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APRESENTACAO
A presente Tese de Doutorado foi desenvolvida no periodo compreendido entre
junho de 2020 e maio de 2024 e é constituida por:

1. PARTE 1
1.1. Introdugdo: embasamento tedrico necessario para a compreensao do

plano de trabalho e obijetivos.

1.2. Hipodtese.
1.3. Objetivos: descrevem as intengdes centrais do trabalho desenvolvidas ao
longo dos capitulos I, 11, lll e IV.
2. PARTE 2

A “PARTE 2” encontra-se dividida em capitulos e contextualiza os produtos
desenvolvidos durante o periodo, os quais seréo discutidos ao longo da Tese.

2.1. Capitulo |
O Capitulo | € composto por um artigo de “Perspective” publicado no
periddico Neural Regeneration Research (Fator de Impacto: 6.1).

Potential Use of Lactate for the Treatment of Neonatal Hypoxic-Ischemic
Encephalopathy

Neural Regeneration Research 17(4), (2022), 788-790
(Fator de impacto: 6.1)

DOI: 10.4103/1673-5374.322459




2.2. Capitulo 1l
O capitulo Il se refere aos resultados publicados obtidos em experimentos
in vitro durante o periodo de “doutorado-sanduiche” realizado no exterior,
na Lancaster University, Inglaterra. Os dados foram publicados no

periddico Neurochemical Research (Fator de impacto: 4.4).

Lactate Protects Microglia and Neurons from Oxygen—Glucose

Deprivation/Reoxygenation

Neurochemical Research (2024), epub ahead of print
(Fator de Impacto: 4.4)

DOI: 10.1007/s11064-024-04135-7

2.3. Capitulo 1l
O capitulo Il engloba os resultados do artigo com experimentos in vivo
que se encontra submetido ao periddico Experimental Neurology (Fator
de impacto: 5.3).

Lactate Administration Causes Long-Term Neuroprotective Effects Following

Neonatal Hypoxia-Ischemia

Artigo submetido ao periodico Experimental Neurology
(Fator de Impacto: 5.3)



2.4, Capitulo IV
O capitulo IV descreve os resultados preliminares dos ultimos
experimentos realizados no doutorado, os quais sdo dados de PCR,
conduzidos de forma a compreender o papel metabdlico e/ou sinalizador

do lactato.

Lactato como molécula sinalizadora através do HCAR1/GPR81 em ratos
submetidos a hipoxia-isquemia neonatal e avaliados na idade adulta
(resultados preliminares; dados néo publicados)
3. PARTE 3
3.1. Discusséo: Discussao integrada dos resultados obtidos.
3.2. Conclusoes
3.3. Perspectivas
3.4. Referéncias: listagem das referéncias bibliograficas mencionadas nas

Partes 1 (Introdugéo) e 3 (Discussao) — excluem-se as referéncias dos
artigos.



RESUMO

A encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) neonatal € uma das principais causas de
mortalidade em recém-nascidos, cuja unica terapia clinica preconizada é a hipotermia
terapéutica, a qual apresenta limitagdes. O lactato tem recebido atencdo por
demonstrar agdo neuroprotetora como substrato energético preferencial do encéfalo
neonatal, além de exercer papel sinalizador via ativagao do seu receptor GPR81.
Recentemente, demonstramos que o lactato melhora os desfechos comportamentais
e morfolégicos em ratos neonatos submetidos a hipdxia-isquemia (HI). Entretanto os
mecanismos de agao neuroprotetora do lactato seguem pouco conhecidos. Essa Tese
buscou responder se as acdes do lactato apds a HI neonatal melhoram desfechos
histolégicos e comportamentais na vida adulta; e se o lactato teria uma agao dual,
atuando como substrato metabdlico e como sinalizador anti-inflamatério via GPR81.
Inicialmente, para o capitulo |, foi realizada uma revisao da literatura sobre o papel do
lactato em condig¢des hipdxico-isquémicas em recém-nascidos. Referente aos estudos
in vitro (capitulo 1), linhagens de microglia (BV-2) ou neurénios (SH-SY5Y) foram
submetidas a privagao de glicose e oxigénio (OGD) por 6h na presencga de lactato ou
do agonista do receptor GPR81. Na sequéncia, foram expostas a um periodo de
reoxigenagao por 24h — sem tratamento com lactato ou agonista do GPR81.
Abordando os estudos in vivo (capitulo Ill), ratos Wistar machos e fémeas com 7 dias
de vida (P7) foram submetidos a oclusdo permanente da artéria carétida comum
direita (isquemia) combinada com a exposi¢ao a uma atmosfera hipoxica (8% de
oxigénio) por 60 minutos (hipdxia). Os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais: grupo HI (animais submetidos ao procedimento de HI neonatal); grupo
HI+LAC (animais submetidos ao procedimento de HI neonatal e que receberam
injecdes de lactato apds a HI); grupo SHAM (animais submetidos a uma cirurgia ficticia
e mantidos em normoxia); grupo SHAM+LAC (animais submetidos a uma cirurgia
ficticia, mantidos em normoxia e que receberam injegdes de lactato). O lactato foi
administrado 30 min e 2h apds a hipdxia no grupo HI+LAC e nos mesmos momentos
no grupo SHAM+LAC. Os grupos Hl e SHAM receberam apenas a injegao de veiculo
(PBS). Os animais foram submetidos aos testes comportamentais de geotaxia
negativa e reflexo de endireitamento (P8); teste do cilindro (P24); escore neuroldgico
(P25), campo aberto e reconhecimento de objetos (P54-59) e acompanhados até a
idade adulta (P60) para avaliagdo de parametros morfolégicos (pela coloragao
histolégica com violeta de cresil) e moleculares (RT-qPCR). Inicialmente, a revisdo
abriu possibilidades para uma avaliagdo metabdlica e sinalizadora do lactato em
condi¢goes hipoxico-isquémicas, conforme relatadas. Nossos achados in vitro
demonstraram que o lactato impediu a morte celular causada pela OGD em microglia
e neurdnios, enquanto a ativagao do receptor evitou a morte celular secundaria
associada ao periodo de reoxigenagdo. Em animais submetidos a HI, a administragao
de lactato reduziu o volume de lesao encefalica e levou a melhoras nas respostas na
geotaxia negativa, teste do cilindro, escore neurolégico e reconhecimento de objetos,
tanto em machos quanto em fémeas. Nossos dados sugerem que o lactato € um
substrato metabdlico prontamente utilizado por células neurais, além de exercer um



efeito de sinalizacao, o qual esta associado a uma neuroprotecao observada
tardiamente. Ainda, parece que o lactato exerce um efeito neuroprotetor de longo
prazo, reduzindo a lesao encefalica na idade adulta, o que pode ter sido importante
para a melhora dos desfechos comportamentais observada nos periodos neonatal,
juvenil e adulto. Estudos adicionais sao necessarios para permitir a compreenséo dos
mecanismos de acao do lactato e sua utilizagdo no tratamento de recém-nascidos que
passaram por eventos hipéxico-isquémicos encefalicos.

Palavras-chave: lactato, hipoxia-isquemia neonatal, metabolismo, dimorfismo sexual



ABSTRACT

Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) is one of the main causes of
mortality in newborns, to which the only recommended clinical therapy is therapeutic
hypothermia, which has limitations. Lactate has received attention for demonstrating
neuroprotective action as a preferential energy substrate of the neonatal brain, in
addition to playing a signaling role via activation of its receptor GPR81. Recently, we
demonstrated that lactate improves behavioral and morphological outcomes in
neonatal rats subjected to hypoxia-ischemia (HI). However, the mechanisms of
lactate's neuroprotective action remain poorly understood. This thesis sought to
answer whether the actions of lactate after neonatal HI improve histological and
behavioral outcomes in adult life; and whether lactate would have a dual role, acting
as a metabolic substrate and as an anti-inflammatory signal via GPR81. Initially, a
literature review (chapter I) was carried out on the role of lactate in HI conditions in
newborns. Regarding the in vitro (chapter Il) studies, cell lines of microglia (BV-2) or
neurons (SH-SYS5Y) were subjected to glucose and oxygen deprivation (OGD) for 6
hours in the presence of lactate or the GPR81 receptor agonist. They were then
exposed to a period of reoxygenation for 24 hours — without lactate treatment or
GPR81 agonist. Addressing the in vivo (chapter Ill) studies, 7-day-old male and female
Wistar rats (P7) were subjected to permanent occlusion of the common right carotid
artery (ischemia) combined with exposure to a hypoxic atmosphere (8% oxygen) for
60 minutes (hypoxia). The animals were divided into 4 experimental groups: HI group
(animals submitted to the neonatal HI procedure); HI+LAC group (animals that
underwent the neonatal HI procedure and received lactate injections after HI); SHAM
group (animals that underwent sham surgery and were maintained in normoxia);
SHAM+LAC group (animals that underwent sham surgery, were maintained in
normoxia and received lactate injections). Lactate was administered 30 min and 2 h
after hypoxia in the HI+LAC group and at the same timepoints in the SHAM+LAC
group. The HI and SHAM groups received only the vehicle injection (PBS). Animals
were subjected to negative geotaxis and righting reflex (P8) behavioral tests; cylinder
test (P24); neurological score (P25), open field and object recognition (P54-59) and
followed until adulthood (P60) to evaluate morphological (by histological staining with
cresyl violet) and molecular (RT-qPCR) parameters. The literature review opened
possibilities for a metabolic and signaling functions of lactate in hypoxic-ischemic
conditions, as reported. Lactate prevented cell death caused by OGD in microglia and
neurons, while receptor activation prevented secondary cell death associated with the
reoxygenation period. In animals subjected to HI, lactate administration reduced the
volume of brain injury and led to improvements of behavioral responses in negative
geotaxis, cylinder test, neurological score and object recognition, both in males and
females. Our data suggest that lactate is a metabolic substrate readily used by neural
cells, in addition to exerting a signaling effect, which is associated with a late
neuroprotection. Furthermore, it appears that Ilactate exerts a long-term
neuroprotective effect, reducing brain injury in adulthood, which may have been
important for the improvement of behavioral outcomes observed in the neonatal,



juvenile and adult periods. Additional studies are necessary to understand the

mechanisms of action of lactate and allow its clinical use in the treatment of newborns
who have undergone brain hypoxic-ischemic events.

Keywords: lactate, neonatal hypoxia-ischemia, metabolism, sexual dimorphism
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1.1 INTRODUGCAO

1.1.1. Encefalopatia hipéxico-isquémica neonatal

A encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) neonatal € uma importante
consequéncia da asfixia perinatal (LOCCI et al., 2020) e € uma das principais causas
de comprometimento no neurodesenvolvimento de recém-nascidos e criangas
(MILLAR et al., 2017; VANNUCCI; HAGBERG, 2004), além de configurar um dos
principais fatores de risco de mortalidade aguda em recém nascidos (BRYCE et al.,
2005; FERRIERO, 2004). Em termos de categorizagao, essa condigao € geralmente
referida como EHI, embora a importancia de um consenso sobre a classificacao e
nomenclatura das encefalopatias neonatais venha sendo debatida (MOLLOQY et al.,
2023). Indiscutivelmente, definicbes mais precisas facilitardo a compreensao e
consenso dos estudos cujo foco é o desenvolvimento de terapias para tratamento
desses eventos hipoxico-isquémicos. Os dados atuais indicam que a incidéncia da
EHI varia de acordo com o grau de desenvolvimento socioeconémico de cada pais
(BENAVENTE-FERNANDEZ; SIDDIQI; MILLER, 2020). Atualmente, a ocorréncia de
EHI é de 1 a 3 a cada 1000 nascidos vivos em paises desenvolvidos, enquanto nos
paises em desenvolvimento pode variar de 2,3 a 30,6 a cada 1000 nascidos vivos
(KURINCZUK; WHITE-KONING; BADAWI, 2010; LAWN et al., 2009; NAMUSOKE et
al., 2018; PARK et al., 2023).

Sao poucas as opgbes para o tratamento da EHI (DIXON et al., 2015;
FERRIERO, 2004; THORESEN, 2018) para recém-nascidos humanos, sendo a
hipotermia terapéutica (HT) a Unica terapia preconizada pela Organizagao Mundial da
Saude (OMS) e utilizada na pratica clinica (SHANKARAN et al., 2005). A hipotermia
consiste no resfriamento corporal do recém-nascido, com uma reducao de 2 a 5°C na
temperatura encefalica (ROCHA-FERREIRA et al., 2018; SHANKARAN et al., 2005),
sendo indicada em casos de eventos hipdxico-isquémicos moderados e severos e,
iniciada dentro de uma janela terapéutica de no maximo 6 horas (GUNN; GLUCKMAN,
2007). A HT ainda néao ¢ aplicada em casos leves de EHI, embora se tenha discutido
a sua eficacia nesses cenarios (EL-DIB et al., 2019). Até o0 momento, ndo existem
terapias bem estabelecidas para esses casos, 0s quais afetam uma porcentagem
relativamente alta dos recém-nascidos humanos, causando cerca de 1,15 milhdo de

mortes por ano.



1.1.2. Fisiopatologia da EHI

A hipoxia-isquemia (HI) neonatal € caracterizada pela reducdo do fluxo
sanguineo e consequente interrupgdo da disponibilizagdo de oxigénio e substrato
energético ao tecido nervoso, o que resulta na redugdo da concentragdo de ATP
(DOUGLAS-ESCOBAR; WEISS, 2015; RICE; VANNUCCI; BRIERLEY, 1981). Alesao
neural € causada por morte neuronal aguda (devido a essa falha energética inicial) e
tardia (por exemplo, pela ativagcao de vias de apoptose e de um processo inflamatério
de longo prazo). A manifestagdo dos danos neurais depende de diversos fatores,
como a regiao encefalica afetada (SANCHES et al., 2019), o tempo apds o evento
hipoxico-isquémico (NORTHINGTON et al., 2001) e o dimorfismo sexual (MIRZA et
al., 2015; NETTO et al., 2017; SANCHES et al., 2015; SMITH; ROSENKRANTZ;
FITCH, 2016).

A fisiopatologia da HI no sistema nervoso central (SNC) geralmente envolve uma
sequéncia de eventos que inicia com uma falha energética seguida de um periodo de
reperfusao e estresse oxidativo e esta representada na Figura 1. A interrupgao do
fluxo sanguineo e a subsequente reducao da disponibilizagao de glicose e oxigénio
ao encéfalo neonatal levam a queda da concentragao de ATP (trifosfato de adenosina)
intracelular e ao desequilibrio dos gradientes eletroquimicos (NABETANI; SHINTAKU;
HAMAZAKI, 2018; PERLMAN, 2006). Um dos principais eventos envolvidos na
fisiopatologia de condi¢des caracterizadas pela privagao de substratos metabdlicos e
de oxigénio é a faléncia energética devido a redugao da presenga de compostos
fosforilados como ATP e fosfocreatina, comprometendo a atividade da bomba Na*/K*-
ATPase (DE LORES ARNAIZ; ORDIERES, 2014). Isso leva a falha na manutencéo
dos gradientes i6nicos e a liberagdo excessiva de glutamato (neurotransmissor
excitatorio) na fenda sinaptica, contribuindo para a ativagéo de receptores do tipo N-
metil-D-Aspartato (NDMA) (JOHNSTON, 2001) e aumento do influxo de célcio (Ca®*)
intracelular, ativando cascatas neurotoxicas e estabelecendo um gradiente osmoético
que favorece o movimento de agua para o interior da célula, acarretando em edema
e subsequente rompimento celular (HASSELL et al., 2015).

Quando ocorre a redugao da concentragao de ATP intracelular, a atividade das
enzimas glutamina sintetase e Na*/K*-ATPase (ambas dependentes de ATP) também
€ reduzida, levando a diminui¢do da conversdo de glutamato em glutamina pelos
astrocitos, além da falta de manutengcdo do gradiente ibnico utilizado pelos

transportadores de glutamato. A captagdo e conversao de glutamato (que sao
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dependentes de energia) sdo prejudicadas e o glutamato permanece no meio
extracelular (BAK; SCHOUSBOE; WAAGEPETERSEN, 2006) estimulando seus
receptores e levando ao fenébmeno conhecido como “excitotoxicidade glutamatérgica”
(JOHNSTON, 2001), devido aos niveis excessivos de Ca?* intracelular que provocam
dano mitocondrial e potencializam o dano causado pela pelo estresse oxidativo.

Fisiopatologia da HI

Esquema dos eventos que ocorrem na hipéxia-isquemia neonatal

? Fase aguda v dari
Falha energética primaria Fal:e sect{? ria dani
INSULTO Sinalizagao inflamatéria primaria ? a.ene~rg¢'e =2 Sec‘,"! ane
Baixa perfusdo Sinalizagdo inflamatéria
Fallia da fantitencao i6ica Liberagdo de aminoacidos excitatérios
na membrana celuglar 6h EXGASSI st
Morte celular (NECROSE) Fase latente Morte celular (APOPTOSE) Dias
@ ) :
Morte celular (APOPTOSE)
IMEDIATO 6-72h Sinalizagao inflamatéria
Fase aguda ) resultante do insulto

Regeneracdo e reparo

Figura 1. Diferentes etapas organizadas cronologicamente para representar a fisiopatologia da Hl
neonatal. A fase aguda do evento (o episddio hipéxico-isquémico e as horas seguintes) é caracterizada
pela falha na disponibilizagdo de oxigénio e de substratos energéticos para o SNC, levando a morte
celular. A fase latente se encontra entre a aguda e a secundaria, sendo essa Ultima considerada o
momento em que mais se observam efeitos deletérios (Figura de autoria prépria com base em Volpe
et al., 2017 (TASSINARI, 2020)).

Dentre os eventos que culminam na EHI podemos destacar a privagao
energética, a presencga de respostas neuroinflamatérias exacerbadas e o desequilibrio
do balango redox, determinantes da fisiopatologia dessa condig&o. Portanto, a eficacia
de agentes neuroprotetores que possam contornar esses eventos, de forma
alternativa ou complementar a HT, tem sido testada em modelos animais e em
trabalhos desenvolvidos por nosso grupo (NUNES et al., 2023; TASSINARI et al.,
2020; ZANG et al., 2023) e por outros (PEDROZA-GARCIA; CALDERON-VALLEJO;
QUINTANAR, 2022; YOU et al., 2023).

Na literatura, modelos animais tém sido utilizados com o objetivo de avaliar
outras possibilidades de neuroprotegao, sempre tendo como base a fisiopatologia da
EHI. Entre estes, o modelo animal de Rice-Vanucci (RICE; VANNUCCI; BRIERLEY,
1981) ja esta bem estabelecido como uma ferramenta experimental para o estudo da
HI neonatal, mimetizando em ratos neonatos o dano cerebral observado em humanos
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(CUAYCONG et al., 2011), tanto em relagao as lesdes nas estruturas cerebrais,
quanto em relacao aos déficits cognitivos e sensorio-motores (NETTO et al., 2017),
sendo o hipocampo uma das estruturas mais vulneraveis a lesao hipdxico-isquémica
nesse modelo em animais neonatais (FABRES et al., 2018; VANNUCCI et al., 1999).
O modelo animal consiste na oclusao permanente unilateral da artéria carétida comum
combinada com a exposi¢ao do animal a uma atmosfera hipoxica (8% de oxigénio),
resultando em dano encefalico unilateral. Uma representagao do modelo animal de Hl

neonatal se encontra na Figura 2.

ATMOSFERA HIPOXICA

Exposicdo a atmosfera hipoxica
(33°C; 8% O, por 60min)

| ISQUEMIA UNILATERAL

Oclusdo permanente da //h\\ (/’ \
( ) )
\ ) )
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| T |
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o
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\

\“/7/7): g
[
I

Figura 2. Esquema representativo do modelo animal de HI neonatal de Rice e Vannucci (Rice et al.,
1981). Basicamente, o modelo consiste em duas etapas. Primeiro, uma inciséo € feita no pescogo do
animal para a localizag&o da artéria carétida comum direita, que é ocluida permanentemente causando
uma isquemia cerebral unilateral no encéfalo do animal. Os animais passam por um periodo de
recuperagdo de cerca de 2h juntamente com as ratas-maes e, em seguida, sdo alocados em uma
camara com atmosfera hipoxica (8% O-) por 60 minutos (Figura de autoria prépria (TASSINARI, 2020))

Em ratos, esta abordagem é realizada 7 dias apds o nascimento (P7), periodo
em que o grau de maturagdo do SNC do rato se assemelha a um neonato humano
nascido a termo (FERRIERO, 2004; NETTO et al., 2017; RAKHADE; JENSEN, 2009).
Cabe salientar que alguns trabalhos sugerem que a idade de P7 se refere a um
humano “prematuro tardio” (do inglés, late preterm), com idade gestacional de 34-36
semanas (DENIZ et al., 2018; SMITH; ROSENKRANTZ; FITCH, 2016). De qualquer
forma, P7 é a idade mais utilizada na literatura com o modelo de HI neonatal
(ALEXANDER et al., 2014; NETTO et al., 2017, 2018; XIONG et al., 2011).



1.1.3. Dimorfismo sexual

Embora poucos estudos com animais submetidos ao modelo de Rice-Vannuci
tenham mostrado a existéncia de diferengas entre animais machos e fémeas em
relagao a extensao da lesao induzida pela HI (NETTO et al., 2017; NIJBOER et al.,
2007; SANCHES et al., 2015; SMITH; ROSENKRANTZ; FITCH, 2016), as respostas
frente aos eventos fisiopatoldgicos da HI neonatal sdo diferentes entre os sexos,
evidenciando uma forte influéncia do dimorfismo sexual (NETTO et al., 2017;
SANCHES et al.,, 2013). Os achados ainda sao controversos, reforcando a
necessidade da continuidade da avaliagcdo de ambos os sexos nos futuros estudos
envolvendo este modelo experimental (CHARRIAUT-MARLANGUE; BESSON;
BAUD, 2017; NETTO et al., 2017). Os machos parecem ser mais suscetiveis a perda
tecidual especifica de certas regides como o cértex cerebral e 0 hipocampo, enquanto
as fémeas parecem sofrer redug¢ao do volume hemisférico total (NETTO et al., 2017).
Quando se trata da sinalizagdo inflamatéria causada pelo episddio hipdxico-
isquémico, estudos recentes demonstram que animais machos tém uma maior
ativacao microglial e uma resposta inflamatdria periférica mais intensa em
comparacgao as fémeas trés dias apds a HI (MIRZA et al., 2015). Ademais, em animais
machos, a morte celular parece ocorrer com mais frequéncia por necrose, enquanto
em fémeas, por apoptose (WEIS et al., 2014). Dessa forma, estudar uma agao
sexualmente dimorfica da administragdo exdgena de lactato seria uma contribuigao
adicional para a literatura cientifica (além da descrigao de um possivel efeito
neuroprotetor geral do lactato).

1.1.4. Lactato como agente neuroprotetor
Como a lesao hipoxico-isquémica €& progressiva, a busca por possiveis estratégias
neuroprotetoras é continua, mesmo que a intervencéo seja aplicada apenas apds a
ocorréncia do evento hipdxico-isquémico. A eficacia de varias terapias tem sido
testada em modelos animais de HI neonatal (DIXON et al., 2015; FABRES et al., 2018,
2020), incluindo trabalhos de nosso grupo de pesquisa (FABRES et al., 2018;
TASSINARI et al., 2020). Uma possivel estratégia neuroprotetora para o tratamento
da HI neonatal é a utilizagao de substratos metabdlicos: o tratamento com lactato tem
mostrado efeitos promissores em situagdes de isquemia cerebral (BERTHET et al.,
2009) e HI neonatal (ROUMES et al., 2021a; TASSINARI et al., 2020). Portanto, a

administragdo de um substrato energético como o lactato para o tratamento da Hl
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neonatal parece ser uma estratégia interessante, uma vez que além de ser o substrato
energético preferencial do sistema nervoso neonatal, e o0 mais importante substrato
para a respiragdo mitocondrial, essa molécula também modula as respostas
inflamatodrias centrais e periféricas, atuando via seu receptor GPR81 (receptor
acoplado a proteina G 81), também conhecido como HCAR1 (receptor 1 de acido
carboxilico). Apesar dos efeitos neuroprotetores do lactato em situagdes de isquemia
cerebral neonatal terem sido demonstrados em apenas dois trabalhos na literatura até
o momento (ROUMES et al., 2021a; TASSINARI et al., 2020), seus efeitos tém sido
demonstrados de forma robusta em animais adultos (BERTHET et al., 2009;
CASTILLO et al., 2015a, 2015b; ZHAI et al., 2020); ademais, um ensaio clinico
randomizado (NCT04858139) encontra-se em andamento na Universidade de
Lausanne, Suiga, avaliando os efeitos do tratamento com lactato em individuos
adultos que sofreram isquemia cerebral (NCT04858139).

1.1.5. Lactato e metabolismo energético encefalico

Apesar do encéfalo ser responsavel por cerca de 25% da utilizagao diaria de
glicose do organismo (ALLE; ROTH; GEIGER, 2009; ATTWELL; LAUGHLIN, 2001),
as diferentes células que compdem o SNC apresentam perfis metabdlicos distintos:
os astrocitos (com perfil glicolitico) séo os principais responsaveis por captar a glicose
circulante. Entretanto, a partir dela, produzem e exportam o lactato para os neurénios;
ja os neurdnios (com perfil oxidativo) parecem utilizar este lactato como substrato
energético  preferencial (MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2018; PELLERIN;
MAGISTRETTI, 1994). Esse mecanismo de transferéncia, conhecido como
‘langadeira de lactato” (do inglés, “astrocyte-neuron lactate shuttle”, ANLS) —
representado na Figura 3, propicia uma vantagem bioenergética para os neurénios
que podem rapidamente reoxidar o lactato em piruvato, por meio da enzima lactato
desidrogenase (LDH), e direciona-lo para a fosforilagao oxidativa, sem a necessidade
do gasto de ATP da fase de investimento da glicdlise (MACHLER et al., 2016;
MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2018; PELLERIN; MAGISTRETTI, 2012).
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Figura 3. Representacdo esquematica da langadeira de lactato entre astrécitos e neurdnios (ANLS, do
inglés Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle). O modelo da langadeira sugere que a glicose captada pelos
astrocitos é convertida em lactato, o qual é exportado para os neurénios para ser utilizado como um
substrato energético. A glicose é captada da circulagdo pelo transportador de glicose do tipo 1 (GLUT1,
glucose transporter 1), presente nas células endoteliais e nos astrocitos. Nas sinapses glutamatérgicas,
o glutamato (Glu) despolariza os neurdnios agindo em seu receptor (GIuR). A atividade excitatéria &
finalizada por um eficiente sistema de recaptagao de glutamato pelos transportadores de aminoacidos
excitatérios (EAATSs, excitatory amino acid transporters), localizados nos astrécitos: o glutamato é
cotransportado com o Na*, levando ao aumento da concentragéo intracelular de Na*, ativando a bomba
Na*/K*-ATPase (dependente de ATP, sintetizado a partir da glicélise). Esse processo resulta, entéo, na
utilizagao de glicose e produgao de lactato, a partir da redugéo do piruvato pela lactato desidrogenase
5 (LDH5, lactate dehydrogenase 5) dos astrécitos. O lactato exportado pelo transportador de
monocarboxilato 4 (MCT4, monocarboxylate transporter 4), de baixa afinidadedos astrocitos pode ser
captado pelos neurdnios através do transportador de monocarboxilato 2 (MCT2, monocarboxylate
tfransporter 2), de alta afinidade. Nos neurbnios, este lactato € oxidado a piruvato pela lactato
desidrogenase 1 (LDH1, lactate dehydrogenase 1), servindo como substrato para a produgdo de
energia pelas mitocéndrias. K*: ion potassio; Na*: ion sodio; H*: ion hidrogénio; LDH: lactato
desidrogenase; NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo, forma reduzida; NAD*: nicotinamida
adenina dinucleotideo, forma oxidada; GLUT1: transportador de glicose 1; GIuR: receptor de glutamato;
ATP: trifosfato de adenosina; EAATSs: transportadores de aminoacidos excitatorios; MCT: transportador
de monocarboxilato; CO2: gas carbdnico; O2: oxigénio (Figura de autoria prépria com base em Pellerin
e Magistretti, 1994 e adaptada de (TASSINARI, 2020)).

O transporte de lactato, sobretudo no sistema nervoso de ratos neonatos,
ocorre via transportadores de monocarboxilatos (MCTs) (DOMBROWSKI; SWIATEK;
CHAO, 1989; HALESTRAP; PRICE, 1999). O MCT1 €& encontrado nos
oligodendrdcitos e na microglia (MOREIRA et al., 2009; RINHOLM et al., 2011), o
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MCT2 nos neurbnios (BERGERSEN, 2007; PIERRE et al., 2000) e o MCT4 nos
astrécitos (RAFIKI et al., 2003). Portanto, fica claro que o lactato é o substrato
energético preferencial de neurbnios (SCHURR et al., 1997) e, em um ambiente de
privagao de glicose e oxigénio pode ser utilizado na prevencgao da falha energética
(JOURDAIN et al.,, 2016). A expressao diferencial das isoformas da LDH nas
diferentes células do SNC parece estar diretamente envolvida nessa funcao: a LDHS5,
isoforma mais expressa em astrocitos, favorece a reducao do piruvato e a formacgao
e exportacao de lactato; a LDH1, isoforma neuronal, favorece a oxidagao do lactato e
o direcionamento de piruvato para a fosforilagdo oxidativa (BELANGER; ALLAMAN;
MAGISTRETTI, 2011).

1.1.6. Lactato como sinalizador celular

Além de atuar no metabolismo energético, o lactato parece ter funcgdes
importantes na sinalizagéo celular (MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2018; MORLAND et
al., 2015). O receptor GPR81 ou HCAR1, um receptor acoplado a proteina G, € um
importante alvo de ligagao do lactato ja identificado nas células do SNC (COLUCCI et
al., 2023; LAURITZEN et al., 2014). Este receptor responde as concentragbes
fisiolégicas de lactato (MOSIENKO; TESCHEMACHER; KASPAROV, 2015) e pode
explicar um possivel efeito sinalizador do lactato independentemente do seu papel
como substrato energético. Aparentemente, o lactato € capaz de modular as respostas
inflamatorias através da ligagdo ao seu receptor GPR81 (HOQUE et al.,, 2014),
demonstrando um efeito anti-inflamatério por reduzir a expressdo de mediadores
inflamatoérios como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a IL-13 (HOQUE et al., 2014).
Essa resposta anti-inflamatéria mediada pela ativacdo do GPR81 parece inibir a
ativacao do NLRP3 em modelo de pancreatite e hepatite, contudo, este mecanismo
nunca foi descrito no SNC. Ja foi descrito um ligante exdgeno, agonista do GPR81 (o
3,5-DHBA, acido 3,5-dihidroxibenzéico), cuja agao parece reduzir a morte celular e
prevenir a degeneragao das células da retina (VOHRA et al., 2022). O efeito do 3,5-
DHBA e da ativagao do receptor GPR81 em modelos de dano cerebral precisa ser
aprofundado ja que muitos dos desfechos sao controversos: alguns trabalhos
sugerem o receptor como um regulador da neurogénese, ativagdo microglial
(KENNEDY et al., 2022) e angiogénese (CHAUDHARI et al., 2022) apds a HI; ja outros
autores, atribuiram o efeito neuroprotetor do lactato a uma acao independente da

ligacao ao GPR81, em um modelo de traumatismo craniano (BUSCEMI et al., 2022).
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Nesse sentido, o lactato parece modular respostas celulares que permanecem
mesmo quando este nao esta mais presente no meio de cultura. A conservacao dos
efeitos neuroprotetores do lactato possivelmente esta relacionada com a ativagao do
GPR81, o qual ja foi ponderado como modulador de respostas inflamatérias na
periferia (HOQUE et al., 2014).

De acordo com nossos trabalhos prévios (TASSINARI et al., 2020), o lactato
reduziu o volume de lesado encefalica 48 horas apos a HI neonatal, além de melhorar
déficits comportamentais antes do desmame dos animais. Em linha com os nossos
achados, outro grupo de pesquisa também avaliou recentemente, os efeitos da
administragao de lactato como tratamento apds a HI neonatal, encontrando resultados
semelhantes aos nossos (ROUMES et al., 2021a). Entretanto esses animais nao
foram acompanhados até a idade adulta (P60) para verificar se essa neuroprotegao &
observada a longo prazo.

Considerando que a EHI envolve um déficit energético inicial, seguido por um
processo inflamatério, fica claro que o lactato pode ser uma alternativa para o
tratamento dessa condicdo. Nesse sentido, é plausivel considerar que o lactato atua
como um substrato metabdlico neuronal de modo a garantir o ATP necessario para
proteger o encéfalo neonatal e minimizar os efeitos da excitotoxicidade
glutamatérgica, além de atuar como uma molécula sinalizadora de longo prazo atraves
da ligagéo ao seu receptor HCAR1/GPR81. Além de metabdlito-chave em diversos
processos do SNC, o lactato parece exercer efeitos anti-inflamatérios, portanto, é
crucial que os mecanismos de acao neuroprotetora do lactato apds a HI neonatal, que
nao estdo completamente elucidados, sejam explorados tanto na resposta
inflamatoria neural, quanto nos desfechos comportamentais em longo prazo.

Além disso, devido a complexidade intrinseca dos estudos in vivo, € nitida a
necessidade da complementariedade garantida por estudos in vitro. Estes, por sua
vez, agregam de forma primordial, pois permitem a avaliagao de respostas celulares
individualmente, além da averiguagcao mais detalhada de mecanismos celulares e
moleculares frente a diferentes condigdes experimentais.

A compreensao dos mecanismos de acao do lactato, que podem ser melhor
descritos por meio de estudos in vitro, bem como estudos in vivo que acompanhem
0s animais tratados até a idade adulta, sdo essenciais para a realizagao de
intervencdes eficazes complementares ou alternativas a HT no contexto do tratamento

da HI neonatal.
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1.2. HIPOTESE

A hipdtese deste estudo é de que o tratamento com lactato em cultivos
celulares, usando um modelo de privagao de glicose e oxigénio, ou em animais
neonatos submetidos a condigdes hipoxico-isquémicas, apresenta um efeito
neuroprotetor de curto prazo (atuando como substrato energético) e outro de longo
prazo (atuando como molécula sinalizadora via ligagao ao receptor HCAR1/GPR81).
Dessa forma, a administracao de lactato sera capaz de impedir a morte neuronal e a
resposta inflamatoria microglial causada pela privagéo de glicose e oxigénio. Assim,
o lactato reduzira a lesao encefalica e o processo neuroinflamatério associado, o que

levara a atenuacao dos déficits comportamentais produzidos pela Hl.

1.3. OBJETIVO GERAL

Revisar os aspectos mais atuais sobre o papel do lactato em contextos
hipoxico-isquémicos e investigar os mecanismos neuroprotetores desencadeados
pela administragéo de lactato apds a privagao de glicose e oxigénio in vitro e a hipoxia-
isquemia neonatal in vivo.

1.3.1. Objetivos especificos

1.3.1.1. Em estudos de revisao da literatura:

-Analisar os mecanismos de acao do lactato na HI neonatal e  propor
perspectivas para a utilizacdo dessa molécula em experimentos que envolvam

investigacdes de possiveis tratamentos para a EHI.

1.3.1.2. Em estudos in vitro:

-Determinar a concentracao de lactato no meio apés a OGD (do inglés, “oxygen
and glucose deprivation”, OGD) na presenga ou auséncia de inibidores
farmacolégicos dos MCTs e da enzima LDH,;

-Quantificar a viabilidade celular (através da reducao do 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil
-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazdlio, MTT) e o papel do tratamento com lactato ou
ativacao do GPR81 apos a OGD e reoxigenagao;

-Elucidar o papel do metabolismo do lactato na viabilidade celular apés a OGD
por meio da inibigdo dos transportadores de lactato e da enzima LDH;

-Determinar a influéncia da OGD e do lactato no potencial hidrogeniénico (pH)

intracelular microglial;
11



-Determinar a concentragéo de lactato e de citocinas inflamatdrias (TNF-a) no
meio de cultura apés a OGD e apds a reoxigenagao, na presenga ou auséncia dos
inibidores de MCT e LDH.

1.3.1.3. Em estudos in vivo:

-Quantificar o volume de lesao cerebral por meio de técnicas histolégicas em
animais adultos que foram submetidos a HI neonatal e tratados com lactato;

-Avaliar o desempenho dos animais em testes comportamentais (sensorio-
motores e cognitivos) e monitorar a presencga de possiveis efeitos colaterais (alteragao
de peso corporal, estado geral dos animais nos testes comportamentais) atribuidos a
administragao de lactato em animais submetidos a Hl;

-Quantificar a expressao (por RT-qPCR) do receptor GPR81, das proteinas
envolvidas na ativagdo do inflamassoma (NLRP3, IL-1B, caspase-1) e dos
transportadores MCT2 e MCT4, em animais adultos que foram submetidos a HI
neonatal e tratados com lactato;

-Investigar a existéncia de dimorfismo sexual nos paradmetros avaliados em

animais submetidos a HIl neonatal e tratados com lactato.
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