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RESUMO

A encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal (EHI) ¢ uma das causas mais relevantes de morte
de recém-nascidos e de deficiéncias neuropsicologicas a longo prazo. Na clinica, o Unico
tratamento utilizado ¢ a hipotermia terapéutica (HT), que apresenta varias limitagdes e ¢
ineficaz em cerca de 50% dos pacientes. Esse cenario exige uma busca por estratégias
complementares ou alternativas a HT; o lactato € um candidato promissor, sendo capaz de agir
como um substrato energético para o sistema nervoso central (SNC), e como uma molécula
sinalizadora que ativa vias potencialmente neuroprotetoras na isquemia cerebral. Este trabalho
foi constituido de duas partes: in vivo, utilizando um modelo que mimetiza a EHI em ratos
neonatos, e in vitro, com um modelo de privagdo de glicose e oxigénio (OGD) em uma
linhagem neuronal indiferenciada. Para os experimentos in vivo, ratos Wistar na idade de P7 (7
dias pos-natal) foram divididos em quatro grupos experimentais: HI+PBS, HI+LAC,
SHAM+PBS e SHAM+LAC. Os filhotes dos grupos HI foram submetidos a uma cirurgia de
oclusdo da carétida comum direita seguida de exposi¢cdo a uma atmosfera hipoxica (8% O.) por
60 min. Os grupos SHAM foram submetidos a cirurgia ficticia e mantidos em normoéxia. Os
grupos LAC receberam duas injeg¢des de lactato (1g/kg, i.p.), 30 e 120 minutos ap6s o final da
hipoxia, e nos grupos PBS foi administrado veiculo nos mesmos tempos. Os animais foram
eutanasiados em P9 e os encéfalos foram coletados para anélises histoldgicas e moleculares. O
procedimento de HI produziu uma lesdo ipsilateral consistente, maior em fémeas do que em
machos, e causou perda neuronal no hipocampo, avaliada pelas técnicas de Nissl e Fluoro-Jade
C (FJC) (p<0,05, ANOVA de duas vias). O lactato foi capaz de reverter parcialmente todos
esses desfechos deletérios. Quando avaliados os mecanismos associados a HI e a neuroprotecao
por RT-qPCR, foi observada uma modulagdo diferencial da expressdo génica entre os dois
sexos: foi detectado um efeito da lesdo na expressao de Nrf2 em machos, nos quais a HI induziu
um aumento desse fator regulador da resposta antioxidante. Em fémeas, foi observado um efeito
do tratamento com lactato na expressao do fator antiapoptotico Bel-2, tanto em condigdes basais
quanto apos a HI (p<0,05, GzLM). Isso sugere um claro dimorfismo sexual, em que a
neuroprote¢do em machos parece estar associada com a redugdo do estresse oxidativo e da
morte por necrose, aos quais os machos sdo mais suscetiveis, enquanto em fémeas se relaciona
com a atenuacdo da apoptose, a via preferencial de morte celular nesse sexo. A administragdo
de lactato pds-HI elevou os niveis de expressao do receptor GPR81 em machos, indicando uma
modulagdo positiva para favorecer a ativagao de vias protetoras. A expressao das isoformas da
lactato desidrogenase (LDHA e LDHB) nao foi modificada pela HI ou pelo tratamento. Os
experimentos in vitro consistiram em submeter os neurdnios em cultura a uma atmosfera
hipoxica por 6 h (1% O.), enquanto expostas a um meio sem glicose. Os grupos controle
permaneceram em normoéxia e com meio de cultura normal durante o mesmo tempo. As células
foram tratadas com lactato, piruvato e o agonista do receptor GPR81, DHBA. Os trés
tratamentos se mostraram neuroprotetores frente a OGD. Entretanto, quando inibidos,
concomitantemente, o transporte ¢ metabolizacdo do lactato, esses efeitos foram abolidos
(p<0,05, ANOVA de uma via). Assim, esses resultados sugerem um mecanismo de acdo dual
do lactato na protecdo contra reducdo da viabilidade neuronal apds a OGD. Nossos resultados
demonstram um efeito potencial do lactato como agente neuroprotetor na HI, protegendo contra
o dano encefalico agudo.

Palavras-chave: lactato; hipdxia-isquemia neonatal; lactato; GPR81; neuroprotecao.



ABSTRACT

Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) is one of the major causes of newborn death
and development of long-term neuropsychological disabilities worldwide. The only clinical
treatment available is Therapeutic Hypothermia (HT), which has many limitations and is not
efficient for about 50% of the patients. This context calls for a reinforced search for
complementary or alternative therapies to HT; lactate is a promising candidate, since it can act
both as an energy substrate for the CNS and as a signaling molecule that activates many
potentially protective pathways in cerebral ischemia. This study was divided into two main
sections: in vivo experiments, using an experimental model that mimics HIE in neonatal rats,
and in vitro experiments, employing an oxygen-glucose deprivation (OGD) model in an
undifferentiated neuronal lineage. In the in vivo experiments, P7 Wistar rats (7 day-old) were
divided into four groups: HI+PBS, HI+LAC, SHAM+PBS and SHAM+LAC. Pups assigned to
HI groups were subjected to a surgical occlusion of the right common carotid artery, followed
by an exposure to a hypoxic atmosphere (8% O>) for 60 min. SHAM groups were submitted to
a fictitious surgery and maintained in normoxia. LAC groups received two injections of lactate
(1g/kg, i.p.), 30 and 120 minutes after hypoxia, while in PBS groups two injections of vehicle
were administered in the same timepoints. Animals were euthanized at P9, and brains were
collected for histological and molecular analyses. HI procedure produced a consistent ipsilateral
lesion, larger in females than in males, and caused neuronal loss in the hippocampus, as
assessed by Nissl and Fluoro-Jade C (p<0.05, two-way ANOVA). Lactate was able to partially
reverse all these deleterious outcomes. When investigatin the molecular mechanisms associated
with the lesion and with the neuroprotection exerted by lactate via RT-qPCR, a differential
modulation of gene expression was observed between the two sexes: a lesion effect was
detected in the expression of Nrf2 in males, in which HI induced an increase in this factor that
regulates the cellular antioxidant response. In females, it was observed an effect of the lactate
treatment in the expression of the antiapoptotic factor Bcl-2, both in basal circumstances and
after HI (p<0,05, GzLM). These results clearly suggest a sexually dimorphic effect, in which
neuroprotection in males seems to be associated with the reduction of oxidative stress and of
necrotic cell death, while in females it is related to the attenuation of apoptosis, the preferential
cell death pathway in this sex. Post-HI lactate administration elevated GPR81 expression levels
in males, which suggests a positive modulation to favor the activation of protective pathways.
Expression levels of both isoforms of lactate dehydrogenase (LDHA and LDHB) were not
modified by neither HI procedure nor lactate administration. /n vitro experiments consisted in
submitting a neuronal cell lineage to a hypoxic atmosphere for 6 h (1% Oz) while exposed to a
glucose-free medium. Control groups were maintained in normoxia and exposed to a normal
cell culture medium for the same 6 h. Cells were treated with lactate, pyruvate, and the agonist
of the GPR81 receptor, DHBA. All three treatments were protective against OGD-induced cell
death; when lactate metabolization and transport were inhibited at the same time, however,
these protective effects were abolished (p<0.05, one-way ANOVA). Thus, these experiments
suggest a dual action of lactate in the protection against reduction of neuronal viability after
OGD. Our results demonstrate a potential effect of lactate as a neuroprotective agent in HI,
protecting against acute brain damage.

Keywords: lactate; neonatal hypoxia-ischemia; lactate; GPR81; neuroprotection.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fisiopatologia da hipOXia-1SQUEMIA..........eeueruieriirierieieeienieeieeee e 20
Figura 2. Langadeira de lactato entre astrOCitoS € NEUTONIOS. ......cc.eeverueeruerierienieeienieerienienieens 28
Figura 3. Desenho experimental (i ViVO).........ccccocueiieniiniiienieieeiesieeieeeseee e 35
Figura 4. Modelo de HI de RiCe-VannuCCI.......ccceouerieruiiniiiienieieeienieeieee st 37
Figura 5. Delimitaga@o do volume de 1€S80........cc.coouiriiiiiiiiieniiiecieseeeeeeeee e 40
Figura 6. Regides hipocampais coradas em NissL........cccceoervieriiniiiiiniininenieeeeeeeeieene 41
Figura 7. Regides hipocampais coradas em FJC..........ccccooiiiiniiiiiiiniiiiicneccesceeeieene 43
Figura 8. Curva de melting repreSentatiVa............cceevieeriieniieiierieeieeeee et seee e seaeeaeees 46
Figura 9. Desenho experimental (7 VIFO)........ccoecueerieeiiieniieieecie ettt 50
Figura 10. Imagens representativas da 1esdo encefalica..........coceoverienieniiniiiniieninicniccciee 53
Figura 11. Volume de 1es80 enCefaliCa.........c.ceveiiiiiiiniiniiiienieiecicseceeeeeee e 53
Figura 12. Fotomicrografias representativas de hipocampo corado com Nissl...........ccccceceenee. 55
Figura 13. Contagens de neurdnios hipocampais Nisslt........ccccoverviiniininiiniiininicnicceienene 56
Figura 14. Fotomicrografias representativas de hipocampo corado com FJC.............ccccoceene. 58
Figura 15. Contagens de neurdnios hipocampais FICH.........ccocoiiiiiniininiiniieceeieeieee 59
Figura 16. Imunofluorescéncia co-localizagdo NeuN/GPRS81........ccccociiiiiiiniiiniiiiiicceieee 60
Figura 17. Expressao génica por RT-qPCR.........coociiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 62
Figura 18. Viabilidade celular por MTT (experimento 1).........coceeverieneniienienenieneenenienens 63

Figura 19. Viabilidade celular por MTT (eXperimento 2).........coceevereenierieneenieeeeneenienieneens 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizadas para

Figura 2. Taxa de mortalidade nos experimentos

PCR e parametros estabelecidos....................



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

3,5-DHBA: acido 3,5-dihidroxibenzoico

4-CIN: a-ciano-4-hidroxicinamato

AC: adenilato ciclase

AMPc: monofosfato de adenosina ciclico

ANLS: lancadeira de lactato entre astrocitos e neurénios
ATP: trifosfato de adenosina

ARE: elemento de resposta antioxidante

Bad: Bcl-2 associated agonist of cell death

Bak: Bcl-2 homologous antagonist/killer

Bax: Bcl-2 associated X protein

Bcl-2: proteina linfoma de células B 2

Bcl-Xvi: proteina linfoma de células B extra-large
Bid: BH3-interacting domain death agonist
BHE: barreira hematoencetfalica

CAD: DNase ativada por caspase

CC: corpos cetdnicos

cDNA: DNA complementar

DAMP: padrdes moleculares associados ao dano
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados
dsDNA: DNA de fita dupla

EAAT: transportador de aminoacido excitatorio
ECso: concentragao de eficiéncia de metade do efeito maximo
EEG: eletroencefalograma

EHI: encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal
EN: encefalopatia neonatal

EPM: erro padrao da média

ERK1/2: cinase extracelular 1/2

EROs: espécies reativas de oxigénio

FJ: Fluoro-Jade



FJB: Fluoro-Jade B

FJC: Fluoro-Jade C

GD: giro denteado

GLUT1: transportador de glicose 1

GPRS81: receptor acoplado a proteina G 81
GPR&1-KO: nocaute para GPR81

H&E: hematoxilina e eosina

HCARI1: receptor de acido hidrocarboxilico 1
HI: hipoxia-isquemia

HIC: hemorragia intracraniana

HIF-1: hypoxia-inducible fator-1

HPRT1: hipoxantina fosforribosil-transferase
HT: hipotermia terapéutica

IL-1B: interleucina 1 beta

IL-6: interleucina 6

IL-15: interleucina 15

iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel

1.p.: intraperitoneal

Keap: Kelch-like ECH-associating protein 1
LAC: lactato

LDHA: lactato desidrogenase A

LDHB: lactato desidrogenase B

MCAO: oclusdo da artéria cerebral média
MCT]1: transportador de monocarboxilato 1
MCT?2: transportador de monocarboxilato 2
MCT4: transportador de monocarboxilato 4
mRNA: RNA mensageiro

MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazdlio
Na'/K+ ATPase: bomba de sddio e potassio
NAD": nicotinamida-adenina dinucleotideo oxidado
NADH: nicotinamida-adenina dinucleotideo reduzido

NeuN: proteina nuclear neuronal



NMDA: N-metil D-Aspartato

nNOS: 6xido nitrico sintase neuronal

NO: 6xido nitrico

Nrf2: fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
O2: oxigénio

OGD: privagado de glicose e oxigénio

OL.: oligodendroécitos

OMS: Organizagdo Mundial de Satude

OXA: oxamato

P2: 2° dia pds-natal

P7: 7° dia pds-natal

P8: 8° dia pds-natal

P9: 9° dia pds-natal

P15: 15° dia pos-natal

PARP-1: poli-ADP ribose polimerase 1

PBS: tampao fosfato salino

PCR: rea¢do em cadeia da polimerase

PDH: piruvato desidrogenase

PDKI1: piruvato desidrogenase cinase 1

PFA: paraformaldeido

Pfktb: 6-fosfofruto-2-cinase/frutose-2,6-bifosfatase 3
PI: iodeto de propidio

PI3K: fosfatidilinositol-3-cinase

PPP: via das pentoses-fosfato

PPT: poro de transi¢do temporaria da membrana plasmatica
Puma: p-53 up-regulated modulator of apoptosis
PYR: piruvato

RE: reticulo endoplasmatico

RM: ressonancia magnética

ROI: regido de interesse Optico

RT-qPCR: PCR quantitativa em tempo real por transcriptase reversa

SFB: soro fetal bovino



SOD: superéxido dismutase

SNC: sistema nervoso central

TCA: ciclo do 4cido tricarboxilico
TCE: traumatismo cranioencefalico
TNF-a: fator de necrose tumoral alfa
TTC: cloreto de trifeniltetrazolio
USC: ultrassonografia craniana
UPR: unfolded protein response

UTIN: unidade de terapia intensiva neonatal



SUMARIO

L INETOAUGAO. ...ttt ettt e et e et e e e aa e e ebe e e ebeeesaseeesaseeeeaseeenaseeensseeans 18
2. JUSHHICATIVAL ...ttt ettt ettt ettt sb ettt b et st sbe e 31
B HIPOLESE ...ttt ettt ettt ettt ettt et e tt e et e e bt e e nbe e teeenbeenbeeenbeeseens 31
4. ODJELIVO ETAL....eeuiieiieiiieiieeie ettt et et e e et e e bt e s sbeeteesabeenseessbeeseesaseenseennnas 32
4.1. ODbJetiVOS ESPECITICOS. . .eeutieriiiiiieiiiietieeieeiee ettt te et eteeste et e sibe e bt esabeenbeessbeeseesaseenseennnas 32
5. Materiais € MELOAOS ...cuverureiiiiiiiieiieeet ettt sttt et sttt sttt 33
5.1, EXPEIIMENLOS G171 VIVO ...oevieiiieiiieiieeiieeiie et eite ettt eteestteeaveesaseenbeeseasnseeseessseenseassseenseens 33
S.L0T ATIIMIALS 1ottt ettt b et b et s h ettt e b e b ettt 33
5.1.2. ASPECLOS FICOS ..o een s 34
5.1.3. GIUPOS EXPEIIMENLALS ....euvieurieriieetieriieeteeetieeteestteeteesteeeteesseeesseenseessseeseessseesseasssesnseens 34
5.1.4. Modelo de Hipoxia-Isquemia Neonatal ...........ccceeeevieriieiiienieeiieiie e 35
5.1.5. Administrag@0o de Lactato.........cceeecviieiuiieeiiiicciie et 37
5106 BULANASIA ..euveiiiiieieeitetee ettt sttt sttt sttt 38
S 1T, HISEOLOZIA ettt ettt et ettt et e st e et eeabe et e enbe e teeenbeenbeeenbeenneen 38
5.1.7.1. Coloragao de NISSI ...cc.viiiiiiiiiie ettt e 39
5.1.7.2. Volume de 1es@0 encefaliCa..........cceviriiiriiiiiiiiiiiniiiieiceeee e 39
5.1.7.3. Contagem de neurdnios hipocampais corados com Nissl ........ccccevciienieriiienienieennnens 40
5.1.7.4. FIUOTO-JAAE € ...ttt sttt 42
5.1.7.5. Contagem de neurdnios hipocampais FICH.........c.cocoiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeee e 42
5.1.7.6. IMUNOTTUOTESCENCIA ..c..euviiieiieiieeitete ettt sttt ettt 43
5.1.8. PCR em tempo real (RT-qPCR) ......cccuiviiiiieiiiiieeeeeeee et 44
5.1.8.1. EXtraga0 do RINA ..ot et e 44
5.1.8.2. Sintese de CDINA .....ooiiiiiiieee ettt sttt 45
5183  RT-QPCR ..ttt ettt sttt 45
5.2, EXPEIIMENLOS G171 VITFO ..ouvveeieeiieiie ettt ettt ettt et esttesv e e it e esbeesaeesnseenseesnseenseassseenseens 47
5.2.1. Cultura CEIUIAT .....cc.eeiiiiiiie et 47
5.2.2. Modelo de privagao de glicose e oxigénio (OGD) e tratamentos ...........ccceevuerveneennene 48
5.2.3. Ensaio de viabilidade celular (MTT) ...c..oooouiiioiiiiiieece e 49
5.3, ANALISE ESLALISTICA ...ccuviruieiiiieiiiete ettt ettt sttt 50
6. RESUITAAOS ...ttt sttt et sttt st 52
6.1. EXPEIIMENLOS 171 VIVO ...ouvieiiieiieiieeieeeiie ettt ettt et ettt et e sibe e bt e ssse e seesnseenseessseenseens 52

6. 1. 1. MOTTAIIAAAE ..coeeeeeeieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e et et e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 52



6.1.2. VOIUME de 1€SA0 ENCETALICA ....eeevieeieieiiieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e eeeeeees 52

6.1.3. Contagem de neur6nios hipocampais corados pela técnica de Nissl .......cccceceeveeniennnene. 54
6.1.4. Contagem de neuronios hipocampais FIC+H..........ccoioiiiiiiiiniiiiiiieieeicceeceeeee e 57
6.1.5. IMUNOTTUOTESCENCIA ....eviieiieieeieet et ettt et 59
0.1.6. RT-QPCR ..ottt ettt ettt st b et 61
6.2. EXPEIIMENLOS 171 VITFO ..ouvveeieeiiieiie ettt ettt ettt e et e eibeesaeesnseeseessseenseessseenseans 63
6.2.1. Ensaio de viabilidade celular (MTT) ....c..oooouiiiiiiiiiie e 63
6.2.1.1. EXPEIIMENTO 1 ..ooouiiiiiiiiieiiieiie ettt ettt et ettt et e e e et esabeenbeesnseenseans 63
6.2.1.2. EXPEITMENTO 2 ...cueiiiiieiiieiieeiie et eeite et eite e bt estteeeteestteeaseesseeesseeseesnseeseessseenseessseeseens 64
7. DISCUSSAO ...ttt ettt ettt ettt ettt et ee e bt e st e e bt e st e e aaesae e bt esbesbee bt e st e sbt e bt entesaeenbeente e 65
8. COMNCIUSDIES ..ottt ettt ettt et sttt eat e sbe et et sbt e bt e st e s bt et e eae e bt enteeanenaes 89
0. PRISPECTIVAS ... ittt ettt ettt et ettt et e e bt e sbeeeabeeseeeabeeseeesbeeseeenseenseesnseenseasnseenseens 90

10. Referéncias biblioGrafiCas ..........ceoiiiiiiiiiiiiieie ettt e 91



1. Introducao

A encefalopatia neonatal (EN) ¢ um dos principais problemas mundiais de saude publica,
tanto por sua alta ocorréncia quanto pela severidade dos desfechos neuroldgicos subsequentes.
Apresenta uma incidéncia de 2-6 a cada mil nascidos vivos mundialmente (Ferriero, 2004;
Russ, Simmons e Glass, 2021); esses indices, porém, variam muito de acordo com a condi¢do
socioecondmica de cada local, podendo atingir cerca de 26%o em paises subdesenvolvidos
(Airede, 1991; Kurinczuk, White-Koning e Badawi, 2010). De fato, um estudo constatou que,
no ano de 2010, cerca de 96% dos recém-nascidos com EN nasceram em paises de baixa- ou
média-renda (Lee et al., 2013).

A EN ¢ uma sindrome neuroldégica complexa, que pode ser caracterizada como a
manifestagdo clinica de uma disfuncdo cerebral neonatal (Kurinczuk, White-Koning e Badawi,
2010). Portanto, ¢ uma condi¢@o que abrange um amplo espectro de sintomas e, principalmente,
que pode ter diversas etiologias (Quirke et al., 2021), mas se define por seus sinais clinicos
caracteristicos, como nivel alterado de consciéncia, convulsdes, anormalidade de reflexos e de
tonus muscular, inabilidade de iniciar ou manter a respiragdo (Volpe, 2012).

A hipoéxia-isquemia (HI) ou asfixia perinatal ¢, indiscutivelmente, a mais prevalente
dentre as causas da EN, atingindo 1,5%o recém-nascidos; nesse caso, a condi¢do passa a ser
definida, mais especificamente, como encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) (Kurinczuk,
White-Koning e Badawi, 2010; Volpe, 2012). A EHI sempre esteve associada a desfechos
bastante deletérios, estando associada a altos indices de obitos e de morbidades (Almeida et al.,
2017; Aslam, Strickland e Molloy, 2019; Quirke et al., 2021). No passado, a taxa de
mortalidade chegava a 50-75%; devido aos avancos no cuidado pré-natal e obstétrico, essas
taxas foram reduzidas (Raju et al., 2006), mas continuam sendo consideravelmente altas, de
forma que, atualmente, cerca de 15 a 20% dos recém-nascidos acometidos pela EHI morrem
ainda durante o periodo neonatal (Kurinczuk, White-Koning e Badawi, 2010). No Brasil, a HI
¢ responsavel por 40% das mortes de neonatos de baixo-risco; esses valores, porém, ndo
apresentam distribuigdo homogénea, e refletem as diferencas regionais: sdo observadas taxas
até duas vezes maiores nas regides com piores indicadores sociais (Norte e Nordeste) em
relacdo aquelas com melhores indices (Sul, Sudeste e Centro-Oeste) (Almeida et al., 2017).

Além de causar dano cerebral imediato e disfun¢do neurologica aguda, podendo levar

diretamente a morte, a EHI pode interferir expressivamente no neurodesenvolvimento dos
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sobreviventes, causando danos a longo prazo (Bano, Chaudhary e Garga, 2017; Vannucci e
Hagberg, 2004). Cerca de 25% destes apresentam déficits neuropsicoldgicos permanentes
(Shankaran et al., 2012), como dificuldades de aprendizado, epilepsia, paralisia cerebral,
deficiéncias visuais, auditivas, motoras e comportamentais (Douglas-Escobar e Weiss, 2015;
Yildiz, Ekici e Tatli, 2017). Assim, a importante melhora nos indices de sobrevivéncia, em
contrapartida, trouxe consigo um aumento na frequéncia dessas sequelas (Kurinczuk, White-
Koning e Badawi, 2010), que comprometem o desenvolvimento adequado e que,
consequentemente, requerem amplo suporte familiar e cuidados de saude ao longo de toda a
vida, além de acarretarem altos custos socioecondmicos (Donn, Chiswick e Fanaroff, 2014).

A HI neonatal se estabelece apds um insulto hipoxico-isquémico perinatal, que pode
ocorrer em resposta a eventos sentinela, como colapso cardiovascular materno, descolamento
da placenta, ruptura uterina ou prolapso do cordao umbilical (Badawi ef al., 1998; Martinez-
Biarge et al., 2013; Nelson et al., 2012). Os eventos hipdxico-isquémicos ocorrem, geralmente,
ainda no periodo intrauterino (Douglas-Escobar e Weiss, 2013), tornando dificil a verificacdo
de disturbios de oxigenagdo e/ou de fluxo sanguineo ap6s o nascimento nos recém-nascidos
que passaram pela EHI (Volpe, 2012), fatores que alguns autores julgam fundamentais para o
diagnostico diferencial da etiologia (Dammann, Ferriero e Gressens, 2011). Assim, devido a
falta de critérios universais de diagnostico especifico e a constante divergéncia e sobreposi¢ao
nas defini¢gdes de EN e EHI, os dados epidemiologicos costumam ser bastante variaveis e
incertos (Kurinczuk, White-Koning e Badawi, 2010; Volpe, 2012).

Comumente, para confirmar o quadro de EHI, se estabelece uma abordagem integrada:
baixo escore Apgar, acidose metabdlica e alteragdes especificas no eletroencefalograma (EEG)
devem acompanhar as manifestagdes clinicas, e padrdes de lesdo caracteristicos podem ser
observados por ressonancia magnética (RM) e ultrassonografia craniana (USC) (Douglas-
Escobar e Weiss, 2015; Volpe, 2012; Vries, de e Cowan, 2009). De qualquer forma, a HI esta
envolvida em cerca de 29% dos casos de EN e ¢ o fator principal em cerca de 4% destes (Badawi
et al., 1998); ainda, aproximadamente 50 a 80% dos pacientes internados em unidades de
terapia intensiva neonatal (UTIN) sofreram EHI (Shah et al., 2004; Volpe, 2017, 2012), o que
demonstra a incontestavel relevancia dessa condigdo para a neonatologia.

Do ponto de vista fisiologico e bioquimico, um insulto hipoéxico-isquémico perinatal é
definido como algum evento que interfira no fluxo sanguineo cerebral do feto ou recém-nascido

(isquemia), resultando em uma baixa disponibilidade de oxigénio (hipoxia) e glicose ao
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encéfalo. De maneira imediata, a reducdo no aporte de O> e substrato metabdlico ao tecido
nervoso ocasiona uma redu¢do dréastica na produgdo de trifosfato de adenosina (ATP),
acarretando uma disfun¢do no metabolismo oxidativo e, consequentemente, causando morte
neuronal aguda (Narayanamurthy et al., 2021; Wassink et al., 2014). A HI, porém, ndo ¢ um
evento unico, mas uma sucessao de etapas, nas quais os processos que levam ao dano cerebral
podem perdurar por dias ou até semanas (Davidson ef al., 2015; Gunn e Thoresen, 2006). As

etapas principais estdo ilustradas na Figura 1.

0aé6h 6 a 15h 6 a72h

I Fase primaria I Fase de laténcia | Fase secundaria

_ , Primeira falha energética Reperfusao Segunda falha energética
Perfusao sanguinea

I Fluxo sanguineo encefalico 1 Excitotoxicidade

1L 0, e substratos energéticos Janela terapéutica 1 Estresse oxidativo
<L 1 Neuroinflamagéo
L atP -
L Apoptose e Necrose
Il Na+/K+ ATPase
<L Morte celular
Despolarizagao exacerbada de neurdnios L5
<L Disfungdes neurologicas
Liberacao massiva de glutamato
L

Influxo de Ca**

Edema citotoxico Excitotoxicidade

Figura 1: Esquema demonstrativo da fisiopatologia da HI neonatal e dos eventos principais envolvidos em
cada uma das etapas de dano encefalico. Inicialmente, ocorre uma “fase primaria”, desencadeada pela falha
energética aguda causada pela interrupgdo do fluxo sanguineo ao encéfalo e pela consequente redugdo do
aporte de glicose e oxigénio. Em seguida, com a reperfusdo, ocorre uma “fase de laténcia”, correspondente
a janela terapéutica, na qual ha uma recuperacao transitoria do fluxo sanguineo, de forma que o metabolismo
¢ parcialmente restaurado. Por fim, ocorre uma “fase secundaria”, na qual ocorre o segundo déficit energético
e outros processos patologicos que contribuem com a progressdo da lesdo. Aparentemente, apds 0 comego
da fase secundaria, o tratamento deixa de ser uma opg¢@o; inicia-se uma etapa irreversivel na evolucdo da
morte celular (Figura de autoria propria, adaptada de Roumes et al., 2022).

A falha energética, portanto, ¢ o evento central na fisiopatologia da EHI, sendo
responsavel por iniciar a formagdo da lesdo encefalica (“fase primaria”), mas também por
desencadear uma complexa cascata de eventos deletérios que culminam em morte celular a
longo prazo (Johnston, 2001; Volpe, 2017). Isso leva ao colapso das bombas ionicas,
especialmente da bomba sodio-potassio (Na/K* ATPase), causando desequilibrio dos
gradientes eletroquimicos. Em casos mais severos, o consequente acumulo intracelular de
cations resulta em edema citotdxico e morte por necrose; em casos mais leves — os mais

frequentes — ocorre uma despolarizagdo exacerbada e desordenada das membranas (Davidson

et al., 2015; Volpe, 2017). Essa despolarizacdo excessiva ocasiona uma disfunc¢ao de sinapses
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excitatdrias, afetando tanto os neuronios, que, entdo, liberam altas concentracdes de glutamato,
quanto as células gliais perissinapticas, que reduzem a recaptacdo e reciclagem desse
neurotransmissor (Johnston, 2001). Logo, ocorre um aciimulo de glutamato extracelular e a
consequente superestimulagdo de receptores neuronais, especialmente do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) que, por sua vez, despolarizam ainda mais os neurdnios pds-sinapticos e
permitem um influxo massivo de Na* e Ca** (Johnston, 2001). O aumento de Ca*" intracelular
da inicio a uma série de eventos que causam danos celulares, devido a ativacdo de proteases,
endonucleases e fosfolipases (Mitani ez al., 1993). Esse processo ¢ chamado de excitotoxicidade
glutamatérgica, e pode provocar a morte celular por necrose e, sobretudo, ativar o processo de
apoptose, dependendo da severidade do insulto e do estado de maturagdo neuronal (Drury et
al., 2014; Johnston, 2001; Volpe, 2017). A resposta a esse processo patologico ¢ ainda mais
danosa em eventos hipoxico-isquémicos neonatais, uma vez que, no encéfalo em
desenvolvimento, a densidade de receptores glutamatérgicos ¢ bem maior do que no adulto
(McDonald e Johnston, 1990; Tremblay et al., 1988).

Apoés essa fase primaria, o fluxo sanguineo ¢ reestabelecido, e os neuronios que
sobreviveram e se recuperaram ap6s o periodo de privacao de glicose e oxigénio passam, em
seguida, por uma “fase de laténcia”, na qual ha uma normalizacdo transitéria do metabolismo
oxidativo decorrente da reperfusdo (Azzopardi et al, 1989; Drury et al., 2014; Fleiss e
Gressens, 2012; Gopagondanahalli ef al., 2016). Essa fase varia de duragdo (de 1-6 horas),
sendo proporcionalmente mais curta quanto maior a severidade do insulto (Allen e Brandon,
2011; Shalak e Perlman, 2004). Durante essa fase, ainda ¢ possivel reverter os prejuizos ao
metabolismo encefilico, antes da falha completa da fun¢do mitocondrial ocorrer (Drury et al.,
2014; Roumes et al., 2022): a fase de laténcia, portanto, corresponde a janela terapéutica mais
efetiva para intervengdes clinicas que visem a reduzir os déficits secundarios a HI (Gunn e
Gluckman, 2007). Assim, em casos severos, a chance de recuperacao inicial do metabolismo
energético ¢ prejudicada, e esse parece ser um fator determinante para o progndstico da EHI,
estando associado a desfechos extremamente negativos a longo prazo (Azzopardi et al., 1989).

Ha, ainda, uma “fase secundaria” de lesdo, cuja intensidade € proporcional aquela da fase
priméria (Lorek et al., 1994), e também apresenta alto valor prognostico em bebés que sofreram
EHI, se relacionando fortemente as sequelas observadas 1 a 4 anos mais tarde (Roth et al.,
1997). Apos a fase de laténcia, ocorre um segundo déficit energético que, da mesma forma,

leva a excitotoxicidade e ao colapso mitocondrial. Nessa etapa pds-reperfusdo, porém, os
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principais processos que contribuem para a morte celular e para o dano tecidual sdo o estresse
oxidativo e a inflamacdo (Drury et al., 2014; Johnston, 2001; Rees, Harding e Walker, 2011,
Roumes et al., 2022). A disfun¢dao do metabolismo mitocondrial leva ao vazamento de elétrons
e, subsequentemente, a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), exacerbada pelo
retorno repentino da disponibilizacdo de O> durante a reperfusdo (Ferriero, 2001). Como
resultado do metabolismo anaerdbio de ATP, também ocorre um aciimulo de purinas, que sao
o substrato para as reacdes de producao de EROs (Saugstad, 1996). Em contrapartida, o sistema
de defesa antioxidante no sistema nervoso central (SNC) imaturo tem uma capacidade de
scavenging reduzida, ndo sendo capaz de se contrapor as EROs produzidas (Fullerton et al.,
1998; Odorcyk et al., 2018; Tian et al., 2013; Warner, Sheng e Batini¢-Haberle, 2004; Zhao et
al., 2015; Zhu et al., 2015). Assim, o desbalango redox se intensifica e o encéfalo do recém-
nascido torna-se particularmente vulneravel ao estresse oxidativo (Warner, Sheng e Batini¢-
Haberle, 2004).

Contribuindo tanto com a formac¢do quanto com a progressao da lesdo hipoxico-
isquémica, ocorre a neuroinflamagdo. Desde as primeiras horas p6s-HI, a morte celular por
necrose ja causa uma liberacdo de mediadores pré-inflamatorios, principalmente pelo
extravasamento de contetido intracelular apos a ruptura de membranas (Alvarez-Diaz et al.,
2007; Gill and Perez-Polo, 2008). Os varios processos de dano envolvidos na patogénese da
lesdo encefalica também contribuem para a expressao de citocinas pro- e anti-inflamatdrias
(Kim e Cho, 2021; Ziemka-Nalecz, Jaworska e Zalewska, 2017) e para a consequente ativagao
de células envolvidas na resposta inflamatdria, que € bastante complexa. Essa resposta envolve
células residentes do SNC, como a microglia e os astrocitos, e ¢ acentuada pela infiltragao de
leucdcitos, células imunes periféricas (Jin, Yang e Li, 2010; Patel et al., 2013) que atravessam
facilmente a barreira hematoencefalica (BHE), cuja permeabilidade estd aumentada em
consequéncia ao dano hipdxico-isquémico (Burda e Sofroniew, 2014). Vérias citocinas pro-
inflamatorias ja foram associadas a lesdo encefalica causada pela HI; especificamente, altos
niveis de TNF-a, interleucina (IL)-1p, IL-6 e 1L-15 parecem desempenhar um papel central na
neuroinflamagdo associada a asfixia no encéfalo imaturo (Fathali ez al., 2011). Os niveis de IL-
1B, por exemplo, se correlacionam diretamente com a lesdo encefélica (Ziemka-Nalecz,
Jaworska e Zalewska, 2017).

Todos esses eventos levam, primariamente, a morte neuronal, responsavel pela lesdo

encefélica e que, enfim, se expressa através dos déficits sensdrio-motores e cognitivos. As
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caracteristicas neuropatologicas desse dano, contudo, sdo bastante complexas e variam de
acordo com a intensidade, a duragdo ¢ o momento de ocorréncia do insulto (Netto et al., 2017;
Northington, Chavez-Valdez e Martin, 2011), bem como com a idade gestacional e pds-natal e
o sexo do individuo afetado (Mirza et al., 2015; Sanches et al., 2015). A lesao decorrente da HI
parece, ainda, manifestar-se de maneira regido-especifica, havendo uma vulnerabilidade
seletiva de determinadas areas cerebrais a isquemia, padrdo que também ¢ alterado em fungdo
de diversas variaveis (Ferriero, 2004; Johnston, 2001; Schmidt-Kastner, 2015). Em prematuros,
a lesdo costuma ser bastante pronunciada na substidncia branca, sendo caracteristica a
leucomalacia periventricular (Hill e Fitch, 2012; Vries, de e Cowan, 2009). Em recém-nascidos
a termo, parece se concentrar na substancia cinzenta, havendo uma maior suscetibilidade dos
nucleos da base, do tdlamo, do hipocampo e do neocértex (Schmidt-Kastner, 2015; Vries, de e
Cowan, 2009).

De modo geral, a HI ¢ mais prevalente e resulta em uma lesdo encefalica mais severa no
sexo masculino (Netto et al., 2017). Os padrdes de lesdo, porém, variam entre 0s Se€X0S: 0S
machos parecem ser mais suscetiveis a danos no cértex e no hipocampo e a ventriculomegalia
(Hill et al., 2012; Mayoral, Omar e Penn, 2009; Zhu et al., 2005), enquanto as fémeas tendem
a apresentar uma maior redu¢do de volume do hemisfério cerebral afetado (Netto et al., 2017,
Sanches et al., 2013). Mesmo quando considerados individuos com um grau de lesdo
semelhante, machos ainda apresentam piores desfechos a longo prazo (Costeloe et al., 2000;
Kesler et al., 2004; Lauterbach, Raz e Sander, 2001; Marlow et al., 2005; Raz et al., 2010).

Essas diferencas podem estar associadas a existéncia de dimorfismo sexual nos
mecanismos subjacentes ao dano: em fémeas, por exemplo, a morte celular ¢ principalmente
caspase-dependente, enquanto em machos parece ndo o ser(Ahmed et al., 2008; Askalan et al.,
2015a; Hagberg et al., 2014; Joly et al., 2004; Renolleau et al., 2007; Renolleau, Fau e
Charriaut-Marlangue, 2008; Zhu et al., 2006). Adicionalmente, os machos sdo mais vulneraveis
ao estresse oxidativo, que culmina em morte por necrose (Zhu et al., 2003, 2006). O fator-chave
para essa diferenca parece ser o efeito da HI na fun¢do mitocondrial, que difere entre os sexos
(Weis et al., 2012) e, portanto, resulta na ativagdo de diferentes vias de morte celular.

Esses fendmenos ndo sdo tdo simples de serem observados em encéfalos de recém-
nascidos humanos, de modo que a maioria dos dados provém de estudos pré-clinicos.
Entretanto, estudos clinicos de RM observaram um padrio de lesdo semelhante, com

vulnerabilidade seletiva dos nucleos da base, especialmente estriado, tdlamo e hipocampo
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(Belet et al., 2004; Chang et al., 2020; Li et al., 2022; Nalin et al., 1989; Sie et al., 2000; Vries,
de e Cowan, 2009) e estudos citopatologicos com amostras de tecido encefalico de neonatos
humanos que morreram em decorréncia da HI sugerem a ocorréncia dos mesmos tipos de morte
celular verificados em modelos animais (Northington, Chavez-Valdez e Martin, 2011).

Dada a aparente reprodutibilidade dos achados pré-clinicos, a utilizagdo de modelos
animais ¢ uma ferramenta bastante Util para o estudo dos mecanismos associados a lesdo,
permitindo tragar estratégias mais eficazes de neuroprotecdo. O modelo de Rice-Vannucci
(Rice, Vannucci e Brierley, 1981), ja muito bem estabelecido na literatura, reproduz
experimentalmente em roedores neonatos a lesdo encefalica hipdxico-isquémica humana (Rice,
Vannucci e Brierley, 1981) e os déficits sensoriais, motores e cognitivos associados (Arteni et
al., 2010; Pereira et al., 2008). O modelo consiste na oclusdo cirurgica unilateral e permanente
de uma das artérias carotidas comuns, seguida pela exposicao dos animais a uma atmosfera
hipoxica (Rice, Vannucci e Brierley, 1981). Esse modelo induz uma lesdo ipsilateral a oclusao
carotidea, e as principais estruturas afetadas sdo, similarmente, o cortex, o estriado, o
hipocampo e a substincia branca subcortical e periventricular (Sutherland et al., 2004;
Vannucci et al., 1999). Na literatura, ha uma constante discussdo acerca da idade dos ratos
neonatos que melhor corresponde ao nivel de maturacdo do SNC de um humano nascido a
termo (Semple et al, 2013). O maior consenso, porém, costuma ser a realizacdo do
procedimento 7 dias apds o nascimento (P7) (Ferriero, 2004; Hamdy et al., 2020; Netto ef al.,
2017; Rakhade e Jensen, 2009; Sengupta et al., 2013).

Complementarmente aos modelos in vivo, existem métodos que simulam, in vitro, a
interrupg¢do do fluxo sanguineo e, consequentemente, mimetizam os danos causados pela HI.
No modelo de privagao de glicose e oxigénio (OGD, do inglés oxygen-glucose deprivation),
células em cultura (ou fatias organotipicas) sdo incubadas em um meio sem glicose e expostas
a uma atmosfera hipoxica (Holloway e Gavins, 2016). Esse modelo permite a utilizacdo de
estratégias farmacologicas que, por vezes, ndo seriam viadveis in vivo, ajudando a desvendar
mecanismos moleculares subjacentes.

Todos esses modelos pré-clinicos sdo importantes, pois ajudam a compreender a
complexidade e o carater multifatorial da fisiopatologia da EHI, bem como a evolugdo temporal
dos processos envolvidos na formagdo e progressdo da lesdo encefalica. Isso se faz essencial
para o delineamento de terapias efetivas e potencialmente complementares ou alternativas a

hipotermia terapéutica (HT); este ¢ o Unico tratamento preconizado pela Organizagdo Mundial
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da Satde (OMS) (Douglas-Escobar e Weiss, 2015; Sabir et al., 2012) para recém-nascidos
humanos a termo que passaram pela HI (Douglas-Escobar e Weiss, 2015), mas ¢ limitado.

A HT parece desempenhar a neuroprotecdo através da diminui¢do gradativa da taxa
metabdlica que acompanha o resfriamento: para cada grau de temperatura reduzido, o
metabolismo ¢ também diminuido em cerca de 5% (Laptook et al., 1995). Assim, o déficit
energético secundario ¢ adiado, e a ativag@o das vias de morte celular ¢ suprimida por diversos
mecanismos (Drury et al., 2014; Gunn ef al., 2017). A HT ¢ usada clinicamente desde 2010 e
consiste na reducdo da temperatura corporal do neonato para 33,5-34,5°C (Roehr et al., 2011,
Shankaran et al., 2005). A terapia pode ser aplicada através do resfriamento de todo o corpo ou
seletivo da cabega, com eficdcia semelhante (Abate et al., 2021; Douglas-Escobar e Weiss,
2015). Contudo, essa eficacia ainda pode ser considerada baixa: a reducdo nas taxas de
mortalidade ndo ultrapassa 40-50% (Greco et al., 2020; Shah et al., 2004). O procedimento de
HT precisa ser iniciado durante a fase latente de dano, ou seja, até 6 horas apos o evento
hipoxico-isquémico em humanos (Gunn et al., 2017) e ter duracdo de ao menos 48 horas para
exibir neuroprotecdo efetiva (Gunn e Thoresen, 2006). Caso ndo seja realizada dentro desse

periodo, além de ndo ser benéfica, a HT pode aumentar a lesdo encefalica (Sabir et al., 2012).

A janela terapéutica curta ¢ uma limitacdo importante, uma vez que torna inviavel a
aplicagdo do tratamento em bebés que precisem ser transportados de locais afastados dos
grandes centros de atendimento especializado. Além disso, a HT apresenta uma baixa eficacia
em casos severos (Sabir et al., 2012; Wood et al., 2016) ¢ leves de EHI, nao sendo recomendada
nessas situacoes (Saw et al., 2019). A eficiéncia e seguranca da HT ndo foram satisfatoriamente
comprovadas para prematuros (Herrera et al., 2018), que correspondem a uma parcela
importante dos neonatos afetados pela EHI (Blencowe et al., 2012). Portanto, atualmente, o uso
da HT ¢ restrito a casos moderados a graves em recém-nascidos a termo (Saw et al., 2019), o
que deixa varios afetados sem possibilidade de tratamento.

Fica evidente a escassez de terapias eficazes para o tratamento da EHI, especialmente
para aqueles casos que ndo se encaixam nos critérios de aplicacdo da HT. Por isso, estudos pré-
clinicos vém testando, progressivamente, outras terapias que possam ser utilizadas em
combinacdo com a HT (Castillo et al., 2015; Dixon et al., 2016; Fabres et al., 2018; Rees,
Harding e Walker, 2011; Roumes et al., 2021; Tassinari ef al., 2020; Wu e Gonzalez, 2015)
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Nesse contexto, o lactato surge como um agente neuroprotetor em potencial em situagao
de hipoxia-isquemia, tendo em vista seu papel como substrato energético alternativo.

O lactato foi considerado, por décadas, um residuo metabdlico deletério, uma molécula
sintetizada como consequéncia negativa de uma baixa perfusdo tecidual e reduzida
disponibilidade de oxigénio (Siesjd, 1978), que deveria ser rapidamente excretada (Ferguson et
al., 2018). Os niveis de lactato plasmatico, de fato, aumentam em condigdes patologicas como
a isquemia, de forma que sdo tradicionalmente vistos na clinica como indicativo de mau-
prognostico (Cohen e Simpson, 1975). Hoje, porém, o entendimento desse processo mudou:
acredita-se que esse biomarcador pode, ao invés de ser uma molécula causadora de dano, estar
aumentado para atuar como um mecanismo intrinseco de autoprote¢do do encéfalo. Isso porque
o lactato, hoje, ja ¢ considerado uma fonte importante de energia para o sistema nervoso. Para
os neuronios, ¢ qualificado ndo somente como um substrato energético alternativo a glicose,
mas sim como o preferencial: os neurdnios captam lactato e utilizam-no para suprir as
demandas da respiragdo celular, mesmo quando ambos os substratos sdo disponibilizados
(Bouzier-Sore et al., 2003, 2006; Itoh et al., 2003; Wyss et al., 2011).

De qualquer forma, a glicose segue sendo a principal molécula capturada pelo encéfalo
em condigdes basais (Dienel, 2019). Entretanto, diferentemente do que se acreditou por décadas
(Bélanger, Allaman e Magistretti, 2011; Madsen et al., 1999), o destino dessa glicose ndo &,
necessariamente, a fosforilagdo oxidativa; ao menos, ndo para todos os tipos celulares.
Astrocitos e neurdnios, as células mais abundantes do encéfalo, apresentam diferencas
substanciais nos seus perfis metabdlicos (Roumes et al., 2021).

Os neurdnios sdo os responsaveis pela maior parte da demanda energética no SNC,
associada a atividade sinaptica. Portanto, tém um perfil oxidativo, dependendo da respiracdo
mitocondrial para a producdo massiva de ATP (Vergara et al., 2019). Curiosamente, porém,
tém a via glicolitica truncada, devido a baixa expressao de enzimas glicoliticas (Cahoy ef al.,
2008; Lovatt et al., 2007; Zhang et al., 2014) e, principalmente, a degradagdo ativa de uma
enzima-chave para esta via, a 6-fosfofruto-2-cinase/frutose-2,6-bifosfatase 3 (Pfktb) (Herrero-
Mendez et al., 2009). Isso pode ser explicado, em parte, pelo fato de que os neurénios nio t€ém
um sistema de detoxificagio do metilglioxal (um subproduto toxico da glicélise) bem
desenvolvido; assim, os mecanismos que impedem altas taxas de glicolise sdo importantes para
evitar danos aos neurdnios (Allaman, Bélanger e Magistretti, 2015). Ademais, dessa forma, a

glicose capturada pode ter seu fluxo redirecionado para vias anabodlicas, como a via das pentoses
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fosfato (PPP, do inglés pentose-phosphate pathway), essencial para a manutencao do status
antioxidante dos neuronios (Barros, 2013; Herrero-Mendez et al., 2009).

Os astrocitos, em contraste, sdo células preferencialmente glicoliticas, e tém uma
demanda energética bem menor que os neuronios (Vergara et al., 2019). Apesar disso, sdo os
responsaveis pela maior parte da captacdo e utilizagdo da glicose (Bouzier-Sore et al., 2006;
Hyder et al., 2006); essas células captam muito mais glicose do que seria necessario para suprir
sua demanda energética (Barros et al., 2009; Jakoby et al., 2014): uma grande por¢ao dessa
glicose que entra na via glicolitica ¢ liberada como lactato no espago extracelular (Bouzier-Sore
et al., 2006; Itoh et al., 2003; Lovatt et al., 2007; Pellerin e Magistretti, 1994; Serres et al.,
2005)

Para que os neurdnios consigam manter suas altas taxas metabodlicas apesar da restricao
da via glicolitica, estas células precisam ter acesso a substratos metabolicos diferentes da
glicose para abastecer o ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e garantir a producdo de ATP. Para
garantir isso, ocorre uma coopera¢ao metabodlica bastante singular no SNC. Como descrito de
maneira elegante na hipotese da lancadeira de lactato (ANLS, do inglés astrocyte-neuron
lactate shuttle), proposta por Pellerin e Magistretti (Pellerin e Magistretti, 1994), ¢ justamente
o lactato produzido pelos astrécitos que € disponibilizado aos neuronios.

A hipotese da ANLS baseia-se na ideia original da langadeira de lactato, descrita por
Brooks (Brooks, 1986) em fibras musculares esqueléticas. Nesse sistema, células glicoliticas,
dispondo de uma maquinaria propicia para a producdo e exportacdo de lactato em grandes
quantidades, liberariam esse lactato para o meio extracelular, para ser capturado por outras
células, preferencialmente oxidativas. Essas ultimas, entdo, oxidariam o lactato a piruvato, que
seria utilizado no ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA) para a produgdo de ATP. Portanto, esse
desvio permitiria evitar as primeiras fases da glicolise, que requerem um investimento de ATP
e muitas etapas enzimaticas (Brooks, 1986, 2018).

No SNC, como descrito acima, as células glicoliticas s3o os astrocitos; estas células
expressam altas quantidades da isoforma A da lactato desidrogenase (LDHA), que favorece a
conversao de piruvato a lactato, e o transportador de monocarboxilato (MCT) do tipo 4
(MCT4), que tem baixa afinidade e favorece o efluxo de lactato. Os neurdnios sdo as células
oxidativas, que expressam principalmente a isoforma B da lactato desidrogenase (LDHB), a
qual favorece a reacdo no sentido oposto, e o0 MCT do tipo 2 (MCT2), de alta afinidade,

responsavel pela captagdo de lactato do meio externo. Assim, esse mecanismo, ilustrado na
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Figura 2, permite uma integracdo metabdlica, de forma que os produtos de processos
anabolicos, que seriam excretados, sejam direcionados para reacdes catabolicas em células com

demandas energéticas altas (Lauritzen ef al., 2014).
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Figura 2: Lancadeira de lactato entre astrocitos e neurdnios (ANLS, do inglés Astrocyte-Neuron Lactate
Shuttle). A ANLS é um mecanismo de cooperacdo metabolica entre astrocitos e neurénios, baseado no
transporte de lactato. Os astrocitos t€ém um potencial redutor e podem suportar metabolicamente os neuronios,
que dependem principalmente de vias oxidativas para a produgdo de ATP. Os pés dos astrocitos envolvem
os vasos sanguineos do parénquima cerebral; assim, t€m um acesso mais direto a corrente sanguinea, de onde
captam glicose através dos transportadores GLUT1 e a metabolizam a piruvato pela via glicolitica. A
isoforma LDHA, abundante nos astrdcitos, favorece a redugdo do piruvato a lactato. Essa reagdo consome
NADH e libera NAD"; assim, os equivalentes oxidantes sdo regenerados, mantendo a atividade da via
glicolitica. Além de estarem proximos dos vasos sanguineos, os astrocitos também estdo em uma localizagdo
privilegiada para a percepgao da atividade neuronal, adjacentes as fendas sinapticas. Nesse compartimento,
o glutamato liberado pelos neurdnios ¢ recaptado pelos astrdcitos via transportadores de aminoacidos
excitatorios (EAAT), sendo convertido a glutamina; isso evita a excitotoxicidade glutamatérgica no meio
extracelular. E justamente a entrada de glutamato na célula que ativa a via glicolitica nos astrécitos. O lactato
produzido pelos astrocitos é exportado ao meio extracelular através do MCT4, um transportador de baixa
afinidade. Nos neurdnios, a isoforma MCT2, de alta afinidade, estimula a captagdo desse lactato liberado
pelos astrocitos. Uma vez no citoplasma dos neurdnios, o lactato ¢ reoxidado a piruvato pela LDHB; esse
piruvato pode, por fim, ser convertido a acetil-CoA para a produgdo mitocondrial de ATP. A interacdo entre
o metabolismo energético ¢ a neuroquimica, portanto, é a base do funcionamento da ANLS. E importante
ressaltar que o lactato liberado pelos astrocitos pode, em vez de ser capturado pelos MCT?2, atuar diretamente
no receptor de lactato, o GPR81, presente em alta densidade nas membranas pré- e, principalmente, pos-
sinapticas, ativando vias de sinalizag@o celular (Figura de autoria propria, adaptada de Colucci et al., 2023).
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O SNC, portanto, ¢ um ambiente de extensa colaboracdo entre diferentes tipos celulares,
com os astrécitos suportando metabolicamente os neurdnios através de um fluxo direcional de
lactato. Dessa forma, a langadeira de lactato pode ser um alvo bastante promissor em condi¢des
isquémicas, especialmente neonatais, suprindo a demanda energética em situagdes em que a
reducdo do fluxo sanguineo prejudica a entrega de glicose e oxigénio ao encéfalo (para revisao,
ver Colucci et al., 2023).

O papel neuroprotetor do lactato nessas condi¢des ja foi demonstrado em roedores, em
modelos adultos de oclusdao da artéria cerebral média (MCAO) (Berthet et al., 2009, 2012;
Buscemi et al., 2020, 2022; Castillo ef al., 2015; Horn e Klein, 2013; Rice et al., 2002) e em
modelos neonatais de HI (Roumes et al., 2021; Tassinari et al., 2020), reduzindo a lesao
encefalica e os déficits comportamentais associados. Em modelos in vitro de OGD, o lactato se
mostrou capaz de reduzir a morte neuronal (Berthet et al., 2009; Castillo et al., 2015). Também
estimula a angiogénese (Zhou et al., 2018), a neurogénese hipocampal (Lev-Vachnish et al.,
2019), protege contra a excitotoxicidade (Jourdain et al., 2016, 2018) e modula o estresse
oxidativo (Tauffenberger et al., 2019), propriedades extremamente interessantes quando se
considera a fisiopatologia da HI.

O lactato também realiza outras fungdes no SNC, muitas das quais ndo podem ser
explicadas unicamente por seu papel metabolico. Desempenha um papel modulador bastante
importante, observado, pela primeira vez, através de sua propriedade vasodilatadora associada
ao aumento da atividade neuronal (Gordon et al., 2008). Progressivamente, seu papel na
formacdo de memorias (Descalzi et al., 2019; Korol et al., 2019; Suzuki et al., 2011), na
regulagdo da plasticidade sinaptica (Yang et al., 2014), na modulagdo da excitabilidade
neuronal (Abrantes et al., 2019; Bozzo, Puyal e Chatton, 2013; Briquet et al., 2022; Herrera-
Lopez e Galvan, 2018), dentre outros processos essenciais a plena funcionalidade do encéfalo,
também foram descritos.

Essas fungdes podem ser atribuidas, portanto a existéncia de um receptor de lactato, o
GPR&8I1 (do inglés G protein-coupled receptor 81) — ou HCARI (do inglés hydrocarboxylic
acid receptor 1), descrito ha pouco mais de uma década (Cai et al., 2008; Liu et al., 2009), que
estd presente no SNC (Ge et al., 2008, Bozzo et al., 2013, Lauritzen et al., 2014). O GPRS8I1 ¢
um receptor acoplado a proteina G do tipo Gi, ou seja, sua ativagdo reduz os niveis intracelulares

de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) através da inibi¢ao da adenilato ciclase (AC) (para
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revisdo, ver Colucci et al., 2023). Na periferia, o GPR81 desempenha um importante papel na
regulacdo do metabolismo (Ahmed et al., 2010; Cai et al., 2008; Liu et al., 2009).

O GPRS81 ¢ amplamente distribuido no parénquima cerebral, tendo sua maior expressao
em neurdnios (Briquet et al., 2022; Lauritzen et al., 2014). Os padrdes de expressao, porém,
variam em diferentes regides do encéfalo (Lauritzen ef al., 2014), podendo variar também em
diferentes idades, modelos experimentais ou, até mesmo, em diferentes estados de saude e
doenga, possivelmente sendo regulados pelos proprios niveis de lactato.

A ativagdo do GPR81 no SNC parece ser responsavel por modular esses processos que
ndo sdo explicados pelo papel metabdlico do lactato, como descrito anteriormente. Contudo,
inegavelmente, um dos papeis mais importantes que esse receptor desempenha no encéfalo diz
respeito a modulagdo da sobrevivéncia, morte e proliferacao celular. A ativagao do GPRS1, seja
pelo lactato produzido endogenamente ou administrado exogenamente, aumenta a angiogénese
(Khilazheva et al., 2017; Morland et al., 2017) e a neurogénese (Lambertus ef al., 2021; Zhou
et al., 2018). Esses efeitos parecem ser mediados pela ativacao de vias de sobrevivéncia, como
a ERK/2 e PI3K/Akt (Hu et al., 2020; Morland et al., 2017) e, possivelmente, pela inibicao de
vias de morte celular. O GPR81 ¢ essencial para promover a vasculariza¢do nos estagios iniciais
do neurodesenvolvimento, tendo sua expressao aumentada no SNC nos primeiros dias de vida
(Chaudbhari et al., 2022; Madaan et al., 2019).

O GPRS81 também esta associado a redugdo do estresse oxidativo (Longhitano et al.,
2022) e da neuroinflamagdo (Hoque et al., 2014; Madaan et al., 2017; Ranganathan et al., 2018)
na periferia. Esses processos estdo envolvidos na fisiopatologia da HI e parecem ser regulados
pelo lactato, apesar dos mecanismos, até hoje, ndo terem sido descritos.

Por fim, a ativacdo do receptor GPR81 per se ja se mostrou neuroprotetora em modelos
de MCAO (Castillo et al., 2015) e HI neonatal (Chaudhari et al., 2022; Kennedy et al., 2022).
Esse receptor apresenta um ECs alto (1,3-5mM) (Cai, T. Q. et al., 2008; Liu et al., 2009), mas
correspondente as concentragdes fisiologicas de lactato (Abi-Saab ef al., 2002; Langemann et
al., 2001), de forma que pode ser ativado pelo lactato endogeno. Assim, o lactato torna-se um
agente neuroprotetor bastante promissor na HI neonatal, provavelmente com um papel dual,

metabolico e sinalizador.
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