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RESUMO

A asfixia perinatal esta entre as principais causas diretas de obito neonatal,
sendo um grande determinante de morbidade e comprometimento neuroldgicos. Sua
origem é associada a inadequada perfusdo e oxigenacao tecidual. Assim, o tipo de
dano causado pela asfixia tem relacdo com o tempo de duracdo e com a fase do
desenvolvimento fetal. Respostas fisioldgicas adaptativas, tais como o direcionamento
do fluxo sanguineo para érgdos vitais e o aumento do metabolismo anaerdbico, nem
sempre sdo suficientes para evitar a ocorréncia de altera¢des significativas nas
reservas energéticas, na atividade da enzima Na‘'/K'-ATPase e na concentra¢do de
glutamato extracelular. Fémeas de ratos Wistar, no 22° dia de prenhes foram
submetidas a cesariana para a remocao dos dois cornos uterinos. Naquele com menor
numero de fetos foi realizada a incisdo imediata para obtencdo dos animais controles.
O outro corno uterino foi isolado e mantido em solugdo salina a 37°C por 15 min para
ocasionar a asfixia intra-uterina. Alguns controles foram decapitados imediatamente
(controle agudo) enquanto outros foram estimulados a respirar e mantidos a 34°C, por
60 min, em normoxia (controle com recuperacdo). Ao término da asfixia, alguns
neonatos foram imediatamente decapitados (asfixiado agudo) e os restantes foram
mantidos a 34°C, por 60 min, em normoéxia (asfixiado com recuperagao). No presente
estudo, foram determinados os niveis de lactato plasmatico, de glicemia, a quantidade
de glicogénio no figado, no musculo esquelético, no cértex cerebral e no hipocampo.
Também foram avaliados os niveis de ATP no cértex cerebral e a captagdao de
glutamato no cértex cerebral. A avaliagdo da atividade da Na*/K*-ATPase foi realizada
somente no cortex cerebral, nos sinaptossomas obtidos deste tecido e no hipocampo
dos grupos agudo. Os resultados indicam que a asfixia perinatal causou aumento
significativo na lactacidemia e na glicemia dos animais asfixiados do grupo agudo e do
grupo asfixiado com recuperagao. Houve reducgdo significativa na quantidade de
glicogénio do figado e do musculo esquelético dos demais grupos em relagdo ao grupo
controle agudo. No cértex cerebral, foi identificada redugao significativa de glicogénio
no grupo asfixiado agudo e no grupo asfixiado com recuperacdao em relagdo aos
respectivos grupos controle. Nao foi encontrada reducdo significativa nos niveis de

glicogénio do hipocampo nos grupos asfixiado agudo e com recuperac¢ao, em relacao



aos grupos controle. A concentracdo de ATP diminuiu significativamente no grupo
asfixiado e no grupo asfixiado com recuperacdo em relacdo ao controle agudo. Nao
houve diferenca significativa na captacdo de glutamato, no cortex cerebral dos
asfixiados agudo e com recuperacdo. A atividade da enzima Na'/K'-ATPase n3o foi
alterada significativamente nos grupos asfixiado agudo. Conclui-se que a asfixia
perinatal causou alteracdes no metabolismo dos animais, as quais perduraram apds 60
min de recuperacdo. Os resultados sugerem que o cértex cerebral possui uma grande
capacidade adaptativa frente a asfixia, o que poderia explicar a manutencdo do
transporte de glutamato mesmo com uma reducdo significativa nos niveis de ATP
neste tecido. Estudos adicionais serdo necessdrios para identificar estes mecanismos
adaptativos que parecem causar diferentes efeitos apds a asfixia no cértex cerebral e

no hipocampo.



ABSTRACT

Perinatal asphyxia is among the major direct causes of neonatal death, being a
great determinant of morbidity and neurological impairment. Its origin is associated
with inadequate tissue oxygenation and perfusion. Thus, the type of damage caused
by asphyxia is related to its duration and stage of fetal development. Physiological
responses promote adaptation across the perinatal asphyxia, such as the blood flow’s
shunting to vital organs and anaerobic metabolism increasing. However, sometimes
adaptive responses are not enough to compensate effects of asphyxia, causing
significant changes in energy reserves, Na'/K'-ATPase enzyme activity and glutamate
extracellular concentration. Female Wistar rats on day 22° of pregnant were subjected
to cesarean section and both uterine horns were removed. Control animals fetuses
were obtained through immediate incision of one uterine horn. The other one was
isolated and maintained in 0.9 % saline solution at 37°C, for 15 min, to obtain
asphyxiated neonates. Some controls were immediately decapitated (acute control),
while others were stimulated to breathe and kept at 34°C, for 60 min, in normoxia
(control with recovery). At the end of asphyxia, some neonates were immediately
decapitated (acute asphyxia) and the remaining were kept at 34°C, for 60 min, in
normoxia (asphyxia with recovery). In this study, the levels of lactate, glucose, the
amount of glycogen in the liver, skeletal muscle, cerebral cortex and hippocampus
were determined. ATP levels so as glutamate uptake in the cerebral cortex were also
evaluated. Then, the Na*/K*-ATPase activity assay from acute groups was performed in
hippocampal tissue, cerebral cortex and synaptosomes obtained from cerebral cortex.
These results indicate that perinatal asphyxia caused in acute asphyxia group and
asphyxia with recovery group significant increases plasmatic lactate and glucose. In
cerebral cortex, acute asphyxia and asphyxia with recovery group showed significant
glycogen reduction compared to respective control groups. Differently, it was not
observed in hippocampus. ATP concentrations decreased in acute asphyxia and
asphyxia with recovery group compared to acute control. There was no significant
difference in glutamate uptake of cerebral cortex in acute asphyxia and asphyxia with
recovery. Na'/ K*-ATPase enzyme activity was not altered in acute asphyxia related to

acute control group. In conclusion, perinatal asphyxia caused changes in animal



metabolism, which persisted after 60 min of recovery. Moreover, cerebral cortex after
asphyxia, even with a significant reduction in ATP levels, is more capable to maintain
glutamate transport compared to hippocampus. More studies are necessary to identify

mechanisms that cause different effects in cerebral cortex and hippocampus.
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1 INTRODUCAO

A asfixia perinatal pode comprometer a integridade do tecido cerebral, bem
como de outros 6rgdaos como o coracdo e os rins (ALONSO-SPILSBURY et al., 2005).
Segundo Parer (1998) e Low (2004) este evento pode ocorrer antes do parto
(antepartum), durante este processo (intrapartum) ou apds o nascimento
(postpartum). Este episddio pode decorrer de uma inadequada perfusdo da placenta,
de uma interrupcao do fluxo sanguineo umbilical e de contracdes uterinas alteradas. A
asfixia também pode ocorrer imediatamente apds o parto devido a falhas na expansao
ou na circulagdao pulmonar do recém-nascido (ALONSO-SPILSBURY et al., 2005). Cada
um destes eventos é capaz de causar danos ao sistema nervoso central (SNC), porém o
tipo de lesdo tecidual e as areas afetadas estdo diretamente relacionados com a
extensdo temporal da asfixia e com a fase do desenvolvimento fetal no qual ela ocorre

(PARER, 1998).

A asfixia perinatal estd entre as principais causas diretas de 6bito neonatal
constituindo um dos maiores determinantes de morbidade e comprometimento
neuroldgicos na populacdo pediatrica (LAW et al., 2005; WEITZDOERFER et al., 2004;
SARACENO et al., 2010). Evidéncias clinicas demonstram que neonatos acometidos de
asfixia perinatal podem sofrer sequelas severas, incluindo paralisia cerebral,
encefalopatias, epilepsia, alteracGes motoras e/ou cognitivas com grande amplitude
de gravidade, tais como déficit de atencdo, hiperatividade, retardo mental e/ou
sindromes neuropsiquidtricas e neurodegenerativas com diagndstico clinico tardio

(HILL e VOLPE, 1989; WAKUDA et al., 2008; MORALES et al., 2011).

Diferentes parametros clinicos podem ser utilizados para estabelecer o
diagndstico de asfixia perinatal e estimar a extensdo dos danos, tais como padrdo de
frequéncia cardiaca fetal, presenca de liquido amnidtico tinto de mecoénio e indice de
Apgar. Indicadores bioquimicos, também podem auxiliar na identificacdo de alteragdes
relacionadas a asfixia perinatal, entre estes, medidas de pH, pressdes parciais de CO, e
de O,, lactacidemia e glicemia (BASU, et al., 2009; HILL e VOLPE, 1989; HERMANSEN,
2003; HERRERA-MARSCHITZ et al.,, 2011; SUIDAN e YOUNG, 1984; VANNUCCI e
HAGBERG, 2003 ).
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Experimentalmente, utiliza-se um modelo de asfixia intrauterina graduada que
reproduz muitas das caracteristicas observadas na situacdo clinica (acidose,
hipercapnia e hipéxia) da asfixia perinatal (WEITZDOERFER et al., 2004; BJELKE et al.,
1991). Em ratos, esta condicdo induz hiperatividade, diminuicdo da memdria de
trabalho e ansiedade (DELL’ANNA et al., 1991; VENEROSI et al., 2004). Trabalhos onde
foi empregado este paradigma também descrevem a ocorréncia tardia de alteracdes
comportamentais permanentes em animais adultos tais como déficit de memadria nao
espacial e comprometimento da coordenacdo motora (HOEGER et al., 2000; BALDUINI

et al., 2000; VAN DE BERG et al., 2003; SIMOLA et al., 2008; MORALES, P. et al., 2010).

Descreve-se uma maior tolerancia dos fetos a asfixia em relagdao a animais
adultos devido a uma combinacdo de mecanismos de compensacdo que visam
proteger 6rgaos vitais (PARER, 1998). Entre estes mecanismos, esta a possibilidade de
direcionar o fluxo sanguineo para o cérebro, o coracdo e as glandulas adrenais,
enquanto o fluxo sanguineo é diminuido para drgdos como os rins, os musculos
esqueléticos, o trato gastrointestinal e a pele (PARER, 1998). No SNC também é
descrita uma redistribuicdo do fluxo sanguineo para o tronco cerebral em detrimento
de areas corticais (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011; LOU et al., 1985). Juntamente
com esses processos, ocorre uma reducao da atividade metabdlica antes que as
reservas de oxigénio sejam completamente extintas, além de um incremento do
metabolismo anaerdbico e de uma mudanga no perfil dos substratos energéticos
utilizados (BENNET et al., 1998; JENSEN et al., 1999; LUST, et al., 2003; SINGER, 1999).
Neste ultimo caso, estudos recentes sugerem que apos um episddio de asfixia
intrauterina, algumas estruturas do SNC poderiam ser potencialmente beneficiadas

pela utilizacdo de substratos energéticos alternativos (SOUZA et al., 2013).

Apesar do metabolismo energético no cérebro de animais submetidos a asfixia
perinatal ja ter sido estudado por alguns autores, questdes importantes permanecem
pouco esclarecidas. Uma delas refere-se ao papel do lactato no cérebro neonatal. O
acido latico é acumulado em decorréncia de um aumento da glicélise anaerdbica no
organismo; situacao presente em diferentes modelos de asfixia perinatal. Existe uma
relacdo direta, ja descrita na literatura cientifica, entre o aumento da concentracao

plasmatica de lactato e a severidade do dano causado pela asfixia infringida aos
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neonatos (SUIDAN e YOUNG, 1984; HILL e VOLPE, 1989; BORRUTO et al., 2006;
HERMANSEN, 2003; LUST et al., 2003; VANNUCCI e HAGBERG, 2004; HERRERA-
MARSCHITZ et al.,, 2011). Assim, por meio da andlise quantitativa da lactacidemia é
possivel confirmar que a metodologia proposta é capaz de reproduzir dados
condizentes com os encontrados em situacdes de asfixia perinatal. Entretanto, se por
um lado suas concentrac¢des sao consideradas na clinica como um indicador de acidose
fetal, inclusive mais confidvel que medidas de pH, por outro, este também pode ser
um importante substrato energético (MAGISTRETTI e PELLERIN, 1999; VAILLANCOURT,
et al.,, 1999; BORRUTO et al., 2006). A capacidade de reduzir o uso ndo essencial de
oxigénio durante a hipdéxia moderada, de aumentar a contribuicdo anaerdbica para
producdo de ATP durante asfixia severa e de utilizar metabdlitos diferentes pode
constituir o principal mecanismo responsavel pela pronunciada tolerdncia fetal a
hipéxia. Experimentalmente foi demonstrado o efeito protetor de uma fraca ou
moderada acidemia lactica para o cérebro, onde bebés asfixiados poderiam se
beneficiar da vasodilatacdo cerebral causada pela acidemia, utilizando adicionalmente

o lactato como nutriente (HERMANSEN, 2003).

Resultados obtidos com o modelo de asfixia perinatal descrevem um elevado
consumo de ATP e de fosfocreatina no tecido cerebral, no miocardio e no tecido renal
(HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011; SEIDL et al., 2000). Com base em publica¢des
anteriores é indicada uma redugdo na producdo de ATP em decorréncia de maior
funcionalidade do metabolismo anaerébio (VANNUCCI et al., 2004). A diminui¢ao no
conteudo de ATP implica em uma menor funcionalidade de transportadores i6nicos,
mudancas no padrdo de neurotransmissao, acumulo de cdlcio intracelular e, no caso
de uma diminuicdo prolongada, a ocorréncia de danos ao DNA (HERRERA-MARSCHITZ
et al., 2011).

De forma andloga ao ATP, o glicogénio é descrito com sendo uma importante
reserva energética. Ele é composto por unidades glicosil unidas por ligacdes
glicosidicas a-1,4 e com ramificagbes a-1,6, que originam um polimero de elevado
peso molecular. O processo de sintese e de degradacdo do glicogénio depende da
dindmica estabelecida entre a atividade das enzimas glicogénio sintase e glicogénio

fosforilase, respectivamente (SHULMAN e ROTHMAN, 2000). O figado e o musculo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Borruto%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Borruto%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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esquelético sdao descritos como os principais tecidos onde o glicogénio é armazenado
(RYU et al., 2009). No cérebro, o glicogénio também é descrito como uma importante
fonte de energia (LUST et al. 2003). Para o glicogénio hepdtico é atribuida a funcao de
manutenc¢do dos niveis glicémicos nos periodos que ndo ocorre ingesta alimentar.
Embora exista grande quantidade de glicogénio no musculo esquelético, sua funcdo é
voltada, principalmente, a disponibilizacido de ATP para a contracdo muscular
(SHULMAN e ROTHMAN, 2000). Recentemente, foi atribuido ao glicogénio um papel
de destaque ao ser capaz de sustentar a atividade elétrica de neurbnios e por estar
associado no transporte de glutamato em astrdcitos corticais (DINUZZO et al. 2011;

SCHOUSBOE et al 2010; SUH et al. 2007).

Outra importante questdo, diretamente afetada por alteracdes do metabolismo
energético em neonatos asfixiados, refere-se a perda da capacidade do tecido cerebral
de manter a homeostase do glutamato extracelular. De fato, estudos recentes
mostraram que o sistema glutamatérgico é afetado pela incidéncia de episddios de
asfixia intrauterina (KHASHABA et al., 2006; FRIZZO et al., 2010). A perda desta fungdo
pode estar diretamente relacionada a uma alteracdo metabdlica que comprometa os
niveis energéticos necessarios para a remocao do glutamato do meio extracelular

(DANBOLT, 2001).

O aminodcido glutamato é o principal neurotransmissor excitatéorio do SNC de
mamiferos, atuando sobre diversos tipos de receptores, ionotrdpicos e
metabotropicos (DANBOLT, 2001; FONNUM, 1984). Apesar da sua agao fisioldgica, a
permanéncia do glutamato no microambiente sindptico pode estimular
excessivamente receptores glutamatérgicos e desencadear um tipo de morte neuronal
conhecida como excitotdxica, condicdo observada em varias doencas
neurodegenerativas cronicas e agudas (OLNEY, 1989; CHOI, 1992; MELDRUM, 2000). A
remocdo do glutamato da fenda sinaptica é essencial para evitar a excitotoxicidade e
ocorre através de transportadores de alta afinidade dependentes de sddio, os quais
mantém as concentragdes extracelulares deste neurotransmissor abaixo de niveis
neurotoxicos (ANDERSON e SWANSON, 2000; DANBOLT, 2001). Em humanos, foram
clonados cinco diferentes transportadores de glutamato, chamados transportadores

de aminodcidos excitatérios (EAAT1-5). Os homdlogos em ratos sdo designados como
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transportador de glutamato GLAST (EAAT1), transportador de glutamato GLT1 (EAAT2)
e carreador de aminoacido excitatério 1, EAAC1 (EAAT3). EAAT4 e EAATS5 mantém a
mesma nomenclatura. A atividade de captacdo do glutamato no cérebro ndo é
constante, mas sujeita a uma significativa regulacdo, ndo somente durante o

desenvolvimento, mas também no cérebro adulto (DANBOLT, 2001; TIAN et al., 2007).

De acordo com Gross et al., (2005) e Wakuda et al.,, (2008) o sistema
dopaminérgico tem sido o alvo principal de estudo no modelo animal de asfixia
perinatal. Poucos trabalhos tém descrito alteracbes em outros sistemas de
neurotransmissdo tais como o glutamatérgico (FRIZZO et al., 2010; PAPAZISIS et al.,
2008). Entretanto, cabe salientar que estudos com cérebros de ratos submetidos a
asfixia perinatal descrevem que minutos apds o episddio os niveis extracelulares de
glutamato aumentam significativamente, podendo permanecer elevados mesmo apds
trés meses do evento (ENGIDAWORK et al., 1997, KOHLHAUSER et al., 1999). Nestes
casos, a inexisténcia de um metabolismo extracelular de glutamato sugere a
possibilidade de uma a¢cdo duradoura deste neurotransmissor excitatério (DANBOLT,

2001).

A Na*/K*-ATPase é conhecida por seu papel chave no transporte ativo de fons
através da membrana plasmatica. Ela é uma proteina integral de membrana,
altamente conservada, expressa em todas as células animais e pertencente a familia
das ATPases do tipo P. Sua organizagao estrutural consiste de uma subunidade alfa (a)
e de uma beta (B). Em humanos, identificou-se 4 isoformas da subunidade a (al-a4) e
trés isoformas da subunidade B (1-B3). Frequentemente, encontram-se associadas a
Na’/K*-ATPase, proteinas de membrana FXYD, também referidas como subunidade
gama (y) as quais influenciam na atividade deste complexo enzimatico (REINHARD et
al., 2012). Ainda em humanos, as subunidades al, a2, a3 e a4 sdo inibidas de forma
especifica pela ouabaina. As trés isoformas da subunidade a (al, a2 e a3) também
foram identificadas no cérebro, mesencéfalo, tronco cerebral e cerebelo de ratos
Wistar. Esses animais foram avaliados no 18° e 21° dias de desenvolvimento fetal, no
2° dia apds o nascimento e em adultos (URAYAMA et al., 1989). Foi descrito um
aumento na atividade da Na’/K'-ATPase durante o desenvolvimento cerebral, e que

este seria devido a uma maior expressao e funcao das trés isoenzimas, principalmente
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da isoforma a2. A subunidade a possui dez dominios transmembrana, os quais
abrigam os sitios para a ligacdo dos ions Na* e K*, hidrélise do ATP e fosforilac3o. Ja a
subunidade B possui um dominio transmembrana, o qual estd relacionado com o ion
K*. Participa também, da funcdo de transferéncia do complexo a-p da enzima para a

membrana plasmatica e, também, com a adesao intercelular (ROSE, E.M et al., 2009).

O ciclo de transporte da Na'/K'-ATPase é impulsionado pela quebra do ATP
permitindo que trés ions Na* sejam exportados da célula, contra seu gradiente quimico
e potencial elétrico. Simultaneamente dois fons K" s3o lancados para o interior da
célula. O processo de transporte dos ions pela Na*/K*-ATPase é realizado por multiplas
mudancas na conformacdo da enzima, o chamado ciclo de Post-Albers (HABECH et al.,
2009). O funcionamento adequado da Na’/K’-ATPase estd associado com a
excitabilidade elétrica, captacdo de nutrientes e de neurotransmissores, regulacdo do

volume e pH intracelular (LI e STYS, 2001; REINHARD et al., 2012).

A enzima Na'/K'-ATPase é inibida com alta especificidade pelo glicosideo
cardiaco ouabaina que se liga ao sitio extracelular do potassio na subunidade catalitica
fosforilada. Em elevadas concentracbes a ouabaina torna-se altamente tdxica aos
neurdnios e as células da glia (BRINES et al., 1995). A maioria das isoformas desta
bomba possui elevada afinidade para ouabaina (10° a 10®M). Porém, algumas
isoformas encontradas em ratos, como a a-1, possuem baixa afinidade para este
glicosideo (10 a 10°M) resultando em uma maior resisténcia a inibicdao (ATTERWILL e
COLLINS, 1987; BRINES et al., 1995; MATSUDA et al., 1984). Sendo assim, o uso de
ouabaina como inibidor da enzima Na'/K*-ATPase é amplamente utilizado em estudos

de patofisiologia e de doencgas neurodegenerativas (BRINES et al., 1995).

A relacdo entre a atividade da Na'/K'-ATPase e os transportadores de
glutamato pode ser melhor estabelecida apés a constatacdo de que sec¢des da medula
espinhal de ratos, tratadas com ouabaina, apresentam uma diminui¢dao no transporte
de glutamato (LI e STYS, 2001). Nos sinaptossomas de cortex cerebral e de cerebelo de
ratos adultos é descrita uma reducao no transporte de glutamato associada com uma
diminui¢do na atividade da Na*/K*-ATPase (ROSE et al., 2009). Dessa forma, é possivel

gue os elevados niveis de glutamato presentes nas sinapses de fetos submetidos a
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asfixia perinatal estejam relacionados com alteracdes na atividade desta enzima.
Apesar da remocdao do glutamato da fenda sinaptica ser dependente do gradiente
eletroquimico de Na* estabelecido pela atividade da bomba Na*/K*-ATPase, ndo foram
realizadas avaliacGes que descrevam a atividade desta enzima apds a ocorréncia de
asfixia intrauterina. Além disso, existem evidéncias de que a diminuicdo na atividade
da Na*/K*-ATPase esteja relacionada com alteracdes nas sinalizagdes e com a morte de

neurdnios apo6s eventos hipdxico-isquémicos (ROSENKRANTZ et al., 1996).

2 OBJETIVO

Considerando as evidéncias de que o sistema glutamatérgico é afetado pela
asfixia perinatal e que esta condicdo provoca efeitos diferentes em estruturas
cerebrais distintas, nosso objetivo é avaliar a atividade da bomba Na*/K*-ATPase e os
niveis de ATP do cértex cerebral e hipocampo de animais que sofreram asfixia
perinatal, imediatamente apds a asfixia ou depois de 60 min de recuperacdo em
normoxia. A determinacdo dos niveis de glicogénio nestes tecidos cerebrais também

podera contribuir para o entendimento do cenario presente neste modelo de asfixia.
2.1 Objetivos especificos
- Avaliar a lactacidemia e glicemia na condi¢cdo aguda ou apds a recuperagao.

- Quantificar o glicogénio do cdértex cerebral e hipocampo (na condigao aguda ou apds

a recuperacao).

- Determinar o ATP total do cértex cerebral e hipocampo (na condi¢ao aguda ou apds a

recuperacgao).

- Estudar a atividade da bomba Na*/K*-ATPase no cértex cerebral, no hipocampo e nos

sinaptossomas destes tecidos (na condicdo aguda ou apds a recuperacgao).
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar de 90 dias, provenientes do Centro de
Reprodugao Animal do Campus do Vale e alojados no Biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Morfoldgicas, do Instituto de Ciéncias Basicas da Salde, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Apds trinta dias de ambientacdo, as
fémeas foram submetidas a exames colpocitoldgicos para detectar a fase do ciclo
estral, sempre no periodo da tarde. Identificada a fase de pro-estro, as fémeas foram
alojadas em caixas individuais, com um macho, durante uma noite. No dia seguinte, foi
realizada uma analise para confirmar a presenca de espermatozédides e, em caso
positivo, a fémea foi mantida em caixa individual até o 222 dia de prenhes. Todos os
animais foram mantidos em um ambiente com temperatura controlada (20+2°C), ciclo

claro/escuro de 12 horas, com agua e comida ad libitum.

O estudo foi realizado no Laboratério de Neurobiologia Celular, do
Departamento de Ciéncias Morfoldgicas, em associagdo com o Laboratdrio de
Metabolismo e Endocrinologia Comparada, do Departamento de Fisiologia, ambos do

Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

A Comissdo De Etica No Uso De Animais da UFRGS aprovou o presente trabalho

em seus aspectos éticos e metodoldgicos (n2 23779 — CEUA/UFRGS).
3.1 Obtengao de neonatos por cesariana

O parto cesareo foi realizado no 222 dia de prenhes e permitiu a obtencdo de
animais controles e asfixiados em um mesmo experimento. Todas as etapas foram
realizadas com a participacdo de trés pesquisadores treinados. Dois pesquisadores
ficaram responsaveis pelos procedimentos cirdrgicos e pela manipulagdao dos animais e
o terceiro pelo controle das condicGes experimentais (instrumentacdo cirurgica,
acompanhamento da temperatura do banho de incubacdo e registro do tempo).
Imediatamente apds a decapitacdo da fémea matriz, era realizada a cesariana e a
histerectomia. O corno uterino que apresentasse o maior numero de filhotes tinha as

extremidades clipadas com pingas hemostaticas, sendo removido e transferido para
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uma solugao salina a temperatura de 37°C por 15 min. Simultaneamente, foi realizada
a incisdo do outro corno uterino para a obtencdo dos animais controles. Na cesariana,

a categoria de severidade para a fémea matriz foi definida como sem recuperagao.
3.2 Grupos experimentais

O efeito da asfixia intrauterina foi estudado sobre diferentes parametros,
avaliados imediatamente apds a histerectomia (condicdo aguda) ou apds 60 min de
normoéxia a 34°C (condicdo de recuperacao). Desta forma foram estabelecidos quatro

grupos experimentais:

- Controles agudos: animais obtidos imediatamente apds a histerectomia.

-Asfixiados agudos: animais obtidos imediatamente apds a histerectomia do corno

uterino asfixiado.

-Controles com recuperacdo: animais mantidos por 60 min em normodxia apods a

histerectomia.

-Asfixiados com recuperacdo: animais mantidos por 60 min em normoxia apds a

histerectomia do corno uterino asfixiado.
3.3 Obtengao dos grupos amostrais e o processo de asfixia

A histerectomia dos dois cornos uterinos foi realizada imediatamente apds a
cesariana. Naquele que apresentou menor numero de fetos, foi realizada a incisao
imediata para obtencdo dos animais controles. Neste caso, os liquidos e tecidos
amniéticos foram removidos, assim como o excesso de liquido das vias aéreas
superiores. Estes neonatos foram imediatamente decapitados para coleta dos tecidos
(grupo controle agudo) enquanto os demais animais foram mantidos a 34°C por 60
min, em normoxia (grupo controle com recupera¢do). Ao término do periodo de
recuperac¢ao, estes animais foram decapitados para remocado dos tecidos. A condi¢ao
de asfixia intrauterina consistiu na manutencdo do utero isolado a temperatura de
37°C pelo periodo de 15 min (BJELKE et al.,1991; WEITZDOERFER et al., 2004). Durante
este procedimento, a temperatura da solucdo salina foi rigorosamente controlada. O

grau de severidade do procedimento de asfixia para 15 min foi leve e para esta
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condicdo a sobrevivéncia foi maior que 90% (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011). Apés
o periodo de asfixia, no grupo agudo os fetos foram retirados do Utero para remocao
dos tecidos amnidticos e foram imediatamente decapitados para a coleta dos tecidos.
Nos outros animais asfixiados, foi retirado o excesso de liquido amnidtico das vias
aéreas superiores e estes foram estimulados a respirar por meio de uma leve
compressao no toérax, sendo mantidos a 34°C, por 60 min, em normoxia (grupo
asfixiado com recuperacdo). Ao final deste periodo, os neonatos foram decapitados
para a coleta dos tecidos. Nessa etapa, a categoria de severidade é definida como sem
recuperacdo. Para a determinacdo da atividade da Na*/K'-ATPase e para a obtencido
dos sinaptossomas, foi utilizado pool de fetos submetidos ou ndo a asfixia perinatal,

nos respectivos tempos experimentais.

3.4 Coleta do sangue

Logo apds a retirada do utero (agudo) ou apdés 60 min em normoxia
(recuperacdo), os animais foram decapitados e o sangue coletado para dosagem do
lactato. O sangue foi coletado em minitubos tratados com fluoreto de sddio (0,1 M) e
imediatamente centrifugados por 10 min (2500 x g) para obtencdo da amostra de

plasma.
3.5 Determinacgao da lactacidemia

O nivel de lactato no plasma foi quantificado a partir de uma amostra de 10 pL
por meio do método enzimatico colorimétrico (Kit Katal), com leitura realizada em 540

nm.
3.6 Dissecg¢oes do cortex cerebral e do hipocampo

O procedimento de disseccao foi realizado com o auxilio de uma lupa cirurgica
e os encéfalos foram manipulados sobre superficie gelada, em meio de isolamento
(sacarose - 0,32 M / EDTA- 1 mM / Tris-HCI - 10 mM / pH: 7,4/ a 4°C). O cortex cerebral
e o hipocampo foram isolados, transferidos para tubos e congelados por imersao em
nitrogénio liquido. Apds, foram mantidos a -80°C até o momento da utilizacdo. Para a

avaliac3o da atividade enzimatica da Na*/K*-ATPase e obtencdo dos sinaptossomas , 0s
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tecidos removidos eram imediatamente submetidos as etapas de extracdo das

membranas.
3.7 Determinagao do glicogénio

A extracdo do glicogénio do tecido cerebral (cértex ou hipocampo) foi realizada
segundo van Handel (1965). As amostras de tecido eram transferidas para tubos
contendo 250 uL de KOH 30% e, em seguida, submetidas a fervura por 60 min. Logo
apos, adicionava-se 50 pL de Na,SO4 e em seguida 0,5 mL de alcool PA. A mistura era
centrifugada a 740 x g por 10 min. O sobrenadante era entdo desprezado, e o pellet
ressuspendido com 250 uplL agua destilada aquecida para formar uma mistura
homogénea, a qual se adicionava 250 uL de HCI (4N). A mistura era fervida por mais
60 min. Apds essa etapa era adicionado 250 pL de Na,CO;s para neutralizar a mistura,
na qual se determinou a concentracdo de glicose. A concentracdo da glicose foi
avaliada utilizando-se Kit Glicose-Laborclin (Bioliquid) e as leituras realizadas em

espectrofotometro a 505 nm.
3.8 Quantificagdo do ATP

O ATP total foi determinado apenas no cértex cerebral, com o Kit Invitrogen
(A22066) o qual faz uso da deteccdao bioluminescente dos niveis de ATP através da
reacao luciferina-luciferase. O tecido era transferido do nitrogénio liquido para uma
superficie a 4°C, homogeneizado em tampao de lise e centrifugado em rotor de angulo
fixo (SM-24) a 10.000 x g, por 3 min, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um
minitubo estéril e o pH ajustado para 7,8 com Na,COs (2M). As trocas térmicas eram
evitadas, mantendo-se os homogenatos e reagentes sempre sobre gelo. Uma aliquota
de 10 pL do sobrenadante era retirada e adicionada a 100 pL do tampao de rea¢ao do
Kit. A leitura foi realizada em luminémetro, Expectra-Max M5, a 560 nm, em 28°C,

utilizando-se placas brancas de 96 pogos.
3.9 Captacao de glutamato

Para o estudo da captacdo de glutamato, os cértices cerebrais foram
imediatamente removidos em solucdo salina balanceada de Hank (HBSS) a 42C. Apés, o

tecido foi pesado e transferido para o meio HBSS a 36,5°C, por 15 min. A captacao foi
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iniciada com a adicdo de 0,2 pCi.mL™* L-[2,3->H] glutamato (PerkinElmer 49.6Ci.mmol™)
e com 100 uM de glutamato ndo marcado. A incubacao foi interrompida apds 7 min,
por meio de trés lavagens com 1 mL de HBSS gelado sobre placa arrefecida com gelo.
Em seguida, o tecido foi rompido com 0,5 M de NaOH e o lisado total foi utilizado
para determinar o contetdo intracelular de L-[*H] glutamato por meio de contagem
em liquido de cintilagdo em contador Rack Beta. Para determinar a captagao efetiva de
glutamato foram realizados experimentos paralelos, em superficie gelada, com a
substituicdo equimolar do cloreto de sédio por cloreto de colina no meio de incubacéo.
Os valores obtidos nestas condi¢cdes foram subtraidos da absorcdo a 36,5 °C na

presenca de sodio.
3.10 Obtencao dos sinaptossomas

A disseccdo do coértex cerebral e do hipocampo era realizada em meio de
isolamento (sacarose - 0,32 M / EDTA- 1 mM / Tris-Hcl - 10 mM / pH: 7,4). Apds, eram
homogeneizados com Potter-Elvehjen, em tampdo sacarose, na proporcdao de 1:10
(w/v). Em seguida, o homogenato era centrifugado em rotor de angulo fixo (SM -24) a
1000 x g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi removido e submetido a centrifugacao
em rotor de angulo (SM-24) a 10.000 x g, por 10 min, a 4°C. O precipitado formado era
suspendido em 900 pl do meio de isolamento e mantido sobre gelo. O gradiente de
centrifugacdo era composto de 1,8 mL de Ficoll/sacarose a 14%, 1,8 mL de
Ficoll/sacarose 7,5% e organizado em tubos de 5 mL. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas em rotor SW AH-650, a 100.000 x g, por 40 min, 4°C (BOOTH e CLARK,
1978). Duas bandas suspensas formaram-se apds a ultracentrifugacdo, a superior
descrita como rica em mielina e a inferior, rica em sinaptossomas. A banda rica em
mielina era removida, ja a fragdo rica em sinaptossomas era cuidadosamente pipetada
e transferida para tubos onde se adicionava 5 mL de meio de isolamento para remover
o ficoll da amostra (CUPELLO et al., 2001). Apds, as amostras ricas em sinaptossomas
eram centrifugadas em rotor (SM -24) a 5500 x g, por 10 min, 4°C. Por fim, o
precipitado formado era homogeneizado a um volume final de 1 mL, para a amostra
proveniente do cortex e em 200 uL para a do hipocampo. Ambas as amostras foram

homogeneizadas no meio de isolamento.
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3.11 Avaliagdao da atividade redutora em sinaptossomas do cértex cerebral e do

hipocampo

Para estimarmos a viabilidade das amostras de sinaptossomas, foi realizada a
incubacdo desses em placas de 96 pocos, a 37°C, por 4 horas. Nos pogcos eram
dispostos 60 pL de sinaptossomas, 70 pL do meio de isolamento e 20 puL de MTT (5
mg/mL). O branco era composto de 130 pL do meio de isolamento e 20 uL de MTT. Ao
término do periodo de incubacdo adicionou-se 150 uL de DMSO nos pocos. Apds, as
placas eram imediatamente lidas a 570 nm. Os valores de absorbancia encontrados

foram relacionados com a quantidade de proteina encontrada na amostra.
3.12 Determinagdo da atividade da Na*/K*-ATPase

Para o estudos da atividade da Na'/K'-ATPase no cdrtex cerebral e no
hipocampo, os tecidos foram homogeneizados com Potter-Elvehjen em meio de
isolamento na proporg¢do de 1:10 (w/v). Em seguida, o homogenato foi centrifugado
em rotor de angulo fixo (SM -24) a 1000 x g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante
formado era removido e submetido as sucessivas etapas de centrifugacdao para a
obtengdo dos sinaptossomas. Ja, o precipitado obtido era suspendido no meio de
isolamento na metade do volume inicial de homogeneiza¢do. Apds, a obtengdo das
amostras ricas em membranas e dos sinaptossomas, esses eram transferidos para
tubos de ensaio contendo 100 uL de meio de incubagdo. Esse era composto por Tris-
HCl 40 mM, NaCl 80 mM, MgCl, 5mM, KCl 20 mM, EDTA 1mM, SDS 3mM pH 7,4
adaptado de Pontes et al. (1999) e Forbush (1983). Os tubos eram pré-incubados por 2
min, a 37°C e somente apds este periodo, a reacdo era iniciada com a adi¢ao de 20 pL
de ATP a uma concentracgao final de 30 mM. O periodo de incubagao foi de 10 min em
banho metabdlico, 37°C. Os controles foram analisados sob condicdes semelhantes,
mas com a adi¢ao de 20 uL ouabaina na concentracao final de 30 mM para inibir a
atividade enzimatica. O volume final no interior dos tubos de ensaio foi de 200 uL, o

qual era atingido com a adicdo de um volume variado de agua Millig (40 pL nos tubos
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controle com ouabaina e 60 pL nos tubos sem ouabaina). Ao término do periodo de
incubacdo adicionou-se 200 puL de TCA 10% para cessar a reacdo. A atividade da
Na'K'/ATPase foi calculada com base na diferenca encontrada entre as amostras
incubadas com ouabaina em relacdo as amostras incubadas sem ouabaina (PONTES et
al., 1999). O fosfato inorganico (Pi) oriundo do consumo do ATP pela enzima, foi
determinado pelo método descrito por Chan et al., (1986) utilizando-se fosfato de
potassio monobasico como padrdo. Avaliou-se a quantidade de proteina com base no
método de Bradford (1976) utilizando-se albumina bovina como padrdo (1mg/mL).
Dessa forma, a atividade especifica da enzima foi expressa em nmol de Pi por

miligrama de proteina por minuto.

N3o foi possivel realizar os experimentos de atividade da enzima Na*K*/ATPase
nos grupos com recuperacao devido a morte de algumas matrizes e ocorréncia de
muitos abortos. Esses eventos prejudicaram a realizacdo destes experimentos no

periodo proposto.
3.13 Andlise estatistica

A normalidade das amostras foi avaliada com o teste de Shapiro-Wilk e a
andlise estatistica foi realizada com o programa SPSS17. Todos os dados foram
expressos como média + erro padrdo da média. Para a analise dos resultados
referentes 3 atividade da enzima Na’/K'-ATPase foi utilizado o teste t. Nos demais
dados, utilizou-se ANOVA de duas vias para multiplas comparag¢des, com posterior uso
do teste de Duncan. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4 RESULTADOS

No presente trabalho, foram analisados os niveis de lactato plasmatico e
glicemia. A concentragao de glicogénio foi determinada no cértex cerebral,
hipocampo, figado e no musculo gastrocnémio. Os niveis de ATP total foram
analisados no cdrtex cerebral, assim como a captacdo de glutamato. Para a avaliacdo
da atividade da enzima Na'-K*/ATPase foram utilizados o cértex cerebral, o hipocampo
e os sinaptossomas dos respectivos tecidos encefalicos. Também, foi realizada
avaliacdo sobre a atividade redutora em sinaptossomas do cortex cerebral e do
hipocampo. Esses parametros foram avaliados em filhotes obtidos imediatamente
apos a histerectomia (agudo) ou apdés 60 min de recuperacdo em normoxia
(recuperacdo). No grupo controle agudo, obteve-se 100% de sobrevivéncia, enquanto
gue nos animais submetidos a asfixia perinatal foi obtido uma taxa de sobrevivéncia de
95%. Apos a recuperacdo de 60 min, em normaxia, os valores de mortalidade foram de
2% para os animais controle e de 10% para os animais asfixiados. Imediatamente apds
a remocdo dos filhotes asfixiados, do Utero, estes apresentavam pele ciandtica,
hipotonia, hipocinesia, frequéncia ventilatoria diminuida e laboriosa. Com
aproximadamente 30 min de recuperacdo apods a asfixia, os animais demonstraram
pele com coloragdao normal, melhora dos movimentos e da capacidade ventilatdria.
Porém, desenvolveram um pronunciado aumento no tonus muscular da regido dorsal
inferior, seguida por extensdo dos membros posteriores. Ao término dos 60 min de
recuperag¢ao os animais tratados apresentavam uma reversao no quadro de hipertonia

e movimentagdo semelhante a observada nos animais controle.
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4.1 Lactacidemia

A asfixia perinatal aumentou a lactacidemia em relagdo ao grupo controle de
ambas as condicBes. Na condicdo aguda, o nivel de lactato plasmatico elevou-se
significativamente de 9,30 + 0,55 mmol.L™ para 13.30 + 0,18 mmol.L’Y. Os niveis de
lactato permaneceram significativamente elevados apds o periodo de recuperacdo,

tendo aumentado de 8,87 + 0,81 para 12,94 + 0,18 mmol.L™? (figura 1).
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Figura 1: Efeito da asfixia perinatal sobre os niveis plasmdticos de lactato. A
concentracdo de lactato foi determinada imediatamente apds a histerectomia
(condigao aguda) ou apds 60 min (condicdo de recuperacgdo). Controles representados
por barras pretas e asfixiados representados por barras brancas. * diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo aos grupos controle. Dados representados por média

e erro padrao da média, n=7.
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4.2 Glicose plasmatica

A asfixia perinatal aumentou significativamente a glicemia nas condi¢des aguda
e de recuperacdo em relacdo aos respectivos grupos controle. Na condicdo aguda, a
glicemia aumentou de 3,50 + 0,31 para 5,68 + 0,23 mmol.L?, em guanto que na

condicdo de recuperagio aumentou de 3,56 + 0,54 para 6,94 + 0,70 mmol.L™ (figura 2).
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Figura 2: Efeito da asfixia perinatal sobre os niveis plasmaticos de glicose. A glicemia
foi determinada imediatamente apds a histerectomia (condi¢dao aguda) ou apds 60 min
(condicdo de recuperacgdo). Controles representados por barras pretas e asfixiados
representados por barras brancas. * diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos
grupos controle. * diferenca (p<0,05) em relagdo ao grupo controle. Dados

representados por média e erro padrao da média, n = 6.
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4.3 Glicogénio muscular, hepatico e cerebral

O glicogénio muscular do grupo controle agudo (1,96 * 0,07 g%) foi
significativamente maior em relacdo aos demais grupos, asfixiado agudo (1,57 + 0,24
g%), controle (1,58 + 0,07 g%) e asfixiado (1,60 + 0,12 g%) da condicdo de recuperacao
(figura 3A). Uma situagdo semelhante foi observada com o glicogénio hepatico, onde
os valores do grupo controle agudo (19,50 + 1,94 g%) foram significativamente
maiores que os valores dos demais grupos, asfixiado agudo (10,17 + 2,58 g%), controle
(11,69 + 2,24 g%) e asfixiado (10,98 + 1,43 g%) da condicdo de recuperacao (figura 3B).
No cortex cerebral, o efeito da asfixia apresentou um padrdo diferente do observado
no musculo e no figado. Apds a asfixia perinatal o glicogénio do cdrtex cerebral sofreu
reducdo significativa na condicdo aguda (0,34 + 0,04 para 0,23 + 0,02 g%) assim como

na condicdo de recuperacao (0,34 + 0,04 para 0,21 + 0,01 g%), figura 3C.
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Figura 3: Efeito da asfixia perinatal sobre os niveis de glicogénio no tecido muscular,
hepatico e no cértex cerebral. O glicogénio foi determinado imediatamente apds a
histerectomia (condicdo aguda) ou apdés 60 min de recuperacdo (condicdo de
recuperacdo) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). O glicogénio
foi quantificado no musculo (figura 3A), no figado (figura 3B) e no cdrtex cerebral
(figura 3C). Na figura 3A e 3B, * representa diferenca significativa (p<0,05) em relacao
ao grupo controle da condicdo aguda. Na figura 3C, * representa diferenca significativa

em relacdo aos grupos controle, n = 6.
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4.4 Glicogénio hipocampal

De forma geral, os valores de glicogénio no hipocampo foram mais altos que os
guantificados no cértex cerebral. Entretanto, ao contrdrio do observado no cértex, o
efeito da asfixia foi significativo apenas entre o controle agudo (0,65 + 0,10 g%) e o
asfixiado na condicdo de recuperacdo (0,43 + 0,05 g%). O grupo asfixiado agudo
apresentou um valor de 0,57 + 0,06 g%, enquanto o grupo controle com recuperacao

um valor de 0,63 + 0,54 g% (figura 4).
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Figura 4: Efeito da asfixia perinatal sobre os niveis de glicogénio hipocampal. O
glicogénio foi determinado imediatamente apds a histerectomia (condicdo aguda) ou
apds 60 min de recuperacgdo (condicdo de recuperacdao) em controles (barras pretas) e
asfixiados (barras brancas). * representa diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo
asfixiado com recuperagdao e grupo controle da condicdo aguda. Os dados sao

representados por média e erro padrao da média, n = 4.
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4.5 ATP no cortex cerebral

Na determinacdo do ATP total do coértex cerebral, as avaliacbes foram
realizadas imediatamente apds cada experimento para minimizar a hidrdlise do
mesmo. Na condicdo aguda, os niveis de ATP obtidos no grupo controle e no grupo
asfixiado foram de 505,6 + 70,4 e 149,9 + 15,8 uM, respectivamente. Transcorrido o
periodo de recuperacdo dos animais, os valores de ATP encontrados ndo diferiram
significativamente entre controle (311,2 + 44,4 uM) e asfixiado (303,7 + 19,3 uM).
Entretanto, observamos um aumento significativo na quantidade de ATP do cértex
cerebral de asfixiados em recuperacdo em relacdo ao grupo asfixiado da condicdo

aguda (figura 5).

600 4
500 4

400 -

ES

300 A

200 ~

*

ATP no cértex cerebral (uM)

100 -

Agudo Recuperacéo

Figura 5: Efeito da asfixia perinatal sobre os niveis de ATP. O ATP total foi determinado
imediatamente apds a histerectomia (condi¢do aguda) ou apds 60 min de recuperagao
(condicdo de recuperacao) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). *
representa diferenca significativa (p<0,05) em relagdo a todos os demais grupos, #
representa diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo controle da condicdao

aguda. Os dados sdo representados por média e erro padrao da média, n = 3.
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4.6 Captacao de glutamato

Na condicdo aguda, a captacdo de glutamato nos grupos controle e asfixiado foi
de 2,56 £ 0,40 e 2,76 * 0,06 pmol.mg'l.min'l, respectivamente. Apés o periodo de
recuperacdo, a captacdo de glutamato nos grupos controle e asfixiado foi
significativamente maior em relacdo aos grupos da condicdo aguda. Contudo, ndo
houve diferenca significativa entre os valores do controle (4,76 + 0,03 pmol.mg™.min™)

e do asfixiado (4,56 + 0,09 pmol.mg™.min*) apés o periodo de recuperacio (figura 6).

Captacao de glutamato (pmol.mg'1.min'1)

Agudo Recuperacao

Figura 6: Efeito da asfixia perinatal sobre o transporte de glutamato no cértex cerebral.
A captacdo de L-[*H] glutamato foi realizada imediatamente apds a histerectomia
(condicdo aguda) ou apds 60 min de recuperacdo (condicdo de recuperagdo) em
controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). * representa diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos agudo e com recupera¢dao. Os dados sdo

representados por média e erro padrao da média, n = 3.
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4.7 Atividade da Na*-K*/ATPase no cértex cerebral

O estudo da atividade da Na'-K'/ATPase apds a ocorréncia de asfixia foi
realizado no coértex cerebral total (figura 7) e nos sinaptossomas obtidos deste tecido.
Para isso, foram utilizados apenas filhotes obtidos imediatamente apds a
histerectomia, condicdo aguda. Estes parametros ndo foram avaliados em animais com
recuperacdo. Os valores referentes a atividade da enzima no cdrtex cerebral para o
grupo controle e asfixiado foram de 3,1 + 0,66 e 2,3 + 0,59 nmoIPi.mg'l.min'1

respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos.

Atividade da Na‘/K*-ATPase no cortex cerebral
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Figura 7: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade da Na’/K’-ATPase no cértex
cerebral. A atividade da Na*/K*-ATPase cortical foi determinada imediatamente apds a
histerectomia (condicdo aguda) ou apdés 60 min de recuperacdo (condicdo de
recuperacdao) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos. Valores representados por média

e erro padrao da média, n = 5.
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4.8 Atividade da Na*-K'/ATPase em sinaptossomas do cértex cerebral
De forma semelhante, ndo encontramos diferenca significativa na atividade da
enzima em sinaptossomas do cértex cerebral do grupo controle (0,022 + 0,005

nmolPi.mg™.min") e do asfixiado (0,019 + 0,004 nmolPi.mg™.min™), figura 8.
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Figura 8: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade da Na’/K’-ATPase em
sinaptossomas do cortex cerebral. Atividade da Na®/K'-ATPase de sinaptossomas
corticais foi determinada imediatamente apds a histerectomia (condicdo aguda) ou
apods 60 min de recuperagdo (condicdo de recuperagao) em controles (barras pretas) e
asfixiados (barras brancas). Nao foram observadas diferengas significativas entre os

grupos. Valores representados por média e erro padrdao da média, n = 5.



34

4.9 Atividade da Na*-K'/ATPase no hipocampo

Para avaliar o efeito da asfixia sobre a atividade da enzima Na'-K’/ATPase no
hipocampo, foram utilizados filhotes obtidos imediatamente apds a histerectomia. Os
valores do grupo controle (4,6 + 0,83 nmolPi.mg™.min") e do asfixiado (4,0 + 1,1
nmolPi.mg™.min?) n3o foram diferentes significativamente entre si. Devido a
dificuldades metodoldgicas relacionadas com a quantidade de tecido necessario para
determinar a atividade da enzima Na*-K'/ATPase, n3o foi possivel realizar a avaliac3o

da mesma em sinaptossomas de hipocampo (figura 9).
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Figura 9: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade da Na*/K*-ATPase no hipocampo.
A atividade da Na'/K*-ATPase hipocampal foi determinada imediatamente apds a
histerectomia (condicdo aguda) ou apdés 60 min de recupera¢do (condicdo de
recuperacdao) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos. Valores representados por média

e erro padrao da média, n = 5.
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4.10 Atividade redutora em sinaptossomas do cortex cerebral

Com o objetivo de identificar atividade bioldgica nos sinaptossomas, devido ao
extenso periodo necessario para obté-los, foi realizado um controle de atividade
redutora dos mesmos com o uso do MTT. Nos sinaptossomas corticais de animais
obtidos imediatamente apds a histerectomia o grupo controle apresentou atividade
redutora de 0,0049 + 0,0008 UAbs.ug™, enquanto no grupo asfixiado foi de 0,0039 +
0,00006 UAbs.pug™. Ao término da condicdo de recuperacdo, os valores de atividade
redutora no grupo controle foram de 0,0046 + 0,0023 UAbs.ug™, enquanto no grupo
asfixiado foi 0,0032 + 0,0016 UAbs.ug'l. No cértex cerebral ndo foram observadas

diferengas significativas entre os grupos (figura 10).
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Figura 10: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade redutora em sinaptossomas do
cortex cerebral. A atividade redutora em sinaptossomas corticais foi determinada
imediatamente apds a histerectomia (condicdo aguda) ou apds 60 min de recuperagao
(condicdo de recuperagdao) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas).
Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos. Valores representados

por média e erro padrao da média, n = 3.
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4.11 Atividade redutora em sinaptossomas do hipocampo

Ao contrdrio do observado nos sinaptossomas corticais, observamos diferencas
significativas entre sinaptossomas hipocampais de animais controle (0,0031 + 0,0003
UAbs.ug™?) e asfixiado (0,0043 + 0,0002 UAbs.ug™), na condicdo aguda. Apds o periodo
de recuperacdo ndao houve diferenca significativa entre o grupo controle (0,0026 *
0,0015 UAbs.ug™) e asfixiado (0,0026 + 0,0015 UAbs.ug™), figura 11. Entretanto, o
reduzido tamanho do hipocampo em animais no 222 de gestacdo acarretou um baixo
rendimento na obtencdo de sinaptossomas hipocampais e uma insuficiente
guantidade de proteina, inviabilizando a avaliacdo da atividade enzimdatica nesta

estrutura.
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Figura 11: Efeito da asfixia perinatal sobre a atividade redutora em sinaptossomas do
hipocampo. A atividade redutora em sinaptossomas hipocampais foi determinada
imediatamente apds a histerectomia (condicdo aguda) ou apds 60 min de recuperagao
(condicdo de recuperacao) em controles (barras pretas) e asfixiados (barras brancas). *
representa diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a todos os demais grupos. Os

dados sdo representados por média e erro padrao da média, n = 3.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foram identificadas alteracées significativas na glicemia, na
lactacidemia e nas reservas energéticas do cdrtex cerebral, hipocampo, figado e
musculo esquelético. Nao foram identificadas mudancas na capacidade de transporte
do glutamato no cértex cerebral, bem como na atividade da enzima Na*/K*-ATPase do
hipocampo, do cértex cerebral e em sinaptossomas. Todos esses parametros foram
avaliados em um modelo animal de asfixia perinatal que reproduz eventos de interesse
fisiologico e de relevancia patolégica relacionados com esta condicdo. O modelo de
asfixia intrauterina, em ratos, é utilizado para mimetizar os danos causados pela asfixia
no cérebro humano imaturo (BOKSA et al., 1995; BJELKE et al., 1991; CHEN et al.,
1997). Esta correlacdo é estabelecida, pois o padrdo de maturacdo do cérebro de ratos,
ao nascer, € comparavel ao do cérebro de fetos humanos, no Ultimo trimestre de

gestacdo (DOBBING e SANDS 1979).

Imediatamente, ap6és os 15 min de asfixia intrauterina, foi observada a
presenca de cianose nos filhotes, fato que estda diretamente relacionado com a
diminuicdo da oxigenacdo dos tecidos periféricos e da perfusdo sanguinea, indicando a
existéncia de uma alteragdo na func¢do cardiovascular. Nos trabalhos de Low (2004) e
de Jensen e Lang (1992) foi descrito que fetos expostos a um processo de asfixia
desenvolveram inicialmente aumento na pressdo arterial devido a crescente
resisténcia vascular periférica. Junto a estes eventos, também ocorre uma
redistribuicdo do débito cardiaco com diminuicdo do fluxo sanguineo para os pulmdes,
os rins, o intestino e o musculo esquelético. Um maior direcionamento do fluxo é
destinado para o cérebro e o cora¢do com a finalidade de preservar o suprimento de
oxigénio para esses Orgdos vitais. Essas mudancas, na resposta cardiovascular,
mostram-se importantes para manter a integridade do SNC durande um periodo
inicial da asfixia, mas com a progressdo da mesma, esse mecanismo torna-se
insuficiente para compensar os danos. Outras mudangas foram identificadas nos
filhotes obtidos apds a asfixia, tais como menor vocaliza¢do, hipotonia e hipocinesia.
Um aumento no ténus muscular dos membros posteriores e da regido lombar foi

observado apés 30 min de recuperacgao. Estas alteracdes também foram descritas por
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outros pesquisadores que utilizam um modelo semelhante de asfixia (ENGIDAWORK et
al. 2001; FRIZZO et al. 2010; MORALES et al. 2010). Como descrito por Frizzo et al.
(2010) observou-se que estas manifestacbes foram transitdrias e que os filhotes
asfixiados  recuperaram-se  gradualmente, assemelhando-se aos controles
aproximadamente 30 min apds a asfixia; exibindo maior atividade, pele rosada e

melhora do padrao ventilatério.

Em condicGes anormais do utero, tais como reducdo do fluxo saguineo na
artéria uterina, é descrita a existéncia de altera¢cées no desenvolvimento do feto,
principalmente no SNC. Foram reportadas mudancas no padrdao histoldgico e
eletrofisiolégico do tecido cerebral, dano neuronal no cortex parassagital, estriado,
areas do hipocampo e nos nucleos da base. Por esse motivo, muitas doencas
neuroldgicas sdo correlacionadas com o estresse metabdlico intra-uterino (de HAAN et
al., 2006, PARER, 1998). Embora a lesdo cerebral resultante da asfixia seja multifatorial
e dependente da maturidade dos fetos, a resposta do cérebro ao estresse metabdlico
é determinada, em grande parte, pela sua capacidade de utilizar diferentes substratos
como fontes de energia, a fim de manter a homeostase celular no tecido durante a

lesdo (LUST et al., 2003).

O cérebro perinatal parece ser menos vulneravel a hipdxia e isquemia em
relagdo ao cérebro adulto (PARER, 1998). Um dos motivos pode ser a capacidade do
tecido cerebral neonatal utilizar substratos energéticos alternativos para o
metabolismo intermediario, estratégia que parece ser perdida com o desenvolvimento
ontogenético (LUST et al.,, 2003). Além disso, é descrita uma baixa atividade
metabdlica no cérebro perinatal em relagdo ao tecido cerebral adulto (DUFFY et al.,
1975). Logo, o contraste de uma maior atividade metabdlica associada com a
capacidade de utilizar uma menor variedade de substratos pode agravar o dano celular
no cérebro adulto submetido a asfixia (Lust et al. 2003; Parer, 1998). No entanto,
durante o desenvolvimento cerebral, muitos processos dependentes de energia estao
ocorrendo e podem ser comprometidos por um evento que afete o estado energético.
De fato, perturbacdes na maturacdo do cérebro e disfuncdo neuroldgica podem
ocorrer apds um episddio de asfixia perinatal (MORALES et al., 2003 ; SCHEEPENS et
al., 2003; KLAWITTER et al., 2005; MORALES et al., 2005). Em nosso modelo de asfixia
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perinatal foi estudada a utilizacdo de substratos energéticos no cértex cerebral e no
hipocampo de filhotes no 22° dia de desenvolvimento intra-uterino. Neste periodo a
capacidade para utilizar diferentes fontes de energia é maior em relacdo ao cérebro
adulto (Lust et al.,, 2003). A asfixia perinatal implica em uma diminuicdo da
disponibilidade de oxigénio, podendo ser seguida de interrupcdao do fornecimento do
oxigénio para as células causando, assim, alteracdes metabdlicas e ativacdo de
processos moleculares que estdo diretamente relacionados com danos a longo prazo

em neonatos (WEITZDOERFER et al., 2004).

Durante o nascimento, o feto é exposto a uma combinacdo de eventos como
contragdes uterinas aumentadas e compressdo do corddo umbilical, que promovem
diminuicdo do fluxo sanguineo (ALONSO-SPILSBURY et al., 2005). Estes eventos geram
adaptacbes no metabolismo fetal, ocasionando maior consumo de glicose e aumento
na concentracao de acido latico, Hay (1995). Na asfixia perinatal, ocorre reducdo do
metabolismo aerébico com concomitante aumento da via anaerdbica, resultando em
grande diminuicdo dos niveis de ATP e acumulo de acido latico (CHEN et al., 1997;
LUBEC et al., 2000; HAY, 1995; SEIDL et al.,, 2000). O lactato é produzido como
consequéncia de eventos hipoxicos ou por inadequada perfusdo tecidual, sendo por
isso um importante parametro avaliado na asfixia perinatal. No trabalho realizado por
da Silva et al. (2000) foi identificado uma maior lactacidemia em neonatos que
possuiam um maior comprometimento neurolégico. Em trabalhos prévios, onde foram
avaliados os niveis teciduais de lactato foi descrito um aumento significativo deste no

tecido cerebral, apds a asfixia perinatal (ENGIDAWORK et al., 1997; SEIDL et al., 2000).

Como esperado, os niveis plasmaticos de lactato foram significativamente
maiores imediatamente apdés o periodo de asfixia, tendo permanecido
significativamente elevados mesmo apds o periodo de recuperacao. No presente
trabalho, os valores de lactato plasmatico obtidos no grupo asfixiado, imediatamente
apos a histerectomia, sdo semelhantes aqueles descritos por outros investigadores que
utilizaram um modelo semelhante de asfixia perinatal (SEIDL et al., 2000; MARX et al.,
2001; FRIZZO et al., 2010). Os elevados niveis plasmaticos de lactato encontrados no
grupo asfixiado com recuperacao sugerem que o periodo de recuperagao de 60 min

nao foi suficiente para a metabolizacdo deste produto final ou, ainda, que a via
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glicolitica anaerdbia ndo foi inibida com a reoxigenacdo. No futuro, a determinacdo da
atividade da enzima piruvato cinase (PK) nos tecidos sera esclarecedora. Essa condicdo
torna-se mais evidente quando é estabelecida uma comparacdo com os resultados
obtidos por Souza (2011) sobre a lactacidemia em filhotes de ratos Wistar, paridos
naturalmente. Os filhotes possuiam elevados niveis de lactato imediatamente apds a
parturicdo, semelhante aos controles obtidos por cesariana, porém apds 60 min de
recuperacdo em normoxia apresentaram reducdo significativa na lactacidemia. Foi
descrito por Herrera-Marchitz (2011) que a reoxigenacdo apds a ocorréncia de asfixia
perinatal poderia conduzir a uma recuperacdo parcial devido ao aumento da expressao
de vias metabdlicas alternativas, as quais prolongariam o déficit energético e

favoreceriam o estresse oxidativo.

A manutencdo dos elevados niveis de lactato apds o periodo de recuperacdo
em normoxia requer uma investigacdo mais detalhada, pois ele é considerado um
importante substrato energético, podendo ser utilizado pelas células musculares
esqueléticas e cardiacas, pelos hepatdcitos e pelos neuronios (PHILP et al., 2005). O
lactato é transferido para as células via proteinas transportadoras de
monocarboxilatos (MCT), as quais possuem isoformas especificas para os diferentes
tecidos. Evidéncias in vitro, sengundo Magistretti e Pellerin (1999) reforcam a hipdtese
do uso de lactato como fonte energética pelos neurbnios tais como, a presenca
transportadores MCT-1 em astrdcitos, MCT-2 em neurénios e de isoformas da enzima
lactato desidrogenase em populagdes de astrécitos. Além disso, o lactato é
considerado um importante precursor gliconeogénico e um importante coordenador
do fluxo sanguineo cerebral através de uma ac¢do vasodilatadora (BERGERSEN e

GJEDDE, 2012; GORDON et al., 2008; PHILP et al., 2005).

A glicose é uma fonte energética importante para a maioria dos tecidos, assim
como para o encéfalo em desenvolvimento, o qual direciona a maior parte da glicose
captada para o metabolismo oxidativo (BASU et al. 2009; HAY, 1995; PALMER et al.
1990). Em um estudo recente sobre os niveis plasmaticos de glicose apds a asfixia
perinatal em humanos, foi identificada uma forte correlacdo entre o aumento de
danos encefalicos e o nivel de hipoglicemia. A combinacao de hipdxia e de isquemia,

decorrentes do processo de asfixia, juntamente com o desenvolvimento de
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hipoglicemia favorece a faléncia de todos os mecanismos compensatérios do cérebro
neonatal (BASU et al. 2009). Segundo Basu et al. (2009), o fornecimento de oxigénio e

de glicose sdo necessdrios para reverter os danos iniciais desencadeados pela asfixia.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a glicemia,
imediatamente apds a asfixia aumentou 62% e permaneceu nestes niveis elevados,
mesmo apds 60 min de recuperacao. No trabalho realizado por Marx et al. (2001),
também é descrito um aumento significativo na glicemia de ratos imediatamente apds
a asfixia perinatal. Alguns fatores podem contribuir para o aumento da glicemia nos
animais asfixiados, tais como maior mobilizacdo de glicogénio hepatico e a reduzida
capacidade de transporte da glicose do sangue para o cortex cerebral neonatal. No
entanto, em modelos que utilizam ratos para estudar os eventos hipdxicos-isquémicos
a funcdo de elevados niveis de glicose plasmatica ndo sdo conclusivos. Foi descrito por
Hattari e Wasterlain (1990) que o aumento da glicemia, apds a oclusdo bilateral das
carotidas, estaria associado com uma reducdo do dano cerebral. Porém, no trabalho
de Sheldon et al. (1992) foi descrito um aumento da glicemia e do dano cerebral apds

oclus3o das caradtidas.

O cérebro de ratos recém-nascidos, ao contrario de neonatos humanos, possui
menor capacidade para o transporte da glicose e maior facilidade para transportar -
hidroxibutirato, acetoacetato e lactato. Fato reforcado pela elevada concentragdo de
transportadores para monocarboxilatos na barreira hematoencefalica (PARK et al.,
2001; VANNUCCI e HAGBERG, 2004). O transporte da glicose, através da barreira
hematoencenfalica, é realizado por transportador especifico (GLUT-1), o qual também
é expresso em todas as células da glia e nas células ependimarias. J& nos neuronios, o
transportador de glicose expresso ¢ o GLUT-3 (VANNUCCI et al., 1997). No periodo
fetal existe menor quantidade de GLUTs no tecido encefdlico de ratos, ocorrendo
aumento da expressdo e concentragdo desses trasportadores com a maturagao

tecidual (VANNUCCI e HAGBERG, 2004).

O numero reduzido de transportadores de glicose na barreira hematoencefalica
neonatal impde uma limitacdo significativa na utilizacdo de glicose pelo cérebro

durante a injuria porém, os niveis de glicose no cérebro aumentam significativamente
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apds um dano hipodxico-isquémico (VANNUCCI e HAGBERG, 2004). Logo, a manutencao
de elevados niveis de glicose plasmatica pode contribuir para a recuperacdo do estado
energético dos animais que sofreram asfixia perinatal. Porém, utilizar os elevados
niveis glicEmicos de animais asfixiados para estabelecer uma correlagdo com danos
neuroldgicos, como realizado por Basu et al. (2009) em neonatos humanos, tornar-se

pouco plausivel.

Imediatamente apds o nascimento, o recém-nascido depende das reservas de
glicogénio tecidual para fornecer glicose, apesar do lactato também poder ser
metabolizado durante este periodo (HELLMANN et al. 1982; MEDINA, 1985). Assim, o
aumento dos niveis de glicose plasmatica justifica a reducdo do glicogénio hepatico do
do grupo controle com 60 min de recupera¢do em normoxia. A diminuicao de 48% no
glicogénio hepatico, imediatamente apds a asfixia, poderia explicar a elevada glicemia
apos a asfixia perinatal, assim como a manutencdo da elevada glicemia apds o periodo
de recuperacdo de 60 min. A reducdo de 20% no glicogénio muscular, imediatamente
apos a asfixia, pode ser atribuida ao consumo deste substrato em decorréncia do
mecanismo de adaptacdo do sistema cardiovascular que eleva a resisténcia periférica e
diminuiu o fluxo sanguineo para os musculos, obrigando o tecido a consumir suas
reservas de glicogénio mesmo sem existir elevada atividade motora. A diminui¢do do
nivel de glicogénio no grupo controle com recuperagao, em relagao ao grupo controle
agudo, provavelmente possa ser atribuida a maior atividade motora dos filhotes
durante os 60 min. O aumento da glicemia, apds a asfixia perinatal, provavelmente,
tenha colaborado para estabilizar o nivel de glicogénio muscular do grupo asfixiado
com recuperacdo, em relagdo ao grupo controle com recuperacdo. E importante
ressaltar que, durante o periodo de recuperagdo, o grupo controle exibiu maior
atividade motora em relacdo ao grupo asfixiado e somente apdés 30 min de
recuperacao, os filhotes asfixiados apresentaram uma maior atividade. A diferenca
temporal no padrao motor pode explicar os baixos niveis glicémicos do controle apds

recuperac¢ao, apesar da reducao nas reservas de glicogénio hepatico.

Ao contrario do obsevado no figado e no musculo, no cértex cerebral nao
houve diminuicdo do nivel de glicogénio no grupo controle com recuperagdo. O

glicogénio esta associado a atividade de transportadores i6nicos como a Na'/K'-
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ATPase e na captacdo de glutamato (SWANSON, 1992; SCHOUSBOE et al., 2010). Em
situacdes de grande atividade elétrica na célula ou de reducao dos niveis de ATP, o
glicogénio é convertido a glicose 1-fosfato e desviado para a via glicolitica, onde o ATP
é gerado e, sendo ele formado pela degradacdo do glicogénio, contribui diretamente
para manter a captacdo e o transporte de glutamato nos astrécitos do cértex cerebral
(SCHOUSBOE et al. 2010). Logo, a manutencdo dessas atividades no tecido cerebal em
desenvolvimento torna-se importante para garantir uma adequada excitabilidade
tecidual, assim como para evitar danos neurais relacionados a toxicidade do glutamato
(SCHOUSBOE et al., 2010). Sendo assim, a reducdo do glicogénio cortical nos grupos
asfixiados pode ter contribuido para a manutencdo do transporte de glutamato no
cortex cerebral desses grupos, mesmo apds reducdo significativa nos niveis de ATP
total do cortex cerebral de animais obtidos imediatamente apds a asfixia e de

asfixiados ap6s o periodo de recuperacao.

Foi descrito por Shu et al. (2007) que ratos Sprague-Dawley machos, tratados
com o inibidor da glicogénio fosforilase (CP-316,819) apresentaram aumento de 88%
no glicogénio do coértex cerebral, em condicdes normoglicemicas. Porém, quando
induzida a hipoglicemia nesses animais, a atividade elétrica do cérebro foi mantida por
aproximadamente 90 min a mais em relagdo aos ratos com niveis normais de
glicogénio. Além disso, foi identificada uma redugdo significativa na morte dos
neurdnios corticais. O papel do glicogénio no cértex cerebral, especialmente sob
condicdes de asfixia, requer um estudo mais detalhado, uma vez que o conceito do
glicogénio ser apenas um substrato de reserva, mostra-se contrario aos dados

publicados por SUH et al. (2007) e por DiNuzzo et al. (2011).

Evidéncias experimentais confirmam a vulnerabilidade do hipocampo a asfixia
perinatal tais como, morte neural tardia nas areas CAl, CA3 e no girodentado
(MORALES et al., 2008). Foi descrito por Saraceno et al. (2012) que a asfixia perinatal
estaria relacionada com modificagdes nas espinhas dendriticas pds-sinapticas da area
CAl em ratos, apds quatro meses. Dados referentes a captacdao de glutamato no
hipocampo, em animais submetidos a asfixia perinatal, indicam haver reducao
significativa desta atividade (FRIZZO et al., 2010). Porém, nao foi encontrada diferenca

significativa nos niveis de glicogénio do hipocampo em animais obtidos imediatamente
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apos a histerectomia ou apds 60 min de recuperacdo. Um dado que despertou
atencdo, foi a elevada quantidade de glicogénio encontrada no hipocampo em relacao
ao cortex cerebral dos animais. No hipocampo é descrita uma grande quantidade de
sinapses glutamatérgicas (MORALES et al., 2011) e, segundo DiNuzzo et al. (2011),
haveria uma relacdo com os elevados niveis de glicogénio encontrados nas células.
Embora tenha sido encontrada uma grande quantidade de glicogénio nas células do
hipocampo, ndo foi identificada diferenca significativa na quantidade de glicogénio
apos a asfixia perinatal. Assim, é provavel que a atribuicdo descrita para o glicogénio
de astrécitos do cortex, de fornecer ATP para manter o transporte elétrico e a

captacdo de glutamato, seja distinta das existentes nas células hipocampais.

Em um estudo anterior foi relatada uma diminuicdo significativa (60%) nos
niveis de ATP apds 20 min de asfixia perinatal, com retorno aos valores normais apds
30 min de reperfusdo (KUNIEVSKY et al., 1994). No trabalho de Brand et al. (1998) o
metabolismo energético do cérebro foi estudado apds 15 min de asfixia. Porém, os
niveis de ATP foram reduzidos em 90%, imediatamente apds a asfixia, com

recuperacao de 80% do valor, em relacdo ao controle, apds 45 min de reperfusao.

No presente trabalho, ao ser avaliada a quantidade de ATP total no cértex
cerebral de filhotes obtidos, imediatamente apds a histerectomia, foi identificada
reducdo significativa nos niveis de ATP (70%). O rapido consumo desse substrato
energético no tecido cerebral, apdés 15 min de asfixia, também foi observado por
outros investigadores (SEIDL et al., 2000). A redugdo dos niveis de ATP no cérebro,
apos a asfixia, foi relacionada com o fornecimento de energia para manter a atividade
elétrica do tecido e pela menor contribuicdo do metabolismo aerdbico para geragdo do
ATP (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2011). Porém, os resultados obtidos por Kunievsky et
al. (1994) e Brand et al. (1998), bem como os deste trabalho, indicam que os niveis de
ATP no cortex cerebral de animais do grupo asfixiado com recuperagao foram
semelhantes aos obtidos no grupo controle com recuperag¢ao. No cértex cerebral de
filhotes imaturos, o periodo de recuperagao apds hipdxia e isquemia é caracterizado
por um restabelecimento parcial dos valores de ATP e de fosfocreatina (GILLAND et al.,
1998). Por isso, um aumento significativo dos niveis de ATP foi identificado no tecido

cortical, obtido de animais asfixiados com recuperacdo, em relacao ao grupo asfixiado
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da condicdo aguda. Nos grupos controle, imediatamente apds histerectomia ou ao
término de 60 min de recuperacdo, observou-se uma reducdo significativa no nivel de
ATP (38%). Esse decréscimo pode ser atribuido a intensa atividade dos neonatos

controles durante o periodo de recuperagao.

Recentemente, em um modelo de hipdxico-isquémico, foi demonstrado que a
concentracdo de ATP aumenta significativamente apds a reperfusdo cerebral e que
este evento seria uma estratégia protetora (Almeida et al. 2012). A identificacdo do
substrato utilizado como fonte para reestabelecer os niveis de ATP torna-se
importante, uma vez que o lactato plasmadtico, a glicose e o glicogénio do cértex
parecem nao ter sido utilizados neste processo. Uma possivel fonte de energia poderia
ser o metabolismo oxidativo do aminoacido glutamato, o qual possui elevados niveis
extracelulares ap6s a asfixia perinatal (KHASHABA et al., 2006; PAPAZISIS et al., 2008).
Uma vez captado pelos astrécitos, o glutamato pode ser convertido a glutamina e
posteriormente ser transferido aos neuronios, ou direcionado para o ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) contribuindo para a formacdo de a-cetoglutarato, tornando-se um
substrato alternativo para o metabolismo energético dos astrdcitos (YU et al., 1982;
DANBOLT, 2001; SCHOUSBOE et al., 2011; SWANSON et al., 1990). Dessa forma, foi
sugerido que um maior direcionamento de glutamato para ciclo do TCA poderia

proporcionar um aumento dos niveis de ATP (LOWRY e PASSONNEAU, 1966).

Devido as consequéncias deletérias atribuidas ao excesso de glutamato
extracelular, apés um evento hipoxico-isquémico, foi avaliado o efeito da asfixia
perinatal sobre a captacdo de glutamato no cértex cerebral. O processo de captagao
do glutamato é dependente do gradiente eletroquimico de sédio e de potassio, o qual
é utilizado como forca eletromotriz, gerado principalmente pela atividade da enzima
Na’/K*-ATPase (DANBOLT, 2001). Sendo assim, a atividade de captac¢do do glutamato é
indiretamente dependente do ATP disponivel na célula. Porém, apesar da diminuicao
significativa no nivel de ATP, a captacdo de glutamato nao foi afetada no tecido cortical
apos a asfixia perinatal. Este resultado mostra-se oposto ao encontrado no hipocampo
de animais asfixiados, onde o transporte de glutamato foi significativamente afetado
pela asfixia intrauterina (FRIZZO et al., 2010). Os resultados obtidos no cértex cerebral

sugerem que, mesmo apos uma grande reducdo dos niveis de ATP, o processo de
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transporte sodio-dependente do glutamato foi mantido. Apesar de o resultado sugerir
gue ha ATP suficiente no cértex cerebral para manter este processo de transporte, a

origem do substrato energético utilizado para manter estes niveis permanece obscura.

Além disso, é possivel que a oxidacdo de corpos ceténicos, os quais poderiam
ser utilizados para produzir ATP em filhotes asfixiados durante o periodo de
recuperacao, esteja envolvida na manutencdo do transporte de glutamato. Foi descrito
gue em animais submetidos a 15 min de asfixia perinatal, houve um aumento
significativo nos niveis de B-hidroxibutirato apds 10 min de recuperacdao (Marx et al.
2001). Para reforcar essa hipotese, em ratos com isquemia global, a infusdo
intravenosa de B-hidroxibutirato reduziu o edema e promoveu aumento dos niveis de

ATP no tecido cerebral (Suzuki et al. 2002).

Danos ao tecido cerebral, apds a ocorréncia de eventos como a asfixia
perinatal, estdo relacionados com alteracbes na homeostase iGnica (HERRERA-
MARSCHITS et al., 2011). Em estudos sobre hipdxia e isquemia, no tecido cerebral, sdo
descritos que muitos mecanismos de transporte celular podem ser alterados, bem
como a atividade da enzima Na’/K'-ATPase (BALESTRINO et al., 1998; BARI et al.,
2002). Essa enzima é responsavel por consumir aproximadamente 40% do ATP gerado
no tecido cerebral e sua atividade mantém a excitabilidade neural e o volume celular
(BARI et al., 2002). Muitos estudos indicam que a Na*/K*-ATPase esta relacionada com
transporte de glutamato no cértex cerebral, porém esta ligacao foi confirmada no
trabalho realizado por Rose et al. (2009), ao utilizar técnicas como a
coimunoprecipitacdo, captacdo de [°H] L-glutamato, [*H] D-aspartato e rubidio-86 em
sinaptossomas do cortex cerebral e do cerebelo de ratos adultos. Nesses
sinaptossomas a ouabaina reduziu de forma dose-dependente a captacdo de
glutamato e a atividade da Na*/K*-ATPase. Em cultura primaria de astrécitos do cortex
cerebral, obtidos de ratos com dois dias de vida, é descrito que a ouabaina reduziu a
captacao de glutamato e de D-aspartato, quando utilizadas na concentragdao de
milimolar (ROSE et al., 2009). Uma diferenca significativa na atividade da Na*/K'-
ATPase, foi encontrada em sinaptossomas obtidos do cortex cerebral de ratos com
sete dias de vida, submetidos a hipdxia e a isquemia (PIMENTEL et al., 2013). Porém,

n3o foi identificada diferenca significativa na atividade da Na*/K*-ATPase no cortex
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cerebral, nos sinaptossomas do coértex cerebral e no hipocampo de filhotes,

imediatamente apds asfixia perinatal.

No trabalho realizado por Matsuda et al. (1989) tanto a expressdao quanto a
concentracdo das diferentes isoformas da Na‘/K*-ATPase no cértex cérebral de ratos,
aumentaram com a idade. Durante o periodo fetal, predominou a isoforma a-1 no
cérebro em relacdo as isoformas a-2 e a-3, porém, com o desenvolvimento do feto,
aumentou a concentracdo da isoforma a-2. Esses dados estdo de acordo com os
resultados descritos sobre a inibicdo da ouabaina durante o desenvolvimento cerebral
de ratos, os quais indicam que a enzima Na'/K*-ATPase foi pouco sensivel no 142 dia
fetal, moderadamente sensivel no 182 e muito sensivel apds o nascimento (MATSUDA
et al., 1984). Mas, foi descrito que a inibicdo da atividade da Na*/K*-ATPase no cértex
cerebral imaturo pode ser obtida, apds o uso de ouabaina na concentracdo milimolar
(ATTERWILL et al.,, 1987; MATSUDA et al., 1984). O fato de ndo haver diferenca na
atividade da enzima Na’/K'-ATPase no cdrtex cerebral e nos sinaptossomas obtidos
deste tecido, imediatamente apds a asfixia perinatal, provavelmente esteja
relacionado com a manutencdo do transporte de glutamato no cortex cerebral no

mesmo periodo.

Matsuda et al. (1989) relata que a expressao e a concentragao das diferentes
isoformas da Na’/K*-ATPase também varia de acordo com a regido do encéfalo.
Entretanto, a relacdo entre a atividade da Na*/K*-ATPase e o transporte de glutamato
foi estabelecida apenas para o cértex cerebral. S3o necessarios estudos adicionais para
compreender se esta relagdo também estaria presente no hipocampo. Desta forma, o
comprometimento do transporte de glutamato apds um episddio de asfixia descrito
por Frizzo et al. (2010) n3o pode ser relacionado a atividade da enzima Na*/K*-ATPase,
ja que nossos resultados demonstram que os mesmos permanecem inalterados no

cortex cerebral imediatamente apds a asfixia.

Com o intuito de obter amostras de sinaptossomas para realizar estudos sobre
a atividade da enzima Na‘/K'-ATPase, o MTT foi utilizado como um marcador de
viabilidade dos sinaptossomas obtidos. A conversdo do MTT a formazan estd

associada com processos de reducdo existentes na membrana das mitocondrias.
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Porém, é descrito haver também atividade redutora em outros componentes
celulares, tais como nas membranas de endossomos, lisossomos e na membrana
plasmatica (BERRIDGE et al. 2005). Os resultados obtidos sobre a reducdao do MTT em
sinaptossomas do cértex cerebral e do hipocampo indicam que, mesmo apds o longo
tempo necessario para obté-los, as membranas ainda possuem capacidade redutora.
Logo, é possivel afirmar que determinadas caracteristicas bioldgicas das membranas
estdo preservadas. Dessa forma, o uso dos sinaptossomas para estudar a atividade
enzimatica Na*/K*-ATPase n3o se torna inadequadodo, devido a limitagdes no método
para a obtencdo dos mesmos. O processo utilizado para a obtencdo de fracdes
especificas de membrana é capaz de gerar sinaptossomas metabdlicamente ativos, nos
quais foram identificadas respiracdo celular e atividade da enzima lactato

desidrogenase (BOOTH e CLARK, 1978).

A asfixia perinata, imediatamente apds a histerectomia ou apds 60 min de
recuperacao, nao alterou a atividade redutora em sinaptossomas do cortex cerebral.
Porém, houve um aumento significativo na atividade redutora de sinaptossomas

hipocampais de animais obtidos imediatamente apds a histerectomia.

Esse resultado pode estar associado com alteracdes nas reacbes de
oxirredugao, sendo necessarios estudos complementares para identificar as provaveis
enzimas e coenzimas que estariam alteradas. Esta diferenc¢a na atividade redutora de
sinaptossomas hipocampais e corticais reforcaria o comportamento distinto destas

estruturas cerebrais frente ao dano isquémico.
6 CONCLUSAO

Com base nos resultados experimentais é possivel afirmar que o cértex cerebral
possui habilidade em utilizar diferentes recursos energéticos, tais como o glicogénio e
o ATP. Esta caracteristica pode fornecer estratégias metabdlicas para manter a
homeostase cerebral sob condi¢cdes de asfixia. Logo, afirmar que o cdrtex cerebral de
neonatos utiliza diferentes recursos como uma estratégia para resistir ao processo
asfixia, parece ser adequado.

Porém, n3o foi possivel identificar uma relacdo entre a atividade da Na*/K'-

ATPase com os danos gerados pela asfixia perinatal no cértex cerebral e no
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hipocampo, imediatamente apds a histerectomia. Por esta razdo, estudos adicionais
sdo essenciais para compreender os mecanismos envolvidos na resposta do cortex
cerebral e do hipocampo, em neonatos, durante o periodo de recuperacdo apds a
asfixia.

O presente trabalho sugere que o cortex cerebral possui uma grande
capacidade para utilizar diferentes recursos energéticos. Esta situacdo parece nado
ocorrer no hipocampo, pois ndo houve reducdo significativa na concentracdo de
glicogénio apds a asfixia. Esse dado reforga as diferengas existentes entre o cortex
cerebral e o hipocampo, principalmente nas respostas a asfixia perinatal.

Os resultados ndo permitem estabelecer uma relacdo conclusiva entre a
atividade da Na'/K*-ATPase e as alteracdes metabdlicas decorrentes da asfixia
perinatal. Desta forma, deverdo ser realizados estudos futuros que permitam a
determinacdo dos valores de ATP, da atividade da enzima Na'/K’-ATPase, além da
utilizacdo de corpos cetbnicos nestas diferentes estruturas cerebrais. Adicionalmente,
a avaliacdo da atividade da enzima piruvato cinase, no cortex cerebral e no hipocampo,
também poderia contribuir para o entendimento das adaptacdes metabdlicos

decorrentes da asfixia perinatal.
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Abstract We reported previously that intrauterine asphyxia
acutely affects the rat hippocampus. For this reason, the early
effects of this injury were studied in the cerebral cortex, -
mediately after hysterectomy (acute condition) or following a
recovery perod at normoxia (recovery condition). Lactacide-
mia and glycemia were determined, as well as glycogen levels
in the muscle, liver and cortex. Cortical tissue was also used to
assay the ATP levels and glutamate uptake. Asphyxiated pups
exhibited bluish colonng, loss of movement, sporadic gasping
and hypertoma. However, the appearance of the controls and
asphyxiated pups was similar at the end of the recovery penod.
Lactacidemia and glycemia were significantly increased by
asphyxia in both the acute and recovery conditions.
Concerning muscle and hepatic glycogen, the control group
showed significantly higher levels than the asphyxic group in
the acute condition and when compared with groups of the
recovery period. In the recovery condition, the control and
asphyxic groups showed similar glycogen levels. However,
in the cortex, the control groups showed significantly higher
glycogen levels than the asphyxic group, in both the acute and
recovery conditions. In the cortical tissue, asphyxia reduced
ATP levels by 70 % in the acute condition, but these levels
increased significantly in asphyxic pups after the recovery
period. Asphyxia did not affect glutamate transport in the
cortex of both groups. Our results suggest that the cortex uses
different energy resources to restore ATP after an asphyxia
episode followed by a reperfusion period. This strategy could
sustain the activity of essential energy-dependent mechanisms.
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Introduction

Hypoxia-related neonatal neurnlogical disorders are usually
associated with an episode of asphyxia at birth, or early
postmatal cardiopulmonary failure. Asphyxia refers to impair-
ment in the exchange of the respiratory gases oxygen and
carbon dioxide, and is the most common clinical insult in
the perinatal period that may result in brain damage (Volpe
1995). Perinatal asphyxia (PA) can occur in infants around the
time of birth for several reasons (de Haan et al. 2006), and can
mduce severe long-term impaired neurodevelopment, result-
ing in spasticity, epilepsy, and mental retardation; or attention-
deficit hyperactivity syndrome and minimal brain disorder,
when the msult is mild (Boksa and El-Khodor 2003). In
asphyxiated infants, the concentration of glutamate in the
cerebrospinal fluid (CSF) increases significantly after PA
(Hagberg et al. 1993), with a significant correlation between
its presence in the CSF and the severity of the subsequent
encephalopathy (Khashaba et al. 2006). Several studies of
nfants asphyxiated at term have reported injury to the hippo-
campus, with implications for different long-term outcomes,
such as cognitive memory impairment and the psychiatric
disorder schizophrenia (de Haan et al. 2006; Wakuda et al.
2008). The vulnerability of the hippocampus has been linked
to its dense and highly active glutamatergic neurons, which
contribute to an excitotoxic cascade (Vannucel 1990) in the
presence of high levels of extracellular glutamate. In the rat,
graded intrautering asphyxia has been successfully used to
mimic PA occurrence in the premature human brain (Boksa
et al. 1995; Bjelke et al. 1991; Chen et al. 1997), since the
level of brain maturation in the rat at birth is comparable to
that of the human fetus in the last trimester of gestation
(Dobbing and Sands 1979). Using this paradigm, we previ-
ously observed a significant decrease in hippocampal gluta-
mate uptake following PA (Frizzo et al. 2010). Another PA
study in vivo showed that hypoxic—ischemic (HI) insult
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evoked the release of glutamate from hippocampal tissue, and
that these levels remamed enhanced even 7 days after the
asphyctic msult (Papazsis et al. 2008). Given that different
brain regions show different degrees of susceptibility to HI
injury, and the sparse information on the role of excitatory
amino acids in PA (Bemert et al. 2003), especially with respect
to the cerebral cortex, we decided to study the acute effect of
this early insult on cortical metabolism and glutamate uptake.
An additional aim of the study was to determine the energy
resources in the brain, liver and muscle in this model, which is
suitable for studying the early phase of PA, representing all of
its characteristics, such as the presence of hypoxemia, acidosis
and hypercapnia.

Methods

Pregnant female Wistar rats were housed individually
(21£1 °C, humidity 60+10 %, 12 h light-dark cycle) with
water and food available ad libitum. On the last day of
gestation (embryonic day 22 or E22) they were euthanized
by cervical dislocation and the uterus homs were isolated
through an abdominal incision (Bjelke et al. 1991; Yang et
al. 2011). One horn still containing the fetuses was trans ferred
to a saline bath at 37 °C for 15 min to mimic the asphyxia
condition, while the other was immediately hysterectomized,
providing caesarean-delivered controls. In this study, we used
two conditions: acute, where the pups (control or asphyxiated)
were immediately decapitated after hysterectomy; and the
recovery group, where after hysterectomy, fetuses (control or
asphyxdated) were removed, cleaned, and the umbilical cord
was clamped, allowing the animal to recover in a hood with
normal atmospheric conditions (3041 °C) for 60 min. In both
the acute and recovery groups, after decapitation the organs
(brain, liver and gastrocnemius muscle) used for biochemical
studies were rapidly removed, frozen in hiquid nitrogen, and
stored at —80 °C until the experiments were performed. The
organs were removed in the same order. After decapitation,
one person removed the brain, and another person removed
the liver and muscle. In order to study the early effects of
intrauterme asphyxia, the period considered in our study was
no longer than 60 min following the caesarean-delivery pro-
cedure. All animal procedures were approved by the Institu-
tional Ethical Committee (Ethical Commuttee, UFRGS).

Lactate determination

Pups were decapitated and all the blood was immediately
drained into an eppendorf vial coated with sodium fluoride
(0.1 M), and centrifuged (2,500 » g to 10 min). Plasma
lactate was determined by an enzymatic colorimetric assay
(LOD-PAP, Katal, Brazil). In detail, 10 pL of plasma was
incubated for 5 min at 37 °C with 1 mL of reagent solution
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containing lactate oxidase, peroxidase, 4-aminoantipyrine
and N-ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-m-toluidine. Ab-
sorbance was read at 540 nm. Total fetus used: acute con-
dition, 24 control and 25 asphyxiated; recovery condition,
21 control and 23 asphyxiated. Number of independent
experiments: 7 (n=7).

Glucose determination

Plasmatic levels of glucose levels were determined with a
glucose-oxidase kit (LabTest, Brazil). Blood samples were
centrifuged at 2,500 x g (10 min) to collect the plasma, and
an aliquot (10 uL) was incubated with the enzyme reagent
for 15 min m a water bath at 37 *C. Absorbance was read at
505 nm. Total fetuses used: acute condition, 24 control and
25 asphyxiated; recovery condition, 25 control and 23 as-
phyxiated. Number of independent experiments: 6 (n=6).

Collection of tissues

ATP and glutamate uptake were studied in samples from the
cerebral cortices. In this case, brains from animals of the
acute or recovery period were guickly removed, immediate-
ly after decapitation. Brains were submerged in a container
with Hank's balanced salt solution (HBSS) supplemented
with 4.6 mM glucose (glucose-HBSS) at 4 °C, placed on an
ice-cooled plate, and rapidly dissected with the help of a
stereomicroscope. Cortices used to study glutamate uptake
were transferred to glucose-HBSS (4 °C), and others, used
for the ATP assay, were frozen in liquid mtrogen.

Glycogen determination

Muscle glycogen was extracted essentially according to Van
Handel (1965), and determined as glucose after acid hydro-
lysis (Geary et al. 1981). The quantity of glycogen was
expressed in grams per cent (g%) of tissue. Total fetuses
used: acute condition, 24 control and 26 asphyxiated; re-
covery condition, 21 control and 23 asphyxiated. Number of
independent experiments: 6 (n=6).

ATP assay

After each experiment, cerebral cortices were homogenized
with lysis buffer (TCA 6 %, NaF 20 mM, gelatin 0.4 g.L").
The concentration of ATP was determined through the bio-
luminescent luciferin technique using the Invitrogen kit
(A22066). Results were expressed as umol of ATP mg ™'
of tissue. Initially, cerebral cortices were obtained, frozen in
liguid nitrogen, and maintained at —80 °C until the ATP
determination. However, we observed that ATP levels were
affected by the storage period. In order to confirm the
hydrolyses, we compared samples that were assayed for
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ATP levels on the same day that they were obtained, with
others that were stored at —80 °C for | or 2 months prior to
assay. In the latter case, ATP levels fell 33 % and 67 % after
1 and 2 months, respectively. For this reason, our ATP
determination was done immediately after the tissue extrac-
tion. Total fetuses used: acute condition, 9 control and 9
asphyxiated; recovery condition, 9 control and 9 asphyxiat-
ed. Number of independent experiments: 3 (n=3).

Glutamate uptake

The cerebral cortices were individually weighed, and then the
cortical tissue was placed in glucose-HBSS at 36.5 °C for
15 mun. Next, the uptake assay was initiated with introduction
of 0.2 uCimL"L-[2,3°H] of glutamate (49.6 Cimmol ',
PerkinElmer) with 100 uM unlabeled glutamate. To evaluate
the optimal time for assaying L-[*H] glutamate uptake, we
carried out incubation time cowrses using cerebral-cortex tis-
sue (data not shown), and the time chosen was 7 min for
glutamate. Incubation was stopped by three ice-cold washes
with 1 mL of HBSS on an ice-cooled plate, immediately
followed by addition of 0.5 N NaOH. Aliquots of lysates were
taken in order to determine the intracellular content of L-[H]
glutamate through scintillation counting. To determine the
actual uptake, parallel experiments were done on ice, replac-
ing sodium chloride with equimolar choline chloride in the
incubation medium. Values obtained in these conditions were
subtracted from the uptake at 36.5 °C in the presence of
sodium. Total fetuses used: acute condition, 10 control and 9
asphyxiated; recovery condition, 9 control and 9 asphyxiated.
MNumber of independent experiments: 3 (n=3).

Statistical Analysis

Data were analyzed using ANOVA for multiple group com-
parison. Post-hoc analysis was carmed out using the Duncan
multiple range test. Values of p<<0.05 were considered sta-
tistically significant.

Results

In this study, we analyzed the effects of 15 min of intrauter-
ine asphyxia, immediately after hysterectomy (acute condi-
tion), or following 60 min of recovery (recovery condition).
In the controls for the acute condition, we observed 100 %
amimal survival, while in the group exposed to PA, the
survival rate was 95+5 %. After 60 min of recovery, the
mortality rates of controls and asphyxiated animals were
98+2 and 9047 %, respectively. Immediately after being
removed from the uterus, the asphyxiated pups exhibited
bluish coloring, loss of movement, and sporadic gasping.
Around 30 min following asphyxia, the onginal pink

coloring retumned, and the breathing became regular; how-
ever, the hypertonic appearance was observed from 30 min
until 60 min after asphyxia.

As expected, the asphyxia period significantly increased
lactacidemia, compared with the control group (Fig. 1). In
acute condition, the lactate levels increased from 9.30+0.55
in the control group to 13.30+0.18 mmol.L " in the asphyx-
iated group (p<0.05). This significant rise in lactate level
was also observed in asphyxiated pups after the recovery
period, increasing from 8.87+0.81 to 12.94+0.18 mmol L™
(p=<0.05).

In relation to glycemia, PA significantly increased glu-
cose levels in the plasma of both acute and recovery groups
(Fig. 2). Immediately after hysterectomy, plasmatic glucose
rose from 3.50+0.31 to 5.68+0.23 mmol.L™' (p=0.05),
while in the recovery group, glucose levels rose from 3.56+
0.54 to 6.94+0.70 mmol.L ™" (p<0.05).

Concerning muscular glycogen, the control group
showed significantly higher levels than the asphyxic group
m the acute period, and when compared with groups of the
recovery period, p<0.05 (Fig. 3a). After 1 h, the glvcogen
level in the control group was similar to that i the asphyxic
group. The same situation was observed in relation to the
hepatic glycogen level, p<0.05 (Fig. 3b). However, in the
cerebral cortex, the control group showed significantly
higher levels of glycogen than the asphyxiated group in
both the acute and recovery periods, p<0.05 (Fig 3c).

In order to prevent hydrolysis, ATP was assayed imme-
diately after each experiment. In the acute condition, ATP
levels obtained for the control and asphyxic groups were
505.6£70.4 and 1499+£15.8 uM, respectively, p=<0.05
(Fig. 4). After the recovery period, ATP values were similar
in the controls (311.2+44.4 uM) and asphyxiated animals
(303.7£19.3 uM). Notably, ATP in the cortical tissue from
the recovery asphyxic condition showed a significant in-
crease compared with the acute asphyxic group, p<0.05
(Fig. 4).

Glutamate transport activity in the cerebral cortex was
evaluated immediately after hysterectomy or following a
recovery period. Acutely, glutamate uptake in the control
and asphyxic groups was 2.56+0.40 and 2.76+0.06
pmol.mg "min!, respectively (Fig. 5). Following the re-
covery period, the basal glutamate uptake of both groups
was significantly higher (p<0.05), however, similar to the
acute condition; PA did not affect glutamate transport in the
cerebral cortex, being 4.76+0.03 for the controls and 4.56+
0.09 pmol.mg "min" for the asphyxiated animals.

Discussion

Here, early changes of systemic lactate and glucose and
energy resources in the tissues of the cerebral cortex, liver,
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Fig. 2 Plasmatic levels of glucose assayed after caesarean delivery.
Glycemia was determined immediately after hysterectomy (acute con-
dition) or following 60 min of recovery (recovery condition). Glycemia
of both control groups (dlack bars) was similar, but asphyxic insult
(white bars) significantly increased ghucose levels in the plasma, * p<
0.05 different from control groups. Data are represented as mean +
SEM
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control (black bar) and asphyxiated (white bar). Glycogen level deter-
mined in muscle (panel a), liver (panel b) and cerebral cortex (panel ¢).
Panel a and b * p<0.05 different from acute control; panel ¢ * p<0.05
different from control groups. Data are represented as mean + SEM

were also noiseless, akinetic, and showed hypertonia, clear-
ly differing from the control animals, which is in agreement
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(white bar). * p<0.05 different from acute control and recovery group;
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with previous reports (Engidawork et al. 2001; Frizzo et al.
2010; Morales et al. 2010). As previously described (Frizzo
et al. 2010) we observed that these alterations were transi-
tory, and the asphyxic pups gradually came to resemble the
controls around 30 min after asphyxia, displaying greater
activity, pink skin, and rhythmic and sustained breathing. It
1s well known that abnormal conditions in the uterus may
trigger some developmental disorders, and that many
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Fig. 5 Glutamate transport activity in the cercbral cortex. L-['H]
glutamate uptake was performed in different conditions, immediately
after hysterectomy (acute condition), or following 60 min of recovery
(recovery condition) m control (black bar) and asphyxiated (whire
bar). * p<0.05 different from recovery group. Data are mean + SEM

neurological illnesses are associated with intrauterine meta-
bolic stress (Nelson 1989; Squire and Keeling 1991). Al-
though the brain damage resulting from an asphyxic event is
multifactorial and age-dependent, the brain response to this
metabolic insult is determined, largely, by its ability to
utilize different substrates as energy sources in order to
maintain cellular homeostasis in the tissue during the injury
(Lust et al. 2003). The perinatal brain seems to be less
vulnerable to hypoxia/ischemia than the adult brain (Yager
et al. 1996). One reason might be the differences in the
capacity of the brain tissue at different stages of development,
to use alternative substrates for intermediary metabolism,
which changes markedly with ontogenetic development (Lust
et al. 2003), besides the relatively low metabolic rate in the
perinatal brain (Duffy et al. 1975). In contrast, the higher
metabolic rate combined with limited substrate reserves in
the adult brain may exacerbate the damage (Lowry et al
1964). However, during brain development, many energy-
dependent processes are occwring and may be compromised
by an altered energy state. Perturbations in brain maturation
and neurological dysfimetion may occur, as previously de-
scribed, following an episode of PA (Morales et al. 2003;
Scheepens et al. 2003; Klawitter et al. 2005; Morales et al.
2005). In our model of PA, we studied the utilization of
metabolic substrates in cerebral cortices at E22, when the
capacity to use different energy resources is greater than in
the adult brain (Lust et al. 2003). This condition causes a
temporal interruption of oxygen availability and may consti-
tute a long-lasting metabolic insult (Weitzdoerfer et al. 2004).
At birth, the hypoxic state leads to a shift from an aerobic to a
less-efficient anaerobic metabolism, resulting in decreased
ATP levels (Lubec et al. 2000; Seid! et al. 2000} and accumu-
lated lactate (Chen et al. 1997). Re-oxygenation following PA
can exacerbate the damage and lead to disruption in homeo-
stasis, with partial recovery and sustained over-expression of
alternative metabolic pathways (Herrera-Marschitz et al.
2011).

Given that lactate is invariably produced in consequence
of an event of hypoxia and poor tissue perfusion, we also
evaluated this parameter in our model of intrapartum as-
phyxia. As expected, the plasma levels of lactate were
significantly enhanced acutely after the asphyxia period.
Likewise, following a recovery period in normoxia, lactaci-
demia of asphyxiated animals was significantly higher than
in the controls, demonstrating that the recovery period was
not enough to reduce lactate levels to those of the controls.
The values obtained here, immediately after hysterectomy,
are in agreement with the findings of other investigators
who used the same paradigm of PA (Seidl et al. 2000; Marx
et al. 2001). Here, we studied the lactacidemia; however,
other mvestigators also reported a significant increase of
lactate in the cerebral tissue, using the same model of PA
(Engidawork et al. 1997; Seidl et al. 2000). The
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maintenance of elevated levels of lactate after the recovery
period in normoxia requires an additional investigation con-
sidering its possible use as an energy resource, in addition
to its effect on cerebral blood flow (Gordon et al. 2008;
Bergersen and Gjedde 2012).

A recent study of the contribution of the blood-glucose
level in PA showed that the severity of encephalopathy and
damage varies with the hypoglycemic status (Basu et al.
2009). In that case, the degree of asphyxia (represented by
the Apgar scores) was directly proportional to the degree of
hypoglycemia, and directly related to the stages of hypoxic
ischemic encephalopathy. Basu et al. (2009) commented on
the importance of the development of hypoglycemia con-
comitantly with asphyxia, a condition that leads to the
failure of all compensatory mechanisms in the hypoxic
neonatal brain. Consequently, not only an oxygen supply
but also a simultaneous glucose supply is required to rectify
the problem early (Basu et al. 2009). In contrast to reports
for humans, our results showed that glycemia was signifi-
cantly increased (62 %) afier PA in both groups, acute and
recovery. This rise in glycemia of asphyxic pups is in
agreement with findings from another study where glucose
was quantified in rats immediately after the PA (Marx et al.
2001). Several factors might have contributed to the in-
crease of glucose level in the asphyxiated animals, such as
the mobilization of hepatic glycogen, as well as a reduced
consumption of glucose from the blood, by the cerebral
cortex, due to use of its own sources of glycogen. Impor-
tantly, during the recovery period, the controls showed
greater activity than in the asphyxiated animals, which were
akinetic for about 30 min after hysterectomy. This difference
in activity could explam the lower levels of glycemia seen in
the controls after the recovery period, despite the reduction
in the hepatic glycogen sources.

Immediately after birth, the newbom depends on its own
glyeogen stores to provide glucose, even though lactate also
can be metabolized during this period (Hellmann et al. 1982;
Medina 1985). Hence, the glucose demand following
60 min in normoxia may explain the reduction of glycogen
in the liver of the controls. However, in the cerebral cortex,
there was no fall in the glvcogen level of the controls, since
glycogen was mobilized only after asphyxia. The role of
cortical glycogen, especially under asphyxia conditions,
requires additional investigation, since the concept that this
carbohydrate is only an emergency depository appears to be
contradictory to recent data (DiNuzzo et al. 2011).

A previous study reported a significant decrease in the
ATP levels (60 %) following 20 min of PA, and a retumn to
normal values after 30 min of reperfusion (Kunievsky et al.
1994). In another study of PA, the energy metabolism of the
brain was studied after an episode of 15 min of occlusion. In
this case, ATP levels were reduced by 90 % immediately
after occlusion. Following 45 min reperfusion, ATP
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recovered to 80 % of the control value (Brand et al. 1998).
In our model, when comparing total ATP in the cerebral
cortex from controls, immediately after hysterectomy or
60 min later, we observed a significant fall in total ATP
(38 %). This decrease can be explained by the intense
activity of the control neonates during the recovery period.
However, our results also showed that ATP levels were
significantly reduced by PA in the acute period (70 %). A
rapid depletion of ATP in the cerebral tissue after 15 min of
asphyxia has also been observed by other investigators
(Seidl et al. 2000). However, in agreement with the findings
of Kunievsky et al. (1994) and Brand et al. (1998), our
results showed that in the cerebral cortex of asphyxiated
amimals, ATP levels were similar to those of the controls
after a recovery period. Hence, ATP, in the cortical tissue
obtained from asphyxiated animals, showed a significant
mcrease after recovery, compared to the acute asphyxia
group. Recently, it has been shown that in a model of
hypoxia-ischemia, ATP concentration rises significantly af-
ter brain reperfusion, which may be a strategy to protect
against this injury (Almeida et al. 2012). Thus, it would be
mteresting to identify the substrate used as the ATP source,
since lactate, glucose, and glycogen seem not to be utilized
to restore ATP levels. An alternative energy supply might be
the amino acid glutamate, since endogenous levels of this
neurotransmitter increase rapidly after the PA (Khashaba et
al. 2006; Papazisis et al. 2008). Once transported into the
astrocytes, it may alternatively enter the tricarboxylic acid
(TCA) cycle, replacing glucose as the substrate for astrocyt-
ic energy metabolism (Swanson et al. 1990; Yu et al. 1982;
Danbolt 2001). In fact, it has been suggested that the in-
creased routing of glutamate into the TCA cycle may result
in the rise of ATP levels (Lowry and Passonneau 1966).
Therefore, we studied glutamate uptake in the cerebral
cortex after PA. This transport is dependent on the Na™, K
electrochemical gradient, which is used as a driving force
(Danbolt 2001). Hence, the glutamate uptake activity is
indirectly dependent on ATP, since it is necessary to main-
tain the functionality of the Na®, K™-ATPase. However,
despite the significant fall in the amount of ATP, the uptake
was maintained in the cortical tissue after PA. This result is
in contrast with our previous findings for the hippocampus,
where glutamate uptake was significantly affected by
15 min of asphyxia (Frizzo et al. 2010). This result suggests
the existence of sufficient ATP to maintain a Na -dependent
process, and 1s in accordance with another study that
showed that significant differences in ATP decline were
only observed after 15 min of asphyxia (Seidl et al. 2000).
Another possibility might be the oxidation of [3-
hydroxybutyrate ( 3-OHB), which could be used to produce
ATP in asphyxiated pups during the recovery period. In-
deed, it was previously reported that animals subjected to
15 min of PA showed an extremely large increase in the 3-
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OHB levels, following 10 min of recovery (Marx et al.
2001). To reinforce this argument, in a model of global
ischemia in rats, the post-injury intravenous infusion of
(-OHB decreased the edema and raised ATP levels
(Suzuki et al. 2002). The importance of (-OHB to the
asphyxiated cerebral cortex is under current investiga-
tion in our group.

In conclusion, our results suggest that the cerebral cortex
seems to show a plasticity regarding the use of energy
resources. This faculty could provide metabolic strategies
to maintain cerebral homeostasis under asphyxia conditions.
It is reasonable to assume that the neonatal brain utilizes
different resources as an effort to resist the asphyxic process.
For this reason, additional studies are essential to understand
the mechanisms involved in the response of the neonatal
cortex to prevent metabolic damage.
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