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RESUMO

O metabolismo anaerobico da glicose ¢ utilizado para manter a homeostasia do
trifosfato de adenosina, em tecidos e em situacdes distintas. O lactato gerado em tais
condicdes ¢ utilizado como substrato para a gliconeogénese ou ¢ oxidado e convertido a ATP.
Esse estudo verificou a lactacidemia materna, fetal e placentaria em ratos, logo apds parto
normal ou cesareo, comparando os niveis de lactato de animais obtidos em condicdes de
normoxia e de asfixia intrauterina. Procuramos identificar a origem do lactato fetal,
compreender sua importancia para o neonato, ¢ comparar os beneficios do parto normal em
relacdo ao cesareo. Ratas Wistar no 22° dia de gestagdo submetidas a cesariana. Um corno
uterino foi isolado e mantido em solucdo salina 0,9% a 37°C por 15 min (asfixiado) (n=9)
enquanto era realizada a histerectomia do outro corno, obtendo-se neonatos controle (n=8).
Alguns controles foram estimulados a respirarem e mantidos a 34°C por 60 min (n=7). Ao
término da asfixia, alguns neonatos foram decapitados imediatamente, enquanto outros,
estimulados a respirarem e mantidos a 34°C por 60 min (n=7). Na coleta do sangue, foram
utilizados tubos tratados com fluoreto de sddio (100mM) e centrifugados (2500G, 10min).
Para determinar os niveis plasmaticos de lactato utilizou-se o método enzimatico
colorimétrico com Kit Katal e os resultados expressos em mmol/L. Os resultados indicam que
a asfixia intra-uterina (15 min) aumentou significativamente (p<0,05) os niveis de lactato. Os
animais submetidos a asfixia intra-uterina demonstraram lactacidemia maior apos recuperacao
(normoxia) de 60 min. Os niveis de lactato dos animais nascidos de parto normal ndo
apresentaram diferenga significativa em relagdo aos neonatos controle de parto cesareo.
Porém, apresentaram diminui¢ao significativa (p<0,05) dos niveis de lactato ap6s 60 min de
recuperacgdo (normoxia). Os niveis de lactato materno apds PN foram (p<0,05) menores que
os obtidos apos PC. Asfixia intra-uterina aumentou (p<0,05) os niveis de lactato nas placentas
em relacdo ao grupo controle e PN. Nao houve diferenga entre os niveis de lactato obtidos de
placentas apo6s parto normal ou grupo cesareo controle. Conclui-se que os asfixiados nao
foram capazes de reverterem a acidose metabolica, sugerindo que nao utilizaram o lactato
como substrato energético. Neonatos de parto normal apresentaram habilidade em reduzir os
niveis de lactato plasmatico, fato que os diferenciou dos neonatos controle de parto cesareo.
Os resultados sugerem que existe uma transferéncia placentaria de lactato para os fetos.

Palavras-chave: Lactato, Asfixia perinatal, Parto normal, Parto cesareo.
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1 INTRODUCAO

O metabolismo anaerdbico da glicose ¢ utilizado como alternativa para manter a
homeostasia do ATP, seja em tecidos que necessitam de grandes demandas energéticas, que
ndo realizam a oxidag@o da glicose ou por apresentarem pouca vascularizacdo. O lactato
gerado em tais condigdes ¢ utilizado como substrato para a gliconeogénese ou é oxidado e
convertido a fonte energética, principalmente no figado. Entretanto, estudos experimentais em
gestantes humanas, in vivo e in vitro, t€ém demonstrado que o mesmo ¢ produzido na placenta
e distribuido tanto na circulagdo materna quanto na fetal, que constitui uma fonte de carbono
para o crescimento fetal. O figado fetal ¢ o 6rgdo com o mais alto consumo de lactato e a
captagdo hepatica ¢ quase igual a captacdo umbilical. Neste caso, o lactato ¢ utilizado para
oxidacdo e sintese de acidos graxos e glicogénio. Uma vez que o acumulo de acido lactico
pode causar acidose no feto, este sistema ainda poderia prevenir o acumulo de lactato fetal,
ficando claro que sob condi¢des normais, a captacao hepatica fetal € a principal via para sua
remoc¢ao.

Na gestacdo humana, a concentracdo de lactato fetal ¢ mais alta que a materna.
Resultados de estudos clinicos realizados no momento da expulsdo espontdnea demonstram
que essas concentragdes podem vir a ser um marcador mais confiavel de acidose fetal que
medidas de pH. De fato, muitos estudos tém analisado as concentra¢des de lactato fetal em
diferentes situagdes clinicas ¢ tém demonstrado que as mesmas apresentam uma boa
correlagdo com o progndstico neonatal.

Segundo a literatura cientifica, fetos e neonatos apresentam maior tolerancia a hipoxia
quando comparados com animais adultos. Muitos mecanismos contribuem para esta
tolerancia, incluindo um direcionamento do fluxo sanguineo para 6rgdos criticos, tais como o
cérebro, e uma reducdo regulada da taxa metabolica antes que as reservas de oxigénio sejam
completamente extintas. Entretanto, durante hipdxia profunda, como aquela induzida pela
oclusdo do cordao umbilical, a pressdo sanguinea ¢ o fluxo sanguineo cerebral diminuem e o
uso do oxigénio atinge niveis insignificantes. Com tal estresse severo qualquer producao de
energia residual do cérebro deve depender de vias anaerdbicas, normalmente um tanto
limitadas no adulto, mas possivelmente de mais importancia no feto, considerando sua

aumentada tolerancia ao estresse andxico.



Virios estudos demonstram que a asfixia perinatal ¢ um dos principais determinantes
de morbidade e comprometimento neurologicos na populacao pediatrica. Experimentalmente,
esta condi¢do pode ser induzida pelo uso de um modelo ndo invasivo de asfixia perinatal
graduada. Neste modelo, o corno uterino ainda contendo os fetos ¢ isolado e mantido com
temperatura que mimetiza a corporal, por periodos determinados de tempo. Esta condi¢do
reproduz todas as caracteristicas (acidose, hipercapnia e hipoxia) observadas durante a
situagdo clinica da asfixia perinatal.

Se por um lado niveis elevados de lactato sdo considerados na clinica como um
importante indicador de sofrimento neonatal, por outro, parecem constituir um valioso
substrato energético para o feto/neonato. Desta forma, ¢ de grande relevancia estudar a
presenca do mesmo tanto em condicdes fisiologicas, quanto patologicas.

O meu interesse em pesquisar a asfixia perinatal esta relacionado com a complexidade
das alteragdes que surgem no feto ou neonato quando a les@o asfixica se instala no organismo
destes. Muitos dos acontecimentos decorrentes da asfixia ndo estdo totalmente esclarecidos e
isto pode prejudicar a conduta que os membros da equipe de satide adotam ao atender o
neonato que sofreu esse tipo de dano. Esses fatores reforcam a importancia da pesquisa de
base como um instrumento capaz de subsidiar conhecimentos aos profissionais da satde bem

como em outras areas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Determinar a lactacidemia materna, fetal e placentaria em ratos, logo apos parto normal
ou cesareo, comparando os niveis de lactato de animais obtidos em condi¢des de normoxia e

de asfixia intrauterina.

2.2 Objetivos especificos

a) A partir da determinacdo dos niveis de lactato nas diferentes condicdes e tecidos,
esperamos identificar sua origem e contribuir com informacdes que auxiliem no entendimento
da importancia do mesmo para o neonato, tendo em vista que este ¢ descrito como indicador
de sofrimento neonatal, mas ao mesmo tempo ¢ considerado um importante substrato
energético.

b) Estabelecer uma comparagdo entre os beneficios do parto normal em relagdo ao
parto cesareo, utilizando parametros bioquimicos e fisiologicos identificados nas fémeas

prenhas e seus neonatos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Lactato e a unidade fetoplacentaria

O lactato representa o produto final do metabolismo anaerdbico da glicose e
quantitativamente ¢ o mais importante monocarboxilato. O mesmo pode servir como um
substrato energético para o musculo esquelético, porém dados tém mostrado que os neurdnios
também podem utilizar o lactato para produzir energia. Estudos experimentais em gestantes
humanas, in vivo (BURD et al., 1975; MARCONI et al., 1990; SINGER, 1999) e in vitro
(CARSTENSEN et al., 1983; HOLZMAN et al., 1979) tém demonstrado que o mesmo ¢
produzido na placenta, e distribuido tanto na circulagdo materna quanto na fetal, que constitui
uma fonte de carbono para o crescimento fetal (SPARKS et al., 1982).

Embora sejam encontradas diferencas anatdmicas, histologicas, metabdlicas ¢ de
permeabilidade na constituicdo placentaria de diferentes espécies, um de seus objetivos
principais, a manutencdo da transferéncia placentaria, contribui para a existéncia de processos
comuns entre os viviparos (PRIETO, 1988). E descrito que a taxa respiratéria fetal impde uma
necessidade de outras fontes de carbono além da glicose e, com a finalidade de atender parte
dessa necessidade, a placenta converte a glicose a lactato na maioria das espécies. Assim, a
placenta atua ndo somente transportando nutrientes, mas fornecendo produtos metabdlicos
para o metabolismo fetal (HAY, 1995).

Estudos in vitro indicam que o cérebro fetal de ratos utiliza o lactato como fonte para
sintese de lipideos ou para oxida-lo a didxido de carbono (PRIETO, 1988). O figado fetal ¢ o
orgdo com o mais alto consumo de lactato e a captacdo hepatica ¢ quase igual a captacdo
umbilical. Neste caso, o lactato ¢ utilizado para oxidagdo, sintese de acidos graxos e
glicogénio (GLEASON et al., 1985). Uma vez que o acimulo de acido lactico pode causar
acidose no feto, este sistema ainda poderia prevenir o acumulo de lactato fetal, ficando claro
que, sob condigdes normais, a captacdo hepatica fetal € a principal via para sua remocao.

Estudos demonstraram que, na gestacdo humana, a concentragao de lactato fetal é mais
elevada que a materna (MARCONI et al., 1990 e STEMBERA et al., 1966), e resultados de
estudos clinicos realizados no momento da expulsdo espontdnea demonstram que estas

concentragdes podem vir a ser um marcador mais confiavel de acidose fetal que medidas de
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pH (BORRUTO et al., 2006; KRUGER et al., 1999; NORDSTROM et al., 1996; SUIDAN et
al., 1984; SUIDAN e YOUNG, 1984).

3.2 Asfixia perinatal e seus aspectos fisiopatologicos

A asfixia perinatal pode ser definida como um evento prejudicial ao feto ou neonato
devido a auséncia ou diminuicdo das trocas gasosas, ocasionando o surgimento de hipoxia
e/ou isquemia (Fig. 1). Esta situagdo promove o surgimento de acidose metabodlica, que ¢
considerado um importante indicador clinico de asfixia perinatal. E possivel que a asfixia
possa ocorrer antes do parto, durante o parto ou imediatamente apos o nascimento. Existem
quatro mecanismos bdsicos que podem ocasionar asfixia perinatal: interrupcdo do fluxo
sanguineo no corddo umbilical, alteracdes nas trocas de oxigénio através da placenta,
inadequada perfusdo placentaria e falha na expansdo ou na circulagdo pulmonar ao nascer
(ALONSO-SPILSBURY et al., 2005). A asfixia perinatal tem um forte impacto em estruturas
do sistema nervoso central afetando regides como o talamo, ganglio basal, hipocampo e
tronco cerebral. Ao nivel celular surge uma série de alteragdes bioquimicas (na sintese de
fosfatos de alta energia, ativagdo de rotas metabolicas alternativas), objetivando a manutenc¢ao
celular durante o estresse da asfixia. Porém, esgotadas as formas de manter a homeostasia
tecidual, tem inicio uma cascata de eventos (acumulo na fenda sinaptica de
neurotransmissores, aumento intracelular de ions de calcio, ativacdo de proteases e dos
receptores NMDA, formacgao de espécies reativas de oxigénio) que resultam em sérios danos
ou em morte celular (Villapol et al., 2008).

A identificagdo da asfixia pode ser realizada através de diferentes indicadores clinicos,
como determinacdo do pH, da concentracdo de didxido de carbono e de oxigénio sanguineos,
teste funcional neuroldgico ou cardiopulmonar, escores de Apgar. Assim sendo, ¢ possivel
estabelecer um prognostico sobre a extensdo das sequelas no organismo ¢ avaliar qual a
intervengdo mais adequada. No ambiente clinico, a principal intervencdo ¢ baseada na terapia
de suporte como forma de estabilizar os pardmetros fisiologicos sistémicos, porém essa
pratica ndo impede o agravo da lesdo apos o restabelecimento da oxigenacao (HERRERA-

MARSCHITZ et al., 2010).
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Figura 1 — Representagdo das alteracdes fisiologicas em um processo hipoxico.

Fonte: (ALONSO-SPILSBURY et al., 2005).

Segundo a literatura cientifica, fetos e neonatos de ratos apresentam maior tolerancia a
hipéxia quando comparados com animais adultos, segundo Duffy et al., (1975) e Gunn et al.,
(2001). Muitos mecanismos contribuem para esta tolerancia, incluindo um direcionamento do
fluxo sanguineo para 6rgdos criticos tais como o cérebro, e uma reducdo regulada da taxa
metabdlica antes que as reservas de oxigé€nio sejam completamente extintas (BENNET et al.,
1998; JENSEN et al., 1999; SINGER, 1999). Em conjunto, estas mudancas tendem a manter a
relacdo suprimento de oxigénio/uso de oxigénio durante o estresse hipodxico.

Na ovelha fetal, o fluxo sanguineo cerebral aumenta na hipoxia moderada tanto
quanto aumenta o aporte de oxigénio para o cérebro a custa de tecidos periféricos (BISHAI et
al., 2003; JONES et al., 1978). Entretanto, durante hipdxia profunda, como aquela induzida
pela oclusdo do corddo umbilical, a pressdo sanguinea e o fluxo sanguineo cerebral diminuem
e o uso do oxigénio atinge niveis insignificantes (HUNTER et al., 2003). Com tal estresse
severo, qualquer producao de energia residual do cérebro deve depender de vias anaerobicas,
normalmente um tanto limitadas no adulto (CHIH et al., 2001), mas possivelmente de mais
importancia no feto, de acordo com sua aumentada tolerancia ao estresse anéxico (HOHIMER
etal., 1991; VAN CAPPELLEN et al., 1999).

Durante hipdxia moderada, o fluxo sanguineo cortical aumenta e o metabolismo do

oxigénio ¢ significativamente reduzido, mas o metabolismo anaerdbico ndo parece ser a
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principal fonte de producdo de energia (HUNTER et al., 2003). Entretanto, durante asfixia
severa (10 minutos de oclusdo do corddo umbilical), evidenciada por marcante acidose,
hipercapnia, hipotensao, hipoperfusdo cerebral e pronunciada hipdxia tecidual, a glicolise
anaerobica parece ser a responsavel pela manutengdo das funcdes metabolicas essenciais no
cérebro fetal.

Evidéncias sugerem que o suprimento de oxigénio e a taxa metabolica possam ser
regulados de forma associada antes que asfixia severa provoque extincdo de oxigénio. Uma
vez que estas respostas ocorrem antes que as reservas de ATP sejam esgotadas, o mecanismo
tem sido denominado hipometabolismo adaptativo ou regulado (ROHLICEK et al., 1998;
SUZUKI et al., 2000). Assim, enquanto a hipdxia progressivamente torna-se mais profunda
no feto e recém nascido de muitas espécies, o consumo de oxigénio cerebral também diminui
progressivamente (BOUTILIER, 2001; HOCHACHKA e LUTZ, 2001; VANNUCCI e
DUFFY, 1976).

A capacidade para reduzir o uso ndo essencial de oxigénio durante a hipoxia
moderada, ¢ de aumentar contribuigdes anaerobicas para producdo de ATP durante asfixia
severa, pode constituir o principal mecanismo responsavel pela pronunciada tolerancia fetal a
hipoxia. O trabalho de Hermansen (2003) prové evidéncias experimentais que sustentam o
relativo efeito protetor de uma fraca ou moderada acidemia lactica para o cérebro. Neste caso,
bebés asfixiados ¢ com acidemia poderiam se beneficiar da vasodilatagdo cerebral causada
por esta condigdo, utilizando adicionalmente o lactato como nutriente.

A incidéncia de asfixia perinatal é reportada em 2-6/1000 nascidos a termo, em paises
desenvolvidos (LAWN et al., 2005). BASU et al., (2009) relata que a asfixia perinatal ndo ¢
apenas a causa mais comum de mortalidade (28,8%) e morbidade, mas também ¢ o principal
fator relacionado ao elevado niimero de natimortos (45,1%) na India. Valores igualmente
elevados sao estimados em outros paises em desenvolvimento (LAWN et al., 2005). Estudos
realizados por Weitzdoerfer et al. (2004) demonstram que a asfixia perinatal ¢ um dos
principais determinantes de morbidades e comprometimento neurologicos na populagio
pediatrica. O impacto dos danos esta relacionado com a extensdo do insulto, sendo a asfixia
severa associada a paralisia cerebral, ao retardo mental ¢ a epilepsia. Processos de asfixia
considerados de menor severidade s@o relacionados ao déficit de atengdo e hiperatividade em

criancas e adolescentes (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2010).
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Experimentalmente, esta condicdo pode ser induzida pelo uso de um modelo ndo
invasivo de asfixia perinatal graduada, em roedores, descrito por Herrera-Marschitz et al.
(1993) e por Bjelke et al. (1991). Neste paradigma, o corno uterino ainda contendo os fetos ¢
isolado e mantido com temperatura que mimetiza a corporal, por periodos determinados de
tempo. Esta condi¢do reproduz todas as caracteristicas (acidose, hipercapnia e hipdxia)

observadas durante a situagdo clinica da asfixia perinatal.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo quantitativo, do tipo pesquisa experimental, desenvolvido em
ambiente laboratorial. Neste estudo, foi realizada a manipulacdo dos animais utilizados,
incluido o uso de grupo controle e o experimental, assim como a randomizag¢do dos mesmos.
Os experimentos sdo as melhores ferramentas para testar as hipoteses de causa e efeito.
Devido as suas propriedades especiais de controle, um experimento oferece maior
corroboracdo do que qualquer outra abordagem de pesquisa de que a variavel independente

afete a variavel dependente (POLIT et al., 2004).

4.2 Campo ou contexto

O estudo foi realizado no Laboratério de Neurobiologia Celular, do Departamento de
Ciéncias Morfologicas, em associagdo com o Laboratorio de Metabolismo e Endocrinologia
Comparada, ambos do Instituto de Ciéncias Bésicas da Satude, da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul.

4.3 Populacio e amostra

A partir de conhecimento adquirido com projetos anteriores (aprovados no
CEP/UFRGS, n° 2006581 e n°® 2008000), para ciclagem e obtencado das ratas gravidas, foram
utilizadas 17 fémeas e 2 machos adultos para realizagdo dos acasalamentos. De acordo com
nossa experiéncia, cada rata apresenta em média 8 fetos. Entretanto, o mais frequente ¢ que a
distribuicao destes nos cornos uterinos ndo seja parecada. Desta forma, ndo podemos definir
exatamente o numero de ratas gravidas que serdo necessarias para obtengdo de neonatos por
parto normal. Entretanto, foi estimado que com 3 a 5 partos, obteremos o niimero de amostra
necessario para cada grupo, 3 experimentos independentes com cada condi¢do em triplicata

(n=3). Este n foi determinado a partir de um trabalho prévio (FRIZZO et al., 2010).
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4.4 Materiais e métodos

Foram utilizados ratos Wistar procedentes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas
da Satde da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Ap6s uma semana de ambientagdo,
as ratas eram submetidas a exames colpocitologicos para detectar a fase do ciclo estral,
sempre no mesmo horario. As fémeas eram alocadas em caixas individuais com machos, apos
identificada a fase receptivel ao macho, assim permanecendo até o dia seguinte quando era
realizado um novo exame colpocitolégico confirmando ou nido o acasalamento. 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, conforme a Lei n° 6638 de 8/5/79

que regulamenta o uso de animais para pratica didatico-cientifica.

4.4.1 Obtencio de neonatos por parto normal:

No 22° dia de gestagdo, a fémea gravida era transferida para o laboratorio € observada
até o inicio do nascimento dos filhotes. Apds cada expulsdo, o neonato e a respectiva placenta
eram imediatamente retirados da caixa. A placenta foi colocada num minitubo previamente
identificado e mergulhado em nitrogénio liquido. O neonato foi pesado, decapitado e o sangue
coletado em um mini-tubo pré-tratado com fluoreto de sodio (0,1 M) e, logo apds,
mergulhado em gelo até que todas as amostras do experimento fossem obtidas. O sexo dos
animais foi registrado para posterior andlise de correlagdo. Alguns neonatos foram
estimulados a respirar ¢ mantidos a 34°C por 60 min. No final deste periodo de recuperagio,
foram decapitados e o sangue coletado para dosagem de lactato. Ao término do parto, foi
realizado desnucamento cervical e o sangue materno coletado por pun¢do intra-cardiaca,
sendo transferido para um minitubo tratado com fluoreto de sodio (0,1 M). As amostras de

sangue foram utilizadas para determinag@o dos niveis de lactato.
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4.4.2 Obtencao de neonatos por parto cesareo:

O procedimento cirargico do parto cesareo foi realizado em ratas no 22° dia de
gestacdo para a obtencdo de animais controles e asfixiados intra-uterinamente. Apos
desnucamento cervical, foi realizada a cesariana ¢ um dos cornos uterinos teve as
extremidades clipadas com pingas hemostaticas, sendo removido e transferido para uma
solugdo salina a temperatura de 37°C. A manuten¢do da temperatura da solucdo salina foi
severamente controlada, pois cada grau abaixo de 37°C estd diretamente associado a uma
maior prote¢dao do feto em relagdo a lesdo gerada pela asfixia (HERRERA-MARSCHITZ et
al., 2010). Durante o periodo da asfixia, realizou-se a histerectomia do outro corno uterino e
os neonatos obtidos (controles) foram decapitados e o sangue e a respectiva placenta
coletados para dosagem do lactato. Alguns neonatos controles foram estimulados a respirar e,
apo6s, mantidos a 34°C por 60 min. Apods o periodo de asfixia (15 min), os neonatos asfixiados
eram retirados do utero, alguns imediatamente decapitados e o sangue e a placenta coletados,
enquanto outros foram estimulados a respirar e mantidos a 34°C por 60 min. Ao final do
periodo de 60 min, neonatos controles e asfixiados foram decapitados para dosagem do
lactato plasmatico. O sangue materno foi obtido por pun¢do intra-cardiaca no momento da

incisdo cesarea.

4.4.3 Dosagem do lactato plasmatico

O nivel de lactato plasmatico fetal e materno foi analisado imediatamente apds o parto
normal ou da cesariana. Neste ultimo caso, imediatamente apds a histerectomia (controles) ou
depois do periodo de 15 min de asfixia (asfixiados). Nos grupos em que houve periodo de
recuperacdo, o sangue foi coletado imediatamente ao término dos periodos experimentais e
dosado logo apds. O sangue coletado foi centrifugado (2500 g, 10 min) e uma aliquota de 10
pL foi retirada do sobrenadante de cada minitubo. Para quantificacdo do lactato, utilizou-se o

método enzimatico colorimétrico (Kit KATAL) com leitura em 540 nm.
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4.4.4 Dosagem do lactato placentario

Para dosagem do lactato placentario, cada placenta, apds ser pesada, era transferida para um
tubo pré-tratado com fluoreto de sodio (0,1 M), onde foi acrescentado 1 mL de NaCl. O tecido foi
homogeneizado por 1 min, centrifugado (2500 g, 10 min) e uma aliquota de 10 pL foi utilizada para

a determinagdo do lactato total.

4.4.5 Grupos amostrais

Sangue fetal de parto normal imediatamente apds o nascimento.

Sangue fetal de parto normal 60 min ap6s o nascimento.

Sangue fetal imediatamente apos parto cesareo.

Sangue fetal de parto cesareo imediatamente apds 15 min de asfixia.

Sangue fetal de parto cesareo 60 min apos cesariana.

Sangue fetal de parto cesareo, com 15 min de asfixia, coletado ap6s 60 min de recuperagao.
Sangue materno apds parto normal.

Sangue materno obtido durante parto cesareo.

Placentas obtidas no parto normal imediatamente apds o nascimento.

Placentas obtidas imediatamente apos parto cesareo.

Placentas obtidas por parto cesareo imediatamente apds 15 min de asfixia.
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4.5 Coleta dos dados

Os dados referentes ao parto cesareo foram obtidos previamente, durante
procedimentos experimentais do projeto n° 2008000 aprovado pelo CEP-UFRGS, com o
objetivo de evitar a perda de material bioldgico e a necessidade de uso de um nimero maior
de animais. A coleta de dados do parto normal ocorreu nos meses de marco e abril de 2011,
quando foram realizados os experimentos nos respectivos laboratorios mencionados

anteriormente.

4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste

de Student-Newman-Keuls (SNK) para multiplas comparagdes.

4.7 Aspectos éticos

Este projeto faz parte de um projeto maior no Departamento de Ciéncias
Morfologicas. O projeto de nimero 18335, com titulo: Estudo comparativo dos niveis de
lactato materno, placentario e fetal no parto natural ou cesireo com e sem asfixia intra-
uterina foi aprovado pela Comissao de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
(ICBS), e pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (Anexo A).

Os procedimentos propostos por esse projeto sao de uso habitual por autores que
trabalham e obedecem as normas propostas pelos Principios Internacionais Orientadores para
a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais. Todos os esforcos foram realizados para

minimizar o sofrimento, bem como para reduzir o numero de animais utilizados nesse estudo.
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5 RESULTADOS

No presente trabalho, foram analisados niveis de lactato neonatal de animais obtidos
por parto cesareo ou normal, imediatamente apds a histerectomia/nascimento ou apds 60
minutos de recuperacdo em condicdo de normoxia. Nos animais obtidos por parto cesareo,
comparamos animais submetidos a um episddio de asfixia intra-uterina (asfixiados) com
outros obtidos apds imediata histerectomia (controles).

Apods o procedimento de asfixia intra-uterina (15 min), observamos uma taxa de
sobrevivéncia de 95% e nos neonatos controle, uma taxa de sobrevivéncia de 100%. Os
neonatos asfixiados apresentaram pele ciandtica, diminui¢do dos movimentos e dificuldade
respiratoria. Aproximadamente 20 minutos ap6s a asfixia, adquiriram colora¢do rosada e
tiveram melhora do padrdo ventilatorio. Também foi observada uma hipertonia e mudanga na
postura dos neonatos com aproximadamente 30 minutos apds a asfixia (Fig. 2), e término
dessas mudangas cerca de 55 minutos apos a asfixia. Essa mudanga iniciou-se com uma perda

da curvatura anatomica da regido lombar, seguida por extensdo dos membros inferiores e

resisténcia ao movimento.

Figura 2: Representacdo das alteragdes identificadas em animais asfixiados transcorridos 30 minutos de
recuperagdo. Os animais do grupo asfixiado exibiam melhora da cianose, porém apresentavam mudangas no
tonus muscular principalmente na regido dorsal e nos membros inferiores.

Fonte: (FRIZZO et al., 2010).
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Figura 3: Lactacidemia obtida imediatamente ap6s a histerectomia. A asfixia intra-uterina (15 min) aumentou
significativamente (p<0,05) os niveis de lactato (43%). Grupo controle (n = 9 experimentos) e asfixiado (n = 8

experimentos).

Fonte: SOUZA, S.K. Estudo comparativo dos niveis de lactato materno, placentario e fetal em ratos no

parto normal e cesiareo com e sem asfixia intrauterina, 2011.

O Controle + 60 min
B Asfixiado + 60 min

Lactato (mmol/L)

Figura 4: Lactacidemia obtida 60 min apds a histerectomia. Animais submetidos a asfixia intra-uterina
demonstraram nivel de lactato significativamente maior (p<0,05) (46%) apds recuperagdo (normoxia) de 60 min.

Grupo controle (n = 7 experimentos) e asfixiado (n = 7 experimentos).

Fonte: SOUZA, S.K. Estudo comparativo dos niveis de lactato materno, placentario e fetal em ratos no

parto normal e cesareo com e sem asfixia intrauterina, 2011.
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Com 22 dias de gestacdo, as fémeas foram transferidas para o laboratorio, onde foi
mantido o ciclo claro escuro e fornecida dieta ad libitum. Alguns filhotes nascidos de parto
normal foram imediatamente decapitados e outros, mantidos por 60 minutos em incubadora
com temperatura controlada. Ndo foi permitido que os recém nascidos mamassem, pois iSso
resultaria em mudancas no perfil dos pardmetros bioquimicos e impossibilitaria a realizagdo
da comparagdo entre os diferentes grupos. A maioria dos filhotes nascidos de parto normal
apresentou movimentacdo de todas as estruturas corporais e vocalizacdo, fato que os

diferenciou dos neonatos controles nascidos de parto cesareo.
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Figura 5: Lactacidemia obtida apo6s parto normal. Animais nascidos de parto normal apresentaram diminui¢ao
significativa (p<0,05) dos niveis de lactato (60%) apos 60 min de recuperag@o (normoxia), n = 3 experimentos.

Fonte: SOUZA, S.K. Estudo comparativo dos niveis de lactato materno, placentario e fetal em ratos no
parto normal e cesiareo com e sem asfixia intrauterina, 2011.

Ap0s o parto normal, as fémeas foram submetidas ao mesmo processo de eutandsia
utilizado nas fémeas de parto cesareo. O sangue materno foi coletado imediatamente apds o

término de cada parto por pungfo intra-cardiaca.
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Figura 6: Lactacidemia materna determinada na cesariana (PC) ou apods parto normal (PN). Os niveis de lactato
materno ap6s PN (n = 3 experimentos) foram significativamente menores (p<0,05) (60%) que os obtidos apds
PC (n = 10 experimentos).

Fonte: SOUZA, S K. Estudo comparativo dos niveis de lactato materno, placentario e fetal em ratos no
parto normal e cesiareo com e sem asfixia intrauterina, 2011.
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Figura 7: Lactacidemia materna e de neonatos, apds parto cesareo ou normal. Niveis de lactato de neonatos
controle obtidos por parto cesareo foram iguais aos obtidos por parto normal (a) e significativamente diferentes
(p<0,05) dos obtidos por parto normal apds 60 min (c). A asfixia intra-uterina aumentou significativamente a
lactacidemia em relacdo aos demais grupos (b) e manteve-se elevada mesmo apds 60 min de recuperagdo. Os
niveis de lactato materno foram significativamente diferentes dos obtidos nos demais grupos e quando
comparados entre si, lactacidemia materna apos parto cesareo (d) e parto normal (e).

Fonte: SOUZA, S.K. Estudo comparativo dos niveis de lactato materno, placentario e fetal em ratos no
parto normal e cesareo com e sem asfixia intrauterina, 2011.
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Utilizando os conhecimentos adquiridos durante realizacdo dos experimentos de parto
normal, vimos que, ao recolhermos todas as placentas, a fémea desenvolvia um
comportamento agitado, o qual gerava um atraso na expulsao dos fetos, resultando em asfixia
intraparto. Naturalmente, apds a expulsdo, a fémea consome a placenta e o corddo umbilical
do neonato. Visando minimizar o impacto no processo natural de nascimento, apenas algumas

placentas de cada experimento foram recolhidas, o que resultou na diminui¢ao da ansiedade

materna e no tempo de expulsdo dos fetos.
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Figura 8: Lactato obtido de placentas apds cesariana ou parto normal. Asfixia intra-uterina (15 min) aumentou
significativamente (p<0,05) os niveis de lactato (71%) nas placentas em relacdo ao grupo controle (n = 9
experimentos). Nao houve diferenga entre os niveis de lactato obtidos de placentas apds parto normal (n = 3
experimentos) ou grupo cesareo controle.

Fonte: SOUZA, S.K. Estudo comparativo dos niveis de lactato materno, placentario e fetal em ratos no
parto normal e cesareo com e sem asfixia intrauterina, 2011.
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6 DISCUSSAO

A asfixia perinatal influencia diretamente a taxa de sobrevivéncia dos neonatos, bem
como desencadeia alguns processos fisiologicos e moleculares que podem ser observados,
imediatamente ou decorridos determinados periodos de tempo, apds os fetos serem retirados
do ttero. No trabalho realizado por Lust et al. (2003), ¢ descrito que em regides do cérebro
fetal de ratos como o cortex cerebral, hipocampo e cerebelo sdo encontrados diversos
estoques energéticos (glicogénio, fosfatos de alta energia, glicose e lactato), os quais
juntamente com uma baixa taxa metabolica auxiliariam a combater os eventos resultantes de
um rapido insulto neuroldgico. Herrera-Marschitz et al.(2010) relata que, a partir de 15
minutos de asfixia, os niveis de ATP no cérebro diminuem cerca 70% em relagdo aos
controles, junto com uma simultanea queda na taxa de sobrevivéncia. Em nosso trabalho, as
condi¢des dos neonatos obtidos por parto cesarco estiveram de acordo com o descrito por
FRIZZO et al. (2010) em relagdo a parametros de ventilagdo, cianose da pele e hipertonia
lombar. Os animais submetidos a 15 minutos de asfixia intra-uterina apresentaram uma
quantidade significativamente maior de lactato plasmatico em relacdo aos respectivos
controles, imediatamente apos a histerectomia e quando a mesma foi obtida ap6s um periodo
de 60 minutos de recuperacdo. Concentragcdes de lactato plasmatico menores que 9 mmol/L
foram associadas a moderada ou severa encefalopatia hipoxico-isquémica em neonatos
humanos (SILVA et al. (2000). Em outro estudo com neonatos humanos, a asfixia severa foi
associada com valores acima de 15 mmol/L, juntamente com um elevado risco de morte e
indice de desenvolvimento desfavoravel (DESHPANDE e PLATT, 1997).

Estabelecendo uma comparagdo entre os controles que nasceram por parto cesareo, em
relagdo aos filhotes nascidos por parto vaginal, ndo foi identificada diferenca na lactacidemia
desses grupos. Segundo Vaillancourt et al. (1999), os niveis de lactato no cérebro sdo
geralmente elevados em ratos nascidos por parto vaginal, porém foram encontrados valores
adequados de oxigenacdo sistémica e niveis preservados de ATP no cérebro desses animais.
Entretanto, identificou-se, ao término do periodo de recuperacdo, que a lactacidemia dos
recém nascidos de parto normal diminuiu significativamente. Este resultado pode sugerir que
houve o consumo de uma quantidade significativa do lactato plasmatico, fato ndo identificado

no grupo controle nascido de parto cesareo apds a recuperagao.
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Os niveis de lactato materno, apos a histerectomia ou apos a expulsdo dos fetos, sdo
inferiores quando comparados & concentracdo encontrada nos fetos dos diferentes grupos
experimentais. Essa informag¢do indica que ndo houve uma transferéncia materna de lactato
para os fetos, uma vez que o lactato possui transferéncia por difusdo facilitada, ou seja, a
favor do seu gradiente de concentracdo (PRIETO, 1988). Comparando niveis de lactato
materno obtidos apods parto cesareo ou normal, nossos resultados demonstram niveis
significativamente maiores nas fémeas submetidas a cesariana. Esse achado pode estar
relacionado com a liberacdo do lactato oriundo das placentas para a circulacdo materna
(HAY, 1995), numa condi¢do de auséncia de movimentos respiratorios. No parto normal,
também nao pode ser excluida a utilizacdo do lactato materno com substrato energético pelas
fémeas, durante o trabalho de parto. Considerando o modelo utilizado, ndo foi encontrado na
literatura referéncias com relagao aos niveis de lactato materno apos o parto normal.

As placentas foram o grupo amostral que apresentou um maior nivel de lactato. Esse
achado ¢ condizente com as referéncias de Prieto (1988), ao relatar que a placenta possui
elevada atividade das enzimas piruvato desidrogenase e lactato desidrogenase, bem como
diminuida capacidade oxidativa em adequada oxigenacdo. Hay (1995) descreve a placenta
como uma estrutura geradora de lactato e sendo capaz de fornecé-lo como substrato para o
desenvolvimento fetal e de também lanca-lo na circulagdo materna. A concentracdo de lactato
nas placentas dos animais controle apresentou valor semelhante ao encontrado nas placentas
dos animais nascidos de parto normal. Nas placentas do grupo asfixiado, encontramos uma
diferenca significativamente maior (p < 0,05) de lactato em relacdo as placentas do grupo
controle e do grupo parto normal.

Esses valores podem sugerir que o aumento da lactacidemia nos fetos asfixiados esta
unicamente relacionado ao aumento do lactato nas placentas. Em estudos prévios realizados
pelo nosso grupo de pesquisa, identificamos que apds a asfixia os fetos apresentaram uma
grande mobilizacdo das reservas de glicogénio, principalmente o hepatico, como estratégia
para manter elevada a glicemia enquanto havia um predominio do metabolismo anaeroébico.
Tais informagdes reforcam a hipotese de que o feto asfixiado € capaz de gerar uma quantidade
significativa de lactato a partir de suas reservas glicidicas. Outro elemento importante € o fato
de o transporte de lactato ser especifico e saturavel, (PRIETO, 1988), logo,
independentemente da concentragcdo de lactato na placenta, esse sera limitado pela agdo do

transportador.
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E comum que os neonatos passem por um episodio de hipoglicemia imediatamente
apos o nascimento, devido a diminuicdo no transporte de substratos e oxigénio através do
cordao umbilical (PRIETO, 1988). O restabelecimento de um nivel adequado de glicose nos
recém nascidos ¢ garantido pela glicogenodlise e pela gliconeogénese (PRIETO, 1988). Logo,
torna-se necessario o consumo do lactato gerado no periodo de transi¢do da vida fetal para a
neonatal, por meio de via oxidativa, como uma forma de assegurar a sintese de energia para
os processos celulares e de evitar os efeitos prejudiciais do prolongamento da acidose
metabdlica (MAYOR, 1988). Alguns estudos demonstram que, ao contrario dos adultos, o
lactato rapidamente transpde a barreira hematoencefélica nos animais imaturos. Magistretti e
Pellerin (1999) descrevem que em condig¢des aerobicas o lactato pode ser um substrato de
grande valia para os neurdnios. Na presenga de oxigénio, o lactato ¢ convertido a piruvato e
transformado em ATP através do ciclo do acido tricarboxilico associado a fosforilacdo
oxidativa, sendo capaz de gerar 17 moléculas de ATP por molécula de lactato. Dados indicam
que in vitro o lactato pode manter a transmissao e a atividade sinaptica na auséncia da glicose
(MAGISTRETTI e PELLERIN, 1999).

Estudos tém mostrado que tanto no musculo esquelético quanto no sistema nervoso
central, mais especificamente em astrocitos e neurdnios, existem transportadores de lactato
conhecidos como transportadores monocarboxilados. Assim, o acimulo ¢ a futura utilizagao
do lactato como fonte energética sdo acontecimentos de grande importancia nas primeiras
horas dos periodos pré e pds-natal.

Os beneficios do parto normal puderam ser avaliados, principalmente, com relagdo a
capacidade dos neonatos, apds o término do periodo de recuperacdo, em diminuirem a
lactacidemia. Nos estudos realizados por Herrera-Maschitz et al. (2010) dados como a
coloracdo da pele, vocalizagdo, tonus muscular, padrio ventilatério e movimentos
espontaneos compdem o indice de Apgar para roedores, o qual pode ser utilizado como
pardmetro para determinar a porcentagem de sobrevivéncia e recuperagio. E descrito que a
taxa de sobrevivéncia dos animais nascidos de parto normal nao difere da dos animais
controle nascidos de parto cesareo, porém os animais nascidos de parto normal apresentam
uma maior movimentagao de todas as estruturas do corpo.

O maior vigor encontrado nos filhotes nascidos de parto normal pode estar relacionado
com a estimulagao tatil durante a passagem dos fetos pelo canal vaginal, a qual pode causar

uma elevagdo no lactato plasmatico. Esse aumento pode ser visto como um mecanismo
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fisiologico protetor, provendo o cérebro neonatal com um importante substrato energético
(VAILLANCOURT et al., 1999). Porém, em determinadas situagdes causadoras de grande
estresse e com periodos prolongados como na asfixia perinatal, o lactato parece ndo ter

desempenhado a funcdo de fonte energética.
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7 CONCLUSAO

Os resultados experimentais indicam que a metodologia utilizada para submeter os
fetos a um processo de asfixia perinatal foi capaz de gerar alteracdes nos pardmetros
fisiologicos, os quais sdo semelhantes aos encontrados em publicacdes prévias.

Os animais submetidos a 15 minutos de asfixia intra-uterina apresentaram uma
quantidade significativamente maior de lactato plasmatico em relacdo aos respectivos
controles, imediatamente apds a histerectomia e quando a mesma foi obtida apds um periodo
de 60 minutos de recuperag@o. Esse resultado indica que os animais asfixiados ndo foram
capazes de reverter a acidose metabdlica, e sugere que ndo utilizaram o lactato como substrato
energético.

Os filhotes nascidos de parto normal apresentaram grande habilidade em reduzir os
niveis de lactato plasmatico, fato que os diferencia dos neonatos controle de parto cesareo. A
lactacidemia materna apresentou aumento significativo no grupo submetido ao parto cesareo
em relagdo as maes que tiveram filhotes nascidos de parto normal. Nao identificamos
diferenga na concentragdo de lactato nas placentas dos neonatos controle e na placenta dos
recém nascidos de parto normal, porém houve um aumento expressivo no lactato das
placentas do grupo asfixiado.

Dessa forma, o aumento na concentracdo de lactato pode ser visto como um
mecanismo fisioldgico protetor, provendo o cérebro neonatal com um importante substrato
energético. Porém, em determinadas situagdes, como na asfixia perinatal, o lactato parece nao
ter desempenhado a funcdo de fonte energética.

Com a metodologia e os recursos utilizados no estudo, ndo foi possivel responder a
muitas davidas surgidas no decorrer dos experimentos. E necessario realizarmos mais estudos
para que possamos identificar quais rotas estejam envolvidas na captagao do lactato
plasmatico em neonatos, bem como identificar quais fendmenos bioquimicos foram

suprimidos ou alterados no metabolismo do recém nascido de parto cesareo.
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