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RESUMO

INTRODUCAO: Diversas condigbes perinatais estdo envolvidas no surgimento da
hipoxia, sendo que destas, uma de maior importancia é a prematuridade, com
consequéncias para diversos 6rgaos e sistemas. Entre os 6rgdos afetados o coracao,
na maioria das vezes, demonstra notavel habilidade de se recuperar de lesdes sofridas
por essa razao. Quando isto ndo ocorre, 0 quadro é grave, necessitando de medidas de
suporte imediato. Acredita-se que a morte celular dos cardiomiocitos nestes casos nao
ocorra por necrose, mas sim por apoptose, 0 que nao levaria a sequelas tardias tais
como fibrose e discinesia. OBJETIVO: Avaliar biomarcadores de morte celular em
amostras de miocardio de recém-nascidos hipoxemiados por meio de analise da
expressdo imunoistoquimica de moléculas pré-apoptéticas e anti-apoptoticas.
METODO: Foram selecionados 314 casos do banco de necropsias pediatricas do
Servico de Anatomia Patoldgica do HC-UFPR, entre os anos de 1991 a 2007. Dados
clinicos e anatomopatologicos foram coletados de prontuarios e de laudos de
necropsia. ApoOs isso, 0s blocos teciduais parafinados que continham miocéardio
adequado para a analise imunoistoquimica (n=154) foram selecionados e preparados
para a confeccdo de laminas utilizando-se a técnica de Tissue Microarray (TMA). As
laminas prontas foram submetidas & técnica de imunoistoquimica usando-se 0s
anticorpos anti-BAX, anti-Mfn2, anti-TRAP1, anti-Bcl2 e anti-GADD45B3. A leitura da
imunoistoquimica foi realizada com microscopia 6ptica comum e andalise morfométrica
(Image Pro Plus®) com medida de area imunopositiva por campo de grande aumento
(115.226,1um3). Os resultados imunoistoquimicos foram correlacionados com os dados
clinicos (género, peso, idade gestacional, Apgar do primeiro e quinto minuto de vida, pH
do sangue arterial e sobrevida) e com dados anatomopatologicos (doenca de base e
causa da morte). RESULTADOS: A média de imunoexpressédo tecidual do BAX foi
29504,9+9829um2, do TRAP1 foi 9059,0+9593,2um? e 0 Gadd45p foi de 1911pm?. Os
biomarcadores Mfn2 e Bcl2 apresentaram imunoexpressao tecidual ausente ou muito
baixa na maioria das amostras. Nao houve correlagcdo da média de imunoexpressao
tecidual dos biomarcadores BAX e TRAP1 com o tempo de sobrevida ou outro fator
clinico estudado p>0,05. O Gadd45@ apresentou relagdo com o tempo de sobrevida,
apresentado um pico de imunoexpressao entre a quinta e a sexta hora de vida (p=0,02).
CONCLUSAO: Os biomarcadores pré-apoptético BAX e Gadd45B e o anti-apoptético
TRAP1, apresentaram boa imunoexpresséao tecidual em miocardio humano com leséo
hipéxica. Apenas o Gadd45B apresentou um pico de expressdo entre a quinta e a
sexta hora de vida.

Palavras-chave: hip6xia, neonatos, cardiomiocitos, imunoistoquimica,



1. INTRODUCAO

O nascimento leva a uma série de adaptacfes dos 6rgaos e sistemas e quando
ele ocorre de forma precoce € uma das principais causas de internacdo, morbidade e
mortalidade de recém-nascidos. Dentre eles podemos citar problemas neurolégicos,
cardiovasculares e respiratorios, sendo esse Ultimo a causa mais comum de hipoxia e
morte™?3,

De todos os estresses a que 0 recém-nascido esta sujeito, provavelmente, o
mais importante e clinicamente relevante € a hipdxia. Esta pode ser definida como
sendo uma inadequada oxigenacao a nivel celular, na maioria das vezes representada
pela presenca de cianose (coloracdo azulada da pele, lingua e mucosas)*”. A
hipoxemia &, portanto, uma deficiéncia de oxigénio no sangue arterial®.

O adequado aporte de oxigénio aos tecidos é de suma importancia para que as
células mantenham o metabolismo aerobico e as fungdes vitais. Além disso, acredita-se
que a morte celular nessas lesdes hipoxémicas ocorre, principalmente, por apoptose®.

Quando a hipdxia afeta o coragdo € uma situagdo muito grave, que requer
suporte intensivo e manuseio imediato na tentativa de reverter o quadro clinico®.

O coracdo, durante o periodo fetal, tem aumento da massa cardiaca,
principalmente pelo crescimento por hiperplasia. Ap0s 0 nascimento, ocorre uma
mudanca progressiva dessa forma de crescimento, passando de hiperplasica para
hipertrofica, e este fenbmeno é acompanhado por mudangas na anatomia, fisiologia e
bioquimica. Este periodo de transicéo ainda ndo esta4 bem delimitado”®.

A literatura € confusa quanto a terminologia hipéxia ou asfixia. A Academia
Americana de Pediatria determinou que o termo asfixia devera ser utilizado quando
houver acidemia metabdlica ou mista profunda (pH < 7) em sangue arterial do cordao
umbilical, escore de Apgar de 0-3 por mais de 5 minutos, manifestacdes neuroldgicas
neonatais (convulsées, coma ou hipotonia) e disfuncdo organica multissistémica’®.

Um conceito utilizado para hipéxia € o de Buonocuore et al (2002) que utiliza os
seguintes parametros: pH do cordédo < 7,2, Apgar do 5°minuto de vida entre 4 e 6 e
FiO, 20,40 para saturar 86%. N&o ha uniformidade no uso destes critérios nos Servigos

de Neonatologia®.



Estudos em animais tém demonstrado uma clara associacdo de ambientes
adversos, como a hipdxia miocérdica, no periodo perinatal, e 0 aumento do risco de
doenca isquémica cardiaca na fase adulta®. Essa condicdo de hipdxia causa déficit na
contratilidade miocéardica, diminuicdo do débito cardiaco e insuficiéncia tricuspide,
sendo que algumas criancas apresentam sinais de distress respiratorio, insuficiéncia
cardiaca e derrame pericardico™. Além disso, esse quadro leva a uma variedade de
respostas funcionais a hipoxia nos cardiomidcitos incluindo proliferacdo celular,
hipertrofia e morte celular. Essas respostas ocorrem para manter a homeostase do
tecido miocardico e surgem pela expressdo de alguns genes induzidos por uma
variedade de cascatas de sinalizac&o intracelular™*.

A apoptose, também denominada morte celular, € importante no
desenvolvimento dos 6rgdos e para a homeostase e remodelamento dos tecidos. E
mediada por varias vias de sinalizacdo, algumas atuando para induzir a morte e outras
para promover a sobrevivéncia da célula. Ela pode ocorrer a partir de uma série de
estimulos e um dos mais importantes € o estresse oxidativo, intimamente ligado a
episodios de hipéxia?.

Estudos sobre apoptose, baseados na resposta a hipdxia, tém demonstrado um
aumento de expressdo em diversos genes. Um dos mais novos genes descritos € o
Gadd458 (Growth Arrest and DNA. Damage 45 beta), um gene da familia Gad (Growth
Arrest and DNA)™.

O Gadd45p3 é uma proteina expressa juntamente com a ubiquitina em tecidos de
mamiferos em resposta a estimulos que induzem danos ao DNA. Estudo em ratos
recém-nascidos demonstrou que o Gadd45@3 é um importante regulador da passagem
da fase G, para a fase M apds estresse e € requerido na ativacdo da p38 responsavel
pela apoptose de cardiomiécitos induzida pela hipéxia™?.

Em outro estudo em animais, o autor demonstrou que 0s niveis proteicos do
Gadd45B8 ficavam consideravelmente aumentados quando o cardiomidcito era
submetido a processos hipoxémicos. Além disso, comprovou que a aumento isolado do
Gadd45B no tecido cardiaco ndo causa dano ao cardiomiocito sob condigcdes de
normoxemia, mas que sua presenca agrava a apoptose celular quando submetido a
hipoxemia, demonstrando que sua expressado pode nédo ser suficiente, mas é essencial

para a morte celular por apoptose em resposta & hipéxia®?.
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Outro estudo em animais e em vitro demonstrou que o Gadd45f é transcrito pela
ligacdo direta com a p53, e que esta inducdo requer a fosforilacdo da p53 que é
mediada pela p 38, isto ocorre quando ha isquemia / andxia. Este estudo sugere que o
Gadd45B é um marcador de lesdo isquémica do coragdo. **

Outro marcador amplamente estudado é a proteina BAX (Bcl2-associated X

7

protein), também conhecida como proteina Bcl2-like do tipo 4, é uma proteina
monomeérica que reside no citosol da célula sendo um membro pré-apoptético da familia
da Bcl2 (B-cell CLL/Lymphoma 2). Apo6s a inducdo da apoptose, ela tem sua
conformacéo alterada e se insere na membrana externa da mitocondria permitindo o
extravasamento do citocromo c, fase em que a apoptose se torna irreversivel*.

Capano e Crompton (2006) demonstraram que a translocacdo da BAX é um
processo gradual que se inicia nos primeiros 20 minutos de um processo hipoxico e
progride até cerca de 3 horas na célula cardiaca. Esse acumulo de BAX, entdo, culmina
na apoptose celular**.

Muitas outras vias ainda existem para a inducdo da apoptose , entre estas , foi
identificado um poderoso inibidor endégeno da Ras (rat sarcoma protein), oncogene
reconhecidamente relacionado a vias de proliferagdo celular, chamado Mfn2
(mitofusion-2), também chamado de gene supressor da hiperplasia devido aos seu
efeitos anti-proliferativos™®.

Apesar de alguns estudos em animais terem mostrado que o Mfn2 e seu
homodlogo se localizam na membrana externa mitocontrial e participam da fuséo
mitocondrial, regulando a morfologia e funcdo da mitocéndria, outros estudos
demonstraram que o Mfn2 inibe a via de sinalizacdo Ras-ERK-MAPK (Extracellular
Signal-regulated kinase — Mitogen-Activid Protein Kinase) e causa a supressao do
crescimento celular e sua proliferacdo em mudiltiplas linhas celulares tumorais™.

Associado a seus efeitos anti-proliferativos, estudos anteriores mostraram que 0
Mfn2 associado a BAX, um pré-apoptético membro da familia Bcl-2, promove os
estagios iniciais da apoptose, sugerindo que o Mfn2 participa da sinalizacdo apoptotica
mitocondrial®®.

De todos os tipos celulares, o Mfn2 € expressado predominantemente no

coracdo, mas sua funcéo principal nos cardiomiécitos € pouco entendida. Sabe-se,
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entretanto, que é um fator essencial na regulacdo da sobrevivéncia das células
musculares cardiacas, por mecanismos ainda ndo conhecidos. Resultados recentes
indicam que o0 aumento em sua expressdo cardiaca € tanto necessario quanto
suficiente para a apoptose induzida por estresse oxidativo, atuando, portanto, em
situacBes de hipéxia™.

Se a hipdxia e o estresse oxidativo gerado por ela causam a morte de células,
deve haver uma razéo para que nao haja a perda celular de todo o 6rgédo. E 0 motivo
para isso € que o0s tecidos possuem também mecanismos anti-apoptoticos que
impedem a perda excessiva e € o equilibrio entre fatores apoptoticos e ndo-apoptoticos
que determinam a sobrevivéncia da célula®®.

A mitocondria € o primeiro alvo do dano hipoxico nos cardiomiécitos e a
disfungcdo mitocondrial pode causar diretamente a morte celular. O poro transitério de
permeabilidade mitocondrial (PTPM) é um poro néo-especifico que abre, por exemplo,
em casos de extravasamento de calcio e estresse oxidativo. Uma vez aberto, o
potencial de membrana e gradiente do pH celular é dissipado e estas mudancas levam
a célula & morte™®.

Estudos mostram que a expressdo aumentada do TRAP1 (Tumor necrosis factor
receptor associated protein 1), uma chaperona mitocondrial, membro da familia Hsp90
(Heat shock proteins 90), preserva o potencial de membrana da mitocondria e sua
integridade, mantém o nivel de producédo de ATP e viabilidade celular durante episédios
de dano isquémico®"2.

As moléculas chaperonas séo consideradas importantes reguladoras do controle
de qualidade do dobramento das proteinas. Suas principais funcées sdo a manutencéao
da estabilidade, maturacdo e transporte intracelular de diferentes proteinas. Estudo
sugere ainda que elas também tém participacdo importante na homeostase celular'’.

Existem diferentes classes de chaperonas da familia Hsp90: as citosélicas, as do
reticulo endoplasmético e as mitocondriais. A molécula TRAP1 esta situada na
mitocéndria, predominantemente, na matriz mitocondrial, com uma fragéo distribuida no
espaco intermembranas. Em alguns tecidos foi observada uma localizagdo extra-
mitocondrial, como nos granulos de insulina no pancreas, sarcémeros dos
cardiomidcitos, nucleo de células pancreaticas e cardiacas e no endotélio, mas néo ha

um claro conhecimento de sua fung&o nesta situacdo™®.
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Segundo Altieri (2012), a TRAP1 foi identificado pela primeira vez através de
estudos com leveduras hibridas, como uma proteina que se ligava ao sitio intracelular
do TNFR1 (tumor necrosis factor-1 receptor), por isso, designado como o receptor do
fator de necrose tumoral associado a proteina 1. Na mesma época, outro estudo
identificou uma proteina da familia Hsp90 com a capacidade de se ligar a proteina do
Retinoblastoma durante a mitose. Quando comparadas, ambas as proteinas se
mostraram idénticas®’.

A primeira funcdo atribuida ao TRAP1 é a de prote¢do contra apoptose via
mitocéndria, identificada em estudos com agentes antitumorais, no qual se percebeu
gue quando as ceélulas tumorais eram tratadas com estes agentes, havia uma
diminuicdo da expressdo do TRAP1, associada com um aumento da apoptose via
mitocéndria. Demonstrou-se que TRAP1 age interagindo com a ciclofilina D, um
membro do poro transitério de permeabilidade mitocondrial, inibindo sua abertura e a
liberacdo do citocromo C da mitocéndria®’.

Matassa et al (2012) também demonstrou uma funcédo extramitocondrial do
TRAP1, localizada na interface entre mitocéndria e reticulo endoplasmatico. Parece
haver uma fungdo de monitoramento sobre quais proteinas irdo para a mitocondria:
guando had um dano em determinada proteina, isto € detectado pelo TRAP1 e este a
sequestra para reparacdo. Se esta reparacao falha, a proteina € encaminhada para o
complexo de proteinas, proteossoma, para ser degradada®®.

O papel do TRAP1 em resposta a hipoxia também foi estudado (XIANG, 2010) e
demonstrou-se que a expressao aumentada do TRAP1 leva a uma protecdo contra
danos causados pela hipoxia em cardiomidcitos, enquanto que quando o TRAP1 esta
inativo, ha um aumento da morte celular, diminuicdo da viabilidade celular e do
potencial de membrana mitocondrial. Isso levou a conclusdo de que a hipoxia induz um
aumento na expressao de TRAP1 em cardiomidcitos e que o TRAP1 tem um importante
papel de protecdo celular e manutencéo da fungdo mitocondrial'®.

Encontra-se também envolvido na apoptose a Bcl2 que atua para inibir a morte
celular, por meio da inibicdo da ativacdo da pro-caspase, e uma das maneiras para que
isto ocorra é por meio do bloqueio da acdo do BAX%.

A Bcl2 € uma proteina que apresenta um importante papel na regulacdo da

funcdo e metabolismo das mitocondrias. Embora ela seja expressa em baixos niveis
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nos cardiomiécitos este potente modulador da morte celular € um promissor agente
terapéutico para disturbios cardiacos, porque tem a capacidade de reduzir a morte
celular durante a isquemia?.

Sua acéao anti-apoptética nos cardiomidcitos se faz através do bloqueio da p53 e
do aumento da capacidade das mitocéndrias para resistir altos niveis de calcio. Tanto a
BAX como a Bcl2 pertencem a familia Bcl2 e a interacdo entre estas duas proteinas é
que vai determinar se vai haver estimulo ou bloqueio a apoptose®®?*.

Este estudo teve como justificativa o estudo da apoptose, por meio de
imunoexpressdo tecidual de biomarcadores apoptoticos e anti-apoptoticos, em

miocardio de recém-nascidos que foram a Obito por hipoxia.

2. OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar biomarcadores pro e anti-apoptéticos em miocérdio de recém-nascidos
hipoxemiados por meio de analise da expressdo imunoistoquimica e correlaciona-los

com dados clinicos e anatomopatologicos.

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1 - Analisar a expressao tecidual de marcadores pro-apoptoticos (Gadd45(,
BAX,e Mfn2) e anti-apoptéticos (TRAP1 e Bcl2) em amostras de miocardio de recém-
nascido hipoxemiado.

2.2.2 - Correlacionar as expresséo tecidual destes biomarcadores com fatores
clinicos e anatomopatoldgicos (indice de Apgar, acidose, a idade gestacional, causa da

morte, doenca basica e ao tempo de vida dos pacientes).
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3. DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

Esta tese serda apresentada na forma de artigo, intitulado:
IMMUNOEXPRESSION OF GADD458 IN THE MYOCARDIUM OF NEWBORNS
EXPERIENCING PERINATAL HYPOXIA a ser submetido na revista Cardiovascular
Research (Qualis Al — fator de impacto 5,8).

As amostras que compdem este estudo ja foram anteriormente analisadas por
este mesmo grupo de pesquisa, sendo objeto da pesquisa de dois outros doutorados.
Os dados desta linha de pesquisa ja deram origem a dois artigos disponiveis no
ANEXO 1 desta tese. Abaixo segue um breve resumo dos dois artigos submetidos a
publicacéo por este grupo.

O objetivo do primeiro artigo intitulado “CAUSAS EVITAVEIS DE MORTE E
FATORES ASSOCIADO A SOBREVIDA DOS RECEM-NASCIDOS” foi avaliar dados
demograficos, clinicos e anatomopatolégicos que caracterizassem a amostra. Além
disso, os resultados de correlacdo entre dados clinicos e anatomopatoldgicos
apontaram para um estado de hipdxia consistentemente presente em praticamente
todos os casos do estudo, sendo ela a principal causa de morte destes recém-nascidos.
Também observamos uma estreita correlacdo entre a presenca de alguns sinais
clinicos de hipdxia, tais como o pH<7,2, a presenca de cianose, a baixa idade
gestacional e os baixos valores de Apgar, e o tempo de sobrevida.

Um dos objetivos do segundo artigo intitulado “IMUNOEXPRESSAO TECIDUAL
DE BIOMARCADORES DE CRESCIMENTO, PRO E ANTIAPOPTOTICOS EM
AMOSTRAS DE MIOCARDIO DE RECEM-NASCIDOS COM LESAO HIPOXICA” foi
caracterizar a imunoexpressao tecidual dos biomarcadores BAX e Mfn2 (pré-
apoptéticos), TRAP1 e Bcl2 (anti-apoptéticos) em amostras de miocardio humano
através de técnicas de imunoistoquimica. Os biomarcadores Mfn2 e Bcl2 apresentaram
imunoexpressao tecidual muito baixa ou negativa em quase todos 0s casos da amostra,
enquanto o TRAP1 e o BAX apresentaram boa imunoexpressao tecidual em
praticamente todos o0s casos deste estudo. Nao houve correlacdo destes

biomarcadores com os parametros clinicos e anatomopatoldgicos da amostra.

14



O biomarcador Gadd45 (pré-apoptético) demonstrou boa correlagéo entre seus
valores de imunoexpresséao tecidual e tempo de sobrevida dos recém-nascidos. Dado
este que foi relatado e discutido no artigo que é objeto desta tese

15
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ABSTRACT

Introduction: The risks of morbidity and mortality in newborns are associated with particular
maternal, fetal, and neonatal conditions, which can lead to perinatal hypoxia. Among the several
organs affected by perinatal hypoxia, the heart plays a central role, with cell death caused
mainly by apoptosis. One of the biomarkers most often linked to hypoxia-derived cardiomyocyte
apoptosis is Gadd45p3.

Objective: To determine levels of tissue immunoexpression of the Gadd45p biomarker in
myocardium samples from the left ventricle of newborns affected by hypoxia, and to correlate
these results with clinical and anatomopathologic data.

Methods: Myocardium samples from the left ventricle of newborns (both preterm and full term)
were used. The samples were collected from 78 autopsies performed in neonates of both sexes,
with hypoxia (Apgar score at five minutes below 6 and/or pH below 7.2 and/or autopsy with
anatomopathological signs of hypoxia), who had died within the first day of life. All samples were
organized in Tissue Microarray (TMA) with an average of 11 to 12 cores (2 samples of 3mm
diameter per core). Immunohistochemistry analysis, using anti-Gadd45B as the primary
antibody, was performed on multi-sample histological slides.

Results: There was no correlation between Gadd45@ tissue immunoexpression and neonatal
weight (p = 0.93), gestational age (p = 0.16), Apgar score at first minute (p = 0.914), Apgar score
at five minutes (p = 0.988) and arterial blood pH (p = 0.542). There was a relation between
Gadd458 tissue immunoexpression and survival (p = 0.02). The maximum detected peak of
Gadd45B immunoexpression was 8.43% per wide field and was observed around six hours of
life.

Conclusion: Gadd45B could be a suitable biomarker of cardiomyocyte apoptosis in newborns
experiencing hypoxia in the first day of life, as its tissue expression peaks around the first six

hours after birth.

Keywords: Apoptosis. Newborn. Immunohistochemistry. Hypoxia.
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1.Introduction

Hypoxia can be defined as inadequate cellular oxygenation, often associated with
cyanosis, which can lead to cardiomyocyte death when affecting the heart'. This process of cell
death, known as apoptosis, as well as the strategies behind cardiomyocyte recovery from
perinatal hypoxia in newborn infants, is poorly understood?.

A study performed in animals showed a clear link between perinatal adverse effects and
an increased risk of myocardial ischemia in adulthood®.

The study of gene expression induced by stimuli such as hypoxia has highlighted the
molecular signatures of these responses. One of the genes most recently found to associate
with hypoxia-induced apoptosis is Gadd458, a member of the Gadd45 family?.

Our results suggest that Gadd45B could be used as an early biomarker of hypoxia-
induced apoptosis in the myocardium of newborn infants who had experienced perinatal
hypoxia.

The aim of this study was to determine the tissue immunoexpression of the Gadd45p3
protein in samples from the myocardium (left ventricle) of newborns who had experienced
hypoxic conditions and died within the first day of life; moreover, the study aimed to correlate

these results with clinical and anatomopathological data.

2. Methods

2.1. Sample selection

The selected samples contained fragments of the myocardium (left ventricle) fixed in
formaldehyde and embedded in paraffin and were obtained from autopsies of neonates
performed at the Division of Pediatric Autopsies of the Anatomic Pathology Service (Servigo de
Anatomia Patolégica, SAP) of the Clinical Hospital (Hospital de Clinicas, HC) of the Federal
University of Parana (Universidade Federal do Parand, UFPR) from 1991 to 2007.

All the neonates who had developed hypoxia were included in the study (gestational age
of 24 weeks or more), both preterm and full term, of both sexes, and who had died within the first
24 hours of life. The clinical and anatomopathological criteria for hypoxia were defined as
follows: a) Apgar score below 6 at five minutes, and/or b) arterial blood pH below 7.2, and/or c)
anatomopathological signs of acute perinatal hypoxia detected in the autopsy (petechiae in
serous membranes and mucosas, multi-organ systemic venous congestion, alveolar
hyperinflation, atelectasis, hypoxic-ischemic encephalopathy, among others). The exclusion

criteria consisted of damaged samples and incomplete medical records of the newborn.
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2.2. Sample classification

The following data were retrieved from the medical records: sex, weight in grams,
gestational age in weeks, Apgar score at the first minute and at five minutes, arterial blood pH,
and survival in hours of life. The anatomopathological records revealed the cause of death and
the underlying disease.

The cases were classified according to the variables described above.

2.3. Slide preparation

Slides were mounted from the original paraffin blocks containing myocardium samples
(left ventricle). Seven tissue microarrays (TMA), with an average of 11 to 12 cores each, were
prepared. Each core was represented by two myocardium samples 3mm in diameter each. The
total myocardium area analyzed was 14mm? (A = Tr.r2 x 2 samples). The TMA blocks were

sectioned to originate multi-sample slides that were analyzed by using immunohistochemistry.

2.4. Immunohistochemistry

The immunoperoxidase procedure was used in for immunohistochemistry, as described
by Debur et al.*.

Each immunostaining reaction included positive controls (myocardium samples of left
ventricles form adults) and negative controls (without incubation with the primary antibody). The
primary antibody used was the rabbit polyclonal anti-Gadd45@ from SIGMA® (St Louis, USA), at
1:100 dilution.

2.5. Immunohistochemistry analysis

The immunostained slides were observed using an optical microscope Olympus® BX50
(Tokyo, Japan), coupled to a Dinoeye video camera, and with the use of the image analysis
software Image Pro Plus™ (Maryland, USA). For each sample, eight photos were taken in wide
field (CGA = 400 times), with a total area of 115226.1um?and with 1024 x 768 pixels each.

The positive control of the reaction was digitalized and one CGA photo was chosen as
the “mask, ” which contained adequate levels of positive signal.

The mask was then superimposed to the sample photos. Based on the ideal positive
signal obtained from the mask, the image analysis software Image Pro Plus™ identified the
immunostained areas in the samples and is able to transform these results into immunostained
area per square micron (um?). The area in pm? obtained with this method was divided by the

constant 115,226.1 pm?, which is the total area of the wide field observed, thus generating a
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percentage value for the immunostained area for each CGA. For each case, an average

percentage of area was determined in eight CGA images.

2.6. Statistical analysis

To test the association between two qualitative variables, the exact Fisher test or the chi-
square test was used. Comparison between two groups, concerning quantitative variables, was
performed with the use of the Student's t-test for independent samples or the Mann-Whitney
nonparametric test. Three groups were compared with the use of the one-way analysis of
variance (ANOVA) model or the Kruskal-Wallis nonparametric test. For these comparisons, the
analysis of covariance (ANCOVA) model was also used, where the weight at birth was
considered a covariate. Values of p<0.05 reflected statistical significance. The data were
analyzed with the IBM SPSS Statistics v.20 software.

2.7. Approval by the research ethics committee
The Research Ethics Committee of the Federal University of Parand under opinion
number 2533.140/2011-06 approved this study.

3. Results

3.1. Analysis of the general characteristics of the samples and Gadd45B tissue
immunoexpression.

There was a slight predominance of males in the samples analyzed: 60% of the total (47
cases). Most of the cases were premature newborns (PNB),: approximately 87% of the total (68
cases). The main cause of death was perinatal hypoxia, corresponding to 98% of the total (77
cases), whereas the main underlying disease was hyaline membrane disease, corresponding to
46% of the total (36 cases). The remaining results can be found in Table 1.

Gadd45B3 expression was detected in all samples (see Figure 1), with tissue

immunoexpression ranging from 0.35% to 8.43%, with median value of 1.66% (Table 1).
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Figure 1 — Photomicrographs of histological samples from the myocardium (left ventricle)
immunostained with anti-Gadd45B; magnification of 200x. A — Average of 0.35% of
sample area with tissue immunoexpression (arrow showing mildly immunostained
cardiomyocyte cytoplasm). B - Average of 0.48% of sample area with tissue
immunoexpression (arrow showing mildly immunostained cardiomyocyte cytoplasm). C -
Average of 5.19% of sample area with tissue immunoexpression (arrow showing
moderately immunostained cardiomyocyte cytoplasm). D - Average of 8.29% of sample
area with tissue immunoexpression (arrow showing strongly immunostained

cardiomyocyte cytoplasm).

Table 1 — General characteristics of the samples, such as weight, pH, gestational age,
survival and Apgar score, in addition to average and median of Gadd45f staining in

percentage per CGA.

Variable n Median Average Standard Deviation

Weight (grams) 71 1740 1707 928.9
pH 41 7.0 6.93 0.24

Gestational age

(weeks) 78 33.0 32.3 4.5
Survival (hours) 78 20 14.9 9.7

Apgar 1 78 2.5 2.9 2.9

Apgar 5 78 5.0 4.6 3.1

Gadd458 78 1.66% 2.13% 1.53%
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3.2. Analysis of tissue immunoexpression of Gadd45B and link to the clinical and
anatomopathogical data.

Tissue immunoexpression of Gadd45@ was correlated with the variables weight,
gestational age, Apgar score at first minute of life, Apgar score at five minutes of life, and arterial

blood pH; there were no statistical significances (Table 2).

Table 2 — Correlation between Gadd45f tissue immunoepression (average percentage of

stained area by CGA) and the clinical and anatomopathological data.

n Gadd45p p value

weight <1000g 19 2.15%+1.87% 0.93
>1000g 52 2.12%+1.43%

Gestational age <37 66 2.23%+1.62% 0.16
> 37 12 1.56%+0.75%

Apgar 1° minute <6 69 2.15%=+1.57% 0.91
> 6 9 2.08%+1.34%

Apgar 5" minute <6 55 2.12%+1.59% 0.99
>6 23 2.13%+1.43%

Arterial blood pH <7.2 38 2.08%+1.68% 0.54
>7.2 3 2.84%+1.81%

Gadd45p3 tissue immunoexpression was also correlated with survival, in hours within
the first day of life (see Figure 1), with a peak of expression of this biomarker at the first six
hours of life (p = 0.02).
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Graphic 1- Average tissue immunoexpression (in square micron per CGA) of Gadd458 in
the first hours of life. At 2 hours, 16 cases were studied; at 6 hours, 8 cases; at 12 hours,

6 cases; and at 24 hours, 48 cases.
4. Discussion

Many respiratory disorders in the newborn are due to cardiopulmonary maladaptations to
the new environment. At birth, the lungs replace the placenta as the gas exchange organ and
the central respiratory activity becomes finely tuned with the metabolic needs of the organism®.

The fetal lung contains approximately 30 mL/kg of liquid originated from lung tissue
secretions. At birth, the newborn undergoes a respiratory effort to overcome the resistance
imposed by that liquid, which forces the air in. When the air enters the lung, it generates
reflexive mechanisms that modulate the fetal circulation, which becomes similar to adult
circulation®.

Hypoxia can have several causes in this stage of life. The more important causes are
related with failure to naturally adapt the cardiovascular and respiratory systems and include

birth apnea, transient tachypnea in the newborn, hyaline membrane disease, among others. Any
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of these conditions can lead to a hypoxic state associated with severe consequences for the
newborn, including risk of life®.

In the samples analyzed in this study, premature births predominated, and one of the
main causes of death was the diffuse alveolar damage (hyaline membrane disease), which
reflects deficiencies in adaptation from the preterm newborns to the extra-uterine environment
due to their immature organs and systems.

The sequelae from hypoxic states depend on the severity of the hypoxia and its duration.
In addition to the brain, which is the most affected organ, hypoxia has been shown to disrupt
other physiological systems such as the renal, cardiovascular, pulmonary, and others®.

It is difficult to quantify hypoxia in newborns. One of the most frequent reasons for
hypoxia is perinatal asphyxia, which is quantified with the use of several criteria according to the
literature”.

The American Academy of Pediatrics states that asphyxia should refer to: metabolic
acidosis or mixed disorder (pH < 7) in the arterial blood of the umbilical cord; Apgar score of 0-3
for longer than 5 minutes; neurological neonatal manifestations (seizures, coma, or hypotonia);
and multisystem organ dysfunction (e.g., the cardiovascular system) ’.

More guidelines currently in use is the one introduced by Buonocore (2002), which uses
the following criteria: pH of the arterial blood of the umbilical cord < 7.2; Apgar score at five
minutes of life between 4 and 6, and FiO, 20.40 to 86% saturation; these guidelines were
adapted and used for sample selection in this study’.

Our results were as follows: Apgar score at first minute below or equal to six and blood
pH <7.2 in more than 70% of the sample; and Apgar score at five minutes below or equal to six
in more than 50% of the sample (Table 1).

Hypoxia induces an oxidative state in the cell that activates biochemical signaling
cascades, which can ultimately lead to apoptosis. Cell death is also a physiological event
operating during organ embryonic development, in homeostasis and in tissue remodeling?.

If hypoxia and the oxidative stress it generates can cause cell death, a protective
mechanism should be enforced so that organ function is not lost. As such, tissues have anti-
apoptotic strategies that avoid excessive cell death. The equilibrium between pro-apoptotic and
anti-apoptotic factors dictates cell survival®.

During hypoxia, all those mechanisms are activated and the final outcome will define
which cells will undergo apoptosis and which will survive and adapt, eventually undergoing
proliferation and cell growth in some cases®.

These responses are responsible for the maintenance of myocardium homeostasis and

are dependent on the activation of gene expression by intracellular signaling pathways®.
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One of the genes that have been shown to increase its expression following hypoxia is
Gadd45pB. The Gad family consists of homologous proteins that are highly acidic. The members
of this family are rapidly induced under oxidative stress®.

Evidence suggests that the proteins encoded by the Gad genes play a central role in the
modulation of the cellular stress response in mammals following oxidative stress and may or
may not depend on p53 to induce cell death®.

The Gadd45 proteins regulate their activities through complex interactions with other cell
cycle regulators and are part of strategies involved in DNA repair, apoptosis and survival®. The
Gadd45B gene is expressed in parallel with ubiquitin in mammals, as part of the cellular
response to DNA damage?.

The Gadd45p protein is involved in several biological processes, as widely reported. This
protein seems to participate in stress responses to environmentally derived injuries and in the
etiology of a series of conditions, including cancer, by acting as a tumor suppressor in the
context of pituitary gland lesions'®***2,

Other studies have suggested that Gadd45p can become a therapeutic target for those
cases where cognitive impairment is associated with neuronal and psychiatric development®.
This biomarker has also been described as a mediator of the anti-proliferative and anti-
inflammatory cell response, by inhibiting the c-Jun N-terminal Kinase (JNK) pathway during an
insulin-mediated inflammatory process***°.

In this study, the Gadd45f protein had a considerable level of tissue immunoexpression
in all tested samples, which suggests that all newborns that experienced hypoxia could have
cardiomyocytes with high susceptibility to hypoxia-induced apoptosis.

Upon reviewing the levels of Gadd45B immunoexpression in relation to the clinical
parameters (Apgar score and blood pH), no correlation with hypoxia was observed (Table 2).

On the contrary, Gadd45f tissue immunoexpression correlated with survival, measured
in hours, of the newborns who died following hypoxia, the peak of expression of the biomarker
was detected around six hours after birth, which suggests that Gadd45@3 can be an early
biomarker of cardiomyocyte susceptibility to apoptosis.

There are laboratory markers currently used for the detection of hypoxia-induced
myocardium lesions, such as troponin T and I. Troponins modulate the strength and speed of
muscle contraction®.

Troponins T and | are known markers of myocardium dysfunction. Troponin T peaks at
12 hours and remains in the tissue for two weeks'”*8, Troponin | has a short half-life of around

90 minutes, but remains unaltered for 10 to 14 days™®.
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Gadd458 can be considered an early biomarker of myocardium susceptibility to
apoptosis. It should be highlighted that Gadd45p is an important regulator of the G, to M phase
transition following oxidative stress. Kim et al demonstrated that Gadd45f is required for the
activation of p38, which is responsible for the hypoxia-induced apoptosis in cardiomyocytes?.
This activation is mediated through binding to the MTK1/MEKK4 kinase, a known activator of
p38%.

A literature review by Liebermann and Hoffman (2008) has suggested that the Gadd45
family of genes has roles in stress signaling, such as in the case of hypoxia, which leads to
impaired cell cycle arrest, DNA damage repair, cell survival or apoptosis. Future work focused
on these hypotheses will contribute to the better understanding of the stress responses
mediated by the Gadd45 family™®.

Gadd45pB has a critical role in cardiomyocyte loss following ischemic heart lesions and
studies performed in animals suggest that this protein is key to this type of lesion. Therefore,
strategies based on Gadd45 inhibition can prove to be beneficial for the treatment of ischemic
heart disease’.

Due to the fact that this is a study of immunoexpression in humans, in addition to other
limitations, the development of more studies focused on this biomarker is suggested, so that the
behavior of this protein in the blood can be assessed, as this molecule can be detected by using
western blot in human blood. Ultimately, Gadd45B8 can become an early marker of
cardiomyocyte susceptibility to damage, which can lead to the development of strategies to

improve the clinical state of these newborns.

5. Conclusion

From the published literature, Gadd45p is proposed as a biomarker of hypoxia-induced
lesion in cardiomyocytes, both in vitro, as well as in animal models. Our study suggests that this
protein can be used as an early biomarker of cell damage in the cardiomyocytes of neonates, a
process that can ultimately lead to apoptosis.
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4. CONCLUSOES DA PESQUISA

Os biomarcadores pro-apoptético BAX e Gadd45B, o anti-apoptético TRAP1,
apresentaram boa imunoexpressdo tecidual em todas as amostras de miocardio de
recém-nascidos com lesao hipoxica.

Os biomarcadores Mfn2 e Bcl2 apresentaram imunoexpressdo tecidual muito
baixa ou negativa na grande maioria das amostras de miocardio de recém-nascidos
com lesao hipoxica.

A imunoexpressao tecidual do Gadd45B apresentou uma boa correlagado com o

tempo de sobrevida, sendo muito mais alta entre a quinta e a sexta hora de vida.
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6. ANEXOS

Os anexos serdo compostos pelos dois outros artigos produzidos nesta mesma

linha de pesquisa, além da aprovacado da pesquisa pelo comité de ética do HC-UFPR.
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Resumo

Objetivo: Observar causas de morte evitavel e fatores associados ao maior risco de
Obito neonatal precoce.

Métodos: Estudo descritivo e transversal de dados de recém-nascidos, que foram a
Obito no periodo neonatal. Foram selecionados 314 casos de um banco de necropsias
pediatricas e analisado: causa de morte evitavel, tempo de sobrevida, género, peso,
idade gestacional, Apgar do 1° e do 5° minuto, cianose, acidose, aspiracdo meconial,
necessidade de reanimagdo com oxigénio, causa da morte e doenca basica. Para a
comparacao a grupos em relacdo a sobrevida dos recém-nascidos foi considerado o
teste t de Student para amostras independentes ou 0 modelo de andlise de variancia
com um fator (ANOVA). Para avaliacdo entre variaveis quantitativas e a sobrevida dos
recém-nascidos foi estimado o coeficiente de correlagdo de Pearson. Para descrever o
tempo de sobrevida foram construidas curvas de Kaplan-Meier. A comparacao entre
grupos em relacdo ao tempo de sobrevida foi feita usando-se o teste de Log-rank.
Resultados: Observou-se que quando se utiliza apenas a causa da morte, 300 casos
(95,54%) seriam de causa evitavel, e quando analisado com a doenca bésica esta taxa
diminuiu para 209 casos (66,56%) . A hipdxia foi a causa mais frequente de morte
(85%) e o Dano alveolar difuso a causa basica (52,9%) Mostrou-se associado ao tempo
de sobrevida: cianose (p=0,02), idade gestacional ( p= 0,012), causa do Obito( p<
0,001), valor de APGAR <6 (p< 0,001) e o valor do pH (p< 0,001) .

Conclus®es: A incidéncia de causa evitavel de morte é provavelmente menor quando
analisada concomitantemente com a doenca basica. A cianose, idade gestacional,
causa do obito, Apgar abaixo de 6 , e valor do pH do sangue arterial sdo associados ao

tempo de sobrevida de recém-nascidos.

Palavras-chave: recém-nascido; prematuro; causa de morte; necropsia; hipoxia.
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INTRODUCAO

A reducdo da taxa de mortalidade infantil € uma meta em todos os paises do
mundo, inclusive no Brasil.

Segundo o Ministério da Saude, de janeiro a junho de 2012, ocorreram 11089
Obitos no periodo neonatal, sendo que destes 10889 (98%) foram considerados de
causa evitavel®,

A analise das caracteristicas clinicas, epidemiolégicas, demograficas e
etiopatogénicas dos Obitos ocorridos no periodo neonatal e a associacdo destes
achados aos de necropsias podera trazer informacdes relevantes no auxilio a
prevencgao de desfechos fatais.

Este estudo teve por objetivo observar as causas evitaveis de morte, bem como

fatores clinicos e laboratoriais em associa¢cdo ao maior risco de 6bito neonatal precoce.

a

Brasil. Ministério da Saude. DATASUS. Informacdes de Saude- Painel de
Monitoramento de Mortalidade Infanti e Neonatal. acesso 20/12/2012

htpp://www.datasus.gov.br

METODO

Foi realizado estudo descritivo, transversal, constando de levantamento ativo de
prontuarios e arquivo do Banco de Necropsias da Unidade de Patologia Perinatal e
Pediatrica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Parana entre janeiro de
1992 a dezembro de 2007. .Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da instuicdo com o parecer n° 2533.140/2011-06.

De 1837 necropsias neonatais, analisou-se 483 (26,3%) necropsias de recém-

nascidos que foram a ébito até 28 dias de vida pds-natal (neomortos). Foram incluidos
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neste estudo todos os casos com necropsias completas (analise e laudo macro e
microscépico) e cujos prontuarios apresentavam todos os dados analisados neste
estudo. Sendo assim foram selecionados 314 casos e os dados coletados para a
analise, além da sobrevida pds-natal e causa de morte evitavel, foram: peso ao nascer,
idade gestacional, sexo, indice de Apgar do primeiro e do quinto minuto, acidose,
cianose, sinais clinicos de aspiracdo meconial, necessidade de reanimacdo com
oxigénio, causa da morte e doenga basica.

Foram consideradas como causas evitaveis de obito as causas contidas na Lista

de Causas Evitaveis de menores de cinco anos do Ministério da Satude do Brasil®.

Quadro 1 - Lista de Causas Evitaveis de menores de cinco anos do Ministério da

Saude do Brasil?

Lista de causas de mortes evitaveis em menores de cinco anos de
idade
1. Causas evitaveis
1.1 Reduziveis por aoes de imunoprevencio
1.2 Reduziveis por adequada atengdo a mulher na gestagdo e parto e ao recém-
nascido
121 Reduziveis por adequada atendo a mulher na gestagdo
1.2 Reduziveis por adequada atencio @ mulher no parto
123 Reduziveis por adequada atengdo ao recém-nascido
1.3 Reduziveis por aoes adequadas de diagnostico e tratamento
1.4 Reduziveis por agoes adequadas de promogdo a satde, vinculadas a agdes
adequadas de atencdo a saide
2. Causas mal-definidas
3. Demais causas (ndo claramente evitaveis)
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Os dados sexo, peso ao nascer, idade gestacional, indice de Apgar do primeiro e
ou do quinto minuto, presenca ou nao de cianose, presenca ou ndo de sinais de
aspiracdo meconial, necessidade ou ndo de reanimagdo com oxigénio, presenca ou
nao de acidose, causa da morte e valor do pH do sangue arterial foram correlacionadas
com o tempo de sobrevida dos neomortos a fim de analisarmos possiveis fatores de
risco.

O tempo de sobrevida pos-natal do recém-nascido (neomorto) foi determinado
pela idade do mesmo no momento do 6bito e foi dividido em dois grupos. No primeiro
grupo foram incluidos os neomortos que sobreviveram até sete dias e no segundo
grupo, aqueles cujo Obito ocorreu com mais de sete até 28 dias pos-natal.

A idade gestacional dos neomortos, determinada pela idade cronoldgica ou por
ultrassonografia, foi dividida em trés grupos. Um grupo com idade gestacional entre 24
e 33 semanas, um grupo com idade gestacional superior a 33 semanas até 36 semanas
e seis dias e por ultimo um grupo constituido por idade gestacional superior a 37
semanas.

Os dados de acidose foram divididos em dois grupos, se presente ou ausente,
sendo que o critério para a presenca de acidose foi o pH do sangue arterial igual ou
menor a 7,2.

Para a comparacdo a grupos em relacdo a sobrevida dos neomortos foi
considerado o teste t de Student para amostras independentes ou o modelo de andlise
de variancia com um fator (ANOVA). Para avaliacdo entre variaveis quantitativas e a
sobrevida dos neomortos foi estimado o coeficiente de correlacdo de Pearson. Para
descrever o tempo de sobrevida foram construidas curvas de Kaplan-Meier. A
comparagao entre grupos em relagdo ao tempo de sobrevida foi feita usando-se o teste
de Log-rank. Valores de p<0,05 indicaram significAncia estatistica. Os dados foram

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.
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RESULTADOS

Observou-se que 300 casos (95,54%) seriam de causa evitavel, utilizando a Lista
de Causa de Morte evitdvel em menores de cinco anos vista no quadro 1° como
referéncia, porém analisando a causa morte e a doenca basica, verificada pela
necropsia, provavelmente 209 casos (66,56%) seriam de causa evitavel .Estes dados
estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1- Causa da morte e doenca de base

CAUSA DA MORTE M DOENCA BASICA
DAMO ALVEOLAR DIFUSO 168
HIPOPLASIA PULMOMAR
MALFORMACAD CEREBRAL
MALFORMACOES MULTIPLAS
ERITROBLASTOSE FETAL
HIPOXIA PERIMATAL 267 MaALFORMACAD CARDIACA
GASTROSQUISE
KERMNICTERUS
SOFRIMENTO FETAL AGUDO
SOFRIMEMTO FETAL CROMICO
PLACENTA PREVIA
CIRCULAR DE CORDAD APERTADA
HIDROPSIA FETAL
BROMCOPNEUMOMIA
MALFORMACAD CARDIACA
IMFECCAD 31 ERONCOASPIRACAD
FPERITOMITE
MALFORMACAD INTESTIMAL
ENTEROCOLITE NECROTIZAMTE
SEPSE FUNGICA
GASTROSQUISE
OMFALOGCELE
G 11 MALFORMACAD CARDIACA
TOCOTRAUMATISMO
MORTE SUBITA DO LACTENTE
CALCIFICACAD IDIOPATICA ARTERIAL
OUTROS 5 INFAMTIL
LACERACAD EM BRONQUIO FONTE DIREITO
CEFALOTORACOPAGOS

=

— P
[ LS I % e

i i 3 S G G0 0 e [ £ S D e

-
-

e T
L{=]

300
CAUSA EVITAVEL (95 54%] (56.56%)
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Quanto a sobrevida, peso ao nascer, idade gestacional, sexo, Apgar do1° e do 5°
minuto, presenca ou auséncia de acidose e cianose, sinais de aspiracdo meconial e
necessidade de reanimacgé&o com oxigénio obtiveram-se o0s resultados demonstrados

na Tabela 2.

Tabela 2 Caracteristicas epidemioldgicas, clinica e laboratorial.

DESVIO
VARIAVEL MEDIA MEDIANA PADRAC
SOBREVIDA 4 DIAS 1DIA 5 DIAS
PESC 1680 GRAMAS 1450 GRAMAS 919 GRAMAS
IDADE GESTACIOMAL 32 SEMAMNAS 33 SEMANAS 4.5 SEMANAS
mn Yo
SEXO MASCULING 171 54,45
FEMINING 142 45,22
APGAR 1 MINUTO < 6B <G 211 73,8
G 75 26,2
APGAR 5 MINUTO < & < B 146 51
G 140 45
pH <7,1 177 71,7
>7,1 70 28,3
CIAMOSE PRESENTE 276 a2
AUSENTE 24 8
SINAIS DE ASPIRACAC PRESENTE 42 14,6
MECOMIAL AUSENTE 246 85,4
REAMNIMACAC COM MNECESSARIO 263 87.4
OXIGENIO NAO NECESSARIO 38 126

N&o houve diferenca estatisticamente significativa quando a sobrevida dos
neomortos foi comparada aos seguintes parametros: sexo (p=0,488), peso ao
nascimento (p=0,79), presenca ou ndo de sinais clinicos de aspiragdo meconial (p=
0,629), necessidade ou nédo de reanimacdo com oxigénio (p= 0,191) e presenca ou nao
de acidose (p=0,221).
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O grupo gestacional com idade superior a 37 semanas apresentou maior
sobrevida (acima de sete dias de vida pés-natal) e o grupo entre 24 e 33 semanas
apresentou menor sobrevida (ou até sete dias de vida pés-natal) (p= 0,012).

O valor do indice de Apgar < 6 no primeiro minuto e ou no quinto minuto foi outro

fator significante no tempo de vida do recém-nascido (p< 0,001). Grafico 1, 2 e 3.

Apgar 1'

1,0,

09}

08}

0,7}

06}

05}

04}

Proporcao acumulada

02}

01}

0,0 L : : : : : : :
0 5 10 15 20 25 30 35
Sobrevida (dias)

Gréfico 1 - Relagdo entre o Apgar do 1° minuto <6 e a sobrevida do recém-

nascido.
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Gréfico 2- Relagdo entre o Apgar do 5° minuto <6 e a sobrevida do recém-
nascido.
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Gréfico 3 - Relacdo entre o Apgar do 1° e ou do 5° minuto <6 e a sobrevida

do recém-nascido
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A presenca de cianose foi estatisticamente maior no grupo de menor sobrevida,
ou seja, aqueles que apresentaram menos de sete dias de vida pos-natal (p=0,02).

A hipoxia perinatal foi a principal causa de 6bito neste estudo e se correlacionou
com a sobrevida mais baixa dos neomortos (p<0,001).

Quando analisado a presenca ou ndo de acidose ndao se encontrou relacéo
estatistica significativa, porém a analise dos valores lineares de pH para um coeficiente
de Pearson estimado de 0,28 se correlacionaram com menores tempos de sobrevida
(p<0,001).

DISCUSSAO

A importancia do exame anatomopatologico pds-morte ja € bem conhecido e
estudos de necropsia sao importantes na identificacdo dos fatores causadores da morte
e servem como controle da qualidade da avaliacdo diagnéstica e do tratamento
realizado®.

Nesta pesquisa encontramos, quando considerada apenas a causa da morte,
95,54% de mortes de causa evitavel, porem se considerarmos a causa da morte e a
doenca béasica encontrada na necropsia, 66,56% poderiam ser consideradas de causa
evitavel.

Para interferir no processo de morte faz-se necessario conhecer os fatores que
levam ao 6bito neonatal e dessa forma identificar as mortes evitaveis*. Segundo Malta
et al (2007) as causas de morte evitaveis sao preveniveis parcial ou totalmente pelos
servicos de salde e dependem da tecnologia disponivel naquele momento?.

A realidade brasileira demonstra que a mortalidade neonatal é considerada
relevante sendo que estudos sobre evitabilidade podem se tornar importantes

ferramentas para melhorar a assisténcia e consequentemente reducdo destas mortes?.
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Nos nossos resultados houve predominio dos prematuros nos achados de
necropsia, representando 77,5% da amostra. A prematuridade vem sendo apontada
como a principal contribuinte da mortalidade neonatal®.

Todo neonato é classificado ao nascer segundo sua idade gestacional, sendo
gue os prematuros sao aqueles que completaram menos de 37 semanas intra-utero, ou
menos de 259 dias contados a partir da data da Gltima menstruacao®.

Aproximadamente 12% de todos os nascimentos nos Estados Unidos sé&o
prematuros, e aproximadamente 2% com menos de 32 semanas de gesta(;éoe.
Sendo a prematuridade uma das principais causas de internacdo, morbidade e
mortalidade de recém-natos®.

As complicagBes observadas em pré-termos refletem tanto a imaturidade de
seus 0Orgdo e sistemas, quanto as intensivas intervencbes necessarias a sua
sobrevivéncia’.

Dentre elas podemos citar problemas neurologicos, cardiovasculares,
hematoldgicos, nutricionais, metabdlicos, gastrointestinais, renais, imunoldgicos,
oftalmoldgicos, de regulacdo da temperatura e respiratorios, sendo esses Ultimos as
causas mais comuns de hipdxia e morte em recém- nascidos®®.

Apresenta-se como resultado neste estudo, semelhante a literatura, o
predominio do dano alveolar difuso como causa basica e a hipoxia como causa de
morte. Estes resultados demonstram a importancia da prematuridade no
desenvolvimento de lesdes pulmonares, que podem ser responsaveis pela hipdxia logo
ao nascimento ou a mais longo prazo.

Clinicamente, além da cianose, os critérios utilizados para se determinar hipoxia
sdo valor de Apgar igual ou menor que 5, necessidade de ressuscitacdo continua,
acidose severa (pH menor que 7 ou déficit de base de 16mmol/L ou mais) e evidéncias
de encefalopatia hipoxico-isquémica na avaliacdo neurologica (letargia, torpor, coma,
hipotonia ou reflexos anormais)®.

Em termos de achados anatomopatoldgicos, o0s principais achados
microscoépicos de hipoxia sdo congestdo, edema e hemorragias petequiais em 0rgaos
internos, sendo que 0s mais comuns sdo edema cerebral, equimoses ou hemorragias

nos pulmdes, coracéo e timo™.
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De todos os estresses a que o0 bebé estd sujeito, provavelmente o mais
importante e clinicamente relevante é a hipéxia'’. Esta pode ser definida como sendo
uma inadequada oxigenacao a nivel celular, na maioria das vezes representada pela
presenca de cianose'.

As causas de hipoxia perinatal de maior importancia sdo aquelas relacionadas
as falhas na adaptacao natural do sistema cardiovascular e respiratério. Sendo as mais
comuns: a apnéia ao nascimento, taquipnéia transitéria do recém-nascido e doenca da
membrana hialina (ou sindrome do distress respiratério) entre outras. Quaisquer dessas
situacbes podem gerar quadro hipoxémico que pode acarretar consequéncias graves
ao bebé, com sério risco de vida®.

As sequelas de um evento hipoxémico dependem da gravidade do mesmo e de
sua duracdo. Em alguns casos, o cérebro pode ser o Unico 6rgdo acometido. Em uma
série com 57 criancas, a encefalopatia hipdxico-isquémica isolada ocorreu em 14
(24,5%)°.

Em outro estudo retrospectivo com 130 neonatos com hipdxia, 0s outros
sistemas que apresentaram disfuncdo foram: renal (70%), cardiovascular (62%),
pulmonar (86%) e hepatico (85%)°.

Quantificar a hipoxia em prematuros € uma tarefa dificil, pois uma das medidas
mais usadas é o indice Apgar, que pode estar baixo, sem que o recém-nascido
prematuro apresente acidemia fetal’>. Observou-se que em maior parte da nossa
amostra o indice de Apgar estava abaixo de 6 tanto no primeiro minuto como no quinto
minuto.

A definicdo de hipoxia ou asfixia € confusa, por isto, a Academia Americana de
Pediatria determinou que o termo asfixia deve ser utilizado quando ocorre Acidemia
metabdlica ou mista profunda (pH < 7) em sangue arterial do corddo umbilical, escore
de Apgar de 0-3 por mais de 5 minutos, manifestacbes neurolégicas neonatais
(convulsbes, coma ou hipotonia), disfuncdo organica multissistémica ( ex: sistema
cardiovascular)™,

Outro conceito utilizado é o de Buonocuore et al 2002, que utiliza os seguintes
parametros: pH do cordao < 7,2, Apgar do 5°minuto de vida entre 4 e 6 e FiO2 20,40
para saturar 86%. Nao ha consenso no uso destes critérios nos Servicos de

Neonatologia™.
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A importancia da monitorizacdo precoce, de medidas que minimizem a hipoxia
e a eleicdo de critérios clinicos e laboratoriais que norteiem estes cuidados sédo de
suma importancia para a sobrevida destes pacientes.

Na nossa amostra observou-se que fatores como género, necessidade de
reanimacédo e presenca de meconio e acidose ndo se associou ao tempo de sobrevida
dos neomortos.

E fatores como presenca de cianose, idade gestacional, causa do ébito, Apgar
abaixo de seis (no primeiro e ou no quinto minuto) e valores lineares do pH mostram-se
correlacionados ao Obito na primeira semana de vida.

A Rede Brasileira de Pesquisa Neonatal demonstrou que fatores como idade
gestacional, Apgar de 0 a 6 no quinto minuto e presenca de desconforto respiratério
estdo associados ao 6bito neonatal precoce. Refere também que a maturidade fetal tem
sido a variavel preditiva dominante®®.

Geib et a 1(2010) apontou como determinantes de mortalidade neonatal o sexo
masculino, a prematuridade, o baixo peso ao nascer e o indice de Apgar inferior a sete
no primeiro e quinto minuto de vida™®.

Em outro estudo realizado com 13399 recém-nascidos o valor do indice de
Apgar no quinto minuto entre quatro e seis demonstrou que o risco de morte neonatal €
13 vezes maior e o indice de Apgar do primeiro minuto ndo foi considerado util para
calcular risco de morte'’,

Com relacdo ao valor numérico do pH sanguineo na nossa amostra, observou-
se que o valor de pH tem uma fraca correlacdo com o tempo de sobrevida dos
neomortos. Pesquisa realizada sobre parametros laboratoriais demonstrou que o pH
foi um fraco preditor de morte em recém —nascidos de muito baixo peso*®.

O pH tem sido amplamente utilizado como complemento do indice de Apgar
com vistas a melhorar a identificacdo da saude fetal e como critério para a diferenciar
hipéxia de asfixia'®. Encontrar respostas para a morte precoce e fatores que possam

ser observados no intuito de preservar a vida é de suma importancia.

P Neonatal and perinatal mortality: country, regional and global estimates

[database on the Internet]2006 [cited march 2011].
47



CONCLUSOES

A incidéncia de causa evitavel de morte é provavelmente menor guando
analisada concomitantemente com a doenca basica. A cianose, idade gestacional,
causa do obito, Apgar abaixo de 6 , e valor do pH do sangue arterial sdo associados ao

tempo de sobrevida de recém-nascidos.
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Resumo:

Fundamento: Apesar da importancia que as doencas cardiovasculares representam
para a saude da populacdo, existe pouco conhecimento de como a hipdxia neonatal,
relacionada ou ndo a prematuridade, pode causar lesao celular dos cardiomidcitos no periodo
perinatal e quais seriam as consequéncias para a vida adulta.

Objetivo: Analisar a imunoexpressao tecidual de biomarcadores envolvidos no processo
de morte e crescimento celular (pré-apoptoticos, anti-apoptéticos e de crescimento celular), em
miocéardio de recém-nascidos hipoxemiados.

Método: Foram utilizadas amostras de miocardio humano (ventriculo esquerdo)
provenientes de necropsias de neonatos hipoxemiados (Apgar do quinto minuto < 6 e/ou pH<
7,2 elou exame anatomopatolégico com sinais de hipdxia perinatal), que foram organizadas em
blocos multiamostrais e submetidas a reag¢Bes imunoistoquimicas pela técnica de
imunoperoxidase. Os anticorpos primarios utilizados foram o anti-BAX, anti-Mfn2, anti-TRAP1,
anti Bcl2, anti-angiotensina Il, anti-Aktl, anti-Akt2 e anti-Akt3. Os dados de imunoexpressdo
tecidual foram correlacionados com os dados clinicos (género, peso, idade gestacional, indice
de Apgar do primeiro e quinto minuto, pH do sangue arterial e sobrevida) e anatomopatolégicos
(causa da morte e doenca de base) dos casos .

Resultados: A média de imunoexpressao tecidual do BAX foi 25,61%, do TRAP1 foi
7,86%, da angiotensina Il foi 1,24%, do Akt2 foi 16,35% e do Akt3 foi 20,61%. Os
biomarcadores Aktl, Mfn2 e Bcl2 apresentaram imunoexpressdo tecidual muito baixa ou
ausente na maioria dos casos deste estudo. Nao houve correlagdo da média de
imunoexpressao tecidual dos biomarcadores com o tempo de sobrevida ou outro fator clinico ou
anatomopatolégico estudado.

Conclusdo: Estes dados parecem fortalecer a acdo coordenada de biomarcadores pré e
anti-apoptoticos e de crescimento celular em miocardio de recém-nascidos hipoxemiados a fim

de determinar o grau de lesdo ou morte celular e a capacidade de recuperacéo tecidual.

Palavras- chave: Recém-nascido. Imunoistoquimica. Hipertrofia. Apoptose. Proliferagéo

celular.

52



1. INTRODUCAO

O aumento de riscos de morbimortalidade aos recém-nascidos esta associado as
condicbes maternas, fetais e neonatais sendo que uma das mais importantes € a
prematuridade’.

A prematuridade pode acarretar inUmeros problemas ao recém-nascido, devido a
dificuldade de adaptacdo extra-uterina dos mesmos, causada pela imaturidade de seus 4rgaos
e sistemas. Como, por exemplo, problemas respiratdrios e cardiovasculares relevantes no
processo de hipoxia e morte®?,

Embora seja de conhecimento geral a importancia que as doencas cardiovasculares
representam para a salde da populacdo e para sua expectativa de vida, existe pouco
conhecimento de como as condi¢des adversas experimentadas pelo recém-nascido, tais como
a hipoxia perinatal, poderiam causar lesdo celular dos cardiomiécitos e como isto poderia
interferir em sua vida adulta®*.

Visando entender os fendmenos relacionados com a hipoxia perinatal e morte de
cardiomiocitos, a proposta deste estudo é avaliar, em amostras de miocardio de recém-
nascidos, a imunoexpressao tecidual de alguns biomarcadores de crescimento e morte celular e
correlaciona-la com variaveis clinicas e anatomopatolégicas (causa da morte e doenca de

base).

2. METODO

Para a realizacao desta pesquisa foram utilizadas amostras de necropsias de miocéardio
humano (ventriculo esquerdo), retiradas do Setor de Necropsias Pediatricas do Servico de
Anatomia Patologica (SAP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-
UFPR), entre os anos de 1991 e 2007. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Parana sob o numero 2533.140/2011-06.

Foram incluidas necropsias de neonatos (0 a 28 dias de vida) viaveis (24 semanas ou
mais de idade gestacional) com hipdxia perinatal, prematuros ou ndo, de ambos os sexos. Os
critérios clinicos e anatomopatolégicos de hipdxia perinatal foram assim definidos: a - Apgar do
guinto minuto <6 e/ou b - pH<7,2 e/ou ¢ - exame de necropsia com sinais de hipbéxia perinatal
tais como petéquias em serosas e mucosas, congestdo polivisceral sistémica, dano alveolar
difuso e hemorragias da matriz germinativa. Foram excluidos os recém-nascidos que tiveram

amostras inadequadas ou prontudarios considerados incompletos.

53



As variaveis clinicas coletadas no prontuario foram género, peso (em gramas), idade
gestacional (em semanas), indice de Apgar do primeiro e quinto minuto, pH do sangue arterial,
sobrevida (em horas ou dias de vida). As variaveis anatomopatolégicas coletadas no laudo de
necropsias foram a causa da morte e a doenca de base.

Os blocos parafinados contendo 154 amostras de miocardio de ventriculo esquerdo
foram utilizados para a confeccdo de 13 Tissue Microarrays (TMA) com cerca de 12 casos cada
um. Cada caso foi representado por duas amostras, sendo que cada amostra media 3mm em
diametro. Sendo a &rea total analisada de 14mm? (A = 1r.r2 x 2 amostras).

Os blocos em TMA foram cortados em laminas multiamostrais para realizacdo de
técnicas de imunoistoquimica.

Foram selecionados os seguintes biomarcadores BAX (Bcl2-associated X protein), Mfn2
(Mitofusin-2) que s&o proteinas pro-apoptéticas, TRAP1 (Tumor necrosis factor receptor
associated protein 1) e Bcl2 (B-cell CLL/lymphoma 2) que sé&o proteinas anti-apoptoticos e
angiotensina Il e Akt (serina treonina) 1, 2 e 3 que estédo envolvidas com o crescimento celular.

A técnica utilizada para as reac¢des de imunoistoquimica foi a de imunoperoxidase que
foi a descrita por Debur e colaboradores®. Os controles positivos e negativos foram corados
junto com todas as reacdes deste estudo.

Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-BAX da DAKO®, policlonal de coelho
(Glostrup, Denmark), na diluicdo 1:50, anti- Mfn2 da ABCAM®, monoclonal de coelho
(Cambridge, USA), na diluicdo de 1:100, anti-TRAP1 da ABCAM®, monoclonal de coelho
(Cambridge, USA), na diluicdo de 1:400, anti-Bcl2 da DAKO®, monoclonal de camundongo
(Glostrup, Denmark), na diluicdo 1:200, anti-angiotensina Il da ABCAM ®, policlonal de coelho
(Cambridge, USA), na diluicho de 1:400, anti-Aktl da ABCAM ®, policlonal de coelho
(Cambridge, USA), na diluicho de 1:200, anti-Akt2 da ABCAM ®, policlonal de coelho
(Cambridge, USA), na diluicdo de 1:200, anti-Akt3 da ABCAM ®, policlonal de coelho
(Cambridge, USA), na diluicdo de 1 :400.

Controles positivos (amostras de miocardio de ventriculo esquerdo de adultos) e
negativos (por omisséo de anticorpo primario) foram imunocorados para cada reacao.

As laminas foram lidas utilizando se microscépio Optico Olympus® BX50 (Téquio,
Japao), acoplado a camera de video Dinoeye e a computador com software de andlise de
imagem Image Pro Plus™ (Maryland, USA). Foram capturadas oito imagens em campo de
grande aumento (CGA = 400 vezes) para cada caso do estudo em cada um dos biomarcadores
estudados. A area de cada uma destas imagens é de 115.226,1um? com resolucdo de 1024x

768 pixels.
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O controle positivo de cada reacéo foi digitalizado e uma imagem em CGA foi escolhida
como “mascara”, contendo a positividade adequada para cada biomarcador escolhido.

A mascara foi entdo sobreposta as imagens digitais de todos os casos. Baseado na
imunopositividade ideal da méascara, o software de analise Image Pro Plus™ encontra as
areas imunopositivas nas amostras do estudo e transforma este dado em area imunopositiva
por micrémetro quadrado (um?). A &rea em um? gerada por este método foi entdo dividida pela
constante 115.226,1 um? que é a &rea total do campo avaliado, gerando uma porcentagem de
area imunopositiva por CGA. Uma pocentagem média de area em 8 CGA foi calculada para
cada caso.

A andlise estatistica foi realizada por meio de avaliacdo da associacdo entre duas
varidveis qualitativas sendo considerado o teste exato de Fisher ou o teste de Qui-quadrado. A
comparagdo entre dois grupos em relacdo a varidveis quantitativas foi feita usando-se o teste t
de Student para amostras independentes ou o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Valores
de p < 0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa
computacional IBM SPSS Statistics v.20.

3. RESULTADOS

Com relacdo ao género, houve um discreto predominio do género masculino com 87
casos (56,5%); os prematuros apresentaram maior freqiéncia, com 78,6% dos casos (121
casos).

Os sinais de hipdxia perinatal no exame anatomopatoldgico foram relatados como a
causa de morte em 86,4% (n = 133) dos casos, sendo que 0s demais casos (n = 21 ou 13,6%
da amostra) apresentavam critérios clinicos de hipoxia perinatal. A doenca da membrana hialina
foi a doenca de base mais comum neste estudo com 47,1% (n = 72) da amostra.

Os parametros clinicos como peso, idade gestacional (IG), Apgar do primeiro e quinto
minuto, pH do sangue arterial e sobrevida bem como a porcentagem media de imunoexpresséo
do BAX, TRAP1, angiotensina Il, Akt2 e Akt3 por CGA estdo demonstrados na tabela 1.
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Tabela 1 - Parametros clinicos e anatomopatolégicos da amostra, além da
imunoexpressdo tecidual dos biomarcadores escolhidos em porcentagem de area

imunopositiva por CGA.

Desvio padrédo
Variavel N Mediana Média
Peso (gramas) 139 1480,0 1647 911,7
'da‘igegrﬁzafs'?”a' 154 33,0 325 46
Apgar 1 144 2,5 3,5 29
Apgar 5 144 5,0 5,3 3,1
pH 93 7,1 7,0 0,2
Sobrevida (dias) 154 1,0 4,2 6,0
BAX 149 24,57% 25,61% 8,53%
TRAP1 141 3,54% 7,86% 8,33%
Angiotensinalll 151 0,89% 1,24% 1,21%
Akt2 147 16,12% 16,35% 10,57%
Akt3 151 19,94% 20,61% 7,58%

Legenda: Os valores de imunopositividade para Bcl2, Mfn2 e Aktl ndo foram relatados aqui porque sua
imunoexpressao tecidual foi muito baixa ou ausente na maioria dos casos.

O Bcl2 apresentou imunopositividade tecidual em apenas um caso, o0 Mfn2 apresentou
fraca imunopositividade em apenas 24 casos e 0 Aktl ndo apresentou imunoexpressao tecidual
em nenhum dos casos deste estudo .

A associacdo entre o tempo de sobrevida e os biomarcadores nao foi significativa. (vide
tabela 2)
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Tabela 2 — Relagdo entre o tempo de sobrevida (dias ou horas) e imunoexpressao

tecidual dos biomarcadores do estudo em porcentagem de area imunopositiva por CGA.

Desvio

Marcador Sobrevida n Média Mediana x Valor de p*

padréo
BAX < 24 horas 87  24,76% 22,04% 8,70%
>1es<7dias 32  25,96% 25,74% 7,39%

> 7 dias 30 27,68% 26,51% 9,05% 0,263
TRAP1 < 24 horas 85 7,64% 2,90% 8,07%
>1es<7dias 30 7,23% 0,83% 8,57%

> 7 dias 26 9,30% 8,59% 9,05% 0,584
Angiotensina < 24 horas 88 1,08% 0,97% 0,83%
>1es<7dias 33 1,49% 1,00% 1,57%

> 7 dias 30 1,43% 0,76% 1,62% 0,152
Akt2 < 24 horas 85  15,30% 15,48% 10,14%
>1es7dias 33 16,32% 13,61% 11,49%

> 7 dias 29  19,30% 18,42% 10,56% 0,222
Akt3 < 24 horas 88  20,59% 20,08% 10,56%
>1es<7dias 33  20,95% 21,59% 8,72%

> 7 dias 30  20,27% 18,91% 8,42% 0,940

Legenda:*ANOVA com um fator, p < 0,05 ou teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p < 0,05. Os valores das areas
imunoexpressdo dos biomarcadores Bcl2, Mfn2 e Aktl ndo foram relatados aqui porque sua imunopositividade foi
muito baixa ou ausente na maioria dos casos do estudo.

Quando correlacionados a mediana de imunoexpressédo tecidual do BAX, angiotensina
II, Akt2, Akt3 e TRAP1 com peso, idade gestacional, Apgar de 1 minuto e Apgar de 5 minutos,
pH e causa da morte ndo foram encontrados valores estatisticos significativos.

N&o foram encontradas correlacdes estatisticas significativas quando os biomarcadores
foram comparados dois a dois.

Os aspectos imunoistoquimicos encontrados neste estudo estdo representados na figura
1. Os anticorpos anti-Aktl, anti-Bcl2 e anti-Mnf apresentaram reag&o positiva muito fraca ou até
negativa na maioria dos casos deste estudo. Apenas 24 casos foram fracamente positivos para
0 Mfn2, sendo os demais casos totalmente negativos. Com relacdo ao Bcl2, apenas um caso foi
fracamente positivo, sendo os demais totalmente negativos. O anticorpo anti-Aktl foi totalmente
negativo em todos o0s casos. Os anticorpos anti-Akt2 e anti-Akt3 apresentaram
imunopositividade citoplasmética e nuclear moderada na grande maioria dos cardiomidcitos de
todas as amostras deste estudo. Os anticorpos anti-angiotensina Il e anti-TRAP apresentaram
imunopositividade leve no citoplasma da grande maioria dos cardiomiécitos de todos os casos
do estudo. O anticorpo anti-BAX apresentou imunopositividade citoplasmatica moderada na

grande maioria dos cardiomidcitos deste estudo.
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Figura 1- Demonstra cortes histolégicos imunocorados com os anticorpos anti-BAX, Bcl2,
TRAP1 ,Mfn2, Aktl, Akt2, Akt3 e angiotensina Il.
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4. DISCUSSAO

Ao nascimento, os pulmdes do recém-nascido substituem a placenta como 6rgao de
troca gasosa e a atividade do centro respiratorio se torna finamente ajustada as necessidades
metabdlicas do organismo. Algumas desordens respiratorias surgem devido a falha na
adaptacéo normal cardiopulmonar ao novo ambiente®.

Muitas circunstancias estédo envolvidas no surgimento da hipdxia tais como a apnéia ao
nascimento, a taquipnéia transitéria do recém-nascido, a doenga da membrana hialina e a
persisténcia da circulacao fetal, além de outras doencas congénitas ou adquiridas. Qualquer
uma dessas situacBes pode gerar um quadro hipoxémico que pode acarretar consequéncias
graves ao recém-nascido, com seério risco de vida®. Na nossa amostra, as evidéncias
anatomopatolégicas de hip6xia perinatal foram a principal causa de morte, sendo que a
principal doenca basica como causa de hipoxia perinatal foi o dano alveolar difuso relacionado a
prematuridade.

Xue et al (2009) demonstrou a associacdo entre os eventos adversos no periodo
perinatal e 0 aumento do risco de doencga isquémica na vida adulta. Outro estudo mostrou que o
coracao responde a diferentes sinais de estresse, incluindo a hip6xia, 0 que provoca uma
variedade de respostas funcionais nos cardiomiécitos, como morte por apoptose e crescimento
celular?’.

A morte celular, também denominada como apoptose, € um importante mecanismo no
desenvolvimento de érgdos e na homeostase e remodelamento dos tecidos. Ela pode ocorrer a
partir de uma série de estimulos e um dos mais importantes é o estresse oxidativo, intimamente
ligado a episddios de hipoxia®.

Um biomarcador de apoptose amplamente estudado é a proteina BAX que € um
membro pré-apoptético da familia Bcl2. Em células saudaveis ela reside no citosol na forma
monomeérica. Entretanto, ap6s a inducdo da apoptose ela tem sua conformacao alterada e é
translocada para o interior da mitocondria, onde forma um poro na membrana, permitindo o
extravasamento do citocromo c, fase em que a apoptose se torna irreversivel*. Capano e
Crompton demonstraram que a transloca¢éo da BAX para a mitocondria € um processo gradual
gue se inicia nos primeiros 20 minutos de um evento hipoxico e progride até cerca de 3 horas
na célula cardiaca. Esse acimulo de BAX, ent&o, culmina na apoptose®.

Sabe-se que a Bcl2 pode atuar impedindo a apoptose por inibicdo da capacidade da
BAX de liberar citocromo C das mitocéndrias®. A proteina Bcl2 encontra-se também envolvida
na diminuicdo dos eventos apoptoticos, pois atua inibindo a ativacdo da pro-caspase, por meio

do bloqueio da acéo do BAX®. A Bcl2 é uma proteina que apresenta um importante papel na
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regulacdo da funcdo e metabolismo das mitocondrias. Embora ela seja expressa em baixos
niveis nos cardiomiécitos, este potente modulador da morte celular é um promissor agente
terapéutico para distlrbios cardiacos, porque tem a capacidade de reduzir a morte celular
durante a isquemia®™. Sua a¢&o anti-apoptética nos cardiomidcitos se faz através do bloqueio da
p53 e do aumento da capacidade das mitocondrias para resistir altos niveis de calcio. A
interacdo entre estas duas proteinas, BAX e Bcl2, é que vai determinar se vai haver estimulo ou
bloqueio a apoptose®*°.

Nossos resultados sugerem o envolvimento da proteinas BAX e Bcl2 no processo de
apoptose por hipéxia dos cardiomidcitos desta amostra, visto que observamos uma expressao
tecidual da proteina anti-apoptética Bcl2 diminuida e um relativo da proteina pré-apoptoética
BAX.

Outro biomarcador anti-proliferativo e pré-apoptotico que foi utilizado em nosso estudo
chama-se Mfn2 (mitofusion-2), também denominado de supressor da hiperplasia, devido aos
seus efeitos anti-proliferativos, sendo este também um inibidor endégeno da Ras (Rat sarcoma
virus), oncogene reconhecidamente relacionado as vias de proliferacdo celular''. Estudos
mostram que a proteina Mfn2 se localiza na membrana externa das mitocondrias, participa da
fusdo mitocondrial, e que também causa a supressao do crescimento celular inibindo a via de
sinalizagdo Ras-ERK-MAPK (Extracellular Signal-regulated kinase — Mitogen-Activid Protein
Kinase)™. A auséncia ou diminuicdo da expressdo da proteina Mfn2, e de sua funcéo anti-
proliferativa, promove o aumento da proliferacéo celular, contribuindo para o desenvolvimento
de varias desordens proliferativas vasculares. Além disso, quando altas taxas do Mfn2 estéo
associadas a presenca da proteina BAX, observamos a promocdo de estagios iniciais da
apoptose™. Sabe-se que a proteina Mfn2 é um fator essencial na regulacdo da sobrevivéncia
das células musculares cardiacas por mecanismos ainda ndo conhecidos, sendo que resultados
indicam que o aumento de sua expressdo em cardiomidcitos esta relacionada a apoptose
induzida por estresse oxidativo, atuando portanto, em situacées de hipdxia .

No nosso estudo, o Mfn2 apresentou baixa imunoexpressao tecidual. Este fato pode
sugerir que esta proteina ndo participe dos processos de apoptose mediados pela hipdxia em
neonatos. Além disso, a correlacdo positiva na expressdao de BAX e Mfn2 nédo foi observada
neste estudo. Este fato poderia sugerir que talvez esta associacdo nao ocorra no miocardio de
recém-nascidos hipéxicos.

Os tecidos possuem também mecanismos anti-apoptoticos que impedem a perda
excessiva de células. Em um evento hipoxico, todos esses mecanismos entram em acédo e o
resultado final desses fatores definira quais células sofrerdo apoptose e quais estdo aptas a se

adaptar, com ou sem proliferacdo celular*?.
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A mitocbndria é o primeiro alvo do dano hipdxico nos cardiomiécitos. Muitos fatores,
incluindo extravasamento de calcio, aumento nas espécies reativas de oxigénio (EROS) e
diminuicdo de adenina contribuem para o dano mitocondrial durante a hipoxia. A disfuncao
mitocondrial pode causar diretamente a morte celular apés um evento hipoxico®®. Isto ocorre
devido a permeabilidade do poro transitério mitocondrial (PTPM), que € um poro nao especifico
gque se abre em situacBes de extravasamento de calcio, estresse oxidativo, deplecdo de
adenina ou elevacdo dos niveis de fosfato. Uma vez aberto, o potencial de membrana e
gradiente do pH celular é dissipado e estas mudancas podem levar a célula a morte™?.

Em nossa pesquisa analisamos a expressao tecidual da proteina anti-apoptoética TRAP1
(Tumor necrosis factor receptor associated protein 1), sendo que estudos mostram que a
expressao aumentada de TRAP1, uma chaperona mitocondrial, membro da familia Hsp90 (Heat
shock proteins 90), atua na integridade do potencial de membrana da mitocéndria, mantém o
nivel de produgcdo de ATP e preserva viabilidade celular durante episédios de dano
isquémico™®™. A molécula TRAP1 estd situada na matriz mitocondrial, com uma fracdo
distribuida no espaco intermembranas. Em alguns tecidos foi observada uma localizagédo extra-
mitocondrial, como nos granulos de insulina no pancreas, sarcémeros dos cardiomidcitos,
nucleo de células pancreaticas e cardiacas e no endotélio, mas ndo ha um claro conhecimento
de sua funcdio nesta situacdo®. A primeira funcéo atribuida ao TRAP1 é a de protecéo contra
apoptose via mitocondria, identificada em estudos com agentes antitumorais, no qual se
percebeu que quando as células tumorais eram tratadas com estes agentes, havia uma
diminuicdo da expressdao do TRAP1, associada com um aumento da apoptose via
mitocoéndria'®. O papel do TRAP1 em resposta a hip6xia também foi estudado (XIANG, 2010) e
demonstrou-se que a expressdo aumentada do TRAP1 leva a uma protecdo contra danos
causados pela hipoxia em cardiomidcitos, enquanto que quando o TRAP1 esta inativo, ha um
aumento da morte celular, diminuicdo da viabilidade celular e do potencial de membrana
mitocondrial. Isso levou a conclusdo de que a hip6xia induz um aumento na expresséo de
TRAP1 em cardiomiécitos e que o TRAP1 tem um importante papel de prote¢do celular e
manutencao da funcdo mitocondrial?.

Nosso estudo demonstrou boa imunoexpresséo tecidual da TRAP1 sugerindo que ele
poderia ser um dos responsaveis pela protecdo dos cardiomiécitos aos danos causados pela
hipoxia.

Estudos indicam que a hipdxia perinatal em cardiomiocitos pode resultar também em
crescimento celular, na forma de hiperplasia, hipertrofia e remodelamento cardiaco como uma
resposta imediata ao dano, fato que parece se prolongar na vida adulta como uma resposta

tardia’. Dentre os marcadores de estimulo a hipertrofia de cardiomiocitos estudamos a
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angiotensina Il, que eleva a expressdo da miocardina ou induz hipertrofia cardiaca
diretamente’. As Ultimas descobertas demonstraram que a hipéxia em cardiomidcitos de
neonatos aumenta a expressdo da miocardina, aparentemente mediada pela elevada
expressdo de proteinas da via da angiotensina Il e da ERK, sendo que todos esses fatores
estdo diretamente relacionados a hipertrofia miocardica, mesmo na vida adulta’. Os resultados
aqui apresentados, revelaram boa imunoexpressado tecidual da angiotensina Il, sugerindo sua
participacdo no processo de hipertrofia como resposta imediata ao dano em miocéardio de
recém-nascido hipdxico. O crescimento pos-natal do miocérdio € resultante da agdo combinada
de acdes de hiperplasia e hipertrofia, sendo que a hiperplasia diminui sobremaneira no coracdo
adulto™.

Um outro importante sinalizador tanto de hipertrofia quanto de hiperplasia de
cardiomidcitos, utilizado em nossa pesquisa, € a Akt, uma serina/treonina quinase com potentes
acOes anti-apoptéticas tanto in vitro quanto in vivo. Ela esta associada a promocao da
proliferacdo celular (hiperplasia) em muitos tipos celulares nédo cardiacos, incluindo a
transformacdo oncogénica’®. Alguns estudos tém demonstrado que a Akt é responsavel por
promover a proliferacdo celular no coracdo pés-natal. Isso porque 0 acumulo nuclear de Akt
expande a populacdo de cardiomiécitos ciclando, bem como o nimero de células progenitoras
miocérdicas™®. A imunoexpressdo tecidual ausente da proteina Aktl, no presente estudo,
sugere que ela ndo participa do processo de estimulo a hiperplasia miocardica em resposta ao
dano, ao menos na populacdo estudada de recém-nascidos hipoxicos. Por outro lado, foram
observadas altas expressdes teciduais de Akt2 e Akt3, sugerindo que estas duas proteinas
poderiam participar no estimulo ao processo de hiperplasia em miocardio de recém-nascidos

hipoxemiados.

5. CONCLUSAO

Os biomarcadores BAX, TRAP1, angiotensina Il, Akt2 e Akt3 apresentaram boa
imunoexpressao tecidual em amostras de miocérdio de recém-nascidos hipoxemiados.

Os biomarcadores Aktl, Mfn2 e Bcl2 apresentaram expressao tecidual baixa ou ausente
nas amostras de recém-nascidos hipoxemiados.

N&o houve correlacdo entre a imunoexpressao tecidual dos biomarcadores e os dados

clinicos e anatomopatol6gicos da amostra.
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