão de pósitrons, SNG, score neurológico de García. 
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Principais contribuições do Capítulo 1 

Dentre os resultados obtidos, destacam-se: 

1. O modelo experimental de FPI é unilateral, mas resulta em alterações ipsi- e 

contralaterais à lesão;  

2. A FPI provocou modulações no hemisfério ipsilateral que persistem, pelo menos, 

até 9 dias após a lesão; tais adaptações endógenas poderiam desempenhar um papel 

na recuperação cerebral ou em efeitos deletérios a longo prazo; 

3. A análise da oxidação de substratos mostra que a região da penumbra foi capaz de 

captar e produzir 14CO2, indicando sua viabilidade (e necessidade) metabólica 2 e 9 

dias após a indução de FPI; 

4. A análise em PET Scan do metabolismo de [18F]FDG mostra um hipometabolismo 

2 e 9 dias pós-FPI, reforçando a necessidade metabólica observada nos experimentos 

ex vivo; 

5. A captação de glutamato parece estar diretamente relacionada com a oxidação de 

lactato, uma vez que ambos estão aumentados nos dois hemisférios cerebrais, 

sugerindo que o glutamato poderia ser convertido em lactato em astrócitos e 

exportado como suporte energético neuronal. 
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Abstract 

Background and Purpose: Cerebral ischemia is a leading cause of death and disability 
worldwide. The absence of effective neuroprotective agents in the clinic has increased the 
interest in understanding endogenous neuroprotection such as those trigged by preconditioning 
strategies. Ceftriaxone, a β-lactam antibiotic, is known to stimulate GLT-1 expression, but its 
putative effects on brain metabolism remain elusive. Therefore, this study evaluated ceftriaxone 
pretreatment (CTXpre) effects on energy substrates oxidation, glutamatergic parameters, amino 
acid content and neuroprotection through long-term behavioral assessment after focal 
permanent ischemia (FPI).  

Methods: Adult male Wistar rats were submitted to CTXpre (200 mg/kg, i.p.) or vehicle 
(saline) for 5 days previously to FPI induction or sham-operated surgery. Neurochemical 
analysis were performed 2 days after injury, while behavioral assessments were conducted once 
a week for 6 weeks after surgery.  

Results: CTXpre diminished infarct volume and ameliorated motor performance in the 
medium- and long-term, while preserving short-term memory in the ischemic-pretreated group. 
Both FPI and CTXpre increased glutamate uptake, but the non-pretreated ischemic group still 
exhibited high levels of glutamate in cerebrospinal fluid (CSF), suggesting the uptake was 
inefficient. The ischemic-pretreated group maintained glutamine synthetase (GS) 
immunocontent and activity, which may have supported glutamate uptake activity. CTXpre 
abolished FPI-induced hypermetabolism in the peri-infarct area, but increased glutamate 
oxidation rate in the pretreated-ischemic group. In CSF, amino acid metabolism indicated that 
glutamate was being oxidized and converted to glutamine, while aspartate was increased only 
in the ischemic-pretreated group.  

Conclusions: These results suggest that CTXpre have reprogrammed cerebral response to 
ischemia not only by increasing glutamate uptake, but also by shifting glutamate metabolic fate 
towards oxidation. Glutamate may be a key metabolite through which neural cells optimize 
energy consumption and, therefore, better handle the energy crisis in permanent occlusion. 
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Non-standard Abbreviations and Acronyms 

CNS: central nervous system 

CSF: cerebrospinal fluid  

CTX: ceftriaxone 

CTXpre: ceftriaxone pretreatment 

FPI: focal permanent ischemia 

GEM: generalized equation models 

GLT-1: glutamate transporter 1 

GS: glutamine synthetase 

IT: ischemic tolerance 

PET: positron emission tomography 

TCA: tricarboxylic acid 
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Introduction 

Stroke is the second highest cause of death globally and a leading cause of long-term 

disability 1,2. Ischemic stroke is responsible for approximately 87% of stroke occurrences, being 

characterized as the interruption of cerebral blood flow due to thrombosis or embolism 3,4. Since 

the brain is one of the most high-energy consuming organs, the lack of oxygen and nutrient 

supply elicited by ischemia can result in severe brain damage and neurological deficits 5. The 

most common clinic manifestations include motor paresis of the upper extremity and deficits 

in somatic sensations that influence motor task performance 6,7. Stroke may also impair 

cognitive functions, as some patients experience memory disorders shortly after stroke that 

persists for at least 6 months 8–10. 

The central brain region with compromised blood flow is the ischemic core and 

represents unsalvageable tissue, as neurons undergo irreversible death. Surrounding this area 

resides the penumbra, a hypoperfused region that remain quiescent due to collateral blood 

supply 11. Thus, in the acute phase, treatment of stroke focuses on saving as much penumbral 

tissue as possible. Currently, management of ischemic stroke focuses on rapid reperfusion with 

the administration of intravenous tissue plasminogen activator, the only approved medical 

stroke therapy 12.  Unfortunately, its utilization is limited to a narrow time window and increases 

the risk for subsequent hemorrhage 13. Because of this, it is expected that the development of 

new and effective therapies are based not on recanalization, but on the enhancement of brain 

plasticity in the penumbra, as it will have a significant impact on clinical applications 14. 

One of the main targets of stroke research is glutamate excitotoxicity, a major 

contributor to the pathophysiology of cerebral ischemia. The lack of glucose and oxygen results 

in a decrease in ATP synthesis and, consequently, energy-dependent processes become 

impaired. The Na+/K+-ATPase pump can no longer maintain the cell membrane electrochemical 

gradient and neurons depolarize, releasing a massive amount of glutamate in the synaptic cleft. 

The consequent over stimulation of glutamate receptors causes excitotoxicity-related cell death 

and propagation of the infarcted area 15. Extracellular levels of glutamate are controlled by 

transporters, especially glutamate transporter 1 (GLT-1) found in astrocytes. GLT-1 is the most 

abundant glutamate transporter in the brain and depends upon the electrochemical gradient 

maintained by the Na+/K+-ATPase to drive glutamate from the synaptic cleft to the cytoplasm. 

During an ischemic insult, the energy deprivation compromises glutamate transport, increasing 
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even further its concentration in the synaptic cleft and contributing to the progression of the 

infarct 16–18. 

Evolutionary pressure made living organisms develop mechanisms to protect against 

tissue damage and compensate in the event of injury. Brain ischemia, for causing energy 

deprivation, constitutes one of most elementary challenges in nature. The brain’s resistance to 

ischemic injury, also known as ischemic tolerance (IT), can be achieved by preconditioning the 

brain with a non-injurious stimulus that will trigger an adaptive response 19. Although brief 

cerebral ischemia or hypoxia are the prototypical preconditioning stimuli, IT can also be 

achieved by a variety of endogenous or exogenous stimuli 20,21, providing hope that it may be 

possible to induce IT pharmacologically in the future. 

Ceftriaxone (CTX), a β-lactam antibiotic, selectively increases GLT-1 expression and 

uptake activity 22, showing neuroprotective effects when administered prior to the induction of 

ischemic injury 23. In vivo, CTX is commonly administered as a pretreatment (100-200 mg/kg, 

for 5 days), as enhanced glutamate uptake can prevent excitotoxicity-mediated neuronal death 

during the acute phase of stroke 24–26. However, some inconsistencies in the literature indicates 

that the effect of CTX on GLT-1 expression may depend on experimental model, treatment 

paradigms, animals used and brain regions analyzed 25, requiring further investigation. 

Importantly, glutamate is not only a neurotransmitter, but primarily a key metabolite for brain 

energetics 27–29. Previous studies lack information about CTX putative effect on glutamate 

metabolism after its uptake by GLT-1.  

It is generally accepted that the brain lacks considerable metabolic flexibility. Glucose 

is the obligatory substrate, and the brain is thought to rarely oxidize nonglucose substrates apart 

from ketone bodies in particular situations (e.g., fasting, strenuous exercise, ketogenic diet, and 

in neonatal metabolism). Glutamate, the most abundant amino acid in the mammalian central 

nervous system (CNS), is considered to be compartmentalized within the glutamine-glutamate 

cycle because of its central role in neurotransmission 30, but its metabolism is closely associated 

with the tricarboxylic acid (TCA) cycle function 31–33. A study with 13C-NMR spectroscopy by 

Sonnewald et al. first reported that more of the label from glutamate metabolism was 

incorporated into lactate than converted to glutamine in primary astrocyte culture 34, 

highlighting the energetic contribution of this amino acid to cerebral metabolism. In accordance 

with it, our research group has recently provided evidence that, shortly after focal permanent 
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ischemia (FPI), glutamate taken up by astrocytes may be used as carbon source to produce 

lactate, which could be shuttled to neurons to be oxidized 35.  

Preconditioning protocols give us the opportunity to investigate how the brain response 

to cerebral ischemia can be reprogrammed to withstand drastic changes on substrate 

availability. As glutamate links neurotransmission with energy metabolism, and considering 

that CTX pretreatment (CTXpre) is known to improve glutamate uptake activity, we 

hypothesized that its effects may go beyond glutamate transport and influence its metabolic fate 

after ischemic injury. To test our hypothesis, we used an experimental model of focal permanent 

ischemia (FPI), since cerebral ischemia is most permanent in humans 36, and applied a CTXpre 

known to upregulate GLT-1 24,25,37. By different methodologies, we examined the modulation 

of brain energy metabolism in the cerebral region surrounding the ischemic lesion (penumbral 

zone) 35. In addition, to verify if these putative changes culminated in neurological 

improvement, we evaluated long-term neuroprotection by motor performance tests and in the 

novel object recognition test (NORT).  
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Material and Methods 

Ethics 

All animal experiments were performed in accordance with the National Institute of Health 

“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (NIH publication no. 80-23, revised 1996) 

and were approved by the Federal University of Rio Grande do Sul Animal Care and Use 

Committee (process number 31516). 

 

Reagents 

2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). For glutamate uptake experiments, glutamic acid, L-[3,4-3H] was purchased from 

PerkinElmer (Boston, MA, USA). Lactic acid, L-[14C(U)] sodium salt and Glucose, D-[14C(U)] 

were purchased from American Radiolabeled Chemicals, Inc. (St. Louis, MO, USA). Glutamic 

acid, L-[14C(U)] (#NEC290E250UC) and Optiphase “Hisafe” 3 (#1200-437) scintillation liquid 

were purchased from PerkinElmer (Boston, MA, USA). Protein quantification was performed 

with BCA Protein Assay kit from Thermo Fisher Scientific (#23227, Rockford, IL, USA) using 

bovine serum albumin as standard. All other reagents were of analytical grade. 

 

Animals 

Animals were obtained from the Central Animal House of ICBS – UFRGS. Adult male Wistar 

rats (90-100 days old, weightening 300-350 g) were housed three to four per cage under 

controlled light and environmental conditions (12 h light/12 h dark cycle at temperature of 22 

+ 2 °C), with water and food pellets available ad libitum. 

 

CTX preconditioning treatment 

Animals were divided in four experimental groups: (i) sham-saline (SS); (ii) ischemia-saline; 

(iii) sham-CTX pretreated (SCTX); and (iv) ischemia-CTX pretreated (ICTX). The animals of 

the groups SCTX and ICTX were pretreated with CTX as previously described in the literature 
24,25,37. Briefly, the animals received 200 mg/kg of CTX (Eurofarma, São Paulo, SP, Brazil) 
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dissolved in saline, once a day via i.p, for 5 days previously to the induction of FPI. The 

remaining experimental groups (SS and IS) received only vehicle (saline) (Fig.1A). 

  

Induction of Focal Permanent Ischemia (FPI) 

The focal ischemic lesion was induced by blood thermocoagulation of pial vessels over the 

motor and sensorimotor cortices 35,38,39. Briefly, the animals were anesthetized with ketamine 

hydrochloride (70 mg/kg, i.p) and xylazine hydrochloride (10 mg/kg, i.p.) and placed in a 

stereotaxic apparatus. The skull was surgically exposed, and a craniotomy was performed by 

exposing the left frontoparietal cortex (+2 to -6 mm A.P. and -2 to -4 mm M.L. from the bregma) 
40. The blood inside the pial vessels was thermocoagulated transdurally by the apposition of a 

hot probe to the dura mater. After the procedure, the skin was sutured and the body temperature 

was maintained at 37 °C using a heating pad until recovery from anesthesia. Sham-group 

animals were only submitted to the aforementioned craniotomy. All animals with apparent 

surgical damage were excluded from this study. 

 

Behavioral tests 

Cylinder Test 

The cylinder test was performed to evaluate the sensorimotor performance of each animal after 

induction of the FPI model. The test is based on the spontaneous exploratory behavior of 

rodents, and it reveals forelimb preference when the animal rears to explore its environment by 

making forelimb contact with the cylinder walls (transparent glass apparatus, 200 mm in 

diameter and 300 mm in height) 39. Animals were subjected to one trial 1 day before the 

beginning of CTXpre and again once a week for 6 weeks after FPI. To prevent habituation to 

the cylinder, the number of movements recorded was limited to 20. The occurrences of 

ipsilateral (to the lesion), contralateral or simultaneous forelimb use were counted. The 

symmetry score for each animal was calculated by a previously described formula 41. For the 

group IS, only animals with a symmetry score between 0 and 30% were selected for further 

experiments. We observed that ICTX group symmetry scores were not statistically different 

from the IS group 2 days post-FPI, so the same rule was applied. 
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Neurological Score 

The animals were also submitted to neurological evaluation in the same time points (post-FPI, 

once a week for 6 weeks) and their performance was registered according to Garcia et al. with 

some modifications 42. Briefly, the Garcia neurologic score is a composite neurological test in 

which the rats were evaluated for various sensorimotor deficits such as: (i) symmetry in four-

limb movement; (ii) forepaw outstretching; (iii) climbing; (iv) body proprioception; and (v) 

response to vibrissae touch. The score given to each rat is the summation of all 5 individual test 

scores. The minimum neurological score was 3 and the maximum was 15 points, increasing 

with better performance. The criteria for the attribution of points is depicted in Table S1. 

 

Novel Object Recognition Task (NORT) 

The NORT was used to evaluate recognition memory 43 on the 42nd day after the induction of 

the FPI injury. To acclimate the animals to the arena, 90 min before the NORT test an Open 

Field training session was performed. For this, the animals were individually placed on the 

periphery of the arena for exploration. In the familiarization phase, the arena contained two 

identical objects (familiar objects, FO1 and FO2) and the animals were left to explore them for 

10 min. Exploration of objects were counted only when the animal's mouth or nose made 

contact with an object. Since both objects were new, the time spent on both objects was 

expected to be similar. Then, 90 min later, the first NORT took place and the animals were 

individually put back into the arena with an FO (the same as in the training session) together 

with a new object (NO) to assess short-term memory. The second NORT was performed 24 h 

after. In this task, the animals were placed back into the arena with the FO (the same as in the 

first NORT) in the same position but with the NO (same test object) in a different position in 

order to measure long-term memory. The time spent exploring the objects was recorded for 10 

min. The task was recorded and analyzed by ANY-maze 6.19 software (Stoelting Co., Wood 

Dale, IL, USA). The results were expressed as a percentage of time spent exploring each object 

during the test session. Animals that recognized the NO as such and explored it for more than 

50% of the total time were considered to display successful recognition (Fig. 1F).  

 

Experimental Procedure and Tissue Preparation 
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Animals were euthanized by decapitation 2 days after surgery, and the following parameters 

were evaluated: in vivo — (1) cylinder test, (2) neurologic score, and (3) NORT; ex vivo — (4) 

lesion size measurement, (5) L-[3H] Glutamate uptake and release, (6) substrate oxidation to 
14CO2, and (7) Glutamine Synthetase (GS) activity measurement; and post-mortem — (8) GLT-

1 mRNA expression, (9) GLT-1 and GS immunocontent, and (10) amino acid dosage in 

cerebrospinal fluid (CSF). For the ex vivo and post-mortem experiments, we used a specific 

region of the cerebral cortex (penumbra), composed by a cerebral cortical cluster 

(somatosensorial, entorhinal, perirhinal, auditive, and visual cortices), after setting the lesion 

size by the TTC staining (described below) 35. All analysis were performed in the ipsilateral 

(lesioned) hemisphere (Fig. 2C). 

 

Lesion Size Measurement 

We used TTC staining to delineate the ischemic core region from the peri-infarct area and to 

measure the infarct volume. Briefly, the brain was rapidly removed from the skull and sectioned 

in the coronal plane into slices of approximately 2 mm thick using a rat brain matrix (N=7). 

The slices were immersed for 30 min in a 2% TTC solution at 37 °C followed by overnight 

fixation in 4% paraformaldehyde (Sigma, St. Louis, MO, USA). After TTC staining, the slices 

were arranged in a frontal-occipital orientation and digital images were taken. Brain slices were 

analyzed with ImageJ software (NIH, Bethesda, MD, USA). The infarct volume was calculated 

as described previously 44,45. The results are expressed in cubic millimeters. 

 

RNA expression and Quantitative RT-PCR 

To evaluate GLT-1 expression, real-time RT-PCR was performed. Total RNA was isolated 

from the cerebral cortical cluster (N=7) using RNeasy® Protect Mini Kit (#74106, Qiagen, 

Hombrechtikon, Switzerland) 46. The concentration and purity of the RNA were determined 

spectrophotometrically at a ratio of 260/280. For cDNA synthesis, 200 ng of total RNA were 

reverse transcribed with Taqman® Reverse Transcription Reagents Kit (N808-0234, Applied 

Biosystem, Luzern, Switzerland) with random hexamers as described by the suppliers in a total 

volume of 50 µL. The PCR reaction was performed with 1 µL of cDNA mixed with the suitable 

primer (0.3 µM) and the SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystem, Luzern, 
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Switzerland) in a total volume of 10 µL. Each sample was tested in duplicate. Quantitative 

determination of GLT-1 (For, 5’-GAGCATTGCTGCAGCCAGTATT-3’; Rev 5’-

GTTCTCATTCTATCCAGC AGCCAG-3’; Microsynth, Balgach, Switzerland) mRNA 

expression levels was performed with the StepOnePlus™ Real‐Time PCR System (Applied 

Biosystems, Luzern, Switzerland) with  β-actin (For, 5’-ATATCGTCATCCATGGCGAAC-

3’; Rev 5’-ACCTTCTTGCAGCTCCTCCGT-3’; Microsynth, Balgach, Switzerland) mRNA 

used as an endogenous control. For data analysis, the raw threshold cycle (CT) value was first 

normalized to the housekeeping gene for each sample to obtain the ΔCT value. The 

normalized ΔCT value was then calibrated to the control cell samples to obtain the ΔΔCT value. 

 

Western Blot 

For protein immunocontent evaluation, cerebral cortical clusters from all experimental groups 

were obtained 2 days post-surgery and prepared as previously described, with modifications 35. 

Briefly, cells were solubilized in ice-cold RIPA buffer (0.1% SDS, 150 mM NaCl, 1% Triton 

X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 50 mM Tris, pH 8.0), standardized in sample buffer (62.5 

mM Tris-HCL pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 5% β-mercaptoethanol, 10% (v/v) glycerol, 0.002% 

(w/v) bromophenol blue), and boiled at 95 °C for 5 min. Separation by SDS-PAGE was 

performed with 10 µg of protein per well. After transferring the proteins to a nitrocellulose 

membrane, adequate loading was confirmed using Ponceau S staining. The membranes were 

incubated with blocking buffer (5% (w/v) albumin) overnight, followed by incubation with 

primary polyclonal rabbit antibody overnight at 4 °C (GLT-1, 1:1000 dilution; Glutamine 

Synthetase, 1:5000 dilution; β-tubulin, 1:1000 dilution). After, the membranes were washed 

and incubated with horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG (GE Healthcare) 

secondary antibody for 2 h. Chemiluminescent bands were detected in an ImageQuant 

LAS4000 system (GE Healthcare) using an enhanced chemiluminescent (ECL) horseradish 

peroxidase (HRP) substrate from the SuperSignal™ West Pico PLUS kit (Cat. No. 34580, 

Thermo Scientific) and quantified with ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA). The results were 

expressed in percent of control levels after normalization using β-tubulin as an internal standard. 

 

L-[3H] Glutamate Uptake in Cortical Slices 
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Brain cortical slices (300 µm, 100-120 mg) were rapidly obtained using a McIlwain Tissue 

Chopper and immersed in HBSS (in mM: 137 NaCl, 0.60 Na2HPO4, 3.0 NaHCO3, 20 HEPES-

Na+, 5.0 KCl, 0.40 KH2PO4, 1.26 CaCl2, 0.90 MgSO4, and 5.55 D-glucose, pH 7.2) and 

preincubated with HBSS at 37 °C for 15 min, followed by the addition of 0.33 µCi of L-[3H]-

Glutamate. Incubation was stopped after 7 min with two ice-cold washed of 1 mL HBSS. After 

washing, 0.5 N NaOH was immediately added to the slices and kept overnight. Na+-independent 

uptake was measured using the aforementioned protocol with modifications on the assay 

temperature (4 °C) and the composition of the medium (N-methyl-D-glucamine instead of 

NaCl). Na+-dependent uptake was measured as the difference between the total uptake and the 

Na+-independent uptake 47. Incorporated radioactivity was measured using a liquid scintillation 

counter (Hidex 300 SL, Mikrotek Laborsysteme, Overath, Germany). 

 

Cortical Synaptosomal Preparation 

The cerebral cortical tissue of each rat was manually homogenized (small capacity Teflon/glass 

homogenizer in 10 x mL/g) in 10 mM Tris buffer (pH 7.4) with 0.32 M sucrose, 1 mM EDTA 

and 0.25 mM dithiothreitol (DTT). The homogenate (H) was centrifuged in microfuge tubes 

(1.5 mL per tube) at 1000xg for 10 min at 4 °C, using a fixed-angle rotor. The resulting 

supernatant (S1) was centrifuged at 11,000× g for 20 min at 4 °C to obtain a synaptosomal-

enriched pellet (SP), which was washed twice with HBSS (pH 7.4) by centrifugation at 16,000× 

g for 10 min at 4 °C to remove sucrose excess. The final pellet was resuspended in HBSS buffer 

(900 μL) 48. 

 

Ex vivo L-[3H] Glutamate Uptake from Cortical Synaptossomal Preparations 

To measure glutamate uptake in brain cortex synaptosomes (prior step to measuring its release), 

1 μ Ci/mL L-[3H] Glutamate plus 50 μM (final concentration) glutamate was added, and the 

mixture was incubated for 15 min at 37 °C. The reaction was terminated by four washes of ice-

cold HBSS through centrifugation at 14,000× g for 1 min at 4 °C. The final pellet was 

resuspended in HBSS, and an aliquot was separated. The radioactivity of this aliquot was 

determined using a Hidex 300 SL scintillation radioactivity counter 48 (Fig. S1). 
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Ex vivo L-[3H] Glutamate Release from Cortical Synaptossomal Preparations 

L-[3H] Glutamate release from synaptosomes as previously described 49, with minor 

modifications. First, the SP was loaded with L-[3H] Glutamate using the in vitro L-[3H] 

Glutamate uptake assay protocol (described above). Basal L-[3H] Glutamate release was 

initiated by the addition of aliquots of loaded synaptosomes in HBSS buffer at 37 °C for 1 min 

and stopped by immediate centrifugation (14,000× g for 1 min at 4 °C). The percentage of 

previously loaded radioactivity present in the supernatant was considered the amount of GLU 

released. K+-stimulated L-[3H] Glutamate release was assayed as described for basal release, 

except that the incubation medium contained 40 mM KCl (NaCl decreased accordingly) to 

induce synaptosomal depolarization. The K+-stimulated glutamate release was calculated as the 

delta (Δ) between both glutamate release activities. Glutamate release was increased by 

approximately 70 % by high K+, indicating the viability of our preparations, in comparison with 

the non-stimulated L-[3H] Glutamate release. Radioactivity was separately determined for 

supernatants and pellets using a Hidex 300 SL scintillation counter 48. 

 

Substrate Oxidation to 14CO2 

Cerebral cortex slices (300 µm, 100-120 mg) were obtained as described above, transferred into 

flasks and pre-incubated in Dulbecco’s buffer for 30 min. Before incubation with radiolabeled 

substrates, the reaction medium was gassed with a 95% O2; 5% CO2 mixture for 30 seconds. 

Slices were incubated in 1 mL of Dulbecco’s buffer containing either: (i) 5 mM D-Glucose + 

0.2 µCi D-[14C(U)]-Glucose; (ii) 10 µM L-glutamic acid + 0.2 µCi L-[14C (U)]-Glutamate; or 

(iii) 10 µM sodium L-Lactate + 0.2 µCi L-[U-14C]-Lactate. Then, the flasks containing the 

slices were sealed with rubber caps and plastic film, and incubated at 37 °C for 1 hour in a 

Dubnoff metabolic shaker (60 cycles/min) as described previously 50. The incubation was 

stopped by adding 0.2 mL 50% trichloroacetic acid through the rubber cap into the flask, while 

0.1 mL of 2 N NaOH was injected into the central wells. Thereafter, flasks were shaken for an 

additional 30 min at 37 °C to trap 14CO2. The content of the central wells was transferred to 

vials and assayed for 14CO2 radioactivity in a liquid-scintillation counter. The initial specific 

activity of the incubation medium was considered for calculations 35. 
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Amino Acid Quantification by HPLC 

For collecting cerebrospinal fluid (CSF) samples (100 µL per rat), 2 days post-FPI the animals 

were anesthetized with isoflurane and placed on a stereotaxic apparatus, were a direct puncture 

of the cisterna magna was performed 51. CSF samples were centrifuged at 1000 g for 10 min, 

and the supernatant was stored at -80 °C. The quantification of free amino acid levels by High-

performance Liquid Chromatography (HPLC) was performed as described previously 52. 

Briefly, each CSF sample was filtered in a Millipore 0.22 µL filter and the cell-free supernatant 

aliquots were used to quantify the levels of the following amino acids: aspartate (Asp), 

glutamate, serine/histidine(Ser/His), glutamine, alanine (Ala), tryptophan (Trp), methionine 

(Met), valine (Val), phenylalanine (Phe), isoleucine (Ile), leucine (Leu), ornithine and lysine 

(Lys). The analysis was performed using a reverse phase column (Supelcosil LC-18, 250 mm 

x 4.6 mm x 5 µm, Supelco) in a Shimadzu Instruments liquid chromatograph (50 µL loop valve 

injection, 40 µL injection volume) and fluorescent detection after pre-column derivatization 

with 100.5 µL OPA (5.4 mg OPA in 1 mL, 0.2 M sodium borate pH 9.5) plus 25.5 µL 4% 

mercaptoethanol for 3 minutes. The mobile phase flowed at a rate of 1.4 mL/min and 25 °C 

column temperature. Buffer composition was: (A) 0.04 mol/L sodium dihydrogen phosphate 

monohydrate buffer, pH 5.5, containing 80% of methanol; (B) 0.01 mol/L sodium dihydrogen 

phosphate monohydrate buffer, pH 5.5, containing 20% of methanol. The gradient profile was 

modified according to the content of buffer B in the mobile phase: 100% at 0.10 min, 90% at 

15 min, 48% at 10 min, 100% at 60 min. Absorbance was read at 360 nm and 455 nm, excitation 

and emission respectively, in a Shimadzu fluorescence detector. Samples of 20 µL were used 

and concentration was expressed in µM. Amino acids were identified by their retention time 

and were quantitatively determined by using their chromatographic peak area. A known amino 

acid standard mixture was used for calibration. 

 

Glutamine Synthetase Activity 

The glutamine synthetase (GS) enzymatic activity assay was performed as previously described 
53. Briefly, 0.1 mL of the cell lysate, suspended in 140 mM KCl, was added to 0.1 mL of reaction 

mixture containing (in mM): 10 MgCl2, 50 L-glutamate, 100 imidazole-HCl buffer (pH 7.4), 

10 2-Mercaptoethanol, 50 hydroxylamine-HCl (pH 7.4), and 10 ATP, and incubated for 15 min 

at 37 °C. The reaction was stopped by the addition of 0.4 mL of a solution containing (in mM): 
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370 ferric chloride, 670 HCl, and 200 trichloroacetic acid. After centrifugation, the absorbance 

of the supernatant was measured at 530 nm and compared to the one generated using standard 

quantities of synthetic γ-glutamylhydroxamate (Sigma) treated with ferric chloride reagent. The 

controls contained homogenate but lacked ATP. GS activity was expressed as µmol/ mg of 

protein/ hour. 

 

Statistical Analysis 

For the ex vivo and post-mortem analysis, the FPI samples and the sham samples were divided 

in accordance with the pretreatment received (CTXpre or vehicle) and compared by 2-way 

ANOVA followed by Tukey post-hoc test, with levels of significance below P<0.05. For the 

behavioral assessment throughout 42 days post-FPI (cylinder test and neurologic score), the 

statistical analysis was performed using generalized equation models (GEM) 54 for longitudinal 

data, adjusting all possible interactions between the factors FPI, CTXpre and Time point (day). 

The adjusted means were estimated and compared using Tukey test. For the NORT test, we 

applied unpaired t tests with a theoretical average of 50%. The infarct volume was also analyzed 

by unpaired t test, as the sham groups did not exhibit any infarct volume. Data are expressed as 

mean + S.E.M. All graphics and analyses were performed with Prism GraphPad (version 8.01 

for Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com), except the 

behavioral assessment analysis, which was done using R Software (version 4.0.3). 

 

Results 

Behavioral Assessment: 

- FPI injury results in long-term motor performance impairment, which can be 
improved by CTXpre 

To observe the effect of ischemic insult and the CTXpre in the animals’ motor function,, 

we performed the cylinder test 39 and neurological score tests 42 once a week for six weeks (Fig. 

1A).  

On the cylinder test, statistical analysis using adjusted GEM reveled significant effect 

of FPI (P<0.0001; Chi2=70.052) and time point (day of analysis, P<0.0001; Chi2=67.040) when 

evaluated independently. We observed interactions for both FPI and CTXpre factors with the 
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time point (FPI: day, P<0.0001, Chi2=263.370; CTXpre: day, P=0.00301, Chi2=21.570). In the 

multiple comparisons analysis, we observed that sham animals (SS and SCTX) did not present 

any significant differences in symmetry of forelimb throughout the analysis (all time points, 

adjusted GEM, Fig. 1B). However, the ischemic groups (IS and ICTX) exhibited an impairment 

in the contralateral forepaw due to the FPI injury when compared to the control SS, exhibiting 

a remarkable decrease in their symmetry score in the short- and medium-term (from 2 to 21 

days post-FPI, IS: P<0.0001; ICTX: P<0.0001; 28 days, ICTX: P=0.0082; adjusted GEM, 

N=10-12 per group; Fig. 1B). At 35 days post-FPI, the ICTX group presented a significantly 

improved performance compared to the IS group (P=0.0026; adjusted GEM), but was still 

presenting an impaired symmetry score in comparison to the control SS (P=0.0094; adjusted 

GEM) (Fig. 1B). At 42 days post-FPI, both ischemic groups were still presenting impaired 

performances in comparison to the SS group (IS: P<0.0001; ICTX, P=0.0029; adjusted GEM). 

Despite that during the major part of the evaluation both ischemic groups exhibited similar 

performances, at the final time point the ICTX group presented 4 animals with full symmetry 

recuperation (symmetry score ≥ 80%), representing 33.33% of ICTX animals (N=12), while 

the IS group did not (Fig. 1D). All means and S.E.M. values are described in detail in Table S2. 

In the Neurological Score, statistical analysis using adjusted GEM reveled significant 

effect of FPI (P<0.0001; Chi2=132.1) and time point (day of analysis, P<0.0001; Chi2=70.1) 

when the factors were evaluated independently. CTXpre seems to have a significant interaction 

with FPI injury and time point of the analysis (CTXpre: FPI, P<0.0001; Chi2= 15.6; CTXpre: 

day, P=0.0064; Chi2=17.9). On the other hand, FPI injury exhibited a significant interaction 

with time point (FPI: day, P<0.0001; Chi2=68.9). In the multiple comparisons, all experimental 

groups presented a significantly lower score when compared to the control SS 2 days post-FPI 

(IS: P<0.0001; ICTX: P<0.0001; SCTX: P=0.0019; adjusted GEM for multiple comparisons; 

N=10-12 per group; Fig. 1C). Throughout the analysis, the IS group exhibited the most impaired 

performance when compared to the SS (all time points, P<0.0001, adjusted GEM adjusted 

GEM for multiple comparisons) or to the ICTX group (Table S3). At 14 days, the ICTX group 

presented a greater score than the IS group (P=0.0039; adjusted GEM for multiple comparisons, 

Fig. 1C), reaching the peak of motor performance at 21 days post-FPI (P=0.0004; adjusted 

GEM for multiple comparisons, Fig. 1C), when the animals exhibited a similar score to the 

control group. At 28 days, the ICTX group obtained a higher score than the non-treated animals 

(P=0.0051), but was again impaired in comparison with the control group (P=0.0021; adjusted 

GEM for multiple comparisons). In the long-term (35 and 42 days post-FPI), both ischemic 
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groups showed a decreased neurologic score in comparison to the control (P<0.0001; adjusted 

GEM for multiple comparisons), but ICTX presented a significant improvement when 

compared to the IS group (35 days: P=0.0004; 42 days: P<0.0001; adjusted GEM for multiple 

comparisons; N=12 per group, Fig. 1C). By the end of the analysis, the majority of the animals 

with full motor recovery (score > 12.5 points) belonged in the ICTX group (7 animals from 

ICTX group, N=14; 2 animals from IS group, N=13), while IS animals presented lower score 

values (Fig. 1E). All means and S.E.M. values are described in detail in Table S3. 

 

- Short-term memory was perpetually impaired by FPI injury, an effect prevented 
by CTXpre 

To investigate the effect of FPI injury and CTXpre on short- and long-term memory, we 

submitted the animals to the NORT at 42 days post-surgery. In the familiarization phase, all the 

experimental groups explored both FO1 and FO2 equally (Fig. 1G). In the 1st Task, performed 

90 min later, all experimental groups showed preference to explore the NO in detriment of the 

FO, but the IS group (index of exploration time of NO, SS: 61.50 + 1.94, P=0.0003; SCTX: 

60.49 + 2.41, P<0.0001; IS: 51.93 + 3.79, P=0.1773; ICTX: 60.65 + 2.97, P<0.0001; Unpaired 

t test, N=10 per group, Fig.1G). In the 2nd Task, performed 24 h later, all experimental groups 

recognized the dislocated object (index of exploration time of dislocated NO, SS: 58.89 + 2.04, 

P<0.0001; SCTX: 64.23 + 3.45, P<0.0001; IS: 59.79 + 2.09, P=0.0072; ICTX: 58.14 + 2.65, 

P=0.0015; Unpaired t test, N=10 per group, Fig.1G), suggesting that spatial memory is intact 

and functional in the animals evaluated. Overall, these results indicate that the IS group can 

form long-term memory, but may have a problem in evocating it in the short-term. The total 

exploration time (s) for each phase of NORT can be checked on Fig. S2. 

 

Lesion Size Measurement 

- CTXpre reduced infarct volume 

To measure the infarct volume caused by the FPI injury and to investigate the putative effect 

of CTXpre on this parameter, we performed the TTC staining method 2 days post-surgery. As 

expected, the FPI induced a well-defined infarct volume (IS: 106.7 + 2.88 mm3; N=6) that 

included the motor and sensorimotor cortical area, while CTXpre reduced it in approximately 

25% (ICTX: 77.96 + 4.17 mm3, P=0.0002; Unpaired t test, N=6) (Fig. 2A, 2B). The sham 

groups (SS and SCTX) did not present infarct volume. 
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Based on the determination of the infarct volume, we established a cortical area of interest 

adjacent to the lesioned ischemic core (penumbra) (Fig. 2C), as previously described 35. We 

used this area to investigate short-term neurochemical alterations that may have been 

responsible for the improved motor recovery in the behavioral long-term assessment. 

 

Effects on Glutamate Transport and Release 

- FPI decreased GLT-1 mRNA expression and protein content 

To investigate if CTXpre could induce GLT-1 expression in the FPI model, we determined 

GLT-1 mRNA expression and immunocontent in the cortical area of interest 2 days post-

surgery (Fig. 3A, 3B). In the SCTX group, CTXpre was able to increase GLT-1 expression (SS: 

1.000 + 0.13; SCTX: 1.449 + 0.13, P=0.0346; CTXpre factor: P=0.0370; F (1, 25) = 4.855; 2-

way ANOVA, N=7, Fig. 3A) and protein levels (SS: 100.0 + 4.87; SCTX: 122.2 + 3.47, 

P=0.0195; CTXpre factor: P=0.0043; F (1, 17) = 9.144; 2-way ANOVA, N=5, Fig. 3B) when 

compared to the control SS. In the ischemic groups, the FPI effect seemed to predominate: both 

IS and ICTX presented a decreased GLT-1 expression (IS: 0.5086 + 0.03; P=0.0183; ICTX: 

0.5313 + 0.10; P=0.0204; FPI factor: P<0.0001; F (1, 25) = 43.38; 2-way ANOVA, N=7 per 

group) and immunocontent (IS: 65.78 + 4.77, P=0.0005; ICTX: 72.90 + 5.84, P=0.0043; FPI 

factor P<0.0001; F (1, 17) = 74.08; 2-way ANOVA, N=5-6 per group). 

 

- Glutamate uptake is increased in both ischemic groups, but only ICTX animals 
showed normal glutamate levels in the CSF 

In order to evaluate CTXpre effect on glutamate uptake in the FPI model, we performed an 

assay with L-[H3]-Glutamate 2 days post-surgery and measured uptake activity using cortical 

slices (Fig. 3C). We observed that CTXpre alone had no influence on glutamate uptake and, 

consequently, SCTX and SS group exhibited statistically similar values (absence of unlabeled 

glutamate, P=0.3458; 2-way ANOVA, Fig 3A). However, in the ischemic groups, we noticed 

that: (i) FPI alone stimulates glutamate uptake, as shown by the increased transporter activity 

in both IS and ICTX groups in comparison with the control group (IS: 135.4 + 12.61, P=0.0231; 

ICTX: 179.9 + 14.33, P<0.0001; FPI factor: P<0.0001; F (1, 29) = 65.53; 2-way ANOVA, 

Fig.3C); and (ii) CTXpre presented a synergism with the increase caused by ischemia, 

culminating in a greater uptake activity by the ICTX group in comparison with the IS group 

(P=0.0035; Interaction: P=0.0006; F (1, 29) = 14.80; 2-way ANOVA, N=7-9 per group, Fig.3C). 
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Next, we evaluated glutamate levels in the CSF in the same time point to investigate the 

efficiency of glutamate uptake activity in clearing up the extracellular space. We estimated that 

glutamate levels of sham groups were similar (SS: 2.033 + 0.14; SCTX: 1.938 + 0.08; 2-way 

ANOVA, N=7-8 per group). In the IS group, we noticed a great increase in glutamate 

concentration caused by the FPI injury in comparison to the control (IS: 3.446 + 0.62, 

P=0.0271; FPI factor: P=0.0401; F (1, 25) = 4.687; 2-way ANOVA, Fig. 3D). Interestingly, 

CTXpre was able to prevent the rise in glutamate levels 2 days post-FPI when compared to the 

non-treated group (ICTX: 1.977 + 0.26, P=0.0259; CTXpre factor: P=0.0282; F (1, 25) = 5.430; 

2-way ANOVA, N=7 per group). 

 
- The glutamate release machinery is not altered by FPI injury nor CTX 

pretreatment in synaptosomal preparations 

To evaluate if CTX pretreatment interfered in glutamate release from the pre-synaptic 

terminal, we obtained synaptosomal preparations from the cortical area of interest and 

incubated with L-[H3]-Glutamate in order to fill the synaptic vesicles with a detectable substrate 

(Fig. S1). After, we proceeded to assay the release amount of the radiolabeled glutamate in 

basal and K+-stimulated synaptosomes. Nevertheless, we did not observe significant changes 

in glutamate release in either situation (Basal, SS: 0.8660 + 0.04; SCTX: 0.8499 + 0.07; IS: 

0.8795 + 0.06; ICTX: 0.8632 + 0.02; Stimulated, SS: 0.7427 + 0.07; SCTX: 0.6931 + 0.04; IS: 

0.7055 + 0.08; ICTX: 0.6608 + 0.05; 2-way ANOVA, N=5-7 per group; Fig. 3E, 3F), indicating 

that the release machinery in synaptosomes was not affected by CTX pretreatment or the FPI 

injury in terms of functionality. 

 

Metabolic Alterations 

- CTXpre prevented the FPI-induced increase in substrate oxidation rate 

To investigate how the ischemic injury and/or CTXpre may affect substrate oxidation rate, 

we performed an assay using radiolabeled substrates and measured the final 14CO2 produced in 

a hermetic-closed vial. The substrates analyzed were D-[(U) 14C]-Glucose (Fig. 4A), L-[(U) 
14C]-Glutamic Acid (Fig. 4B), and L-[(U) 14C]-Lactic Acid (Fig. 4C). 

In the glucose assay, we observed that CTXpre alone increased glucose oxidation rate when 

compared to the control (SS: 100.0 + 3.19; SCTX: 123.5 + 4.33; P=0.0002), as did the FPI 

injury (IS: 120.8 + 3.87; P=0.0004; 2-way ANOVA).  Interestingly, in the ICTX group we 
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observed that the increase in glucose oxidation was completely prevented when compared to 

the IS group (ICTX: 104.0 + 3.15, P=0.0059; Interaction: P<0.0001; F (1, 38) = 34.60; 2-way 

ANOVA, N=10 per group), and ICTX animals exhibited statistically similar values to the SS 

group. 

For the glutamate oxidation rate, we observed similar values in sham groups, indicating that 

CTXpre alone had no effect on this parameter (SS: 100.0 + 2.95; SCTX: 94.02 + 7.10; 

P=0.8041; 2-way ANOVA). In comparison to the control, we observed that FPI injury 

increased glutamate oxidation drastically (IS: 157.4 + 5.10, P<0.0001; ICTX: 125.5 + 6.46, 

P=0.0160; FPI factor: P<0.0001; F (1, 28) = 59.13; 2-way ANOVA). However, ICTX animals 

presented lower values than their non-treated counterparts in the IS group (P=0.0030; CTXpre 

factor: P=0.0028; F (1, 28) = 10.75; Interaction: P=0.0329; F (1, 28) = 5.035; 2-way ANOVA, N=8 

per group). These data indicate that CTXpre also had an effect on glutamate oxidation rate after 

FPI. 

Finally, we evaluated lactate oxidation rate, and observed that no significant effect of 

CTXpre in the SCTX group (SS: 100.0 + 6.81; SCTX: 124.4 + 7.58; P=0.2102; 2-way ANOVA, 

N=10 per group). FPI injury increased lactate oxidation rate when compared to the control 

group (IS: 159.8 + 11.61, P=0.0002; FPI factor: P= 0.0277; F (1, 35) = 5.274; 2-way ANOVA, 

N=8), while CTXpre completely prevented this effect in the ICTX group (ICTX: 105.0 + 9.12; 

P=0.0007; Interaction: P<0.0001; F (1, 35) = 20.24; 2-way ANOVA, N=11). 

 

- FPI impaired the glutamate-glutamine cycle through GS activity, which was 
prevented by CTX pretreatment. 

As CTXpre is known to modulate GLT-1 expression and glutamate uptake, we also 

investigated other possible routes of glutamate metabolism besides oxidation, including (i) GS 

immunocontent; (ii) GS activity; and (iii) glutamine levels in CSF (Fig. 5). We observed that 

CTXpre alone had no effect in SCTX GS protein content when compared to the control (SS: 

100.0 + 5.759; SCTX: 101.0 + 4.73; P>0.9999; 2-way ANOVA; N=6-7 per group). On the 

other hand, FPI injury decreased GS protein levels in the IS group (IS: 71.47 + 5.05, P=0.0011; 

FPI factor: P=0.0141; F (1, 26) = 7.054; 2-way ANOVA; N=7), while CTXpre prevented this 

effect after injury, exhibiting greater protein level when compared to non-treated animals 

(ICTX: 98.34 + 5.34, P=0.0015; CTXpre factor: P=0.0071; F (1, 26) = 8.716; Interaction: 

P=0.0109; F (1, 26) = 7.673; 2-way ANOVA, N=7) (Fig. 5A). 
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In the GS activity assay, we observed that the FPI injury decreased significantly enzymatic 

activity in the IS group in comparison to the control (SS: 0.091 + 0.005; IS: 0.072 + 0.004, 

P=0.0146; FPI factor: P=0.0059; F (1, 24) = 9.113; 2-way ANOVA). CTX pretreatment was able 

to prevent this effect in the ICTX group, presenting a greater enzymatic activity then the IS 

group (ICTX: 0.088 + 0.006, P=0.0414; CTXpre factor: P=0.0277; F (1, 24) = 5.491; 2-way 

ANOVA, N=7-8 per group) and statistically similar values to the control group (P=0.9628; Fig. 

5B). These results suggest that CTXpre preserves GS protein levels and activity in the post-FPI 

scenario. 

In the quantification of glutamine in the CSF, we observed a similar effect: while the FPI 

injury decreased glutamine levels in the IS group in comparison to the control (SS: 551.0 + 

14.13, IS: 384.9 + 54.57, P=0.0001; FPI factor: P=0.0002, F (1, 32) = 17.99; 2-way ANOVA; 

N=8-9 per group), CTXpre prevented this decrease in the ICTX group, presenting higher levels 

of glutamine in the CSF than the IS group (ICTX: 515.7 + 30.03, P=0.0015; CTXpre factor: 

P=0.0103, F (1, 32) = 7.442; Interaction: P=0.0159, F (1, 32) = 8.364; 2-way ANOVA; N=9), and 

statistically similar levels with the control group (Fig. 5C). No difference was found as an effect 

of CTXpre alone (SCTX: 547.1 + 18.53, P=0.9995; 2-way ANOVA, N=9). Taken together, 

these data suggest that glutamine availability may be a part of CTXpre neuroprotective effects. 

 

- Amino acid levels in the CSF were altered by FPI injury and CTX pretreatment 2 

days after surgery 

To investigate if FPI injury and/or CTXpre could influence amino acid metabolism and, 

consequently, their concentration in the CSF, we performed an HPLC analysis of the 

aforementioned fluid 2 days post-surgery. Summary of results are depicted in Fig. 6. 

Both FPI and CTXpre had an effect in Ser and/or His (Ser/His) concentrations, presenting 

higher levels when compared to the control (SS: 84.26 + 1.28; SCTX: 97.92 + 1.40, P=0.0014; 

IS: 95.03 + 2.10, P=0.0118; ICTX: 99.57 + 2.98, P= 0.0003; FPI factor: P=0.0092, F (1, 21) = 

8.226; CTX factor: P=0.0004, F (1, 21) = 14.67; Interaction: P=0.0476, F (1, 21) = 4.427; 2-way 

ANOVA, N=6-7 per group) (Fig. 6A). However, in the analysis of Asp levels, we noticed only 

an increase in the ICTX group in comparison to the control (SS: 0.5583 + 0.04; ICTX: 0.8248 

+ 0.06, P=0.0004; 2-way ANOVA) and to the IS group (IS: 0.5054 + 0.02, P=0.0048; FPI 

factor: P<0.0001, F (1, 32) = 20.04; Interaction: P=0.0029, F (1, 32) = 10.37; 2-way ANOVA, N=9 
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per group) (Fig. 6B). Next, we observed that the CTXpre modulated Val levels in the CSF (CTX 

factor: P=0.0003, F (1, 30) = 16.60; 2-way ANOVA), culminating in decreased levels for the 

ICTX group in comparison to the IS group (IS: 3.724 + 0.23; ICTX: 2.980 + 0.13, P=0.0064; 

2-way ANOVA, N=8-10 per group). 

 

 

Discussion 

Our results presented evidence on CTXpre putative role in reprogramming brain’s 

response to cerebral ischemia through IT-metabolic adaptations. These changes culminated in 

a greater neurological improvement and prevention of short-term memory loss in a 6-weeks-

long evaluation. The FPI injury resulted in a greater infarct volume and poor motor performance 

in the IS group, probably due to inefficient glutamate uptake and impaired glutamate-glutamine 

cycle. These alterations compromised glutamate metabolic handling in the short-term, and the 

damaging effects were still visible 42 days after in the IS behavioral assessment. On the other 

hand, CTXpre alone increased GLT-1 expression, glucose oxidation and Ser/His levels in CSF, 

but had no other effects in the sham animals (SCTX). In the ischemic pretreated group (ICTX), 

CTXpre improved glutamate handling by shifting its fate to oxidation and maintaining 

glutamate-glutamine cycle through GS activity. These changes may have a synergistic effect 

on glutamate uptake, making it more efficient and maintaining astrocyte-neuron metabolic 

coupling, which ultimately resulted in a smaller infarct volume and greater functional recovery 

(Fig. 7). 

During the course of 6 weeks, we observed only subtle improvements until days 28 and 

35, and by the end of the evaluation only one-third of ICTX animals exhibited symmetry scores 

similar to the control group (Fig. 1D). This may be due to the nature of the cylinder test, which 

only offers a single output on forelimb preference. For this reason, we also submitted the 

animals to the García’s neurological assessment, as it has the advantage of scoring the degree 

of damage caused by induced cerebral ischemia within each sensorimotor category 55, being 

able to capture incremental severity. In the neurological score, all groups (SCTX, IS and ICTX) 

exhibited an impaired performance compared to the control group 2 days post-surgery (Fig. 

1C). The FPI injury had a great influence in this result, corroborating the cylinder test findings 

at this early time point. On the other hand, SCTX scores indicated that the pretreatment might 



 

57 
 

have a discrete, temporarily effect on motor performance, but not detrimental. During the time 

of the analysis, we observed that CTXpre had a positive influence on motor recovery in the 

medium- and long-term. Our data demonstrated that the ICTX group showed a clear progressive 

functional recovery and the majority of the animals exhibited a performance similar to the 

control group by the end of 6 weeks (Fig. 1C, 1E). The IS group presented a slower recover, 

ending up with poorer scores (Fig. 1D). Evidence suggests that neurological repair may occur 

through brain reorganization or, alternatively, through a compensatory mechanism activated by 

an initial contralesional activity 6. However, a recent meta-analysis concluded that a good 

functional outcome relies on the recruitment of the original functional network rather than on 

compensation 56. Here, our results indicate that the early neurochemical alterations elicited by 

CTXpre may facilitate the reorganization of the original functional network, thus enhancing 

long-term motor rehabilitation in ICTX group.  

We also tested the animals on learning and memory through NORT, as its results may 

be influenced by cortical lesions 57. On the 1st task, only the IS group could not recognize the 

novelty after a short retention period (90 min). On the 2nd task, however, all groups recognized 

the dislocated NO, indicating that long-term memory was formed and hippocampal function 

was intact (Fig. 1G). Cortical regions in the median temporal lobe are highly integrated with 

the hippocampus, with the perirhinal cortex being related to recognition after short retention 

intervals  58. In this study, we observed that these cortical areas, despite structurally viable, 

exhibited an impaired energy metabolism shortly after ischemia in the IS group (Fig. 2C; see 

below). These alterations can persist in the ipsilateral hemisphere at least until 9 days post-FPI, 

as shown previously by our group 35. It is possible that this energetic dysfunction in the IS group 

could have impaired the integrity of the median temporal lobe and, consequently, compromised 

the animals’ short-term memory 59. On the other hand, the ICTX group recognized the NO in 

the 1st task, demonstrating that CTXpre prevented this damage and, as a result, the animals 

could evocate short-term memory.  

Previous studies have shown that CTXpre (100-200 mg/kg/day, 5 days, via i.p.) is 

neuroprotective through upregulation of GLT-1 expression and uptake activity 22, resulting in 

reduction of infarct volume in ischemic models. These changes were reported in different 

experimental models: middle cerebral artery occlusion 60,61, transient forebrain ischemia 62 and 

global ischemia 63, usually after a period of reperfusion. Although we observed a decreased 

infarct volume, CTXpre could not prevent GLT-1 downregulation shortly after FPI induction 
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(Fig. 3A, 3B, no differences between IS and ICTX groups). Considering that (i) the SCTX 

group exhibited increased GLT-1 mRNA and protein levels; and (ii) the damage induced by the 

FPI model does not include reperfusion, these data may indicate that CTXpre cannot prevent 

GLT-1 diminishment on transcriptional and translatable levels in permanent ischemia.  In the 

ischemic core, GLT-1 may contribute to the increase of extracellular glutamate, as its transport 

is electrogenic and can operate in reverse 64. Thus, it is possible that, by inducing a permanent 

occlusion, the adjacent area to the core downregulated GLT-1 to prevent glutamate overflow. 

These data suggests that: (i) CTXpre may have prevented the over-expansion of the infarcted 

area; and (ii) reperfusion may be critical for the upregulation of GLT-1 expression in ischemic 

models.  

Despite downregulating GLT-1 expression, FPI enhanced glutamate uptake and showed 

a synergism with CTXpre (Fig. 3C). Glutamate clearance seemed to be more efficient in 

pretreated animals, as IS group exhibited increased glutamate levels in the CSF, while ICTX 

presented similar values to the control groups (Fig. 3D). Interestingly, CTXpre did not seem to 

affect release from presynaptic terminals (Fig. 3E, 3F), as our data showed no alteration on the 

glutamatergic release machinery shortly after ischemia and, in this context, GLT-1 enhanced  

transport activity might be responsible for the accounted neuroprotection. It is possible that 

CTX present an independent modulation of glutamate transporters activity, as suggested 

previously 65,66, but we cannot rule out other mechanisms that regulate uptake kinetics.  It is 

know that glutamate transporters are inhibited by reactive oxygen species and products of lipid 

peroxidation, since they are regulated by a redox mechanism 67. Previous studies suggested that 

β-lactam antibiotics have antioxidant potential in cerebral ischemic damage and enhance GSH-

Px and SOD levels 68,69, improving glutamate transport. However, our results showed that 

CTXpre also modulated energy substrates metabolism after ischemia, especially glutamate (see 

below), which may have contributed to its continuous transport into the cell. 

In this study, we also evaluated energy metabolism through substrate oxidation in 

cortical slices and amino acid levels in CSF. The FPI injury increased substrates oxidation in 

non-treated animals (IS), as previously demonstrated 70. This hypermetabolism in the peri-

infarct area may be related to excitotoxic stimulation of NMDA receptor, as the antagonist MK-

801 seems to prevent it 71. Our results indicate that the machinery for oxidizing substrates is 

functional and over activated due to local energy requirements (Fig. 4A, 4B, 4C). Our results 

demonstrated that CTXpre increased glucose oxidation rate in the SCTX group, indicating that, 
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when administered as a pretreatment, glycolysis may be induced as well. A previous study 

demonstrated that CTXpre can influence glucose metabolism when administered acutely, 

increasing glucose utilization in response to increased glutamate uptake by GLT-1 activity 72. 

However, we did not observe an increase in glutamate uptake in the SCTX group (Fig. 3C), but 

it may be due to the lack of unlabeled glutamate in the assay, or even to the different 

preincubation times. CTXpre-induced expression of GLT-1 may involve the activation of 

NFkB signaling pathway 69, which may be related to regulation of glycolysis and mitochondrial 

metabolism, but further investigation is needed to understand whether this result on glucose 

oxidation is influenced by glutamate uptake or may be a single feature of CTXpre. 

Besides the increase in glutamate uptake, we wanted to investigate if its increased 

availability inside the cells (putative astrocytic cells) would also increase its oxidation rate. 

Interestingly, CTXpre prevented completely the increase in the oxidative metabolism for 

glucose and lactate after FPI, but only partially for glutamate (Fig. 4B). This result suggests 

that CTXpre may have modulated neural cells to preferentially increase reliance on glutamate 

to fuel energetics and anaplerosis, a task usually held by glucose 73. A previous study performed 

in neuronal culture demonstrated that, when glucose is unavailable to mitochondrial 

metabolism, glutamate is the preferred substrate because it can add net carbon to the TCA cycle 
74. Collectively, these data indicate that CTXpre influence pathways that elicit metabolic 

flexibility in the brain, optimizing metabolism through glutamate metabolic handling.  

GS is a critical enzyme for the regulation of glutamate synaptic levels and is localized 

chiefly to astrocytes, but data regarding its role in stroke models is controversial 75,76. After FPI, 

we observed a downregulation of GS immunocontent and enzymatic activity, which 

compromised glutamine synthesis in the IS group (Fig. 5A, 5B, 5C). This enzyme is thought to 

be sensitive to oxidative stress generated during stroke 76, which may explain the decrement 

observed. The loss of GS would be expected to increase glutamate levels in CSF, as observed 

in IS group (Fig. 3D). On the other hand, CTXpre prevented these effects, sustaining glutamine 

levels in CSF. Increased GS expression/activity are known to support neuronal survival in the 

injured brain 77. In this scenario, we hypothesized that CTXpre may have increased GLT-1 

transport activity by preserving GS, as GLT-1 protein levels were compromised. Our results 

provided further evidence that this enzyme can be used as a tool to enhance glutamate uptake 
60 and that CTXpre effects on glutamate transport may be indirect in permanent occlusion 

models.  
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As amino acids, especially glutamate, are closely related to the TCA cycle, we evaluated 

their levels in CSF by HPLC. We observed an increase in the Ser/His peak in all experimental 

groups when compared to the control (SS). This effect seems to be caused not only by FPI 

injury, but also by CTXpre (Fig. 6A). It is important to mention that the HPLC method cannot 

separate Ser and His’ peaks from one another, hence the result could be due to each amino acid 

individually, or the pair of them. However, we must consider other evidence. For example, it is 

known that His is not synthetized in the brain, but actively transported by blood-brain barrier 
78. In the CNS, His dipeptides have an antioxidant role against reactive species of lipid 

peroxidation, but its whole function is still poorly understood 79. On the other hand, Ser 

participates in astrocyte-neuron metabolic coupling, being related to glycolysis and 

glutamatergic transmission. D-Ser is known as an essential co-agonist with glutamate for 

stimulation of NMDA receptors and its synthesis is negatively correlated with glycolytic flux 

is astrocytes 80. On the contrary, L-Ser biosynthesis is positively correlated with the glycolysis 

and uses 3-phosphoglycerate as precursor. Despite HPLC data cannot provide the information 

about which isomer is present, we can infer that it may be L-Ser, as both FPI and CTX are 

known to increase glycolytic flux: the first due to hypoperfusion and decrease in oxidative 

phosphorylation in vivo 81,82, and the second one for increasing glutamate uptake 72. The 

inhibition of serine racemase, responsible for the conversion of L-Ser to D-Ser, by increased 

glycolytic activity would corroborate with lower activation of NMDA receptors due to 

increased glutamate uptake and absence of co-agonist. Together with the preservation of GS, 

this hypothesis reinforces that CTXpre main target is astrocyte metabolism and that this cell 

type may be crucial for IT. 

Interestingly, the biosynthesis of (L-)Ser was pointed out as a cytoplasmic alteration that 

indicated enhanced glutamate oxidation in neuronal culture 74. When glucose-derived pyruvate 

is not available for mitochondrial metabolism, glutamate intracellular levels decreases 

significantly, while Asp levels increase. These changes indicate that glutamate is the substrate 

of choice to substitute glycolysis, probably because of its ability to add net carbon to the TCA 

cycle, maintaining anaplerosis and bioenergetics status. The shift of glucose metabolism to Ser 

synthesis suggest a more reduced cytoplasm, which may help drive glutamate oxidation by 

making the malate-aspartate shuttle more energetically favorable 74. In agreement, our findings 

indicated an increase in Asp levels in CSF of CTX-pretreated animals submitted to FPI (ICTX 

group; Fig. 6B). Together with the decrease in glucose oxidation (Fig. 4A), increased Asp levels 

suggest that glutamate might enter the TCA cycle by the reaction of aspartate aminotransferase 
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(AAT), an enzyme known to be a neuronal feature in glutamine oxidation 83. It seems that 

CTXpre drives glutamate for oxidation, attenuating metabolic dysfunction by decreasing lactate 

production and enhancing glutamate catabolism after ischemia. 

It is known that branched-chain amino acids (BCAAs, i.e., Leucine, Isoleucine and 

Valine) might serve in the brain as important donors of amino groups for glutamate synthesis 
84. BCAA transaminase activity is abundant in the brain and neurons have a great capacity to 

oxidize BCAAs. In this study, we observed a decrease in Val levels in the ICTX group shortly 

after FPI, indicating an increased catabolism for this amino acid when compared to the IS group. 

Val can be converted to its alpha-keto acid by transamination and, after a series of reactions, 

can enter the TCA cycle as succinil-CoA. A previous study by Bak et al 85 demonstrated that 

Val, rather than Leu or Ileu, was capable of maintaining neurotransmitter pools of glutamate in 

response to repeated depolarization in cerebellar neurons. Thus, we hypothesize that CTXpre 

may drive Val to oxidation and/or maintain glutamate pool shortly after FPI.  

In conclusion, we observed that CTXpre reprogrammed the cerebral response to 

ischemia, resulting in a neuroprotective effect that goes beyond glutamate uptake activity and 

involves shifting glutamate’s metabolic fate towards oxidation. Our data showed that CTXpre 

preserved pathways that improved glutamate handling to optimize brain metabolism, 

suggesting that glutamate may be a key metabolite in the control of energy usage in IT. 

Ultimately, these alterations demonstrate that CTXpre modulate glutamate metabolism and, 

consequently, reduced neurological damage, and facilitated functional recovery. CTXpre 

induced effects might provide a novel neuroprotective strategy against glutamate excitotoxicity 

in cerebral ischemia. 
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Figure Legends 

1. Experimental design and long-term behavior assessment. (A) Timeline indicating 
the experimental design, with numeric scale indicating the days pre and post-surgery. 
(B) Both IS and ICTX groups presented an impaired performance on the cylinder test 
when compared to the SS group (adjusted GEM; significance, a: not different from SS; 
b: different from SS; c: different from IS). (C) On García’s Neurological Score tests, 
we observed that the ICTX group improved significantly their neurologic score 
(adjusted GEM; significance, a: not different from SS; b: different from SS; c: different 
from IS). (D) 42 days post-FPI, only ICTX animals were able to reach a symmetry score 
above 80% (3 animals of 11, 27.27%). (E) At the same time point, the ICTX group had 
better performances on the neurologic score than the IS group: while 7 ICTX animals 
(total of 12, 58.33%) presented a score above 80% (≥12.5 points), only 1 IS animal 
showed an equivalent performance (total of 12, 8.33%). (F) Representation of the 
NORT experimental design and (G) index of the exploration time of both objects of 
each phase of the experiment. Unpaired t test, data expressed as mean+SEM. 
 

2. CTXpre primary effects on infarct volume 2 days post-FPI. (A) CTXpre decreased 
infarct volume in almost 25% in comparison to the non-treated group (Unpaired t test). 
(B) Representative TTC-stained FPI-injured brains 2 days post-FPI. (C) Scheme 
representing cerebral areas affected by FPI and the cortical area analyzed in this study 
for biochemical alterations. All data expressed as mean+SEM. 
 
 

3. Both FPI and CTXpre increase glutamate uptake, but appear to have no effect on 
the glutamate release machinery 2 days post-surgery. (A) CTXpre upregulated the 
mRNA expression of GLT-1, but did not prevent its downregulation by FPI. (B) 
CTXpre alone increased GLT-1 immunocontent in the SCTX group, while FPI injury 
had the opposite effect in the ischemic groups, indicating that CTXpre could not pre 
vent this effect in the ICTX group. (C) FPI injury increased [H3]-Glutamate uptake 
activity in cortical slices when compared to control SS (absence of unlabeled 
glutamate). Nevertheless, the ICTX group presented a higher uptake activity than the IS 
group. (D) FPI injury increased glutamate levels in the CSF when compared to the 
control group. CTXpre prevented this increase in the ICTX group, showing lower levels 
of glutamate in the CSF when compared to the IS group and similar levels to control 
SS. The other parameters were evaluated in synaptosomal preparations from the cortical 
cluster: (E) Basal and (F) K+-stimulated release of [H3]-Glutamate from synaptosomes 
were similar amongst all groups. All data analyzed by 2-way ANOVA and expressed as 
mean+SEM. 
 

4. FPI increased substrates oxidation to CO2, while CTXpre reduced 
hypermetabolism 2 days post-FPI. (A) Both CTXpre and FPI injury increased glucose 
oxidation in the IS and SCTX groups when compared to the SS group. However, in the 
ICTX group, CTXpre prevented this increase in comparison to the IS group. (B) FPI 
injury increased glutamate oxidation to 14CO2 in the IS and ICTX groups when 
compared to the control. (C) FPI increased lactate oxidation, which was completely 
prevented by CTXpre in the ICTX group. All data analyzed by 2-way ANOVA and 
expressed as mean+SEM. 
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5. FPI and CTXpre effects on metabolic pathways involving glutamate handling 2 
days post-FPI. (A) FPI decreased GS immunocontent in the IS group, while CTXpre 
prevented this decrease, maintaining protein levels similar to control values. (B) FPI 
decreased GS activity, which was prevented by CTXpre. (C) FPI decreased glutamine 
levels in the CSF in comparison to the control SS, while CTXpre was able to prevent 
this effect, suggesting that glutamine availability may be a part of CTX neuroprotective 
effects. All data analyzed by 2-way ANOVA and expressed as mean+SEM. 
 

6. Both FPI and CTXpre altered amino acid levels in the CSF 2 days after injury. (A) 
Serine/Histidine concentration were increased in all experimental groups compared to 
control. (B) Aspartate levels were increased in the ICTX group in comparison to the IS 
group (## P<0.01) and to the control. (C) CTXpre decreased Valine levels in CSF and 
the ICTX group presented lower values when compared to the IS group (## P<0.01). All 
data analyzed by 2-way ANOVA and expressed as mean+SEM. 
 
 

7. Summary of CTXpre and FPI injury alterations in cortical neurochemistry 2 days 
post-FPI. (A) All data were normalized to control values (SS group; black color) in a 
‘percent of control’ scale. Red color represents higher values (increase), as green color 
stands for lower ones (decrease). We can observe that CTXpre alone increased GLT-1 
mRNA expression and immunocontent. On the other hand, FPI injury resulted in the 
following effects: (i) decreased in GLT-1 expression; (ii) increased in glutamate uptake; 
(iii) increased glutamate uptake, but also (iv) could not remove all glutamate from the 
extracellular space; (v) hypermetabolized glutamate; (vi) decreased GS immunocontent 
and activity, thereby (vii) decreased glutamine availability in the CSF. These alterations 
suggest that the cerebral area in the ischemic core periphery had its metabolism impaired 
through astrocyte-neuron interactions such as the glutamate-glutamine cycle. In 
addition, the tissue faces a decrease in substrate availability, leading to hypermetabolism 
in an attempt to compensate. In the ischemic pretreated group (ICTX), we can observe 
that main neuroprotective effects might be a result of: (i) increased glutamate uptake; 
(ii) lower glutamate levels in the CSF; (iii) preservation of GS activity and 
immunocontent; (v) increased glutamine availability in the CSF; (vi) stimulation of 
glutamate oxidation and, consequently, (vii) releasing aspartate in the CSF in the Glu-
Asp exchange in the inner mitochondria membrane, all in favor of glutamate oxidation 
in neuronal cells. CTXpre appeared to have an effect in preserving essential astrocyte-
neuron metabolic exchanges, maintaining metabolic efficient and, therefore, decreasing 
the impact of the energetic failure post-FPI injury. (B) Representative model of CTXpre 
influence on glutamate metabolic ffate after FPI. CTXpre influence on GLT-1 activity 
and expression was effective to increase glutamate uptake by astrocytes. With GS 
activity at control levels, the glutamate-glutamine cycle was maintained. Due to the 
shortage of glucose supply, neurons used glutamate as an anaplerotic substrate, and also 
increased the oxidation of the branched-chain amino acid valine. Glutamate entrance in 
the TCA cycle is possible by the activity of AAT, which increases the synthesis of 
Aspartate and favors glutamate oxidation by stimulating the malate-aspartate shuttle. 
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Figure S1. Uptake of L-[3H]-Glutamate in synaptosomal preparations from the cortical 
region of interest. * P<0.05 (SS: 100.0 + 15.38; ICTX: 128.9 + 22.18; P=0.0258; FPI 
factor: P=0.0003, F (1, 23) = 18.42; 2-way ANOVA, N=6-7). 
 
Figure S2. Total exploration time in NORT (42 days post-FPI). There was no statistical 
significance between experimental groups in any phase of the test (2-way ANOVA). 
 
Figure S3. Concentration in the CSF for the amino acids (A) Alanine and (B) 
Tryptophan 2 days post-FPI. FPI injury is the source of variation for Alanine levels, but 
no statistical differences were confirmed by multiple comparisons (FPI factor: 
P=0.0060, F (1, 30) = 8.748; 2-way ANOVA, N=7-8 per group), but the groups were not 
statistically different when compared directly. FPI increased the concentration of the 
amino acid Tryptophan in the IS group (SS: 1.325 + 0.16; IS: 2.420 + 0.23, P=0.0087; 
FPI factor: P=0.0012, F (1, 32) = 12.72; 2-way ANOVA; N=7-10 per group), which may 
suggest a decrease in its use for neurotransmitter synthesis shortly after ischemia. All 
data analyzed by 2-way ANOVA and expressed as mean+S.E.M. 
 
Table S1. Detailed explanation of García’s Neurologic Score attribution of points on 
animal’s performance. Adapted from García et al., 1995. 
 
Table S2. Means and S.E.M. values for all experimental groups during a 6 weeks 
analysis in the cylinder test. 
 
Table S3. Means and S.E.M. values for all experimental groups during a 6 weeks 
analysis in the García’s Neurologic Score. 
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Figure 3.  
 
 
 

  



 

73 
 

Figure 4.  
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Figure 5.  
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Figure 6.  
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Figure 7.  
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Figure S1. 

 
 
 
Figure S2. 

 
 

Figure S3.  
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Table S1. 

 

 
SCORE 

 
TEST 0 1 point 2 points 3 points 

Symmetry in 
the Movement 
of Four limbs 

Forelimb on the 
contralateral side 
did not move at all 

Limbs on the 
contralateral side 
showed minimal 

movement 

Limbs on the 
contralateral side 
extended less or 
more slowly than 

those on the 
ipsilateral side 

All four limbs 
extended 

symmetrically 

Forepaw 
Outstreching 

Contralateral 
forelimb did not 

move 

Contralateral 
forelimb moved 

minimally 

Contralateral side 
outstretched less 

than the ipsilateral 
and forepaw 
walking was 

impaired 

Both forelimbs 
were outstretched 
and the rat walked 
symmetrically on 

forepaws 

Climbing - 

The rat failed to 
climb or tended to 
circle instead of 

climbing 

Contralateral side 
was impaired 

while climbing or 
did not grip as 

hard as the 
ipsilateral side 

The rat climbed 
easily and gripped 
tightly to the wire 

Body 
Proprioception 

- 

The rat did not 
respond to the 
stimulus placed 

on the 
contralateral side. 

The rat reacted 
slowly to stimulus 

on left side 

The rat reacted by 
turning head and 

was equally 
startled by the 

stimulus on both 
sides 

Response to 
Vibrissae 

Touch 
- 

The rat did not 
respond to 

stimulus on the 
contralateral side 

The rat reacted 
slowly to stimulus 

on the 
contralateral side 

The rat reacted by 
turning head or 

was equally 
startled by the 

stimulus on both 
sides 
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Table S2. 

 

Time point SS SCTX IS ICTX 

Basal 97.5 (1.61) a 99.5 (4.55) a 95.9 (2.64) a 95.8 (3.27) a 

2 days 97.5 (2.80) a 95.5 (7.23) a 24.1 (3.45) b1 23.3 (2.38) b1 

7 days 92.9 (5.05) a 84.5 (4.92) a 27.7 (4.56) b1 39.2 (3.48) b1 

14 days 97.5 (3.80) a 86.5 (6.17) a 40.9 (3.27) b1 52.5 (6.08) b1 

21 days 100.0 (3.68) a 85.5 (6.10) a 47.3 (3.04) b1 60.0 (5.03) b1 

28 days 87.1 (6.19) a 88.0 (6.45) a 47.7 (4.23) b1 62.1 (4.88) b2 

35 days 94.2 (4.08) a 102.0 (4.75) a 47.3 (2.52) b1 70.8 (6.23) b3, c 

42 days 95.0 (4.08) a 95.0 (2.92) a 54.5 (4.74) b1 72.1 (5.19) b4 

All data expressed as mean (S.E.M.).  
P value adjustment done with Tukey posthoc test for comparing a family of 4 estimates. 
Letter ‘a’ means statistical similarity with SS, while different letters represent statistical significance between 
groups. 
Significance in comparison to SS, b1: P<0.0001; b2: P=0.0082; b3: P=0.0094; b4: P=0.0029. 
Significance in comparison to IS, c: P=0.0026. 

 
 

Table S3.  

 

Time point SS SCTX IS ICTX 

2 days 14.31 (0.200) a 12.80 (0.369) b1 8.08 (0.606) b2 8.79 (0.551) b2 

7 days 14.00 (0.361) a 14.20 (0.310) a 7.83 (0.551) b2 9.50 (0.640) b2 

14 days 13.77 (0.291) a 14.00 (0.283) a 8.08 (0.629) b2 10.92 (463) b2, c1 

21 days 13.92 (0.352) a 14.40 (0.210) a 9.83 (0.525) b2 12.83 (0.388) a, c2 

28 days 14.38 (0.278) a 13.90 (0.435) a 10.58 (0.533) b2 12.75 (0.292) b3, c3 

35 days 14.23 (0.247) a 14.40 (0.380) a 10.25 (0.488) b2 12.33 (0.180) b2, c4 

42 days 14.54 (0.234) a 14.40 (0.210) a 10.33 (0.446) b2 12.50 (0.186) b2, c5 

All data expressed as mean (S.E.M.).  
P value adjustment done with Tukey posthoc test for comparing a family of 4 estimates. 
Letter ‘a’ means statistical similarity with SS, while different letters represent statistical significance between 
groups. 
Significance in comparison to SS, b1: P=0.0019; b2: P<0.0001; b3: P=0.0003. 
Significance in comparison to IS, c1: P=0.0016; c2: P<0.0001; c3: P=0.0021; c4: P=0.0004; c5: P<0.0001. 
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Principais contribuições do Capítulo 2 

Dentre os resultados obtidos neste capítulo, destacam-se: 

1. O CTXpre apresentou efeitos neuroprotetores frente ao modelo de FPI, com 

diminuição do volume de infarto e melhora neurocomportamental do grupo ICTX; 

2. A lesão isquêmica parece ter uma influência hierarquicamente superior ao CTXpre 

sobre a expressão de GLT-1, o que manteve sua regulação negativa 2 dias pós-FPI; 

3. A FPI é capaz de aumentar a captação de glutamato, enquanto que o CTXpre teve 

um efeito sinérgico, tornando a remoção desse neurotransmissor do meio extracelular 

mais eficiente; é possível que a preservação da atividade da GS esteja por trás dessa 

resposta; 

4. A análise da oxidação de substratos mostra que o CTXpre foi capaz de prevenir a 

elevada taxa oxidativa para glicose e lactato, mas não para o glutamato, sugerindo 

que esse aminoácido seria um substrato-chave para a otimização energética pós-FPI; 

tal achado parece ser reforçado pelo perfil de aminoácidos no grupo ICTX; 

5. O CTXpre induziu uma reprogramação da resposta tecidual à lesão de FPI, 

permitindo a preservação de vias metabólicas relacionadas com o acoplamento 

astrócito-neurônio. 
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O AVE é uma das principais causas de morte e deficiência adquirida em adultos 

atualmente. No Brasil, são registradas cerca de 68 mil mortes por AVE anualmente. A 

doença representa a primeira causa de morte e incapacidade no país, gerando um 

grande impacto econômico e social (Ministério Da Saúde 2012). Mesmo com o 

desenvolvimento de políticas de prevenção e controle dos fatores de risco, o índice 

de mortalidade dos pacientes tende a decair mais rapidamente do que a incidência de 

IC (Koton et al. 2014; Carmichael 2015), de modo que os sobreviventes comumente 

sofrem de deficiências funcionais crônicas, aumentando a necessidade de assistência 

médica. Dessa forma, além da compreensão dos mecanismos patofisiológicos, 

devemos buscar o entendimento dos processos que levam à reparação e à 

recuperação cerebrais, visando a reabilitação desses pacientes. 

Diversos processos neuroquímicos são desencadeados no cérebro após o 

início do evento isquêmico, causando morte celular no centro do infarto (core 

isquêmico). Em torno dessa área, reside a denominada “zona de penumbra”, tecido 

que apresenta uma hipoperfusão, mas que mantém o metabolismo energético 

parcialmente preservado. A zona de penumbra está sujeita a uma onda de processos 

deletérios propagados do core, incluindo excitotoxicidade, estresse oxidativo e 

resposta inflamatória. Tais processos levam à expansão do núcleo isquêmico e ao 

subsequente agravamento do desfecho clínico. Dessa forma, a região da penumbra 

pode passar por alterações celulares e moleculares para adaptar-se, podendo 

apresentar comprometimento bioenergético intermitente. Do ponto de vista 

terapêutico,  a penumbra é considerada um alvo para tratamentos neuroprotetores e 

neuro-reparadores por apresentar plasticidade cerebral (Ramos-Cabrer et al. 2011).   

Vários eventos moleculares são alvos potenciais para estratégias 

neuroprotetoras, incluindo inflamação, apoptose neuronal, estresse oxidativo, 

excitotoxicidade e influxo de cálcio nas células. O dano provocado por excitotoxicidade 

é o mecanismo mais investigado em modelos experimentais de IC (O’Collins et al. 

2006). No SNC, é comum relacionar a homeostase do glutamato com sua função 

como neurotransmissor e compartimentalizar seu metabolismo ao ciclo glutamato-

glutamina. Entretanto, o glutamato é também um aminoácido, sendo essencial para 

biossíntese, homeostase redox e controle hormonal do metabolismo nos tecidos 

periféricos (Newsholme et al. 2003). Além disso, o glutamato está intimamente 

relacionado com o ciclo do TCA, e seu gerenciamento metabólico em eventos 
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excitotóxicos ou de estresse metabólico ainda é pouco considerado (Divakaruni et al. 

2017). Considerando que a insuficiência bioenergética constitui a base fisiológica da 

IC, a disponibilidade de substratos, bem como sua utilização, pode sofrer adaptações 

e representar um alvo terapêutico promissor para manipulação farmacológica. 

De maneira sucinta, nesta tese apresentamos: (i) processos metabólicos 

decorrentes de dano isquêmico focal permanente na região da penumbra, 

relacionando com perfil de citocinas e fatores tróficos relevantes e com reatividade 

astrocitária; (ii) a contribuição de adaptações metabólicas que envolvem o catabolismo 

do glutamato após a indução de lesão isquêmica focal permanente para a 

interconectividade entre hemisférios; (iii) o papel do glutamato como substrato 

energético preferencial na reprogramação metabólica pelo pré-tratamento com CTX 

pós-FPI; (iv) a reprogramação metabólica decorrente do pré-tratamento com CTX no 

desfecho comportamental. Por fim, demonstramos mecanismos intrínsecos de 

adaptação metabólica, bem como uma maneira de reprogramar essa resposta, 

otimizando o metabolismo durante a IC que culminaram na melhoria do desempenho 

comportamental a longo prazo. 

 

4.1. Caracterização das alterações neuroquímicas e comportamentais no 

modelo experimental de FPI 

Modelos experimentais são ferramentas indispensáveis no estudo da 

patofisiologia da IC, uma vez que são altamente reprodutíveis e controláveis, 

permitindo a manipulação e o acesso direto ao tecido cerebral de interesse. Na prática 

clínica, a IC é majoritariamente permanente (Yu et al. 2015), o que reduz a janela 

terapêutica para a recuperação da zona de penumbra e piora o desfecho clínico do 

paciente. As opções de tratamento são limitadas, e apenas uma pequena 

porcentagem dos pacientes é tratada com agente trombolítico ou com abordagem 

endovascular (Krzyzanowska et al., 2016), fazendo com que o uso de modelos de 

oclusão permanente se assemelhe mais à patologia observada em humanos. 

No Capítulo 1, caracterizamos as modulações provocadas pela indução de FPI 

(realizada por termocoagulação) no córtex de ratos Wistar adultos, incluindo 

parâmetros inflamatórios, astrocitários e metabólicos. Encontramos alterações 

neuroquímicas que corroboram com a patofisiologia da IC observada em outros 

modelos experimentais, tais como: (i) redução da expressão do transportador de 



 

85 
 

glutamato GLT-1 na região da penumbra (Rao, Bowen, and Dempsey 2001; Han et al. 

2008); (ii) reatividade astrocitária, com aumento do número de processos na região 

do peri-infarto (Li et al. 2008); (iii) concentrações aumentadas de TNF-α e interleucina-

1β (IL-1β) (Minami et al. 1992; Buttini, Sauter, and Boddeke 1994; Barone et al. 1997; 

Liu et al. 1994); e (iv) modulação da expressão proteica de MCTs (Rosafio et al. 2016). 

O não restabelecimento do fluxo sanguíneo pode ter influenciado a persistência de 

alguns desses efeitos, incluindo: (i) a regulação negativa sobre GLT-1; (ii) o 

hipometabolismo in vivo de [18F]FDG na região da penumbra; (iii) aumento da 

captação de glutamato; e (iv) o hipermetabolismo ex vivo de L-[14C(U)]-Glutamato e L-

[14C(U)]-Lactato (sugestivo de grande necessidade metabólica), que foram 

observados 9 dias após a indução de FPI. 

No Capítulo 2, realizamos uma análise comportamental ao longo de seis 

semanas, permitindo a caracterização da performance sensório-motora dos animais 

pós-FPI. Pudemos observar que: (i) há uma curva de recuperação espontânea para o 

grupo IS (de 2 a 4 semanas pós-FPI, sem nenhum treinamento de reabilitação), em 

conformidade com o estudo de Takatsuru e colaboradores (Takatsuru, Nabekura, and 

Koibuchi 2014); e (ii) o grupo IS não foi capaz de reconhecer o objeto familiar 42 dias 

pós-FPI após um curto período de retenção (90 min), reforçando que a lesão tem 

efeitos deletérios a longo prazo. Esses resultados demonstram a importância da 

avaliação a longo prazo na performance sensório-motora e cognitiva dos animais para 

a determinação da gravidade final da lesão, bem como para visualização de possíveis 

efeitos de intervenções terapêuticas, como discutiremos abaixo. 

Por fim, todos os modelos experimentais apresentam vantagens e limitações 

que devem ser consideradas tanto para a escolha do método quanto para a 

interpretação final dos dados. Para a realização da FPI por termocoagulação, 

realizamos uma craniotomia para ter acesso direto aos vasos, o que constitui uma 

cirurgia invasiva e que requer um elevado grau de competência cirúrgica para evitar 

dano direto por perfuração. Por outro lado, esse procedimento possibilita uma 

confirmação visual da oclusão, corroborando para a alta reprodutibilidade da lesão 

(Fluri, Schuhmann, and Kleinschnitz 2015). Além disso, modelos envolvendo 

craniotomia são conhecidos por mimetizarem melhor a zona de penumbra (Sommer 

2017), tornando o modelo de FPI útil para o estudo das alterações que acontecem 

nessa região. 
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4.2. Determinação da região afetada no modelo de FPI 

 A expansão do núcleo do infarto às custas da zona de penumbra é a dinâmica 

“natural” após a oclusão permanente da circulação sanguínea em uma determinada 

região cerebral. No entanto, observamos algum retorno de atividade metabólica ex 

vivo pela coloração de TTC e in vivo por determinação do metabolismo de [18F]FDG 

em microPET 9 dias após a indução de FPI (Capítulo 1). A coloração de TTC é 

utilizada para diferenciar tecido metabolicamente ativo de inativo, sendo considerada 

um marcador confiável e acessível para mensurar volume de infarto. Originalmente 

incolor, o cloridrato de TTC é quimicamente reduzido a 1,3,5-trifenil formazan, um 

composto de cor vermelha, na presença de desidrogenases mitocondriais (Altman 

1976; Kramer et al. 2010). Realizamos essa medida 2 e 9 dias pós-FPI. Aos 2 dias, 

podemos observar a área atingida para determinação do núcleo isquêmico. Já aos 9 

dias após a lesão, a área infartada recuperou espontaneamente uma parte 

significativa de sua atividade metabólica (aproximadamente 73%), podendo indicar 

angiogênese em curso ou a migração de células para o local, incluindo progenitores 

neurais e/ou sua proliferação (Carmichael 2015). Nossos resultados também 

evidenciaram que, nesse período, a recuperação metabólica da zona infartada não 

refletiu em melhora na performance motora dos animais isquêmicos (vide Capítulos 1 

e 2), reforçando a ideia de que a rede neuronal original foi comprometida pela oclusão 

permanente e que a medida por coloração de TTC nesse tempo experimental pode 

ser mais indicativo de outro tipo de atividade celular no local. 

Quanto ao resultado observado no MicroPET, podemos hipotetizar que o 

aumento do metabolismo de [18F]FDG aos 9 dias (em comparação com a medida 

obtida aos 2 dias pós-FPI) pode ser devido à neuroinflamação presente na região. Tal 

hipótese baseia-se não só na concentração elevada de TNF-α nesse tempo 

experimental, como também na observação feita por Fukumoto e colaboradores 

(2011). Os autores empregaram o modelo de MCAO por trombose induzida 

fotoquimicamente em ratos e realizaram uma avaliação seriada em PET (baseline e 

1, 3, 7 e 14 dias após indução de IC) com a utilização de [18F]FDG para o metabolismo 

da glicose e [11C]PK11195 para neuroinflamação. A captação de [18F]FDG nas áreas 

peri-isquêmicas foi comparável às regiões cerebrais normais nos dias 1 e 3 e 

aumentou significativamente nos dias 7 e 14. Esse resultado coincidiu com o aumento 

da captação de [11C]PK11195 nos dias 3 a 14, o que sugere que o aumento tardio da 
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captação de [18F]FDG nessa região pode ser atribuído à inflamação. Além disso, no 

dia 7 pós-MCAO, houve uma sobreposição significativa entre o aumento da captação 

de [18F]FDG e [11C](R)PK11195 na autorradiografia, bem como aumento da coloração 

imunohistoquímica de Iba1. Juntos, esses achados implicam ativação microglial nesse 

período. Resultados semelhantes também foram relatados por Rojas et al. (Rojas et 

al. 2007), embora a neuroinflamação tenha sido mais pronunciada no núcleo 

isquêmico em comparação com a penumbra no dia 4 após a indução de MCAO 

transitória. A diferença nos modelos animais pode ser responsável pelas 

discrepâncias entre esses dois estudos. A análise da resposta inflamatória microglial 

não foi o foco desta tese (vide Hansel et al. 2015), porém avaliamos reatividade 

astrocitária, bem como sua participação no modelo de FPI (Nonose et al. 2018) 

(discussão logo abaixo). 

No Capítulo 2, comparamos os volumes de infarto entre animais pré-tratados 

com CTX (ICTX) com animais que receberam apenas veículo (salina; IS) 2 dias pós-

FPI. Observamos que o grupo ICTX apresentou um volume de infarto 

aproximadamente 25% menor face à lesão induzida por FPI, sugerindo uma ação 

neuroprotetora para este fármaco. Por se tratar de uma lesão permanente, é possível 

que o pré-tratamento com CTX tenha prevenido a expansão do infarto, considerando 

que um dos principais mecanismos envolvidos na propagação da lesão isquêmica é a 

excitotoxicidade glutamatérgica (Siesjö et al. 1995).  

 

4.3. Reatividade astrocitária no modelo de FPI 

As características morfológicas e funcionais dos astrócitos são alteradas sob 

circunstâncias patológicas, tornando-os reativos. Em IC, a reatividade astrocitária é 

conhecida por formar uma cicatriz glial, separando o resto do tecido cerebral do foco 

na lesão e aumentando a expressão de citocinas, quimiocinas e regulando a resposta 

imune (Li et al. 2008; Cekanaviciute and Buckwalter 2016). Por formar essa barreira 

física, estudos indicam que os astrócitos limitam o dano cerebral, reduzindo a 

neuroinflamação e mantendo a homeostase do SNC na fase aguda da IC (Li et al. 

2008).  

A característica mais marcante da reatividade astrocitária é a hipertrofia de 

seus processos e o aumento de expressão de GFAP, como observamos no Capítulo 

1 (Nonose et al. 2018). Nossos resultados mostram que a alteração mais marcante foi 
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o aumento do número de processos centrais primários nos astrócitos do hemisfério 

ipsilateral do grupo Isquemia em ambos os tempos analisados, atribuindo uma 

simetria mais radial à astroglia e indicando reatividade astrocitária. 

Ao se tornarem reativos, os astrócitos também produzem e liberam mediadores 

pró-inflamatórios como TNF-α e IL-1β, estando diretamente relacionados à inflamação 

na IC (Muir et al. 2007). Entretanto, é possível que a reatividade astrocitária também 

possa influenciar outros parâmetros, e.g., conversão de glutamato em glutamina. O 

aumento da expressão de GFAP já foi correlacionado com uma diminuição na 

atividade da GS (Weir and Thomas 1984), acarretando na diminuição tanto nos níveis 

de glutamina quanto nas taxas de conversão glutamato-glutamina (Lieth et al. 1998). 

No capítulo 2, observamos que a FPI levou a uma diminuição de imunoconteúdo de 

GS, bem como de sua atividade enzimática, no grupo IS. Apesar dos resultados serem 

sugestivos de danos diretos à enzima (i.e., estresse oxidativo), não se pode descartar 

a hipótese de que a reatividade astrocitária tenha alguma influência nesse parâmetro. 

É possível que a reatividade astrocitária também tenha influência sobre outros 

parâmetros, como demonstram estudos envolvendo vimentina e GFAP, ambos 

filamentos intermediários de citoesqueleto astrocitáro. Estudos que utilizaram animais 

nocaute para GFAP exibiram uma diminuição significativa no fluxo sanguíneo cortical 

cerebral acompanhado de um aumento relativo no volume de infarto quando 

comparados com animais wild type após MCAO (Nawashiro et al. 2000), indicando 

que a ausência de GFAP acarreta em uma maior suscetibilidade à IC. Essa 

vulnerabilidade poderia ser o resultado da redução dos transportadores de glutamato 

astrocitário (GLAST e GLT-1) e neuronal (EAAC1) observada nesses animais nocaute 

(Hughes et al. 2004). Sabe-se que a ausência de GFAP prejudica significativamente 

o deslocamento de GLT-1 para a superfície celular de astrócitos em cultura, o que 

pode ter consequências importantes na fase aguda da IC, na qual os astrócitos são 

responsáveis pela captação de glutamato para mitigar efeitos excitotóxicos (Mitani and 

Tanaka 2003). De maneira complementar, trabalhos que utilizaram um modelo de 

duplo nocaute GFAP/Vimentina indicaram que sua presença é essencial para que a 

reatividade astrocitária possa exercer funções neuroprotetoras após IC. Sua deleção 

acarreta na diminuição da captação de glutamato, maior suscetibilidade ao estresse 

oxidativo e aumento do volume de infarto, provavelmente por prejudicar a formação 

da cicatriz glial na fase aguda da IC. Nossos dados parecem corroborar com esses 
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estudos que ilustraram a importância da GFAP em parâmetros astrocitários de 

importância para a contenção do infarto.  

Considerando os relatos supramencionados, como perspectiva para o Capítulo 

2 desta tese, poderíamos sugerir a avaliação da reatividade astrocitária após o 

CTXpre e indução de FPI, uma vez que o papel da reatividade astrocitária ainda não 

é bem compreendido em protocolos de PC. Se a hipótese for válida, e tendo como 

base os resultados comportamentais obtidos no Capítulo 2, podemos hipotetizar que 

o CTXpre potencializaria as ações neuroprotetoras nos astrócitos reativos, 

possibilitando uma rápida contenção da expansão do infarto e, consequentemente, 

acelerando a recuperação funcional. 

 

4.4. Alterações bilaterais em um modelo de dano isquêmico focal  

A hipoperfusão focal desencadeia vários processos neuroquímicos no cérebro. 

Na zona de penumbra (região no entorno da área infartada), a redução do fluxo 

sanguíneo cerebral é atenuada pela perfusão residual de vasos sanguíneos 

colaterais, preservando o metabolismo energético e o gradiente eletroquímico de 

membrana (Donnan, Davis, and Sharp 2007). Essa região periférica pode passar por 

alterações celulares para evitar a evolução do infarto, bem como para adaptar-se a 

situação metabólica vigente pós-FPI. No Capítulo 1, nossos resultados apontaram 

para o surgimento de modulações em ambos os hemisférios cerebrais após indução 

de FPI, com destaque para adaptações neuroquímicas envolvendo o metabolismo do 

glutamato e do lactato (Nonose et al. 2018) (vide discussão adiante). A lesão 

isquêmica causou alterações tanto na zona de peri-infarto do hemisfério ipsilateral 

quanto na região equivalente no hemisfério contralateral. Algumas alterações estavam 

presentes somente a curto prazo (2 dias pós-FPI), enquanto outras persistiram ou 

surgiram após o período agudo (9 dias pós-FPI). 

Mesmo não apresentando reatividade astrocitária, o hemisfério contralateral 

sofreu alterações metabólicas e inflamatórias juntamente com ou separadamente do 

hemisfério lesionado após a indução da FPI, indicando que aquela região pode ter 

sido recrutada para compensar a falha energética, bem como as citocinas podem ter, 

de alguma forma, influenciado tais alterações. Distúrbio e adaptação metabólicos 

desempenham um papel importante na IC, e o entendimento dos mecanismos 

responsáveis pode auxiliar na busca por tratamentos efetivos (Yang et al. 2012). 



 

90 
 

Outros trabalhos já reportaram que lesões focais podem afetar regiões distais, 

sugerindo que os efeitos fisiológicos da IC são melhor avaliados quando se considera 

um efeito “em rede” e não apenas no local do dano estrutural (Carter et al. 2010). 

Compreender a dinâmica temporal dessas mudanças inter-hemisféricas é crucial para 

decifrar o papel do córtex contralateral nos processos de reorganização funcional em 

diferentes estágios pós-lesão. Nos próximos parágrafos, seguem as possíveis 

implicações das alterações ipsi-, contra-, ou bilaterais no modelo de FPI. 

 

4.5. Influência de citocinas e fatores tróficos nos transportadores 

É possível que alguns dos parâmetros avaliados nessa tese tenham sido 

influenciados pela liberação de citocinas e fatores tróficos (questão abordada no 

Capítulo 1). O TNF-α é uma citocina envolvida na resposta inflamatória desencadeada 

pela IC, e seus níveis podem permanecer elevados no tecido cerebral afetado até 9 

dias pós-FPI (Nonose et al. 2018). No entanto, sua função na patofisiologia da IC é 

controversa, apresentando efeitos tanto deletérios como neuroprotetores. 

Resumidamente, sabe-se que o TNF-α pode estimular a ativação (gliose reativa) e a 

proliferação de astrócitos (Selmaj et al. 1990) de forma parácrina e/ou autócrina, bem 

como ter efeitos negativos na captação e degradação do glutamato. A ativação da via 

envolvendo a via do TNFR1-caspase 3 (receptor 1 de TNF, baixa afinidade) resulta 

na clivagem do EAAT2 no domínio intracelular C-terminal do transportador de 

glutamato, tornando-o inativo (Boston-Howes et al. 2006). A estimulação da via NFkB 

(fator nuclear kappa b) em astrócitos por TNF-α diminui a transcrição e expressão de 

EAAT2 na membrana glial (Sitcheran et al. 2005), o que pode ter contribuído para os 

resultados que observamos na expressão de GLT-1 nos Capítulos 1 e 2 da presente 

tese (grupo Isquemia e grupo IS, respectivamente). Entretanto, Bruce et al. (1996) 

demonstraram que o dano aos neurônios por IC focal e excitotoxicidade foi aumentado 

em camundongos nocaute para os receptores de TNF, sugerindo um efeito 

neuroprotetor dessa citocina. Taoufik et al (2008) demonstraram que efeitos 

neuroprotetores contra a excitotoxicidade do NMDA em modelos de privação de 

oxigênio e glicose exigiam a presença de TNFR1, sendo que a ativação deste 

sensibiliza os neurônios às ações da eritropoietina e de VEGF (fator de crescimento 

endotelial vascular) pós-MCAO. A partir desses dados, pode-se concluir que essa 
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citocina tenha um efeito tanto deletério quanto neuroprotetor, e sua modulação 

predominante talvez seja definida por outros fatores. 

A IL-1β é uma citocina pró-inflamatória, pró-coagulante e com efeitos 

modulatórios sobre o crescimento celular. Sua presença no SNC é atribuída a diversos 

tipos celulares, como endotélio, microglia, astrócitos e neurônios (Touzani et al. 

1999)[2]. Os efeitos da IL-1β no dano celular isquêmico, sejam eles benéficos ou 

prejudiciais, podem depender de uma ampla gama de fatores de interação, uma vez 

que essa interleucina pode estimular a síntese de outros fatores de crescimento, 

neuropeptídios e citocinas (Sobowale et al. 2016). No Capítulo 1, observamos um 

aumento de IL-1β em ambos os hemisférios cerebrais 2 dias pós-FPI, enquanto que 

aos 9 dias observamos um aumento apenas no hemisfério contralateral à lesão 

(Nonose et al. 2018), sugerindo que os níveis de IL-1β poderiam estar relacionados à 

fase inicial da formação da cicatriz glial no hemisfério ipsilateral neste modelo 

experimental, de maneira que esta citocina poderia ser importante por conduzir a 

formação dessa barreira física (Liu et al. 2020). Quanto ao resultado no hemisfério 

contralateral, estudos anteriores também já relataram um aumento da expressão de 

IL-1β no hemisfério intacto (Zhang et al. 1998; Davies et al. 1999). O significado desta 

expressão remota é desconhecido, mas não está associado à morte celular evidente. 

Neurotrofinas, como o BDNF, são moduladores importantes para a 

sobrevivência e funções neuronais, sendo capazes de promover a liberação de 

citocinas anti-inflamatórias e diminuir a expressão de TNF-α (Jiang et al. 2010). Além 

de proteger os neurônios de danos causados por vários tipos de insultos, o BDNF 

também modula a neurotransmissão e desempenha um papel na plasticidade 

sináptica (Bramham and Messaoudi 2005). No Capítulo 1, nossos resultados 

mostraram que a diminuição dos níveis de BDNF não foi capaz de promover uma 

resposta anti-inflamatória, pelo menos não sobre os níveis de TNF-α e IL-1β. Além 

disso, o BDNF também é conhecido por modular a expressão de MCT2 (Robinet and 

Pellerin 2011). No Capítulo 1, a diminuição dos níveis de BDNF no hemisfério 

contralateral foi acompanhada de uma redução no imunoconteúdo de MCT2 na fase 

aguda (2 dias pós-FPI), indicando uma regulação direta desse fator trófico sobre o 

transportador (Robinet and Pellerin 2010) (a importância dessa modulação sobre 

MCT2 é discutida mais adiante). Além disso, esses resultados sugerem que algumas 
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adaptações ocorrem primeiro no hemisfério intacto e que podem ter uma função na 

adaptação metabólica à patofisiologia da IC.  

  

4.6. Expressão de mRNA e atividade de GLAST e GLT-1 após indução de FPI 

Uma das funções primordiais dos astrócitos no cérebro consiste na remoção 

do glutamato da fenda sináptica por meio de transporte especializado, sendo este um 

processo energeticamente custoso (Kreft et al. 2012; McKenna 2007). Nessa tese, 

observamos uma diminuição paradoxal na expressão dos transportadores de 

glutamato acompanhada por um aumento de sua atividade (Capítulos 1 e 2). Esses 

resultados revelam que o aumento na captação de glutamato não é necessariamente 

antecedido por maior expressão dos seus transportadores após FPI. Além disso, a 

diminuição da expressão gênica dos transportadores de glutamato pode não 

representar perda de conteúdo proteico ou, ainda, pode não ser responsável pela 

perda de sua atividade funcional. Além disso, é importante considerar que a atividade 

de captação é avaliada após a estabilização das fatias corticais em tampão oxigenado 

e suplementado com glicose, o que pode restaurar sua atividade dependente do 

gradiente Na+/K+ (Anderson and Swanson 2000; Danbolt 2001).  

O aumento da disponibilidade de glutamato no espaço extracelular, como 

esperado na fase aguda da IC, também poderia potencializar a função do GLT-1, uma 

vez que o glutamato é um agonista muito eficaz (Takatsuru, Nabekura, and Koibuchi 

2014). Adicionalmente, estudos já demonstraram que os neurônios estão diretamente 

envolvidos na regulação da expressão de GLT-1 e GLAST (Gegelashvili et al., 1997; 

Swanson et al., 1997; Schlag et al., 1998), o que pode indicar que a regulação negativa 

observada nesta tese pode ser uma consequência da morte neuronal induzida pelo 

dano isquêmico ou pela redução da atividade sináptica em ambos os hemisférios 

cerebrais nas áreas analisadas. Também é possível que os processos neuroquímicos 

decorrentes do dano isquêmico por FPI no core tenha exercido uma influência na 

expressão desses transportadores na zona de penumbra (vide abaixo).  

Por fim, no Capítulo 1, nossos resultados mostraram que a FPI altera não 

apenas a expressão de GLT-1 no hemisfério lesado, mas também no hemisfério 

intacto 2 e 9 dias após a lesão. Curiosamente, nossos dados indicam que a regulação 

nos níveis de expressão está conectada entre os hemisférios cerebrais e que o GLT-

1 pode desempenhar um papel na resposta ao dano isquêmico no hemisfério intacto. 
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Existem evidências clínicas que demonstram a reorganização no córtex somato-

sensorial contralateral ao infarto, e que esta desempenha um importante papel na 

compensação funcional pós-IC (Chollet et al. 1991; Wittenberg et al. 2003). Também 

já foi reportada a ocorrência de brotamentos axonais (axonal sprout) no hemisfério 

contralateral ao córtex somato-sensório, sugerindo que alterações nos circuitos 

neuronais pode ser induzida no hemisfério intacto à lesão isquêmica durante a 

recuperação funcional (Takatsuru et al. 2009). Apesar dessas evidências, os eventos 

biológicos responsáveis ainda não foram elucidados.  

 

4.7. Alterações interhemisférios envolvendo glutamato e lactato 

No Capítulo 1, nossos resultados sugerem que o metabolismo energético 

cerebral e o sistema glutamatérgico sofrem modulações sincrônicas entre os 

hemisférios cerebrais pós-FPI. Além disso, observamos um aumento na captação de 

glutamato simultaneamente ao aumento da oxidação de lactato em ambos os 

hemisférios cerebrais (região cortical de interesse), sugerindo que o glutamato pode 

estar sendo metabolizado pelo ciclo do TCA e convertido em lactato pelos astrócitos.  

Em seguida, esse lactato seria exportado para os neurônios como suporte energético 

(McKenna 2013) (Figura 9). Esse resultado sugere uma participação do hemisfério 

contralateral na tentativa de conter a evolução do infarto na fase aguda da lesão 

isquêmica; entretanto, mais estudos são necessários para confirmar essa hipótese. 

No Capítulo 2, demonstramos que a atividade da enzima GS está 

comprometida no grupo IS 2 dias pós-FPI (Fig.5A, 5B). Considerando que a proporção 

de glutamato oxidado pelo ciclo do TCA é diretamente dependente de sua 

concentração extracelular, ao mesmo tempo que é inversamente proporcional à sua 

conversão em glutamina (McKenna et al. 1996), isso reforçaria a hipótese de que, em 

astrócitos, o glutamato está sendo metabolizado majoritariamente pela glutamato 

desidrogenase (GDH) (Frigerio et al. 2008) na fase aguda da lesão de FPI.  

Sabendo que o compartimento neuronal apresenta um metabolismo oxidativo 

mais pronunciado, acreditamos que o glutamato, após sua entrada no ciclo do TCA 

como α-cetoglutarato, possa ser convertido em lactato pela rota da enzima málica 

(ME) e destinado ao suporte energético neuronal. Sabe-se que o malato pode 

desempenhar um papel importante no acoplamento metabólico entre astrócitos e 

neurônios (McKenna et al. 1990; Shank and Campbell 1984a; 1984b) e que sua 
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conversão em piruvato pela ME é essencial para a oxidação completa da glutamina, 

um importante substrato energético para as células neurais (Zielke et al. 1978). 

Sonnewald e colaboradores (1993) já sugeriram que a ME tem um papel essencial na 

síntese de lactato a partir do glutamato quando esse neurotransmissor está em altas 

concentrações no meio extracelular. Em um estudo detalhado das isoformas 

mitocondrial e citosólica da ME, demonstrou-se que o glutamato (i.e., captado pelo 

astrócito) não exerce influência sobre a atividade da isoforma citosólica, mas afeta a 

ME de alta afinidade para malato da fração mitocondrial, aumentando ainda mais sua 

afinidade (diminuição do Km), ao mesmo tempo que diminui sua Vmax. Dessa forma, o 

glutamato parece exercer um efeito que diminui a capacidade dessa isoforma em 

realizar a conversão malato-piruvato na mitocôndria (diminuição de 34%). Isso sugere 

que a reação citosólica da ME poderia direcionar a oxidação dos carbonos do 

glutamato para o neurônio, uma vez que a sua conversão em piruvato para a oxidação 

completa de seus carbonos pelo ciclo do TCA do astrócito está sendo desestimulado 

por essa regulação (Figura 9). O lactato parece influenciar negativamente a isoforma 

citosólica da ME, mas tal efeito é abolido conforme aumenta a disponibilidade de 

malato. 

Também podemos considerar que a exportação de malato ou até mesmo de α-

cetoglutarato possa acontecer (Shank and Campbell 1984). Em condições patológicas 

em que o fornecimento de glicose e oxigênio está comprometido, como na IC, o 

conteúdo de intermediários do ciclo do TCA como α-cetoglutarato e malato podem 

estar depletados e os neurônios podem depender de uma fonte extrínseca (i.e., 

astrócitos) para repor esses compostos. Esse mecanismo, assim como outras 

interações entre astrócitos e neurônios, indicam fortemente que a astroglia auxilia a 

anaplerose do metabolismo neuronal por meio de vias metabólicas alternativas, como 

a que consta no mecanismo proposto na Figura 9. Esta hipótese pode justificar os 

resultados interhemisférios encontrados no Capítulo 1, entretanto ela possui somente 

fundamentação teórica, mas não experimental, uma vez que ela não foi testada na 

presente tese. 
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Figura 9. Mecanismo sugerido para explicar a relação metabólica glutamato-lactato que foi observada 
simultaneamente em ambos os hemisférios cerebrais 2 dias após IC induzida por FPI (Capítulo 1). 
Podemos hipotetizar que: (i) o glutamato é captado pelos transportadores eletrogênicos; (ii) sua 
conversão em glutamina está prejudicada 2 dias pós-FPI (Capítulo 2), sendo então destinado para 
oxidação; (iii) o glutamato é carreado para a matriz mitocondrial e sofre desaminação oxidativa pela 
GDH, formando íon amônia e α-KG; (iv) a entrada de glutamato sobre a forma de α-KG no ciclo do TCA 
estimularia sua saída da mitocôndria como malato por meio do carreador mitocondrial de dicarboxilato 
em troca de um fosfato inorgânico; (v) no citosol, o malato seria convertido a piruvato pela enzima 
málica; (vi) a lactato desidrogenase converte o piruvato em lactato, o qual é exportado para utilização 
neuronal através dos transportadores de monocarboxilatos (nesse caso, pelo MCT4). Abreviações: α-
KG, alfa-cetoglutarato; CG, carreador de glutamato; DIC, carreador mitocondrial de dicarboxilato; GDH, 
glutamato desidrogenase; LDH, lactato desidrogenase; ME, enzima málica; mME, enzima málica 
mitocondrial; OAA, oxaloacetato; SucCoA, succinil-CoA. Fonte: a autora (figura elaborada no 
BioRender). 

 

Por fim, 9 dias pós-FPI, as taxas de oxidação tanto do lactato quanto do 

glutamato continuaram elevadas no hemisfério ipsilateral, o que sugere que esses 

substratos têm um papel importante na adaptação metabólica frente ao insulto 

isquêmico, uma vez que efeitos em seu metabolismo persistiram. Nenhuma mudança 

significativa foi encontrada no hemisfério contralateral do grupo Isquemia em relação 

ao mesmo hemisfério do grupo Sham nesse mesmo período de tempo, indicando que 

alterações metabólicas no hemisfério intacto podem ter uma função somente na fase 

aguda no modelo de FPI. 

 

Meio extracelular 

Citosol 
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4.8. Expressão dos transportadores MCT  

Para investigar o envolvimento dos MCTs e dos transportadores de glutamato 

nas modulações descritas até agora nessa tese, foram realizadas análises de 

imunoconteúdo por WB ou análise de expressão gênica por RT-PCRq. No Capítulo 1, 

observamos uma diminuição dos níveis proteicos de MCT2 no hemisfério 

contralateral, acompanhada por um aumento dos níveis de MCT4 2 dias pós-FPI. 

Sabe-se que os MCTs são regulados de maneira mais acentuada ao nível de tradução 

proteica (Halestrap 2013). O MCT4, transportador localizado em astrócitos no cérebro 

de roedores (Rafiki et al. 2003), tem sua expressão ligada à tensão de oxigênio (Singh, 

Sharma, and Mishra 2012; Rosafio and Pellerin 2014; Bergersen 2015). Sob 

condições de hipóxia, sua expressão é regulada através do fator de transcrição HIF-

1α. Wiener e colaboradores (1996) já descreveram que a lesão induzida por FPI no 

cérebro aumenta a expressão de mRNA para HIF-1α na região da penumbra. Após 2 

dias da lesão, o imunoconteúdo de MCT4 mostrou-se aumentado apenas no 

hemisfério contralateral no grupo Isquemia, sugerindo que o córtex ipsilateral não 

conseguiu responder tão rapidamente (fase aguda da lesão). Entretanto, aos 9 dias, 

a regulação positiva do imunoconteúdo de MCT4 foi observada em ambos os 

hemisférios cerebrais. Esses resultados indicam que: (i) o HIF-1α poderia ter um efeito 

de sinalização mais prolongado no modelo de FPI, uma vez que seus efeitos nos 

níveis de MCT4 ainda puderam ser observados após 9 dias (Nonose et al. 2018); e 

(ii) o MCT4 poderia atuar como um substituto para o MCT2 (hipótese discutida abaixo). 

Uma perspectiva para este trabalho seria avaliar a expressão de HIF-1α no modelo 

de FPI, uma vez que não realizamos esta medida, bem como realizar uma marcação 

imunohistoquímica com co-localização dos transportadores e proteínas de 

citoesqueleto para verificar sua localização célula-específica. 

 O MCT2 é principalmente encontrado em processos e espinhos dendríticos 

neuronais, e sua expressão não é influenciada pelo HIF-1α (Pierre, Magistretti, and 

Pellerin 2002; Bergersen 2015). Entretanto, nossos resultados sugerem que o MCT2 

poderia ter sua função substituída pela expressão de MCT4 em neurônios 

considerando o relato de  Rosafio e colegas (2016). Os autores observaram a 

expressão de MCT4 em neurônios em um modelo de MCAO 24 h após reperfusão, 

embora esse transportador seja considerado exclusivo de astrócitos sob condições 

fisiológicas (Pellerin et al. 2005). É importante observar que o Km do MCT4 (30 



 

97 
 

mmol/L) é considerado elevado, enquanto que o Km do MCT2 (menos que 1 mmol/L) 

sugere que este último estará geralmente saturado. A hipótese de que os neurônios 

possam expressar MCT4 em condições de hipóxia é interessante, pois dessa forma o 

transporte de lactato teria uma tendência a aumentar conforme a disponibilidade de 

substrato (Bergersen 2015).  

A fase aguda da IC é conhecida por aumentar o metabolismo anaeróbico da 

glicose e, consequentemente, aumentar a liberação de lactato no meio extracelular. 

O lactato é comumente considerado um marcador da isquemia, mas a sua eliminação 

durante evento hipóxico causa um dano cerebral significativamente maior do que o 

seu acúmulo, sendo grandes concentrações de lactato associadas com neuroproteção 

(Ohki et al. 1999). Além disso, uma revisão recente da literatura concluiu que a 

produção endógena de lactato durante hipóxia-isquemia  parece apresentar um efeito 

protetor para o cérebro (Taher et al. 2016). Em concordância com esse relato, nossos 

resultados do Capítulo 1 reforçam essa possibilidade, uma vez que observamos uma 

adaptação dos MCTs a fim de potencializar o transporte de lactato, o que persistiu até 

9 dias pós-FPI. Maiores investigações são necessárias para entender sua participação 

nas alterações contralaterais em modelos de oclusão permanente. 

 No Capítulo 2, observamos que o aumento na taxa oxidativa de lactato causado 

pela FPI foi totalmente prevenida pelo CTXpre, sugerindo que, nos paradigmas 

investigados, o lactato não parece ser utilizado como substrato energético. É possível 

que um dos mecanismos ativados pelo CTXpre diminua a produção de lactato por 

atenuar a via glicolítica e potencializar o consumo de substratos alternativos, como o 

glutamato (vide abaixo) pós-FPI. É importante ressaltar que o L-lactato pode agir como 

molécula sinalizadora no cérebro com o potencial de alterar a atividade neuronal por 

uma variedade de mecanismos (Mosienko, Teschemacher, and Kasparov 2015). Um 

dos mais estudados recentemente é a sua ligação no receptor GPR81 (G-protein-

coupled receptors, receptores acoplados a proteína G). Entretanto, seus efeitos 

parecem depender de uma concentração extremamente elevada de L-Lactato no meio 

extracelular (5mM ou mais), sendo possível sugerir que ele tenha uma função sob 

condições isquêmicas ou de atividade neuronal extenuante. Sua função em protocolos 

de PC e IT necessitam de maiores investigações. 
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4.9. O CTXpre teve efeito na captação de glutamato por um mecanismo indireto 

no modelo de FPI 

No Capítulo 2, realizamos uma intervenção com potencial de estimular o 

metabolismo do glutamato por aumentar sua captação pelos astrócitos. Quanto às 

alterações neuroquímicas, observamos que: (i) um pré-tratamento conhecido por 

aumentar a expressão de GLT-1 (CTX, 200 mg/kg/dia, por 5 dias, i.p.) não preveniu 

sua diminuição pós-FPI, sugerindo que a reperfusão pode ser um fator crucial no 

restabelecimento dos transportadores de glutamato; e (ii) por estimular o desvio do 

glutamato para oxidação e para a síntese de glutamina, foi possível aumentar a 

atividade de transporte mesmo com o baixo imunoconteúdo de GLT-1, indicando que 

é possível prevenir danos excitotóxicos por compensação metabólica. A maior parte 

dos estudos já realizados com CTX foram realizados em modelos de oclusão 

transitória, nos quais o potencial neuroprotetor desse fármaco foi atribuído 

majoritariamente à regulação positiva da expressão de GLT-1 (Inui et al. 2013; 

Krzyzanowska et al. 2016; Krzyzanowska and Pomierny 2017). Neste trabalho, 

demonstramos que o efeito dessa mesma droga vai além, modulando o metabolismo 

cerebral em oclusão permanente. A investigação pré-clínica deve atentar para essas 

variações entre modelos experimentais para auxiliar na transposição de terapias 

farmacológicas para a clínica. 

 

4.10. Análise da performance comportamental demonstra efeitos 

neuroprotetores do CTXpre 

Para avaliar a eficácia terapêutica de uma intervenção em modelos 

experimentais de AVE in vivo, tipicamente é realizada a determinação histológica do 

volume de infarto. Entretanto, muitos estudos experimentais contam apenas com essa 

medida como evidência para neuroproteção. Embora certamente seja uma forma 

objetiva de comparar resultados, este procedimento difere substancialmente das 

medidas de efeito utilizadas no ambiente clínico. A avaliação do resultado funcional 

por meio de scores neurológicos é mais útil para determinarmos o desfecho primário 

da intervenção terapêutica. Além disso, estudos com roedores relatam que o tamanho 

da lesão não se correlaciona necessariamente com déficits funcionais e resultados 

comportamentais relevantes, de forma que a determinação do volume da lesão é 

insuficiente para evidenciar neuroproteção (Hunter et al. 2000; Markgraf et al. 1994; 
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Zhang et al. 2000). Testes comportamentais pós-IC têm potencial para preencher essa 

lacuna entre pesquisa clínica e pré-clínica (Balkaya et al. 2013). 

No capítulo 2, realizamos um pré-tratamento com CTX e, após a indução de 

FPI, acompanhamos a performance motora dos animais ao longo de seis semanas 

por meio de dois testes comportamentais. No teste do cilindro, todos os animais que 

foram submetidos à isquemia (grupos IS e ICTX) apresentaram uma nítida preferência 

pelo uso do membro ipsilateral 2 dias pós-FPI, obtendo uma notável redução na taxa 

de simetria. Esse resultado indica que o pré-tratamento não pode prevenir e/ou 

melhorar a simetria do membro anterior logo após a lesão, apesar da redução 

significativa do volume de infarto no grupo ICTX. Ao longo do monitoramento, 

observamos apenas melhorias sutis até os dias 28 e 35 e, ao final da avaliação, 

apenas um terço dos animais ICTX exibiram taxas de simetria semelhantes ao grupo 

controle. Isso pode ser devido à natureza do teste do cilindro, que fornece apenas um 

dado sobre a preferência do membro anterior. Por este motivo, também submetemos 

os animais à avaliação neurológica de García, que tem a vantagem de pontuar o grau 

de dano causado pela isquemia cerebral induzida dentro de cada categoria sensório-

motora (Garcia et al. 1995), podendo adicionar a gravidade da lesão à análise. 

 No score neurológico, a lesão isquêmica teve uma grande influência na baixa 

pontuação dos animais 2 dias pós-FPI, corroborando os achados do teste do cilindro 

neste momento inicial. Ao longo do tempo de análise, observamos que o CTXpre teve 

uma influência positiva na recuperação motora dos animais ICTX, que apresentaram 

uma recuperação funcional progressiva e exibiram um desempenho semelhante ao 

grupo controle ao final de seis semanas. O grupo IS apresentou uma recuperação 

mais lenta, terminando com escores inferiores. As evidências sugerem que o reparo 

neurológico pode ocorrer por meio da reorganização cerebral (i.e., reposicionamento 

de sinapses no córtex lesionado) ou, alternativamente, por meio de um mecanismo 

compensatório ativado por uma atividade contralesional inicial (Hatem et al. 2016). No 

entanto, uma boa recuperação motora depende mais do recrutamento da rede 

funcional original, em vez de compensação pelo hemisfério contralateral (Rehme and 

Grefkes 2013). Aqui, nossos resultados indicam que: (i) CTXpre não preveniu o 

prejuízo motor a curto prazo pós-FPI; (ii) as alterações neuroquímicas precoces 

induzidas pelo CTXpre podem ter facilitado a reorganização da rede funcional original, 

potencializando a reabilitação motora a longo prazo no grupo ICTX. 
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Após o acompanhamento de seis semanas, os animais foram submetidos ao 

NORT para avaliação da capacidade de reconhecimento e memória dos animais, uma 

vez que uma das manifestações clínicas mais comuns é a alteração das funções 

cognitivas, com alguns pacientes apresentando distúrbios de memória que podem 

persistir por vários meses após a incidência da IC (Surawan et al. 2018; Tan et al. 

2017). Pudemos observar que o grupo IS não foi capaz de reconhecer o novo objeto 

após um curto período de retenção (90 min). Sabe-se que as regiões corticais no lobo 

temporal mediano são altamente integradas ao hipocampo, com o córtex perirrinal 

relacionado ao reconhecimento após curtos intervalos de retenção (Reger, Hovda, 

and Giza 2009). Nesta tese, observamos que essas áreas corticais, apesar de 

estruturalmente viáveis, exibiram um metabolismo energético prejudicado logo após a 

isquemia no grupo IS. Tais alterações podem persistir no hemisfério ipsilateral pelo 

menos até 9 dias pós-FPI, conforme demonstrado (Nonose et al. 2018). É possível 

que essa disfunção energética no grupo IS possa ter prejudicado a integridade do lobo 

temporal mediano e, consequentemente, comprometido a memória de curto prazo dos 

animais (Hammond, Tull, and Stackman 2004). Por outro lado, o grupo ICTX 

reconheceu o objeto novo na 1ª tarefa, demonstrando que o CTXpre preveniu esse 

distúrbio. 

Estudos anteriores também observaram efeitos benéficos do CTXpre na 

melhoria comportamental de animais submetidos à IC; porém, como mencionado 

anteriormente, o modelo de MCAO é o mais utilizado e a análise comportamental é 

geralmente realizada em um curto prazo após reperfusão (Krzyzanowska et al. 2016; 

Thone-Reineke et al. 2008; Sommer 2017). No Capítulo 2 da presente tese, 

observamos que a análise sensório-motora em um modelo de oclusão permanente 

pode não manifestar efeitos neuroprotetores a curto prazo, mas que alterações 

neuroquímicas provocadas pela intervenção terapêutica podem se revelar 

tardiamente na performance dos animais. 

 

4.11. A regulação da expressão de GLT-1 pós-IC pode depender de reperfusão 

Estudos anteriores mostraram que o CTXpre (100-200 mg/kg/dia, 5 dias, i.p.) é 

neuroprotetor por meio do aumento da expressão de GLT-1 e de sua atividade de 

captação (Rothstein et al. 2005), resultando na redução do volume de infarto em 

modelos isquêmicos. Essas alterações foram relatadas na oclusão da artéria cerebral 
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média (Chu et al. 2007; Verma et al. 2010), isquemia transiente do prosencéfalo 

(Ouyang et al. 2007) e isquemia global (Hu et al. 2015), geralmente após um período 

de reperfusão. Embora tenhamos observado uma diminuição do volume de infarto, o 

CTXpre não conseguiu evitar a queda na expressão de GLT-1 logo após a indução de 

FPI (Capítulo 2). Considerando que (i) o grupo SCTX exibiu níveis aumentados de 

mRNA e de proteína de GLT-1; e (ii) o dano induzido pelo modelo de FPI é permanente 

(sem reperfusão), a regulação negativa de GLT-1 pode representar um mecanismo 

de proteção endógeno que anulou a regulação positiva do pré-tratamento. No núcleo 

isquêmico, o GLT-1 pode contribuir para o aumento do glutamato extracelular, pois 

seu transporte é eletrogênico e pode operar em reverso (Krzyzanowska et al. 2014). 

Assim, é possível que, ao induzir uma oclusão permanente, a área adjacente ao 

núcleo também sofra uma diminuição na expressão de GLT -1 para evitar um possível 

extravasamento de glutamato. Este resultado sugere que a reperfusão pode ser crítica 

para a regulação positiva da expressão de GLT-1 em modelos isquêmicos. 

 

4.12. A atividade de GLT-1 pode ser potencializada pela reação da GS 

Uma das funções astrocitárias mais importantes no cérebro é a captação de 

glutamato na fenda sináptica, sendo este um processo energeticamente custoso por 

depender de gradiente eletroquímico (McKenna 2013). Nesta tese, observamos uma 

diminuição na expressão e no imunoconteúdo de transportadores de glutamato 

acompanhados, paradoxalmente, por aumento de atividade desses transportadores. 

Esses resultados revelam que o aumento da captação de glutamato pode estar mais 

relacionado à concentração de substrato (glutamato) do que à expressão gênica dos 

transportadores no cérebro com/sob IC permanente. De fato, estudos anteriores 

constataram que nem a inibição da GS (Rothstein and Tabakoff 1985), nem do ciclo 

do TCA (Swanson and Graham 1994) são limitantes para a captação de glutamato 

pelos astrócitos. Reforçando essa hipótese, concentrações elevadas desse 

neurotransmissor na fenda sináptica podem estimular seu transporte, uma vez que o 

glutamato é um agonista muito eficaz (Takatsuru, Nabekura, and Koibuchi 2014), 

como pudemos observar nos nossos resultados (Capítulo 1 e 2).  

No Capítulo 1, observamos que o dano induzido por FPI diminui a expressão 

de mRNA de GLT-1 em ambos hemisférios cerebrais, tanto 2 quanto 9 dias pós-FPI, 

sugerindo que essa alteração é persistente na ausência de reperfusão. No Capítulo 
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2, observamos que o CTXpre é capaz de aumentar a expressão gênica e proteica 

desse transportador (conforme visto no grupo SCTX, Fig. 3A, 3B), mas que esse efeito 

desaparece após a indução de FPI. Entretanto, observamos que essa intervenção 

preventiva teve um efeito sinérgico na atividade de captação de glutamato no grupo 

ICTX, sendo capaz de aumentar a captação de glutamato ainda mais intensamente 

quando comparado com o grupo não-tratado (IS). 

Somando-se a isso, observamos que o CTXpre foi capaz de preservar o 

imunoconteúdo e a atividade da enzima GS pós-FPI (Capítulo 2). A GS é uma enzima 

crítica para a regulação dos níveis sinápticos de glutamato e está localizada 

principalmente em astrócitos, mas os dados sobre seu papel em modelos de AVE são 

controversos (Hoshi et al. 2006; Jeitner, Battaile, and Cooper 2015). Após FPI, 

observamos uma regulação negativa do imunoconteúdo e da atividade enzimática de 

GS, o que comprometeu a síntese de glutamina no grupo IS. Acredita-se que essa 

enzima seja sensível ao estresse oxidativo gerado durante o AVE (Jeitner, Battaile, 

and Cooper 2015), o que pode explicar o decréscimo observado. Seria de se esperar 

que a perda de GS aumentasse os níveis de glutamato no LCR, conforme observado 

no grupo IS (Fig. 3D, Capítulo 2). Por outro lado, o CTXpre preveniu esses efeitos, 

sendo capaz de manter os níveis de glutamina no LCR. A expressão / atividade 

aumentada de GS é conhecida por dar suporte à sobrevivência neuronal no cérebro 

lesado (Ramonet et al. 2004). Nas condições impostas pela lesão isquêmica, é 

provável que a conversão de glutamato em glutamina não ocorra de maneira eficiente 

(como observado no Capítulo 2, Fig. 5A, 5B), podendo induzir um acúmulo de 

glutamato no citoplasma astrocitário na região do peri-infarto (Ottersen et al. 1996).   

Nesse cenário, hipotetizamos que o CTXpre pode ter aumentado a atividade 

de transporte de GLT-1 preservando a GS, uma vez que os níveis de proteína de GLT-

1 estavam comprometidos. Nossos resultados forneceram evidências adicionais de 

que essa enzima pode ser usada como uma ferramenta para aumentar a captação de 

glutamato, também demonstrado por (Verma et al. 2010) e que os efeitos do pré-

tratamento no transporte de glutamato podem ser indiretos em modelos experimentais 

de oclusão permanente. 

 

4.13. Aumento persistente da taxa oxidativa de glutamato no grupo ICTX 
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Para verificar se o CTXpre foi capaz de modular outros aspectos além do 

transporte de glutamato, avaliamos o metabolismo energético por meio da oxidação 

do substrato em fatias corticais e os níveis de aminoácidos no LCR. A lesão de FPI 

aumentou a oxidação de substratos em animais não tratados (IS), conforme 

demonstrado anteriormente (Nonose et al. 2018). Esse hipermetabolismo na área 

peri-infarto pode estar relacionado à estimulação excitotóxica do receptor NMDA, já 

que o antagonista MK-801 parece preveni-lo (Liu et al. 1996). Nossos resultados 

sugerem que a maquinaria para oxidar substratos se encontra funcional e 

superativada devido às necessidades locais de energia (Fig. 4A, 4B, 4C). 

Curiosamente, CTXpre preveniu completamente o aumento do metabolismo oxidativo 

a partir de glicose e lactato, mas apenas parcialmente a partir de glutamato (Fig. 4B), 

sugerindo que CTXpre pode ter induzido um aumento preferencial na utilização de 

glutamato como substrato energético. Um estudo anterior realizado em cultura 

neuronal demonstrou que, quando a glicose não está disponível para o metabolismo 

mitocondrial, o glutamato é o substrato preferido porque pode adicionar carbono 

líquido ao ciclo do TCA, podendo substituí-la em sua função de anaplerose (Belanger, 

Allaman, and Magistretti 2011). Coletivamente, esses dados indicam que o CTXpre 

influencia as vias que ativam flexibilidade metabólica no cérebro, otimizando o 

metabolismo por meio do gerenciamento metabólico do glutamato. 

 

4.14. Análise de aminoácidos sugere maior atividade glicolítica 

Como os aminoácidos estão intimamente relacionados ao ciclo do TCA, 

avaliamos seus níveis no LCR por HPLC. Observamos aumento no pico 

Serina/Histidina em todos os grupos experimentais quando comparados ao controle 

(SS). Esse efeito parece ser causado não apenas pela lesão de FPI, mas também 

pelo CTXpre (Capítulo 2, Fig. 6A). É importante mencionar que o método de HPLC 

empregado nesta Tese não consegue separar os picos de serina e histidina um do 

outro (esses dois aminoácidos apresentam o mesmo tempo de retenção); portanto, o 

efeito observado pode ser devido a cada aminoácido individualmente ou à soma de 

suas concentrações. No entanto, devemos considerar outras evidências. Por exemplo, 

sabe-se que a histidina não é sintetizada no cérebro, mas ativamente transportada 

pela BHE (Kurbat and Lelevich 2009). No SNC, os dipeptídeos de histidina têm uma 

função antioxidante contra espécies reativas da peroxidação lipídica, mas sua função 
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ainda é pouco compreendida (Song et al. 2014). Por outro lado, o aminoácido serina 

participa do acoplamento metabólico astrócito-neurônio, estando relacionado à 

glicólise e à transmissão glutamatérgica. A D-serina é conhecida como um co-agonista 

essencial, juntamente com o glutamato, para a estimulação de receptores NMDA, e 

sua síntese está negativamente correlacionada com o fluxo glicolítico em astrócitos 

(Suzuki et al. 2015). Sua síntese é realizada pela enzima serina racemase, que utiliza 

a L-serina como substrato e tem sua atividade inversamente proporcional à razão 

NADH/NAD+ intracelular, enquanto que níveis altos de ATP também não favorecem 

sua atividade. Em contraste, a biossíntese de L-serina está positivamente 

correlacionada com a glicólise, sendo que sua síntese utiliza o 3-fosfoglicerato como 

precursor. Apesar dos dados de HPLC não fornecerem informações sobre qual 

isômero está presente, podemos inferir que, provavelmente, é L-serina, visto que tanto 

FPI quanto CTXpre são conhecidos por aumentar o fluxo glicolítico: o primeiro devido 

à hipoperfusão e diminuição da fosforilação oxidativa in vivo (Horikawa et al. 1985; 

Shin et al. 2020), e o segundo por aumentar a captação de [18F]FDG in vivo e a de 

glicose e glutamato in vitro de forma aguda (Zimmer et al. 2017). Juntamente com a 

preservação da GS, essa hipótese reforça que o principal alvo do CTXpre é o 

metabolismo astrocitário e que esse tipo celular pode ser crucial para a indução da IT. 

 

4.15. Níveis de aspartato apontam para oxidação do glutamato no 

compartimento neuronal no grupo ICTX 

Curiosamente, a biossíntese de (L-)serina já foi apontada como uma alteração 

citoplasmática que indica oxidação aumentada de glutamato em cultura de neurônios 

por Divakaruni e colaboradores (2017). Após induzirem farmacologicamente a inibição 

do carreador de piruvato mitocondrial, eles observaram que: (i) os carbonos derivados 

da glicose foram mais incorporados em piruvato e em serina do que em lactato; e (ii) 

a inibição da entrada do piruvato derivado da glicose na mitocôndria reduz 

significativamente a quantidade intracelular de glutamato enquanto aumenta a de 

aspartato. Essas mudanças sugerem que um citoplasma com status redox mais 

reduzido possa conduzir o glutamato para oxidação, tornando a lançadeira de malato-

aspartato energeticamente mais favorável (Divakaruni et al. 2017) (Figura 10). 

Em concordância, nossos achados indicaram um aumento nos níveis de 

aspartato no LCR de animais pré-tratados com CTX e submetidos a FPI (grupo ICTX; 
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Fig. 6B), sugerindo o envolvimento da aspartato aminotransferase (AAT). A AAT, 

também conhecida como aspartato transaminase, catalisa a transferência reversível 

do grupo amino do glutamato para o oxaloacetato, enquanto substitui o grupo amino 

do glutamato por um grupo carbonila. Essa reação enzimática catalisa a entrada do 

glutamato no ciclo do TCA em neurônios, visto que em astrócitos há um predomínio 

da atividade da GDH (Frigerio et al. 2008). Assumir que os níveis de aspartato no LCR 

no grupo ICTX representam a participação da lançadeira malato-aspartato já poderia 

indicar de que a oxidação de glutamato seja direcionada no compartimento neuronal, 

uma vez que, em astrócitos, essa lançadeira não é muito estimulada para não afetar 

a redução do piruvato a lactato (Bouzier-Sore and Pellerin 2013). A baixa transferência 

de equivalentes redutores por meio da lançadeira em astrócitos ajuda a direcionar a 

produção de lactato a partir do piruvato derivado da glicólise, um processo 

considerado fisiológico e bem estabelecido em astrócitos. Em conjunto, o CTXpre 

parece conduzir o glutamato para oxidação como substrato preferencial, atenuando a 

disfunção metabólica ao diminuir a produção de lactato e aumentando o catabolismo 

do glutamato após a isquemia. Entretanto, mais estudos são necessários para a 

verificação desse mecanismo. 

 

4.16. A liberação de glutamato em preparação sinaptossomal 

No Capítulo 2, obtivemos uma preparação sinaptossomal da região cortical de 

interesse para avaliar se o CTXpre e/ou a lesão de FPI poderia alterar a liberação 

vesicular de L-[3H]-Glutamato. Todos os grupos exibiram valores similares, sugerindo 

que a maquinaria responsável pela liberação de glutamato do terminal pré-sináptico 

não foi influenciada nem pela FPI, nem pelo CTXpre nas condições do ensaio (Fig. 

3E, 3F). Entretanto, é possível que efeitos neuroprotetores relacionados à 

excitotoxicidade do glutamato não sejam somente por aumentar sua captação 

astrocitária, mas também por aumentar sua oxidação em neurônios e, 

consequentemente, reduzir a sua liberação do terminal pré-sináptico (Divakaruni et al. 

2017).  

Apesar de estar intimamente relacionado com o ciclo do TCA e com a regulação 

das demandas energéticas cerebrais, o metabolismo neuronal do glutamato é 

comumente compartimentalizado às vesículas sinápticas por sua função como 

neurotransmissor, o que negligencia seu papel como intermediário metabólico 
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(McKenna et al. 2012; Schousboe, Bak, and Waagepetersen 2013; Daikhin and 

Yudkoff 2000). Já foi sugerido que a abundância do pool neuronal de glutamato pode 

ser ajustada pelo metabolismo do ciclo do TCA, sendo este o mecanismo proposto 

para explicar a neuroproteção mediada por dietas cetogênicas em quadros como 

epilepsia (Masino and Rho 2010; Lutas and Yellen 2013). O glutamato é o único 

substrato capaz de substituir a glicose como substrato energético majoritário, uma vez 

que seus carbonos conseguem compensar pela anaplerose da glicose, abastecendo 

os pools de intermediários do ciclo do TCA que são desviados para biossíntese 

(Divakaruni et al. 2017). Outros substratos, apesar de gerarem NADH e FADH2 para 

dirigir a síntese de ATP acoplada à cadeia transportadora de elétrons, são incapazes 

de contribuir com a adição real de carbonos para a manutenção do pool dos 

intermediários do ciclo do TCA. 

A técnica que empregamos para a avaliação da liberação de L-[3H]-Glutamato 

consiste em, primeiramente, estimular sua captação sinaptossomal para preencher as 

vesículas com glutamato marcado radioativamente. Posteriormente, avaliamos sua 

liberação basal ou estimulada por K+ e quantificamos por cintilação. Dessa forma, a 

técnica nos permite avaliar apenas a maquinaria envolvida na liberação, uma vez que 

o pool de glutamato medido é diferente do pool existente nos terminais pré-sinápticos. 

Em nossos resultados, nem a lesão de FPI, nem o CTXpre foram capazes de 

influenciar os mecanismos de liberação sinaptossomal de glutamato. Uma maneira de 

tentar evitar esse viés seria a utilização de um ensaio eletrofisiológico de patch clamp 

para medir o potencial evocado pela liberação de glutamato. Se a oxidação de 

glutamato diminui sua disponibilidade para empacotamento vesicular, uma menor 

liberação desse neurotransmissor seria detectada pela diminuição da densidade da 

corrente do pico. 

 

4.17. Efeitos da FPI e do CTXpre no metabolismo de valina e triptofano 

Sabe-se que os aminoácidos de cadeia ramificada (BCAAs, i.e., Leucina, 

Isoleucina e Valina) podem servir como importantes doadores de grupos amino para 

a síntese de glutamato no cérebro (Yudkoff 1997). A atividade da transaminase dos 

BCAAs é abundante no cérebro e os neurônios têm uma grande capacidade para 

oxidar esses aminoácidos. No Capítulo 2, observamos uma diminuição dos níveis de 

Valina no grupo ICTX logo após FPI (2 dias), indicando um aumento do catabolismo 
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desse aminoácido quando comparado ao grupo IS. A Valina pode ser convertida em 

seu alfa-cetoácido por transaminação e, após uma série de reações, entra no ciclo de 

TCA como succinil-CoA. Um estudo anterior de Bak e colaboradores (2013) 

demonstrou que a Valina (em vez de Leucina ou Isoleucina) era capaz de manter o 

pool de glutamato em resposta à despolarização repetida em neurônios cerebelares. 

Assim, formulamos a hipótese de que o CTXpre pode estimular a oxidação de Valina 

e/ou utilizá-la para manter o pool de glutamato 2 dias após FPI.  

Nossos resultados também indicaram que a FPI aumentou os níveis de 

triptofano no grupo IS (Capítulo 2, Fig. 6D). Triptofano é um aminoácido essencial e 

deve vir da dieta. No cérebro, esse aminoácido é precursor da serotonina e 

manipulações dietéticas que afetam sua disponibilidade para o cérebro têm sido 

empregadas como uma ferramenta para investigar o envolvimento da serotonina no 

comportamento, no humor e na cognição em humanos (Höglund, Øverli, and Winberg 

2019). O acúmulo de triptofano pode indicar que as reações biossintéticas que o 

utilizam como precursor podem não estar ocorrendo após a FPI. Uma investigação a 

longo prazo dos níveis de aminoácidos no LCR poderia proporcionar maiores 

informações acerca do metabolismo cerebral durante o período de recuperação 

(Capítulo 2, seis semanas), uma vez que, se esse acúmulo for persistente, poderia 

influenciar funções cognitivas, como o reconhecimento de novos objetos no grupo IS 

(Capítulo 2, Fig. 1G). 
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Figura 10. A maior disponibilidade de Aspartato no LCR nos conduziu à hipótese de que a oxidação 
de glutamato aconteceria majoritariamente no compartimento neuronal. Podemos observar que a 
ativação da glicólise, bem como a síntese de Serina no citoplasma, acarretariam em um ambiente mais 
reduzido, impulsionando a oxidação do glutamato através da lançadeira malato-aspartato (à esquerda). 
O neurônio captaria a glutamina disponível no LCR e, após sua conversão em glutamato pela enzima 
glutaminase, seus carbonos seriam direcionados para a matriz mitocondrial por meio do carreador de 
aspartato-glutamato (à direita). Abreviações: α-KG, α-cetoglutarato; 3-PG, 3-fosfoglicerato; AAT, 
aspartato aminotransferase; AGC, carreador de aspartato-glutamato; Glu, glutamato; LDH, lactato 
desidrogenase; Pi, fosfato inorgânico. Adaptado de Divakaruni et al., 2019. Figura elaborada no 
BioRender. 
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Figura 11. Resumo gráfico dos resultados obtidos no Capítulo 1 e 2 desta tese. À esquerda, a 
representação dos achados dos Capítulos 1 e 2 sobre as adaptações relacionadas à lesão por FPI na 
relação astrócito-neurônio (a divisão entre compartimentos celulares é fundamentada na literatura). A 
despolarização neuronal causada pela falha energética libera elevadas quantidades de aminoácidos 
excitatórios, dentre eles o glutamato, na fenda sináptica. Sua captação pelo astrócito está estimulada 
pela presença de substrato, mas comprometida pela diminuição da atividade da glutamina sintetase. 
Os astrócitos processam o glutamato por uma via alternativa do ciclo do TCA e exportam lactato aos 
neurônios como suporte energético. Tal adaptação parece ser um mecanismo endógeno adaptativo 
nas fases aguda e subaguda da lesão, mas que ainda assim exibe um prognóstico pobre na fase de 
recuperação do animal. À direita, a representação esquemática dos resultados obtidos no Capítulo 2 
sobre a intervenção com o CTXpre. O CTXpre aumentou a atividade de captação de glutamato, sem 
afetar sua expressão. Seu efeito parece preservar a enzima glutamina sintetase e, assim, potencializa 
a captação de glutamato por facilitar sua remoção do meio intracelular. A glutamina é então liberada 
no ambiente extracelular para captação neuronal, onde é re-convertida a glutamato pela glutaminase, 
e submetida à oxidação pelo ciclo do TCA. Seu direcionamento para oxidação na mitocôndria pode 
estimular a liberação de aspartato para o meio extracelular. Abreviações: AAT, aspartato 
aminotransferase; Asp, aspartato; Glu, glutamato; Gln, glutamina; GS, glutamina sintetase. Fonte: a 
autora (Figura elaborada no BioRender).  
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5.1. Conclusões 

Os resultados obtidos na presente tese nos levaram a concluir que: 

 O cérebro como um todo é afetado pelo dano isquêmico focal, causando 

modulações principalmente através de expressão celular de proteínas, 

disponibilidade e utilização de substratos, bem como em parâmetros 

astrocitários; 

 O aumento da atividade de captação de glutamato não é necessariamente 

acompanhado de aumento de expressão de seus transportadores, sugerindo 

uma regulação complexa que reflete a importância da remoção desse 

aminoácido da fenda sináptica para a homeostase cerebral; 

 Mesmo em oclusão permanente, o metabolismo do glutamato está intimamente 

relacionado com o ciclo do TCA; no Capítulo 1, nossos resultados sugerem que 

seu catabolismo pode suprir energeticamente os neurônios pelo fornecimento 

de lactato, uma alteração que conectou ambos os hemisférios cerebrais na fase 

aguda da lesão; no Capítulo 2, vimos que seu desvio para oxidação otimizou o 

metabolismo celular, resultando em melhoria comportamental; 

 O glutamato parece ser um aminoácido-chave para a reprogramação 

metabólica cerebral, uma vez que se localiza na interface entre consumo e 

gerenciamento energético – seu gerenciamento energético aparenta ser um 

alvo terapêutico promissor para a IT; 

 A IC resultou em adaptações metabólicas dos processos celulares frente à 

crise energética; o CTXpre alterou a resposta cerebral à lesão isquêmica, 

sendo responsável por ativar vias metabólicas alternativas que otimizaram a 

produção e distribuição de substratos em condições de estresse metabólico; 

 É possível que intervenções farmacológicas de PC dependam do cenário pós-

IC (i.e., com ou sem reperfusão) para manifestar alguns tipos de mecanismo, 

sendo necessários mais estudos para considerar quais os benefícios e riscos 

de sua administração; 

 No nosso modelo experimental de oclusão permanente, os efeitos do PC 

demoraram mais para se tornarem evidentes na performance sensório-motora 

dos animais, sugerindo a necessidade de acompanhamentos a longo prazo 

para monitoração de mecanismos de recuperação e reparo cerebrais.  
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5.2. Perspectivas 

Como perspectivas dos trabalhos que compõem a presente tese, podemos 

enumerar os seguintes: 

 Avaliar o efeito do CTXpre nos complexos mitocondriais em Oroboros 

para verificar se esse fármaco influencia parâmetros mitocondriais; 

 Avaliar se o CTXpre promoveu angiogênese por dosagem de VEGF e 

marcação de precursores de células endoteliais na região do peri-infarto; 

 Avaliar a expressão de HIF-1α no modelo de FPI de modo a acompanhar 

a possível influência desse fator nas alterações neuroquímicas 

encontradas; 

 Realizar uma marcação imunohistoquímica com co-localização dos 

transportadores MCT e proteínas de citoesqueleto para verificar sua 

localização célula-específica; 

 Avaliar o efeito do CTXpre sobre a reatividade astrocitária na região do 

peri-infarto para verificar a participação desse tipo celular nas alterações 

derivadas de um protocolo de PC; 

 Avaliar o metabolismo in vivo por PET FDG após o CTXpre e a indução 

de IC por FPI, realizando também uma análise de redes metabólicas 

para investigar se houve otimização metabólica entre redes neurais; 

 Avaliar a expressão de NFkB após o CTXpre, bem como sua expressão 

pós-FPI. 
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 For animals used in experiments, state the species, strain, number used, and 

other pertinent descriptive characteristics. 



 

121 
 

 When describing surgical procedures on animals, identify the preanesthetic and 
anesthetic agents used, and state the amount or concentration and the route 
and frequency of administration for each. The use of paralytic agents, such as 
curare or succinylcholine, is not an acceptable substitute for anesthetics. 

 For other invasive procedures on animals, report the analgesic or tranquilizing 
drugs used. If none were used, provide justification for such exclusion. 

 Manuscripts that describe studies on humans must include a statement 
indicating if ethics approval was obtained from the local institutional review 
board and if written informed consent was obtained from patients or if the board 
waived the need for patient consent. 

 Manuscripts involving animals must indicate that the study was approved by an 
institutional animal care and use committee. 

 Reports of studies on both animals and humans must indicate that the 
procedures followed were in accordance with institutional guidelines. 

 All drugs should be referred to by their generic names rather than trade names. 
The generic chemical identification of all investigational drugs must be provided. 

 A statistical subsection must be provided at the end of the Methods section 
describing the statistical methodology employed for the data presented in the 
manuscript. 

 The Methods section should provide essential information related to the conduct 
of the study presented in the manuscript. For methodology previously published 
by the authors, the prior publication should be referenced and a copy of the 
paper provided to the reviewers, if necessary. 

 The Methods section should only contain material that is absolutely necessary 
for comprehension of the results section. Additional (more detailed) methods 
can be provided as a data supplement. 

 Prevention of bias is important for experimental stroke research (see Macleod 
et al, Stroke.2009;40:e50-e52). For studies where the primary objective is the 
preclinical testing of therapies, the following checklist items must be adhered to 
and clearly documented in the manuscript: 

 Animals: Species, strains and sources must be defined. For genetically modified 
animals, wildtype controls including background and back-crossing must be 
defined. 

 Statistics and sample size: Specific statistical methods must be defined, 
including parametric versus nonparametric and multigroup analyses, and 
sample size powering based on expected variances and differences between 
groups. 

 Inclusions and exclusions: Specific criteria for inclusions and exclusions must 
be specified. For example, only animals where blood flow reductions fall below 
a certain threshold are included. Or only animals with a certain degree of 
neurological deficits are included. Once animals are randomized (see below), 
all excluded animals must be reported, including explicit presentation of 
mortality rates. 
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 Randomization, allocation concealment and blinding: All animals must be 
randomized. Investigators responsible for surgical procedures or drug 
treatments must be blinded. End point assessments must be performed by 
investigators blinded to the groups for which each animal is assigned. 

 Any submitted meta-analyses should follow the PRISMA or MOOSE guidelines. 
The authors must clearly state in the Methods section which guideline was 
followed. If you use the PRISMA guidelines, please include a copy of the 
PRISMA checklist as a related manuscript file (not for publication) and include 
a flow diagram in your manuscript or supplemental data. The authors should 
use journal formatting for abstracts. Details on PRISMA guidelines can be 
found here http://www.prisma-statement.org. Details on MOOSE can be found 
via the EQUATOR Network. 

Results: 

This section should succinctly report the results of experimental studies and clinical 
research or clinical series/observations. 

Confidence intervals should be reported instead of P values for estimated parameters, 
such as odds ratios and relative risks; P values should be reported only for relevant 
analytic tests. Authors are encouraged to avoid the pitfalls associated with the misuse 
of P values as measures of significance. Please refer to "The ASA's Statement on p-
Values: Context, Process, and Purpose." The American Statistician. 2016.70;2: 129-
133. http://dx.doi.org/10.1080/00031305.2016.1154108.  

Discussion: 

This section should not reiterate the results but put the results in appropriate context 
regarding relevant literature and the importance of new observations contained in the 
manuscript. 

Summary/Conclusions: 

A brief paragraph summarizing the results and their importance may be included but 
is not required. 
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endorsement of data and conclusions. These permissions must be provided to the 
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specific contributions in the Acknowledgments section of the manuscript; (2) all 
persons named in the Acknowledgments section have provided the corresponding 
author with written permission to be named in the manuscript; and (3) if an 
Acknowledgments section is not included, no other persons have made substantial 
contributions to this manuscript. 

Sources of Funding 

Authors must list all sources of research support relevant to the manuscript in this 
location. All grant funding agency abbreviations should be completely spelled out, with 
the exception of the NIH. Note that funding should be listed separately from 
disclosures. 

Disclosures 

Authors must state disclosures in the manuscript text prior to first review and provide 
disclosures online when submitting a revision or upon request after acceptance. 
Disclosures stated in the text must match the online disclosures. If you have no 
disclosures, please state “Disclosures: None” in the manuscript text before the 
references. Conflicts of interest pertain to relationships with pharmaceutical 
companies, biomedical device manufacturers, or other corporations whose products 
or services are related to the subject matter of the article. Such relationships include, 
but are not limited to, employment by an industrial concern, ownership of stock, 
membership on a standing advisory council or committee, being on the board of 
directors, or being publicly associated with the company or its products. Other areas 
of real or perceived conflict of interest could include receiving honoraria or consulting 
fees or receiving grants or funds from such corporations or individuals representing 
such corporations. The corresponding author should collect Conflict of Interest 
information from all co-authors before submitting a manuscript online. 

Updated May 2020: References 

 Accuracy of reference data is the author’s responsibility. Verify all entries 
against original sources, especially journal titles, inclusive page numbers, 
publication dates, accents, diacritical marks, and spelling in languages other 
than English. 

 Do not list the month/issue/day (the number in parentheses) in the reference. 
 Updated May 2020: References with more than 10 authors should list the first 

10 authors followed by et al. 
 Cite references in numerical order according to first mention in text. 
 Personal communications, unpublished observations, and submitted 

manuscripts must be cited in the text, not in the references, as “([name(s)], 
unpublished data, 2017)” 

 References must be from a full-length publication in a peer-reviewed journal. 
 Abstracts may be cited only if they are the sole source and must be identified in 

the references as “Abstract” 



 

124 
 

 “In-press” citations must have been accepted for publication and the name of 
the journal or book publisher included. Please provide a copy of any potentially 
overlapping manuscript that has been submitted to another journal or is in press 
or published elsewhere. 

Example References: 

Print journal reference: Mistry EA, Mistry AM, Nakawah MO, Chitale RV, James RF, 
Volpi JJ, Fusco MR. Mechanical Thrombectomy Outcomes With and Without 
Intravenous Thrombolysis in Stroke Patients: A Meta-Analysis. Stroke. 2017;48:2450-
2456.  

Online journal references: Wu X, Lin L, Qin J-J, Wang L, Wang H, Zou Y, Zhu X, Hong 
Y, Zhang Y, Liu Y, et al. CARD3 Promotes Cerebral Ischemia‐Reperfusion Injury Via 
Activation of TAK1. J Am Heart Assoc. 2020;9:e014920. 

Li J, Liu J, Liu M, Zhang S, Hao Z, Zhang J, Zhang C. Closure versus medical therapy 
for preventing recurrent stroke in patients with patent foramen ovale and a history of 
cryptogenic stroke or transient ischemic attack. Cochrane Database Syst 
Rev.? 2015; 9: CD009938. 

Publish-Ahead-of-Print reference: Yaghi S, Ishida K, Torres J, Mac Grory B, Raz E, 
Humbert K, Henninger N, Trivedi T, Lillemoe K, Alam S, et al. SARS2-CoV-2 and 
Stroke in a New York Healthcare System. [published online May 20, 
2020]. Stroke. 2020. 
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/STROKEAHA.120.030335. Accessed May 
21, 2020. 

Book reference: Schermerhorn ML et al. Carotid Artery Stenting. Fischer JE, Bland KI, 
Callery MP, eds. In: Mastery of Surgery. Wolters Kluwer Health/Lippincott Williams & 
Wilkins; 2007. 

Website reference: Stroke Death Rates, Hispanics Age 65+. Quick Maps of Heart 
Disease and Stroke. National Center for Chronic Disease Prevention and Health 
Promotion, Division for Heart Disease and Stroke Prevention. 
https://www.cdc.gov/dhdsp/maps/national_maps/stroke65_hispanics.htm. Accessed 
July 26, 2019. 

Web sites generally follow this format: Author names (if any). Title of information or 
page. Name of website. URL. Publication date (if any). Access date. 

Software reference: StataCorp. Stata statistical software: Release 12. College Station, 
TX: StataCorp LP; 2011. 

Conference Proceeding:Author(s) Name(s). Title of Paper/Poster. Paper/Poster 
presented at: Name of Conference; Month Dates, Year; City, State. URL [link]. 
Accessed Month Day, Year. 
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Government bulletin: Author. Title of bulletin. Place of publication: Name of issuing 
department or agency; publication date. Page numbers (if any). Publication number (if 
any). Series number (if any). 

Database reference: CANCERNET-PDQ [database online]. Bethesda, MD: National 
Cancer Institute; 1996. Updated March 29, 1996. 

Figure Legends 

Provide figure legends on a separate page of the manuscript. 

Permission is required for all images that are reused or adapted from another source. 
To obtain permission, please follow the instructions provided by the copyright holder 
or listed in the license agreement. This includes Creative Commons material; please 
refer to http://creativecommons.org/licenses for more information about properly 
crediting Creative Commons sources. Follow the copyright holder or licensor’s 
requirements for credit attributions and provide them in the figure legend. If no 
language is provided in the permission letter, use the following sample: Reprinted from 
Lin et al,19 with permission from Science Publishing. Copyright 2016, American 
Science Society. 

Tables 

 Each table must be typed on a separate sheet and double-spaced, if possible. 
The table number should be Arabic, followed by a period and a brief informative 
title. 

 Use the same size type as in text. 
 Tables should be cell-based (i.e., constructed using Microsoft Word tables or 

Excel). Do not use tabs or hard returns. Do not supply tables as graphics. 
 Tables should be used to present comparisons of large amounts of data at a 

glance. Tables with only 1 or 2 rows of data should be incorporated into the text. 
 Tables should be as compact as possible. Avoid unnecessary rows and 

columns. 
 Use indenting within the stub column to indicate subgroups. Do not use bold, 

shading, rules, etc. 
 Tables should not contain vertically merged cells; horizontally merged cells are 

permitted when necessary in the heading row. 
 Internal headings are not permitted outside of the stub column. If internal 

headings are required, the table should be split into 2 tables. 
 No internal shading is permitted. 
 Units of measure should be in the heading row or stub column rather than the 

body of the table whenever possible. 
 Indicate footnotes in the table in this order: *,†, ‡, §, | |, #, * * . Follow AMA 9th 

edition for footnote styles. 
 Permission is required for all tables that are reused or adapted from another 

source. To obtain permission, please follow the instructions provided by the 



 

126 
 

copyright holder or listed in the license agreement. Follow the copyright holder 
or licensor’s requirements for credit attributions and provide them in the table 
footnote. If no language is provided in the permission letter, use the following 
sample: Reprinted from Roberts et al,14 with permission from Smith Publishing. 
Copyright 2015, American Society of Medical Research. 

Figures 

 The combined total number of figures and tables is limited to 6 (3 for Brief 
Reports). Each figure may contain up to 4 panels (i.e., parts A to D) and must 
conform to the requirements for figures described below. 

 Authors should be pleased with the figure submission quality before submission. 
We recommend that you print the figure at its final publication size to check the 
quality. 

 Figures should be submitted as high-resolution TIFF or EPS files. PowerPoint 
files are discouraged because elements within the figure (such as axis labels) 
may shift location or drop out during conversion. Further, do not create figures 
in Powerpoint because even if you convert to a different file type, the resolution 
will be too low for publication.  JPEG, Word, PPT, and Excel files should not be 
used.See (PDF) for instructions for creating high-quality digital art. 

 Figures should be supplied at the highest resolution possible for optimal clarity. 
Color figures should be at least 300 dpi; halftones, 600 dpi; and line art, 1200 
dpi. 

 Figures should be submitted at the final publication size. Please note that most 
figures will be sized at 1 column wide. Dimensions for figures are: 

a) 1 column: 3.25 inches wide (8 cm or 19.5 picas) 
b) 2 columns: 6.80 inches wide (17.272 cm or 40.8 picas) 

 Color figures should be in RGB (red/green/blue) mode. If a figure is supplied in 
CMYK (cyan/magenta/yellow/black) mode, there may be a shift in the 
appearance of colors, especially fluorescents. Figures that will appear in black 
and white should be submitted in black and white. 

 For line and bar graphs and pie charts, ensure that the colors/lines/symbols 
used for the different sets of data are easily distinguishable. Hair lines are hard 
to reproduce as are lines that are too thick, as they may make it hard to 
distinguish between the coordinates. 

 Graphs and charts should have a white background. 
 Labels for panels should be uppercase letters (A, B, C, D) in boldface Arial or 

Helvetica. 
 Multipart figures may have no more than 4 panels (i.e., A, B, C, D). 
 Multipart figures may be set at 2 columns across the page and should be laid 

out horizontally if appropriate. 
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 Use the same font (typeface) throughout the figure. Sans serif fonts, such as 
Arial and Helvetica, work best. 

 Use the largest font size possible without distorting the figures. Text for super- 
or subscripts should be no smaller than 6 points. 

 Whenever possible, all text within a figure should be the same size. If this is not 
possible, the font size should vary by no more than 2 points. 

 Label units of measure consistently with the text and legend. Follow the AMA 
for unit abbreviations. 

 Incorporate figure keys into the legend rather than including them as part of the 
figure whenever possible. 

 Avoid heading/Title on the figure. Title information should be included in the 
figure legends. 

 Any abbreviations or symbols used in the figures must be defined in the figure 
or figure legend. 

 Follow AMA 9th edition for footnote style in legends. 
 If the figure is reprinted/adapted from another source, please provide a 

permission letter and include the source in the legend as noted above. 
 Supply a scale bar with photomicrographs. 
 Authors are responsible for the cost of printing color illustrations. Authors are 

also responsible for obtaining from the copyright holder permission to reproduce 
previously published artwork. 

 See AMA, 10th edition, Section 4.2 for more information on figures. 

Graphic Abstract 

Updated June 2020: The intent of the graphic abstract is to provide readers with a 
succinct summary of the study in a form that facilitates its dissemination in 
presentations. It can be submitted at any time, but is an absolute requirement for 
revision submissions of Basic and Translational Science submissions and optional for 
Clinical and Population Science submisisons. 

 A single figure panel/diagram/cartoon. 
 Emphasize the new findings in the paper and clinical implications. 
 Size: The submitted document should be no larger than 18 cm (7 inches) 

square. 
 Font: Prefer a san serif font that is no less than 12 point. Use the largest font 

size possible without distorting the figure. 
 Updated June 2020: A legend of no more than 50-100 words is optional. 
 Do not include tabular items; all content should be graphical. 
 Please upload as Supplemental Material as a JPG file format. This is separate 

from the single Supplemental PDF containing additional manuscript content 
noted below. 
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Supplemental Material 

 This optional section provides an opportunity for authors to present supporting 
materials to the manuscript. The manuscript appears both in the print version 
and online, whereas Supplemental material are independent from the 
manuscript and appear only online in the format submitted by the authors. 
Supplemental material undergoes peer review and must be submitted 
simultaneously with original submissions. 

 Any collaborators who need to be cross-referenced in PubMed should be listed 
either as authors or, for study groups, in the main manuscript file as an 
Appendix. This information is included in the word count. If contributors do not 
need to be listed as authors or cross-referenced in PubMed, then they may be 
included in a PDF Supplemental Material File. 

 The guidelines below should be used for supplemental material: 
 Material to be published as an online only supplement should be uploaded 

online as a single PDF. An exception to this would be if the online supplement 
is a video file (.mov, .AVI, .mp4, .m4v, .mp4v) or an Excel file that contains too 
much material (e.g., hundreds of rows and columns that cross muliple pages) 
to convert to PDF and still be easily readable. 

 The supplemental material should have a title page with the label of 
SUPPLEMENTAL MATERIAL above the title. The supplemental material to be 
included in this PDF is as follows: Supplemental Methods, Supplemental 
Tables, Supplemental Figures and Figure Legends, and Supplemental 
References. If applicable, the legends for the Video files should also be included 
in this PDF. 

 The supplement should be single-spaced. 

NEW May 2020: Supplementary Materials should NOT include a separate 
reference list and all citations in the Supplemental Materials should be included 
in the main reference list. 
In the manuscript text, following the Acknowledgments, Sources of Funding, & 
Disclosures section, please include a list of the supplemental materials with a callout 
to any references that are in the Supplemental Material only, for example: 
 

a) Supplemental Materials 
b) Expanded Materials & Methods 
c) Online Figures I – IV 
d) Online Video I 
e) Data Set 
f) References 34-39 

 Number supplementary figures and tables as Figure I, Figure II, Table I, Table 
II, etc. 

 Place the supplemental figure legend underneath the corresponding figure. 



 

129 
 

 When referring to online-only material in the print version of the manuscript, use 
the phrase “please see https://www.ahajournals.org/journal/str” 

 Supplemental Material appears only online and will not appear in reprints of the 
article. The Editorial Office is not responsible for converting files to PDF. 
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