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RESUMO DA PESQUISA

INTRODUCAO: O coracéo fetal inicia seu funcionamento com quatro semanas de
gestacdo. O coracdo de recém-nascido responde de maneiras diferentes a
estimulos adversos. Alguns estudos sugerem que a hipdxia tanto pode estimular
como diminuir a proliferacdo de cardiomiécitos. Ha suposicao de que os recém-
nascidos submetidos a hipdxia apresentam maior suscetibilidade a doencas
cardiacas na idade adulta.

OBJETIVO: avaliar biomarcadores de crescimento celular em amostras de
miocardio de recém-nascidos hipoxémicos por meio de analise da expressao
imunoistoquimica. METODO: foram selecionados 314 casos do banco de
necropsias pediatricas do Servico de Anatomia Patolégica do HC-UFPr, entre os
anos de 1991 a 2007. Os dados clinicos e anatomopatoldgicos foram coletados de
prontuarios e dos laudos de necropsia. Apods isso, os blocos teciduais parafinados
que continham miocardio adequado para a analise imunoistoquimica (n=154) foram
selecionados e preparados para a confeccdo de laminas utilizando-se a técnica de
arranjo em matriz de amostras teciduais. As laminas prontas foram submetidas a
técnica de imunoistoquimica usando-se os anticorpos anti-Akt1, anti-Akt2, anti-Akt3,
anti-TWEAK e anti-angiotensina Il. A leitura da marcagdo imunoistoquimica foi
realizada por microscopia 6ptica comum e analise morfométrica (Image Pro Plus®)
com medida de area imunopositiva por campo de grande aumento (115.226,1um?).
Os resultados imunoistoquimicos foram correlacionados com os dados clinicos
(género, peso, idade gestacional, indices de Apgar do primeiro e do quinto minuto
de vida, pH do sangue arterial e sobrevida) e com dados anatomopatolégicos
(doenca de base e causa da morte). RESULTADOS: A média de imunoexpressao
tecidual do Akt2 foi de 18839u?, do Akt3 foi de 23745,1u? do TWEAK foi de 70763
e da angiotensina Il foi de 14124,9u2. O biomarcador Akt1 n&o apresentou
imunoexpressao tecidual nas amostras. Nao houve significancia estatistica da
média de imunoexpresséo tecidual dos biomarcadores Akt2, Akt3 e angiotensina I
com os fatores clinicos estudados, p>0,05. A imunoexpresséao tecidual do TWEAK
apresentou relacdo com a doenca basica, p=<0,05. CONCLUSAO: Os
biomarcadores de hiperplasia Akt2 e Akt3 e de hipertrofia angiotensina Il nao
apresentaram boa imunoexpressao tecidual em miocardio humano com lesao
hipéxica. O biomarcador TWEAK apresentou relagao significativa com a doenca
basica, cardiopatia congénita.

Palavras-chave: hipdxia, neonatos, cardiomiocitos, imunoistoquimica.



RESEARCH SUMMARY

INTRODUCTION: The fetal heart begins to function at four weeks of
gestation. The newborn heart respond in different ways to adverse stimuli. Some
studies suggest that the hypoxia can both stimulate or decrease the cardiomyocites
proliferation. There is assumption that the newborns submitted to hypoxia may
present higher susceptibility to cardiac diseases in the adult life.

OBJECTIVE: Evaluate cell growth biomarkers in samples of myocardium of
hypoxemic newborns through analysis of the immunohistochemistry expression.
METHOD: There were selected 314 cases of the pediatric necropsies database of
the Service of Pathologic Anatomy of the HC-UFPr, between 1991 and 2007. The
clinical and pathological data were collected from medical records and autopsy
reports. After that, the paraffin tissue blocks containing suitable myocardium for
immunohistochemistry (n=154) were selected and prepared for manufacturing
laminas using the technique of matrix arrangement of tissue samples. The finished
laminas were subjected to the technique of immunohistochemistry using the
antibodies anti-Akt1, anti-Akt2, anti-Akt3, anti-TWEAK e anti-angiotensin Il. The
reading of the immunohistochemical staining was performed by ordinary light
microscopy and morphometric analysis (Image Pro Plus®) with immuno positive
area measured by high-power field (115.226,1um?). The immunohistochemical
results were related to clinical data (gender, weight, gestational age, first and fifth
minute APGAR, blood pH and survival) and with pathological data (base disease and
death cause). RESULTS: The average tissue immunostaining of the Akt2 was
18839p%, Akt3 was 23745,1p%, TWEAK was 7076p? and the angiotensin Il was
14124,9p2. The Akt1 biomarker showed no tissue immunoreactivity in the samples.
There was no statistically significant average of tissue immunostaining of biomarkers
Akt2, Akt3 e angiotensin Il with the clinical factors studied, p>0,05. The tissue
immunoexpression of TWEAK is correlated with the base disease, p=<0,05.
CONCLUSION: The biomarkers of hyperplasia Akt2 and Akt3 and of hypertrophy
angiotensin Il did not presented good tissue immunnoexpression in the human
myocardium with hypoxic damage. The biomarker TWEAK showed a significant
relationship with the base disease, congenital heart disease.

Key words: hypoxia, newborn, cardiomyocites, immunohistochemistry



Lista de Abreviacoes

Akt: serina/treonina quinase

Akt1/2/3: isoformas da Akt

ATP: trifosfato de adenosina

BAX: proteina X associada a Bcl-2

Bcl-2: linfoma de células B 2

BNP: peptideo natriurético B

CGA: campo de grande aumento

DNA: acido desoxirribonucleico

DR3: receptor 3 de morte

ERK: quinase regulada por sinal extracelular

EROS: espécies reativas de oxigénio

Fn 14: fator indutor de crescimento do fibroblasto — molecular 14
GSK-3B: quinase-33 sintase do glicogénio

Hsp90: heat shock proteins 90

|G: idade gestacional

MAPK: mitogen-activated protein Kinase

Mfn-2: mitofusin-2

NF-kB: fator nuclear Kappa-B

PCNA: antigeno nuclear de proliferagéo celular

PTPM: permeabilidade do poro transitério mitocondrial

P13: fosfatidilinositol 3-quinase

RAS: virus do sarcoma de rato

sTWEAK: soluble tumor necrosis fator — like weak inducer of poptosis
TRAP1: proteina 1 associada ao receptor do fator de necrose tumoral
TWEAK: tumor necrosis fator — like weak inducer of apoptosis



1. INTRODUCAO

‘O sistema cardiovascular inicia o seu desenvolvimento no final da
terceira semana de gestacdo e o coragdo comega a bater no inicio da quarta
semana”. ("

Durante a embriogénese a taxa de proliferagdo celular diminui
gradualmente, sendo considerado que os cardiomidcitos adultos perdem a
capacidade de divisdo. ® Estudo experimental em mamiferos demonstrou altas
taxas de divisdo dos cardiomiocitos em fetos de ratos e ratos neonatos, porém nao
revelou marcagao com o antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA) em células
musculares cardiacas de ratos adultos. ® Destes achados surge a suposigao de
que os cardiomidocitos adultos ndo reentram no ciclo celular, mas esta observacao
tem sido questionada. Alguns estudos tém demonstrado baixos indices de
proliferacdo de cardiomiocitos, mesmo em animais jovens, adultos e em humanos
adultos, especialmente quando sdo submetidos a eventos adversos como o infarto
do miocardio. @

Eventos adversos como o infarto do miocardio na faixa pediatrica em
criangas, s&do raros. Porém, durante o desenvolvimento intraterino e na vida
perinatal, situagdes patoldgicas que cursam com diminui¢ao do aporte de oxigénio -
hipoxia - ao coragao podem afetar o seu desempenho. Ha indicios experimentais
que estes eventos de hipoxia/asfixia, dependendo da intensidade, podem
desencadear estimulos proliferativos nos cardiomidcitos de carneiro. ©" ©

Em estudo em ratos expostos a retardo de crescimento intrauterino foi
observado que houve diminuicdo do numero de cardiomidcitos e ainda observaram
que nos animais submetidos a hipéxia em fase precoce da gestacédo houve maior
diminuicdo do peso do coragdo que a redugdo do peso corporal e a parede
ventricular estava menos espessa. ® Este fato pode levar a hipertrofia pds-natal
inadequada e predispor este coragcdo a insuficiéncia cardiaca mais facilmente
quando submetido a exigéncias de carga. ) Porém Bishop, 1990 relata o aumento
de numero de cardiomidcitos quando ratos foram expostos a monoxido de carbono
durante o crescimento hiperplasico e Morrison et al 2007 estudando carneiros

encontraram cardiomidcitos maiores para manter o tamanho do coragao. © (1)
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No recém-nascido o ventriculo direito € mais propenso a sofrer leséo
isquémica devido ao aumento da pressao pulmonar nas situagbes que levam a
hipéxia. ("

Para auxiliar no diagnostico de Asfixa, a Academia Americana de Pediatria
definiu os critérios para a utlizagdo do termo asfixia para pacientes que
apresentaram:

1- Acidose metabdlica ou mista (pH<7,0) em sangue arterial de cordao

umbilical;

2- Indice de Apgar de 0-3 por mais de 5 minutos;

3- Manifestagbes neurolégicas neonatais (ex.. convulsdes, coma ou
hipotonia);
4- Disfuncdo organica multissistémica (ex.: sistemas cardiovascular,

gastrointestinal, hematoldgico, pulmonar ou renal). "

O modo como os coragdes de recém-natos reagem quando
expostos a hipoxia ainda ndo esta bem esclarecido. Este estudo propde a pesquisar
se ha imunoexpressdo tecidual de biomarcadores hiperplasia e/ou hipertrofia de
cardiomécitos em recém-natos que foram expostos a hipoxia, em amostras de

miocardio ventriculares.

1.1 MARCADORES DE HIPERTROFIA

O coracao responde a diferentes sinais de estresse, incluindo estresse
biomecanico, dano tecidual, estresse oxidativo e ativacdo neuro-humoral. A hipoxia
pode provocar uma variedade de respostas funcionais nos cardiomiécitos, incluindo
proliferacao celular, hipertrofia, morte celular e apoptpse. O crescimento
hipertrofico € a primeira resposta adaptativa que é demonstrada pelo aumento do
tamanho dos cardiomiocitos, pelo aumento do seu conteudo protéico,
reorganizacdo do citoesqueleto e expressao de genes fetais cardiacos. ('?

Para a pesquisa de ocorréncia de hipertrofia neste estudo foi utilizada

a angiotensina Il como biomarcador. A angiotensina Il € formada por clivagem da
angiotensina | e esta continuamente presente na circulagdo. Sua principal fungao é

manter o tdnus vascular e a contratilidade miocardica adequada as condigdes
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hemodinamicas instantdneas. Apresenta ainda outras agbes como remodelamento
cardiaco em condigdes patologicas. '
A angiotensina Il tem com sua expressdo aumentada em condi¢cées de

12) portanto, ndo ha um Unico

hipoxia semelhante a outras causas de sobrecarga.
fator que tenha sido encontrado ser suficiente para ativar os genes de expressao do
musculo cardiaco ou musculo liso.

Em culturas de cardiomidcitos de ratos demonstrou-se que a hipdxia e,
potencialmente, outros estressores biomecanicos, induzem a expressdo da
angiotensina Il. A angiotensina Il e a via ERK medeiam a induc&o de expresséo de
miocardina, o que leva a hipertrofia por aumento da atividade transcricional. A
hipertrofia apés a hipoxia pode ser identificada pela expressdo do peptideo
natriurético B (BNP) e aumento da sintese proteica

Também em ratos recém-nascidos foi observado que a angiotensina Il
infundida por cinco dias desencadeou hipertrofia nos cardiomiocitos e eventos do
ciclo celular bem como apoptose. Porém nao foi observada diferenga na proliferacao
em animais entre 21 a 45 dias de idade que receberam angiotensina Il na primeira
semana e os controles. ("

No estudo de Sandgren et al 2015 em fetos de carneiros usando a infusdo de
angiotensina Il em um grupo e angiotensina associada com nitroprussiato em outro
foi observado que houve maior hipertrofia miocardica no grupo que recebeu a
infusdo angiotensina Il isolada. Neste estudo foi demonstrado ainda que ocorreu
menos crescimento cardiaco por hiperplasia. Entdo os efeitos de hipertrofia
parecem serem dependentes da carga e os de hiperplasia sdo carga-

independentes. (¥

1.2. MARCADORES DE HIPERPLASIA

O crescimento pos-natal do miocardio resulta da agao combinada de
acoes de proliferagcao celular e hipertrofia. Ambos os processos estdo diminuidos no
coragao adulto. Um importante sinalizador tanto de hipertrofia quanto de hiperplasia
de cardiomiécitos € uma serina/treonina quinase (Akt), com potentes acdes anti-

apoptoticas tanto in vitro quanto in vivo. A Akt é ativada por multiplos estimulos
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cardioprotetores. Ela esta associada a promocao da proliferacao celular em muitos
tipos celulares nao cardiacos, incluindo a transformagdo oncogénica. Alguns
estudos tém demonstrado que a Akt é responsavel por promover a proliferacao
celular no coragdo pods-natal. Isso porque o acumulo nuclear de Akt quinase
expande a populagdo de cardiomidcitos progredindo no ciclo celular, bem como o
numero de células progenitoras expressando marcadores da linhagem miocardica.
Esses efeitos distintos sustentam o fato de que a Akt quinase atua facilitando a
proliferagdo de células progenitoras cardiacas e de cardiomidcitos jovens no
coragao. ¥

Outro marcador que tem sido relacionado com a hiperplasia é o fator
de necrose tumoral — relacionado a fraca indugéao de apoptose (TWEAK). O TWEAK
tem sido demonstrado como um regulador de proliferagdo de varios tipos celulares,
incluindo células ovais hepaticas, células epiteliais salivares, mioblastos de musculo
esquelético, células mesangiais renais, podocitos e células tubulares dos rins. O
TWEAK é um membro da familia de fatores de crescimento relacionado ao fator de
necrose tumoral a (TNF-a). Possui diversas fungdes biolégicas em processos como
inflamacé&o, angiogénese e sobrevivéncia celular. (18)

Descoberta recente demonstrou que o TWEAK é um regulador positivo
da proliferacao de cardiomiécitos atuando via seu receptor fibroblast growth factor-
inducible molecule 14 (Fn14). A estimulagdo gerada por ele nos cardiomidécitos ativa
a quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3)
e inibe a quinase - 3beta sintase do glicogénio (GSK-3beta) permitindo a
proliferacdo. Ao contrario do que ocorre em cardiomiécitos de neonatos, a
estimulagdo do TWEAK nao induz a sintese do acido desoxirriboncucleico (DNA)
em cardiomidcitos adultos, o que pode ser justificado pela diminuicdo da expressao
de Fn14 depois do nascimento. (18) Entzo, a expressao aumentada do TWEAK pode
sinalizar a proliferacao celular de cardiomidcitos e futuramente ser um marcador da
vitalidade miocardica precoce uma vez que as doengas cardiovasculares tem
importante impacto na saude da populacdo e na expectativa de vida. Porém, existe
pouco conhecimento como as condigdes de hipoxia experimentadas pelo neonato
podem interferir em seu progndéstico em curto prazo e na sua vida adulta.

Este estudo visa avaliar a expressao dos biomarcadores de hiperplasia e
hipertrofia de cardiomidcitos e correlaciona-los com variaveis clinicas. Estes

mecanismos desencadeados pela hipdxia precisam ser melhores conhecidos na
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busca de ferramentas diagndsticas e terapéuticas para diminuir os efeitos deletérios

da hipoxia bem como melhorar a qualidade de vida.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressao imunoistoquimica de biomarcadores de hipertrofia e de
hiperplasia em laminas de miocardio humano, provenientes de necropsias de

recém-nascidos que sofreram hipdxia.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Analisar a expressao imunoistoquimica de biomarcadores de hipertrofia
(angiotensina Il) em amostras de miocardio de recém-nascidos que sofreram
hipoxia.

2.2.2 Analisar a expressao imunoistoquimica de biomarcadores hiperplasia
(Akt1, Akt2, Akt3 e TWEAK), em amostras de miocardio de recém-nascidos
que sofreram hipodxia.

2.2.3 Correlacionar os dados de imunoexpressado dos biomarcadores com os
dados clinicopatoldgicos (género, peso ao nascer, idade gestacional, indice
de Apgar no primeiro minuto, indice de Apgar no quinto minuto, tempo de
vida, pH do sangue arterial do cordao umbilical, doenga de base e a causa do
obito).

14



3. DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

Esta tese sera apresentada na forma de dois artigos. O primeiro intitulado
“IMUNOEXPRESSAO TECIDUAL DE BIOMARCADORES DE CRESCIMENTO,
PRO E ANTI-APOPTOTICOS EM AMOSTRAS DE MIOCARDIO DE RECEM-
NASCIDOS COM LESAO HIPOXICA.” E o segundo intitulado: “AUMENTO DA
IMUNOEXPRESSAO TECIDUAL DE TWEAK EM MIOCARDIO DE NEONATOS
PORTADORES DE CARDIOPATIA CONGENITA.”

As amostras que compdem este estudo ja foram anteriormente analisadas
por este mesmo grupo de pesquisa, sendo objeto da pesquisa de duas teses de
doutorado. Os dados desta linha de pesquisa ja deram origem, também, a um
terceiro artigo, disponivel no ANEXO desta tese, intitulado “CAUSAS EVITAVEIS
DE MORTE E FATORES ASSOCIADOS A SOBREVIDA DOS RECEM-
NASCIDOS.”

15
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Resumo

Fundamento: Apesar da importancia que as doencgas cardiovasculares
representam para a saude da populacdo, existe pouco conhecimento de como a
hipéxia neonatal, relacionada ou ndo a prematuridade, pode causar lesao celular
dos cardiomiocitos 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-apoptéticos, anti-apoptéticos e de
crescimento celular), em miocardio de recém-nascidos hipoxémicos.

Método: Foram utilizadas amostras de miocardio humano (ventriculo
esquerdo) provenientes de necropsias de neonatos hipoxémicos (Apgar do quinto
minuto <6 e/ou pH <7,2 e/ou exame anatomopatolégico com sinais de hipdxia
perinatal), que foram organizadas em blocos multiamostrais e submetidas a reagdes
imunoistoquimicas pela técnica de imunoperoxidase. Os anticorpos primarios
utilizados foram o anti-BAX, anti-Mfn2, anti-TRAP1, anti-Bcl2, anti-angiotensina II,
anti-Akt1, anti-Akt2 e anti-Akt3. Os dados de imunoexpressido 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
anatomopatologicos (causa da morte e doenga 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 Akt1, Mfn2 e Bcl2 apresentaram imunoexpressao
tecidual muito baixa ou ausente na maioria dos casos deste estudo. N&do houve
correlacdo da média de imunoexpressao tecidual dos biomarcadores com o tempo
de sobrevida ou outro fator clinico ou anatomopatologico estudado.

Conclusao: Estes dados fortalecem a acado coordenada de biomarcadores
pré e anti-apoptéticos e de crescimento celular em miocardio de recém-nascidos
hipoxémicos a fim de determinar o grau de lesdao ou morte celular e a capacidade de
recuperacao tecidual.

Palavras- chave: Recém-nascido. Imunoistoquimica. Hipertrofia. Apoptose.
Proliferacao celular.
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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 é a prematuridade. (")

A prematuridade pode acarretar inUumeros problemas ao recém-nascido,
devido a dificuldade de adaptacao a vida extra-uterina dos mesmos, causada pela
imaturidade de seus o¢rgaos e sistemas. Como, por exemplo, problemas
respiratorios e cardiovasculares relevantes no processo de hipdxia e morte. (V@

Embora seja de conhecimento geral a importancia que as doengas
cardiovasculares representam para a saude da populacéo e para sua expectativa de
vida, existe pouco conhecimento de como as condigdes adversas experimentadas
pelo recém-nascido, tais como a hipdxia perinatal, poderiam causar lesao celular
dos cardiomidcitos e como isto poderia interferir em sua vida adulta. ¢ ®

Visando entender os fenbmenos relacionados com a hipdxia perinatal e morte
de cardiomidcitos, a proposta deste estudo € avaliar, em amostras de miocardio de
recém-nascidos, a imunoexpressdo tecidual de alguns biomarcadores de
crescimento e morte celular e correlaciona-la com variaveis clinicas e

anatomopatologicas (causa da morte e doenga de base).
2. METODO

Para a realizacado desta pesquisa foram utilizadas amostras de necropsias de
miocardio humano de 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 2534.141/2011-06.

Foram incluidas amostras provenientes de necropsias de neonatos (0 a 28
dias de vida) viaveis (24 semanas ou mais de idade gestacional) com hipdxia
perinatal, prematuros ou nao, de ambos o0s géneros. Os critérios clinicos e
anatomopatologicos de hipoxia perinatal foram assim definidos: a — indice de Apgar
do quinto minuto <6 e/ou b — pH de sangue arterial de corddo umbilical <7,2 e/ou c -

exame de necropsia com sinais de hipdxia perinatal tais como petéquias em
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serosas, congestao polivisceral sistémica, dano alveolar difuso e hemorragias da
matriz germinativa. Foram excluidos os recém-nascidos que tiveram amostras
inadequadas ou prontuarios considerados incompletos.

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
anatomopatoldgicas 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 confecgcao de 13 arranjos em matriz de amostras
teciduais com cerca de 12 casos cada um. Cada caso foi representado por duas
amostras, sendo que cada amostra media 3mm em diametro, sendo a area total
analisada de 14mm? (A = T. r2 x 2 amostras).

Os blocos em arranjos em matriz de amostras teciduais foram cortados em
lAminas multiamostrais para realizacado de técnicas de imunoistoquimica.

Foram selecionados os seguintes biomarcadores Bcl2-associated X protein
(BAX), Mitofusin-2 (Mfn2) que séo proteinas pré-apoptoticas, Tumor necrosis factor
receptor associated protein 1 (TRAP1) e B-cell CLL/lymphoma 2 (Bcl2) que s&o
proteinas anti-apoptoticos e a angiotensina |l e a Akt 1, 2 e 3 que estao envolvidas
com o crescimento celular.

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

Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-BAX da DAKO®, policlonal de
coelho (Glostrup, Denmark), na dilui¢do 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 diluigdo 1:200, anti-
angiotensina Il da ABCAM ®, policlonal de coelho (Cambridge, USA), na diluicdo de
1:400, anti-Akt1 da ABCAM ®, policlonal de coelho (Cambridge, USA), na diluicao
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 diluigao de 1 :400.

19



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

As laminas foram lidas utilizando-se microscopio 6ptico 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.

O controle positivo de cada reagao 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 mascara, 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 (pmz). A area em pm?
gerada por este método foi entdo dividida pela constante 115.226,1 um? que é a
area total do campo avaliado, gerando uma porcentagem de area imunopositiva por
CGA. Uma porcentagem média de area em 8 CGA foi calculada para cada caso.

A analise estatistica foi realizada por meio de avaliacao da associagao entre
duas variaveis qualitativas sendo considerado o teste exato de Fisher ou o teste de
Qui-quadrado. A comparagéo entre dois grupos em relagéo a variaveis quantitativas
foi feita usando-se o teste t de Student para amostras independentes ou o teste nao-
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 relagédo ao género, houve um discreto predominio do género masculino
com 87 casos (56,5%); os prematuros apresentaram maior frequéncia, com 78,6%
dos casos (121 casos) com idade média de 32,6+-4,6 dias.

Havia sinais de hipdxia perinatal ao exame anatomopatolégico aos quais

foram atribuidas a causa de morte em 86,4% (n = 133) dos casos, sendo que 0s

20



demais casos (n = 21 ou 13,6% da amostra) apresentavam critérios clinicos de
hipoxia perinatal. A doenga da membrana hialina foi a doenga 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 média,
minima e maxima da imunoexpressao do BAX, TRAP1, angiotensina Il, Akt2 e Akt3

por CGA estao demonstrados na tabela 1.

Tabela 1 — Parametros clinicos e anatomopatolégicos da amostra, além da
imunoexpressao tecidual dos biomarcadores escolhidos em porcentagem de area

imunopositiva por CGA.

Desvio
Variavel n Minimo | Mediana |Maximo| Média padrao
Peso (gramas) 139 400 1480,0 5700 1647 911,7
ldade gestacional | 45, 24 33,0 42 | 325 4.6
(semanas)
Apgar 1 144 0 2,5 10 3,5 29
Apgar 5 144 0 50 10 53 3,1
pH 93 6,2 7,1 7,59 7,0 0,2
Sobrevida (dias) 154 0,0125 1,0 28 4,2 6,0
BAX 149 216% | 24,57% |47,55% | 25,61% 8,53%
TRAP1 141 0,03% 3,54% |33,56% | 7,86% 8,33%
Angiotensina Il 151 0,005% | 0,89% 8,03% | 1,24% 1,21%
Akt2 147 0,15% | 16,12% |39,73% | 16,35% | 10,57%
Akt3 151 2,78% | 19,94% |46,07% | 20,61% 7,58%

Legenda: Os valores de imunopositividade para Bcl2, Mfn2 e Akt1 ndo foram relatados aqui porque sua
imunoexpressao tecidual foi muito baixa ou ausente na maioria dos casos. Os valores dos biomarcadores BAX,
TRAP1, Angiotensina Il, Akt2 e Akt3 sdo expressos em valores percentuais de imunoexpressao positiva.

O Bcl2 apresentou imunopositividade tecidual em apenas um caso, o Mfn2
apresentou fraca imunopositividade em apenas 24 casos e o Akt1 ndo apresentou
imunoexpressao tecidual em nenhum dos casos deste estudo.

A associagao entre o tempo de sobrevida e os biomarcadores nao foi

significativa. (vide tabela 2)
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Tabela 2 — Relagdao 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 ~ Valor de p*

padrao
BAX < 24 horas 87 2476%  22,04% 8,70%
>1e<7dias 32 2596%  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%
>1e<7dias 30 7,23% 0,83% 8,57%

> 7 dias 26 9,30% 8,59% 9,05% 0,584
Angiotensinal ll < 24 horas 88 1,08% 0,97% 0,83%
>1e<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%
>1e<7dias 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%
>1e<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 Akt1 ndo foram relatados aqui porque sua
imunopositividade foi muito baixa ou ausente na maioria dos casos do estudo.

Quando correlacionados a mediana de imunoexpressao tecidual do BAX,
angiotensina I, 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.

Nao foram encontradas correlagcbes estatisticas significativas quando os
biomarcadores foram comparados dois a dois.

Os aspectos imunoistoquimicos encontrados neste estudo estédo
representados na figura 1. Os anticorpos anti-Akt1, anti-Bcl2 e anti-Mnf2
apresentaram reagao positiva muito fraca ou até negativa na maioria dos casos
deste estudo. Apenas 24 casos foram fracamente positivos para o Mfn2, sendo os
demais casos totalmente negativos. Com relagdo ao Bcl2, apenas um caso foi
fracamente positivo, sendo os demais totalmente negativos. O anticorpo anti-Akt1 foi
totalmente negativo em todos os casos. Os anticorpos anti-Akt2 e anti-Akt3
apresentaram imunopositividade citoplasmatica e nuclear moderada na grande
maioria dos cardiomiécitos de todas as amostras deste estudo. Os anticorpos anti-

angiotensina Il e anti-TRAP1 apresentaram imunopositividade leve no citoplasma da
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grande maioria dos cardiomiécitos de todos os casos do estudo. O anticorpo anti-
BAX apresentou imunopositividade citoplasmatica moderada na grande maioria dos

cardiomiocitos deste estudo.
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Figura 1- Demonstra cortes histolégicos imunocorados com os anticorpos anti-BAX, anti-
Bcl2, anti-TRAP1, anti-Mfn2, anti-Akt1, anti-Akt2, anti-Akt3 e anti-angiotensina Il.




4. DISCUSSAO

Ao nascimento, os pulmdes do recém-nascido substituem a placenta como
o6rgao de troca gasosa e a atividade do centro respiratério se torna finamente
ajustada as necessidades metabdlicas do organismo. Algumas desordens
respiratorias surgem devido a falha na adaptagdo normal cardiopulmonar ao novo
ambiente. ("

Muitas circunstancias estdo envolvidas no surgimento da hipoxia tais como a
apnéia ao nascimento, a taquipnéia transitéria do recém-nascido, a doenga da
membrana hialina e a persisténcia da circulagao fetal, além de outras doencas
congénitas ou adquiridas. Todas estas situagées sdo potencialmente capazes de
gerar quadro hipoxémico que podem acarretar consequéncias graves ao recem-
nascido, inclusive com sério risco de vida."® Nesta amostra as evidéncias
anatomopatoldgicas de hipdxia perinatal foram a principal causa de morte, sendo
que a principal doencga basica como causa de hipoxia perinatal foi o dano alveolar
difuso relacionado a prematuridade.

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

A morte celular por apoptose €é um importante mecanismo no
desenvolvimento de érgéos, na homeostase e no remodelamento dos tecidos. Ela
pode ocorrer a partir de uma série de estimulos e um dos mais importantes € o
estresse oxidativo, intimamente ligado a episodios de hipdxia. @)

Um biomarcador de apoptose amplamente estudado € a proteina BAX que é
um membro pré-apoptotico da familia Bcl2. Em células saudaveis ela reside no
citosol na forma monomérica. Entretanto, apés a inducao da apoptose ela tem sua
conformacao alterada e é translocada para o interior da mitocéndria, 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

translocagado da BAX para a mitocéndria € um processo gradual que se inicia nos
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primeiros 20 minutos de um evento hipdxico e progride até cerca de 3 horas na
célula cardiaca. Esse acimulo de BAX, entdo, culmina na apoptose.

Sabe-se que a Bcl2 pode atuar impedindo a apoptose por inibicdo da
capacidade da BAX de liberar citocromo C das mitocondrias. ® A proteina Bcl2
encontra-se também envolvida na diminuicdo dos eventos apoptéticos, pois atua
inibindo a ativacdo da pro-caspase, por meio do bloqueio da acéo do BAX. ) A Bcl2
€ uma proteina que apresenta um importante papel na regulagdo da funcdo e
metabolismo das mitocondrias. Embora ela seja expressa em baixos niveis nos
cardiomiocitos, 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 ac&o anti-apoptdtica nos cardiomidcitos se faz
através do bloqueio da p53 e do aumento da capacidade das mitocdndrias 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. (19

Os resultados desta pesquisa sugerem o envolvimento das proteinas BAX e
Bcl2 no processo de apoptose por hipdxia dos cardiomidcitos na amostra analisada.
Foi observado que a expressao tecidual da proteina anti-apoptética Bcl2 estava
diminuida e apresentava um relativo aumento da proteina pro-apoptotica BAX.

Outro biomarcador anti-proliferativo e pro-apoptoético que foi utilizado em
nosso estudo chama-se Mfn2, também denominado de supressor da hiperplasia,
devido aos seus efeitos anti-proliferativos, sendo este também um inibidor endégeno
da Rat sarcoma virus (Ras), oncogene reconhecidamente relacionado as vias de
proliferacdo celular. " Estudos mostram que a proteina Mfn2 se localiza na
membrana externa das mitocdndrias, participa da fusdao mitocondrial, e que também
causa a supressao do crescimento celular inibindo a via de sinalizagdo Rat sarcoma
virus Extracellular Signal-requlated kinase — Mitogen-Activid Protein Kinase (Ras-
ERK-MAPK). ") A auséncia ou diminuicdo da expressdo da proteina Mfn2 e de sua
fungao anti-proliferativa promove o aumento da proliferacdo celular contribuindo
para o desenvolvimento de varias desordens proliferativas vasculares. Além disso,
quando altas taxas do Mfn2 estdo associadas a presenca da proteina BAX,
observamos a promocdo de estagios iniciais de apoptose. ' Sabe-se que a
proteina Mfn2 é um fator essencial na regulagdo da sobrevivéncia das células
musculares cardiacas por mecanismos ainda nao conhecidos, sendo que resultados

indicam que o aumento de sua expressdo em cardiomiocitos esta relacionada a
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apoptose induzida por estresse oxidativo, atuando, portanto, em situagcbes de
hipoxia. "

Neste estudo, o Mfn2 apresentou baixa imunoexpressao tecidual. Este fato
pode sugerir que esta proteina ndo participe dos processos de apoptose mediados
pela hipoxia em neonatos. Além disso, a correlagao positiva na expressdo de BAX e
Mfn2 nao foi observada neste estudo. Este fato poderia sugerir que talvez esta
associagao ndo ocorra no miocardio de recém-nascidos hipoxicos.

Os tecidos possuem também mecanismos anti-apoptéticos que impedem a
perda excessiva de células. Em um evento hipdxico, todos esses mecanismos
entram em acgao e o resultado final desses fatores definira quais células sofrerao
apoptose e quais estdo aptas a se adaptar, com ou sem proliferagéo celular. (%

A mitocéndria 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 hipodxia. A disfungao mitocondrial pode causar diretamente a morte celular
apos um evento hipdxico. '? Isto ocorre devido a permeabilidade do poro transitorio
mitocondrial (PTPM), que é um poro nao especifico que se abre em situagbes de
extravasamento de calcio, estresse oxidativo, deplecdo de adenina ou elevagao dos
niveis de fosfato. Uma vez aberto, o potencial de membrana e gradiente do pH
celular é dissipado e estas mudangas podem levar a célula a morte. ('?

Nesta pesquisa analisamos a imunoexpressao tecidual da proteina anti-
apoptotica TRAP1, sendo que estudos mostram que a expressdo aumentada de
TRAP1, uma chaperona mitocondrial, membro da familia Heat shock proteins 90
(Hsp90), atua na integridade do potencial de membrana da mitocdndria, mantém o
nivel de producdo de adenosina trifosfato (ATP) e preserva viabilidade celular
durante episodios de dano isquémico. (¥ % A molécula TRAP1 esta situada na
matriz mitocondrial com uma fragao distribuida no espaco intermembranas. Em
alguns tecidos foi observada uma localizagdo extra-mitocondrial como nos granulos
de insulina no péancreas, sarcOmeros dos cardiomiocitos, nucleo de células
pancreaticas e cardiacas e no endotélio, mas ndo ha um claro conhecimento de sua
funcdo nesta situagdo. ' A primeira funcéo atribuida ao TRAP1 é a de protegdo
contra apoptose via mitocéndria, identificada em estudos com agentes antitumorais,
no qual se percebeu que quando as células tumorais eram tratadas com estes

agentes, havia uma diminuicdo da expressédo do TRAP1, associada com um
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aumento da apoptose via mitocondria. ' O papel do TRAP1 em resposta & hipdxia
também foi estudado e demonstrou-se que a expressao aumentada do TRAP1 leva
a uma protecao contra danos causados pela hipéxia em cardiomiécitos, enquanto
que quando o TRAP1 esta inativo, ha um aumento da morte celular, diminuigdo da
viabilidade celular e do potencial de membrana mitocondrial. Isso levou a conclusao
de que a hipdxia induz um aumento na expressao de TRAP1 em cardiomidcitos e
que o TRAP1 tem um importante papel de protecao celular e manutencao da fungao
mitocondrial. ('

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

A hipoxia perinatal em cardiomidocitos 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 cardiomidécitos
estudamos a angiotensina Il, que eleva a expressdo da miocardina ou induz
hipertrofia cardiaca diretamente. ) As ultimas descobertas demonstraram que a
hipoxia em cardiomiécitos de neonatos aumenta a expressdo da miocardina,
aparentemente mediada pela elevada expressdao 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 imunoexpressao tecidual da angiotensina Il, sugerindo sua
participacdo no processo de hipertrofia como resposta imediata ao dano em
miocardio de recém-nascido hipdxico. O crescimento pds-natal do miocardio é
resultante da agdo combinada de agdes de hiperplasia e hipertrofia, sendo que a
hiperplasia diminui sobremaneira no coracéo adulto. '

Outro importante sinalizador tanto de hipertrofia quanto de hiperplasia de
cardiomidcitos utilizado em nossa pesquisa € a Akt, uma serina/treonina quinase
com potentes acdes anti-apoptoéticas tanto in vitro quanto in vivo. Ela esta associada
a promogao da proliferacdo celular (hiperplasia) em muitos tipos celulares nao

(1®) Ha demonstragdo em estudo

cardiacos, incluindo a transformacédo oncogénica.
que a Akt é responsavel por promover a proliferagdo celular no coragao poés-natal.
Isso porque o acumulo nuclear de Akt expande a populacdo de cardiomidcitos

ciclando bem como o numero de células progenitoras miocardico. '® A
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imunoexpressao tecidual ausente da proteina Akt1, no presente estudo, sugere que
ela nao participa do processo de estimulo a hiperplasia miocardica em resposta ao
dano, ao menos na populacao estudada de recém-nascidos hipoxémicos. 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 hipoxémicos.

5. CONCLUSOES

Os biomarcadores BAX, TRAP1, angiotensina I, Akt2 e Akt3 apresentaram
imunoexpressdo tecidual em amostras de miocardio de recém-nascidos
hipoxémicos.

Os biomarcadores Akt1, Mfn2 e Bcl2 apresentaram expressao tecidual baixa
ou ausente nas amostras de recém-nascidos hipoxémicos.

Nao houve correlagédo entre a imunoexpressao tecidual dos biomarcadores e

os dados clinicos e anatomopatoldgicos da amostra.
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Resumo

Introdugao: durante o desenvolvimento fetal muitos fatores podem contribuir
para o surgimento de cardiopatia estrutural. Ainda o feto pode ser exposto a eventos
adversos como a hipdxia e esta ser a causa de 6bito neonatal.

Objetivo: avaliar a imunoexpressédo tecidual de TWEAK (tumor necrosis
factor-related weak inducer of apoptosis) em recém-nascidos com cardiopatia
congénita e comparar com recém-nascidos com outras malformagdes congénitas
nao cardiacas e recém-nascidos sem malformacoes.

Método: foram estudados 154 coracbes, sendo 15 coracbes de recém-
nascidos com cardiopatia congénita (grupo 1), 54 sem cardiopatia congénita, mas
com outras malformagdes (grupo 2) e 85 coragbes de recém-nascidos sem
quaisquer malformagdes congénitas (grupo 3). As amostras foram submetidas a
analise imunoistoquimica com o anticorpo anti-TWEAK. As l|aminas de
imunoistoquimica foram submetidas a leitura com microscépio 6ptico Olympus™
BX50 (Téquio, Japéo), acoplado a cadmera de video Dinoeye e ao computador com
software de analise de imagem /mage Pro Plus™. Foram analisados a causa de
morte, a doenca de basica, o peso ao nascimento, o pH ao nascimento, a idade
gestacional, o indice de Apgar no primeiro e quinto minutos e o tempo de vida,
sendo comparados com a expressao tecidual do TWEAK.

Resultados: os recém-nascidos portadores de cardiopatias congénitas
apresentaram maior peso ao nascimento, maior idade gestacional e maior
sobrevida. Os dados de causa de morte, doenca de base, pH ao nascimento, tempo
de vida e indice de Apgar no primeiro e quinto minutos ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quando o grupo de cardiopatas (grupo 1) foi
comparado aos outros dois grupo (grupos 2 e 3). Os portadores de cardiopatia
congénita (grupo 1) apresentaram maior expressao tecidual do marcador TWEAK
em relagdo aos outros dois grupos (grupos 2 e 3) com p = 0,028.

Conclusao: Os recém-nascidos portadores de cardiopatia apresentaram
maior imunoexpressdo tecidual do biomarcador TWEAK. Este aumento
provavelmente ocorreu por exposi¢ao crénica a disturbios funcionais.
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Abstract

Introduction: During fetal development many factors may contribute for the
appearance of structural congenital heart desease. Moreover the fetus may be
exposed to adverse events like hypoxia and this one be the cause of nenonatal
death.

Objective: Evaluate the tissue immunoexpression of TWEAK in newborns
with congenital heart desease and to compare with other non-cardiac congenital
malformations and newborns without malformations.

Method: There were studied 154 hearts, being 15 of newborns with
congenital heart desease (group 1), 54 without congenital heart desease but with
others malformations (group 2) and 85 hearts of newborns without any congenital
malformations (groups 3). The samples were submitted to immunohistochemistry
analysis with the antibody anti-TWEAK. The laminas of immunohistochemistry were
submitted to reading with an optical microscope Olympus™ BX50 (Tokyo, Japan),
linked to a Dinoeye video camera and to a computer with the software of image
analysis Image Pro Plus™. There were analyzed the cause of death, the basic
disease, birth weight, birth pH, the gestational age, first and fifth minute APGAR and
lifetime, being compared with tissue expression of TWEAK.

Results: The newborns with congenital heart desease presented higher birth
weight, higher gestational age and survival. The data of the death cause, base
disease, birth pH, lifetime and first and fifth minute APGAR did not show statistic
significant difference when the group of cardiopathys (group 1) was compared to the
other groups (groups 2 and 3). The newborns with congenital heart desease have
higher tissue expression of the marker TWEAK than the other 2 groups (groups 2
and 3) with p = 0,028.

Conclusion: The newborns that have congenital heart desease presented
higher tissue immunoexpression of the TWEAK biomarker. This increase probably
occurred due to cronic exposure to functional disturbs.
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Introducao

Durante a embriogénese a taxa de proliferacdo celular cardiaca diminui
gradualmente, sendo considerado por Ottaviani et al 1999 que os cardiomidcitos
adultos perdem a capacidade de divisao celular.”" Este estudo, contudo, demonstra
baixos indices de proliferagdo de cardiomiécitos em animais jovens, animais adultos
e em humanos adultos, especialmente quando sdo submetidos a eventos
patolégicos como o infarto do miocardio.® Em estudo experimental em mamiferos
foi demonstrada alta taxa de divisdo dos cardiomiécitos em fetos de ratos e ratos
neonatos.

Os efeitos dos eventos adversos que cursam com hipdxia podem afetar o
desempenho do coracdo do recém-nascido. Ha indicios que estes eventos de
hipoxia/asfixia, dependendo da intensidade, podem desencadear estimulos
proliferativos nos cardiomidcitos de carneiro. “*®) Os achados s&o conflitantes: foi
observado em um estudo em ratos expostos a retardo de crescimento intrauterino
que houve diminuicdo do numero de cardiomiécitos. ©® Morrison et al 2007
observaram que a restricdo placentaria aguda diminuiu a proliferacdo de
cardiomiocitos e Bishop 1990 relatou que houve aumento de numero de
cardiomidcitos e ratos foram expostos a mondxido de carbono durante a fase
hiperplasica de crescimento fetal.

Sabe-se que a hipdxia provoca uma variedade de respostas funcionais nos
cardiomidcitos, incluindo proliferacdo celular, hipertrofia e morte celular.®) As
malformagdes cardiacas tém génese multifatorial e existem suposi¢cées de que a
hipoxia cronica em fases precoces da gestacdo possa estar relacionada com
génese das cardiopatias congénitas dentre outras malformacées. © A maneira
como os coragbes de recém-nascidos cardiopatas reagem quando expostos a
hipéxia ainda ndo esta bem esclarecido.

Um marcador que tem sido relacionado com a hiperplasia nas células
cardiacas € o TWEAK (tumor necrosis factor-related weak inducer of apoptosis). O
TWEAK é um membro da familia fator de necrose tumoral alfa (TNFa). O TWEAK
tem sido demonstrado como um regulador de proliferagédo em varios tipos celulares,
incluindo células ovais hepaticas, células epiteliais salivares, mioblastos de musculo

esquelético, células mesangiais renais, podocitos e células tubulares dos rins.
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Possui diversas fungdes biolégicas em processos como inflamagéo, angiogénese e
sobrevivéncia celular, apoptose, proliferacdo e migraggo. '® " Ainda nao existem
evidéncias na literatura de como o TWEAK estaria envolvido nas malformacgdes
cardiacas.

Sendo assim, esta pesquisa tem por objetivo estudar a imunoexpressao
tecidual do TWEAK em coragdes de recém-nascidos com cardiopatias congénitas e
comparar com a imunoexpressao tecidual do TWEAK nos coragdes de recém-
nascidos malformados nido cardiopatas e com coragdes de recém-nascidos nao
malformados. Os trés grupos apresentaram um desfecho comum, sendo a hipdxia a

causa final de morte.

Método

Os casos selecionados sao compostos por amostras parafinadas de
miocardio de recém-nascidos autopsiados no Servigo de Anatomia Patoldgica do
Hospital de Clinicas de Curitiba (Universidade Federal do Parand) entre os anos de
1991 e 2007.

Foram selecionadas amostras de 154 corag¢des sendo 15 coragdes de recém-
nascidos com cardiopatia congénita (grupo 1), 54 corag¢des de recém-nascidos sem
cardiopatia congénita, mas com outras malformag¢des (grupo 2) e 85 coragdes de
recém-nascidos sem nenhuma malformacgéo (grupo 3).

Dos prontuarios foram coletadas as variaveis peso ao nascimento, pH do
sangue arterial do cordao umbilical, idade gestacional, tempo de vida e indice de
Apgar no primeiro e no quinto minuto. Dos laudos de necropsia foram coletadas a
causa de morte e a doenca de base. Posteriormente foi incluida a analise da
imunoexpressao tecidual do TWEAK.

Foram incluidas as necropsias de recém-nascidos hipdxicos viaveis (idade
gestacional superior a 24 semanas), de ambos o0s géneros. Os critérios clinicos e
anatomopatologicos de hipdxia foram assim definidos: indice de Apgar no primeiro
e/ou quinto minuto < 6; e/ou pH ao nascimento < 7,2 (em amostra de sangue arterial
do corddo umbilical); e/ou sinais anatomopatoldgicos de hipdxia (petéquias em

serosas, congestao visceral sistémica, hiperinsuflagdo, hemorragias de sistema
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nervoso central entre outras). Foram excluidos recém-nascidos que tiveram
amostras inadequadas ou prontuarios incompletos.

A partir dos blocos parafinados originais contendo amostras de miocardio de
ventriculo esquerdo, foram construidos 26 blocos em arranjos em matriz de
amostras teciduais contendo seis casos cada um, com um total de 10 a 12 amostras
cilindricas de 3mm de diametro em cada arranjo em matriz de amostras teciduais,
sendo 2 amostras cilindricas para cada caso. Os blocos de arranjos em matriz de
amostras teciduais foram cortados em laminas multi-amostrais para a realizacado de
técnica de imunoistoquimica.

Foi selecionado o biomarcador TWEAK e a técnica para as reagdes de
imunoistoquimica foi a da imunoperoxidase conforme protocolo descrito por do
Carmo-Debur e colaboradores. ' Controles positivos (amostras de miocardio de
ventriculo esquerdo de pacientes adultos com cardiopatia isquémica) e negativos
(por omissao do primario) foram imunocorados para cada reagao. O anticorpo
primario utilizado foi o anti-TWEAK da ABCAM® (Cambrige, USA) na diluicdo de
1:100.

As laminas de arranjos em matriz de amostras teciduais imunocoradas foram
submetidas a leitura por microscépio o6ptico Olympus BX50 (Toéquio, Japéo)
acoplado a camera de video Dinoeye e ao computador com software de analise de
imagem Image Pro Plus™ (Média Cybermetics, Silver Spring, Maryland, USA).
Foram capturadas oito imagens em campo de grande aumento (CGA=400x) para
cada caso do estudo. O controle positivo contendo imunopositividade ideal foi
fotografado e uma imagem em CGA foi escolhida como “mascara”. As areas
imunocoradas que estavam representadas por coloragdo castanha no citoplasma
das células miocardicas foram identificadas pelo software Image Pro Plus™. Esta
mascara foi sobreposta as oito imagens digitais em CGA de cada caso, sendo que o
software Image Pro Plus™ identificou as areas imunocoradas de cada caso
baseado na imagem sobreposta da mascara (miocardio com reagao controle).
Sendo assim, quantificou-se a area de imunoexpressao do TWEAK, de onde se
extraiu um valor médio de area imunopositiva por CGA em cada caso, em
micrémetros quadrados (p?).

Para a avaliagdo da associacdo entre duas variaveis qualitativas foi
considerado o teste exato de Fisher ou o teste de Qui-quadrado. A comparagao

entre dois grupos em relagdo a variaveis quantitativas foi feita usando-se o teste t de
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Student para amostras independentes ou o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Trés grupos foram comparados usando-se 0 modelo de analise da variancia com
um fator (ANOVA) ou o teste nado-paramétrico de Kruskal-Wallis. Nessas
comparagdes foi usado ainda o modelo de analise de covaridncia (ANCOVA)
incluindo-se 0 peso ao nascer como covariavel. Os dados relativos a variavel
TWEAK foram submetidos a transformagao por raiz quadrada. Valores de p<0,05
indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa
computacional IBM SPSS Statistics v.20.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituigdo
com o parecer n® 2534.141/2011-06.

Resultados

A idade gestacional deste estudo variou de 27 a 39 semanas com média de
36,06 (+-4,1) semanas. Havia cinco criangas prematuras (idade gestacional abaixo
de 37 semanas) e o restante da amostra foi de recém-nascidos a termo (idade
gestacional acima de 37 semanas). O peso das criangas variou desde 1260g a
5700g com média de 29569 (+-1277g). O pH no sangue arterial de corddo umbilical
variou de 6,7 a 7,4 com média de 6,99 (+-0,25). A média do indice de Apgar no
primeiro minuto foi de 4 (+-3,6)com variagdo de 0 a 8 e no quinto minuto a média foi
de 5,7 (+-3,4) com variagédo de 0 a 9. (vide tabela 1)

O tempo de vida variou de um a 28 dias com média de 8,7 dias. A principal
doenca de base nos grupos 1 e 2 foram as malformagdes e no grupo 3 as doengas
relacionadas a prematuridade. A principal causa de morte dos casos deste estudo

foi a hipdxia perinatal.
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Tabela 1: Dados clinicos da amostra (peso ao nascer em gramas, pH do

sangue arterial do cordao umbilical, idade gestacional em semanas, Apgar do

primeiro e do quinto minuto) sdo comparados entre os trés grupos (1 — recém-

nascidos com cardiopatia congénita, 2 -

malformagdées nao cardiacas e 3

malformacgao)

recém-nascidos com outras

recém-nascidos sem qualquer

Grupo

n

Média

Mediana

Minimo

Maximo

Desvio Valor de

padrdo p*

Peso ao nascer Cardiopatia 11 2585 2640 600 5700 1277

MalformagGes 52 1768 1805 400 3475 766

Outras 76 1429 1180 495 3615 852 <0,001
PH Cardiopatia 9 6,99 6,90 6,70 7,40 0,25

Malformagdes 25 7,02 7,00 6,60 7,30 0,20

Outras 59 7,06 7,10 6,20 7,59 0,24 0,580
IG em semanas Cardiopatia 15 36,1 38,0 27,0 39,0 4,1

Malformagdes 54 33,3 33,0 24,0 42,0 4,0

Outras 85 31,3 30,0 24,0 41,0 4,7 <0,001
APGAR1 Cardiopatia 9 4,0 2,0 0,0 8,0 3,6

Malformagdes 54 2,8 2,0 0,0 9,0 2,3

Outras 81 4,0 3,0 0,0 10,0 3,1 0,180
APGAR 5 Cardiopatia 9 5,7 5,0 0,0 9,0 3,4

Malformagdes 54 4,3 4,5 0,0 10,0 2,7

Outras 81 5,9 6,0 0,0 10,0 3,1 0,014

Legenda: Peso ao nascer em gramas; IG: idade gestacional em semanas; APGAR 1: Apgar no primeiro minuto;

APGAR 2: Apgar no segundo minuto; * Nessas comparagdes foi usado o modelo de analise de covariancia

(ANCOVA\) incluindo-se o peso ao nascer como covariavel.
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Tabela 2: Comparagao do peso ao nascer, idade gestacional e Apgar do
quinto minuto nos trés grupos do estudo (1 — recém-nascidos com cardiopatia
congénita, 2 — recém-nascidos com outras malformagdes nao cardiacas e 3 —

recém-nascidos sem qualquer malformacao).

G Valor de p“
rupos

Pes(cg’]raa%gass)cer (sen:Snas) APGAR 5
Malformagoes cardiacas x outras malformagoes 0,005 0,029 0,197
Malformagodes cardiacas x ndo malformados <0,001 <0,001 0,881
Outras malformagées x nao malformados 0,030 0,012 0,004

Legenda: APGAR 5 = Apgar do quinto minuto de vida; IG idade gestacional. “*ANCOVA ajustada para o peso ao

nascer (covariavel), p<0,05

Quando comparamos o0 grupo de recém-nascidos com cardiopatias
congénitas (grupo 1) com os outros dois grupos (grupo 2 e 3), observou-se
diferenca significativa no que se refere ao peso e idade gestacional. Nao foi
encontrado diferengas estatisticamente significativas entre os grupos de recém-
nascidos cardiopatas (grupo 1) quando comparados aos grupo 2 e 3, no que se
refere ao pH sanguineo ao nascimento, e indice de Apgar do primeiro e quinto

minuto, causa de morte e doenca de base (tabelas 1 e 2).

Tabela 3: Comparagao da imunoexpressao tecidual do TWEAK nos trés
grupos do estudo (1 — recém-nascidos com cardiopatia congénita, 2 — recém-
nascidos com outras malformagoes nao cardiacas e 3 — recém-nascidos sem

qualquer malformacgao).

TWEAK* Valor
Grupos n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrdo dep**
Malformagges 14 894% 6,39% 1,46%  26,98% 7,56%
cardiacas
Outras malformacgoes 53 4,76% 3,16% 0,57% 26,57% 4,75%
Nao malformados 84 6,54% 4,81% 0,07%  30,32% 6,25% 0,028

*Os dados de TWEAK foram submetidos a uma transformacgao por raiz quadrada

**ANCOVA ajustada para o peso ao nascer (covariavel), p<0,05
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Ao comparar-se a media de imunoexpressao tecidual TWEAK entre os trés
grupos, encontrou-se maior expressao deste biomarcador no grupo 1 quando
comparado aos demais, como demonstra a tabela 3. A figura 1 demonstra a
imunoexpressao tecidual do biomarcador anti-TWEAK.

Observou-se ainda que os recém-nascidos cardiopatas (grupo 1) tém tempo
de sobrevida maior, quando comparado aos grupos 2 e 3 (p = 0,004).

As caracteristicas do grupo de recém-nascidos com cardiopatias congénitas

estdo demonstradas na tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas do grupo (1) de recém-nascidos com cardiopatias

congeénitas.
PACIENTE SEXO PESO pH IG APGAR 1 | APGAR 5 | TIPO DE MALFORMACAO CARDIACA
1 M 2930 38 TGA, DSA, SHCE
2 M 5700 6,8 38 8 9 TGA
3 M 39 PCA
4 F 2580 7 39 8 9 SHCE
5 F 6,9 38 TAU, SHCE, HVD
6 M 1260 6,9 27 1 3 DSV
7 M 3090 39 7 9 PCA, CoAo
8 M 2640 6,9 38 VU tipo direito, DSA, Hao, PCA
9 F 2050 6,9 36 2 3 CoAo
10 M 2700 6,7 38 DSA, AT, Hipo. VD
11 F 2750 7,4 38 DSA
12 F 600 7,4 27 1 4 DSA, PCA
13 F 2140 36 0 0 AT, EP
14 M 32 1 5 ET, EP
15 F 38 8 9 Ag de Ao; PCA; DSA

Legenda: Peso ao nascer em gramas |IG: idade gestacional em semanas; APGAR 1: Apgar no primeiro minuto;
APGAR 2: Apgar no segundo minuto; TGA: transposicao das grandes artérias; DSA: defeito do septo atrial;
SHCE: sindrome do coracdo esquerdo hipoplasico; PCA: persisténcia do canal arterial; TAU: tronco arterial
unico; HVD: hipertrofia de ventriculo direito; DSV: defeito do septo ventricular; CoAo: coarctagao de aorta; VU:
ventriculo Unico; Hao: hipoplasia de aorta; AT: atresia tricispide; Hipo VD: hipoplasia coragéo direito; ET:

estenose tricuspide; EP: estenose pulmonar; Ag de Ao: agenesia de crossa de aorta.
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Figura 1 - Fotomicrografia de amostra histolégica de miocardio de ventriculo
esquerdo imunocorada com anti-TWEAK demonstrando forte coloragao
castanha citoplasmatica, caracteristica de imunopositividade, aumento de
200x.

Discussao

A hipoxia pode ser definida como inadequada oxigenagao tecidual em nivel
celular. De todos os estresses a que o feto e o recém-nascido estao sujeitos, o mais
relevante e clinicamente importante é a hipoxia. ¥ Como os cardiomidcitos do
coragao fetal e neonatal reagiriam a esta privacao de oxigénio ainda esta por ser
respondido. Ha relato que a resposta a privagdo de oxigénio varia com as espécies
e com o tempo de vida em animais. ¥ As doencas cardiovasculares tém importante
impacto na saude da populacdo e na expectativa de vida. Existe pouco
conhecimento de como a hipdxia que o recém-nascido sofreu no periodo perinatal
poderia interferir em seu progndstico em curto prazo e na sua vida adulta.

A hipoxia pode estar envolvida na génese das malformacgdes cardiacas
congénitas. A literatura demonstrou alteragdes na formacéo do trofoblasto podem
impedir adequada oferta de oxigénio ao feto nas fases iniciais de desenvolvimento,
resultando em cardiopatias. Além disso, outros estimulos capazes de reduzir o fluxo

sanguineo placentario também podem estar envolvidos na génese das cardiopatias
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congénitas. ®) Estes fatos também foram demonstrados por Gaber Naila et al 2013
em seu estudo com casos de hipoplasia do coragdo esquerdo, onde foi observado
que o feto que sofre hipoxia em periodos iniciais da embriogénese pode apresentar
reprogramacgao genetica e parada do crescimento de vaso sanguineos e da
replicacdo de cardiomidcitos. (1%

Uma pesquisa realizada no Reino Unido detectou que a causa de morte por
malformacgdes congénitas foi de 21% em 1909 e de 19% em 2009. Neste periodo
houve diminuicdo de aproximadamente 20 vezes a mortalidade geral por outras
causas, ja a taxa de mortalidade neonatal por malformagdes congénitas
permaneceu estavel. Nesta mesma pesquisa, em 1909 houve 5% de oObito por
malformacgéo cardiaca e 10% em 2009, mas este aumento parece estar relacionado
ao fato de que no século passado ndo se conheciam doencas como as
cardiomiopatias e sua incidéncia na populagao. (16)

As cardiopatias congénitas ocorrem esporadicamente na populagao com taxa
aproximada de 0,08%. Quando um dos pais é afetado, especialmente a mae, esta
probabilidade pode chegar a 5%. As causas das cardiopatias congénitas sao
multifatoriais e a sua prevaléncia dificil de quantificar, mas quando associadas a
sindromes genéticas, a incidéncia podem chegar a 98%, como na sindrome de
Edwards. (")

O TWEAK é uma citocina pro-inflamatdria pertencente a familia do TNFa que
controla diversas fungdes nos cardiomiécitos, como estimulagdo da proliferacdo

(18) Age se

celular, migracao, diferenciacéo, angiogénese e processo inflamatério. ®).
ligando ao receptor transmembrana fibroblast growth factor-inducible molecule 14
(Fn14) ou ao receptor Death Receptor-3 (DR3). Descobertas recentes
demonstraram que o TWEAK ¢é um regulador positivo da proliferagdo de
cardiomiocitos atuando via seu receptor Fn14. A estimulagdo gerada por ele em
cardiomiocitos ativa extracellular signal-regulated kinases (ERK) e phosphatidyl-
inositol 3-kinase (PI3) e inibe a glycogen synthase kinase-3 beta (GSK-3beta),
permitindo a proliferacdo. A via de ativagcao através do receptor Fn14 é a candnica
ou via classica. Esta via preferencialmente conduz para sobrevivéncia, diferenciagao

10). (19). 20 Ao contrario do que ocorre em cardiomidcitos de

e ativacdo celular.
recém-nascidos, a estimulagdo do TWEAK nao induz a sintese do DNA em

cardiomidcitos adultos, o que pode ser justificado pela diminuigcdo da expressao de
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Fn14 depois do nascimento. ¥ Sendo assim, a expressdo aumentada do TWEAK
pode sinalizar a proliferagéo celular de cardiomiécitos. Estudos demonstram que o
TWEAK pode ter diversas fungdes como regulagdo do crescimento microvascular,
remodelamento com estimulos de sobrevivéncia celular e diferenciacao/ativacao
celular dependendo do contexto angiogénico. “® No estudo de Chen Hui-Na et al
2012 em ratos, foi encontrado que o TWEAK/Fn14 pode promover a proliferagcéo e a
sintese de colageno pelos fibroblastos cardiacos pelo aumento de metaloproteinase
9. Sendo assim, o TWEAK/Fn14 estaria envolvido na fibrose miocardica. '®

A ligacdo do TWEAK com o receptor transmembrana DR3 estimula a via das
caspases, também conhecida como via ndo canénica, e que tem como efeito final a
apoptose celular. A estimulagao do receptor DR3 pode utilizar a via do nuclear fator-
kappa B (NF-kB) e mitogen-activated protein kinase (MAPK) tanto na via candnica

como na nao candnica.'? ¥

A acéo pelo receptor DR3 parece ficar atuante em
situacgdes que o receptor Fn14 nao existe.

Nesta pesquisa o biomarcador TWEAK apresentou imunoexpressao mais
elevada no grupo de recém-nascidos com cardiopatia congénita, independente da
gravidade das cardiopatias, que variaram de simples defeito do septo atrial ou
coarctacao de aorta até cardiopatias complexas como atresia tricuspide, sindrome
de hipoplasia do coragdo esquerdo e transposigcdo das grandes artérias. Cabe
salientar que nesta pesquisa todos os recém-nascidos apresentavam em comum a
hipoxia, independente de serem portadores de cardiopatia congénita ou n&o.

Dados preliminares dao conta de que os genes TWEAK e Fn14 séao
expressos em baixos niveis em muitos tecidos, mas estdo com expressao
aumentada em tecidos lesados. O Fn14 é induzido por fatores de crescimento e se
encontra alto em tecidos lesados como, por exemplo, tecidos com isquemia. " 22
Outros estudos tém descrito niveis sanguineos elevados de TWEAK em pacientes
com eventos circulatérios agudos como infarto do miocardio e acidente vascular
cerebral. Porém, em doencgas cardiovasculares onde existe processo inflamatério e
diminuicdo de fluxo sanguineo como na doenga arterial coronariana, insuficiéncia
cardiaca sistdlica, doenca arterial periférica e aneurisma da aorta abdominal, o
TWEAK esta diminuido. *® No estudo de Jain et al 2009, o TWEAK circulante
apareceu superregulado em pacientes com cardiomiopatia dilatada quando
comparado com pacientes com insuficiéncia cardiaca de causa conhecida e os

controles. * Por outro lado, no estudo de Pachel et al 2013 realizado em ratos, a
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administragdo de uma variante recombinante de TWEAK soluvel (sSTWEAK) em
infarto ndo reperfundido resultou em mortalidade mais alta e aumento da incidéncia
de ruptura.®® Richter et al 2010 observaram que a baixa concentracdo de TWEAK
estd associada a pior progndéstico em pacientes com insuficiéncia cardiaca de
origem nao isquémica. Isto nos leva a especular que o TWEAK aumentado nos
casos de recém-nascidos cardiopatas pode ser consequéncia de um miocardio
lesado e com grave disfungcdo devido a prépria malformagdo. Ou ainda, este
aumento de TWEAK pode estar representando um grau de hipoxia miocardica
adicional nestes casos com malformagao cardiaca, devido ao disturbio funcional que
a cardiopatia congénita acarreta, mesmo que os nossos resultados referentes aos
parametros de hipdxia sistémica clinica (pH e Apgar) ndo tenham apresentado
diferencas estatisticamente significativos entre os grupos. “©

Outra observagéao interessante € que em gestantes com diabete gestacional
foi observada diminuigcdo da concentracdo de TWEAK circulante em comparagao
com gestantes sem diabetes. A concentracdo de TWEAK pode ser o principal
determinante da alta resisténcia a insulina na gestacao. ") Isto nos leva a especular
sobre influéncia do diabetes na génese das cardiopatias e sua relagdo com os
niveis de TWEAK, uma vez que esta estabelecido na literatura que os filhos de
maes diabéticas tém maior incidéncia de cardiopatias congénitas (28) sendo que em
nosso estudo observamos um aumento da imunoexpressao tecidual de TWEAK em
recém-nascidos com cardiopatia congénita. A alta expressdo de TWEAK poderia,
neste caso, ser a causa da malformagao cardiaca, e ndo consequéncia dela. Esta
hipétese € pouco provavel visto que a formagao do coragao € muito precoce na vida
intrauterina e que este aumento de TWEAK foi encontrado em coragdes de recém-
nascidos com idades gestacionais variando entre 27 a 39 semanas. Além disso, nao
encontramos diminuicdo do TWEAK como visto em maes diabéticas, e sim aumento
do mesmo.

Esta pesquisa apresenta limitagbes ao demonstrar que a imunoexpressao
tecidual do TWEAK esta aumentada em recém-nascidos portadores de cardiopatias
congénitas, ja que n&o foi possivel isolar este resultado de um fator comum entre os
recém-nascidos deste grupo 1, que € o disturbio hemodinamico e funcional do
coracao relacionado com o defeito cardiaco. Desta maneira ndo podemos afirmar se
o TWEAK esta aumentado nos portadores de cardiopatia devido a malformacao

cardiaca em si, isto €, se é a causa da malformacao observada, ou se o TWEAK
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apresentou maior aumento neste grupo por ser cronicamente exposto a disturbios
funcionais, sendo assim, sua maior imunoexpressao, a consequéncia do defeito
cardiaco. Nesta ultima hipotese, a qual seria a mais provavel, a via de ativagao do
TWEAK seria a candnica (Fn14), a fim de desencadear proliferacéo e diferenciagcao
celular, gerando hipertrofia na adaptacdo miocardica frente ao disturbio funcional.®

Nao foram encontrados na literatura médica pesquisada estudos que
pudessem auxiliar na elucidagdo dos questionamentos de como o TWEAK age e
qual seria a sua funcdo no coracdo de recém-nascidos que sofreram hipodxia, com

ou sem defeitos congénitos.

Concluséao:
O grupo de recém-nascidos hipoxémicos portadores de cardiopatia congénita

apresentou maior imunoexpressao tecidual do biomarcador TWEAK. Este aumento

provavelmente ocorreu por exposi¢cao cronica a disturbios funcionais.
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5. CONCLUSOES DA PESQUISA

Os biomarcadores angiotensina Il, Akt2 e Akt3 apresentaram
imunoexpressao tecidual em amostras de miocardio de recém-nascidos
hipoxémicos.

O biomarcador Akt1 apresentou expressao tecidual baixa ou ausente nas
amostras de recém-nascidos hipoxémicos.

N&do houve correlagdo entre a imunoexpressdo tecidual dos
biomarcadores acima e os dados clinicos e anatamopatoldgicos da amostra.

O grupo de recém-nascidos hipoxémicos portadores de cardiopatia congénita
apresentou maior imunoexpressao tecidual do biomarcador TWEAK. Este aumento

provavelmente ocorreu por exposi¢cao cronica a disturbios funcionais.
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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 analisadas as causas de mortes evitaveis, o tempo de
sobrevida, o0 género, o peso, a idade gestacional, a indice de Apgar do 1% e do 5°
minuto, a cianose, a acidose, a aspiragcdo meconial, a necessidade de reanimagao
com oxigénio, as causas da morte e doenca basica. Para a comparagdo dos
grupos em relacdo a sobrevida dos recém-nascidos foi considerado o teste t de
Student para amostras independentes ou 0 modelo de analise de varidancia com um
fator (ANOVA). Para avaliagdo entre variaveis quantitativas e a sobrevida dos
recém-nascidos foi estimado o coeficiente de correlacdo de Pearson. Para
descrever o tempo de sobrevida foram construidas curvas de Kaplan-Meier. A
comparagao entre os grupos em relagado ao tempo de sobrevida foi feita através do
teste de Log-rank.

Resultados: Observou-se que quando se utiliza apenas a causa da morte, 300
casos (95,54%) seriam de causas evitaveis, porém quando se analisa a doenga
basica o numero de casos diminuiu para 209 (66,56%). A hipdxia foi a causa mais
frequente de morte (85%) e o dano alveolar difuso a causa basica (52,9%). Houve
associagao positiva ao tempo de sobrevida: cianose (p=0,02), idade gestacional (p=
0,012), causa do 6bito (p< 0,001), valor de APGAR <6 (p< 0,001) e o valor do pH
(p< 0,001).

Conclusées: A incidéncia de causa evitavel de morte € provavelmente menor
quando analisada concomitantemente com a doenga basica. A cianose, idade
gestacional, causa do obito, Apgar abaixo de 6 , e valor do pH do sangue arterial
sao associados ao tempo de sobrevida de recém-nascidos.

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

A reducéao 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 o6bitos ocorridos no periodo neonatal e a associagdo destes
achados aos de necropsias podera trazer informagdes relevantes no auxilio a
prevencao de desfechos fatais.

Este estudo teve por objetivo observar as causas evitaveis de morte bem
como fatores clinicos e laboratoriais em associagao ao maior risco de obito neonatal

precoce.

2. 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 de 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 Instituicdo com o parecer n® 2533.140/2011-06.

Das 1837 necropsias neonatais, analisou-se 483 (26,3%) necropsias de
recém-nascidos que foram a obito até 28 dias de vida pods-natal (“neo-mortos”).
Foram incluidos neste estudo todos os casos com necropsias completas (analise,
laudo macroscépico e laudo microscépico), cujos prontuarios apresentavam todos
os dados analisados neste estudo. Sendo assim foram selecionados 314 casos para
a analise dos quais foram coletados o peso ao nascer, a idade gestacional, o
género, o indice de Apgar do primeiro, o indice de Apgar do quinto minuto, a
presenga ou ndo de acidose, a presenca ou ndo de cianose, sinais clinicos de
aspiragao meconial, a necessidade de reanimag¢ao com oxigénio, a causa da morte

e a doenca basica.
? Brasil. Ministério da Saiude. DATASUS. Informagdes de Saude- Painel de Monitoramento de Mortalidade Infantil e Neonatal.

Acesso em 20/12/2012 em htpp://www.datasus.gov.br



Foram consideradas como causas evitaveis de obito as causas contidas na
Lista de Causas Evitaveis do Ministério da Satide do Brasil 2 para criangas menores

de cinco anos de idade.

Quadro 1 - Lista de causas de mortes evitaveis em menores de cinco anos de

idade 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 acdes de imunoprevengio
1.2 Reduziveis por adequada atengdo @ mulher na gestagio e parto e ao recém-
nascido
121 Reduziveis por adequada atengdo a mulher na gestagio
1.2 Reduziveis por adequada atengiio @ mulher no parto
123 Reduziveis por adequada atengdo ao recém-nascido
1.3 Reduziveis por agoes adequadas de diagnostico e tratamento
1.4 Reduziveis por acoes adequadas de promogdo a satde, vinculadas a agdes
adequadas de atengdo a saude
2, Causas mal-definidas
3. Demais causas (ndo claramente evitaveis)

Os dados género, peso ao nascer, idade gestacional, indice de Apgar do
primeiro minuto, indice de Apgar do quinto minuto, presenga ou ndo de cianose,
presenca ou nao de sinais de aspiracdo meconial, necessidade ou nao de
reanimagao com oxigénio, presenca ou nao de acidose, causa da morte e valor do
pH do sangue arterial foram correlacionadas com o tempo de sobrevida no periodo

neonatal a fim de analisarmos possiveis fatores de risco. Os dados de acidose
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foram divididos em dois grupos, se presente ou ausente. A presenca de acidose foi
considerada quando o pH do sangue arterial era igual ou menor a 7,2.

O tempo de sobrevida pds-natal do recém-nascido foi determinado pela idade
momento do obito e foi dividido em dois grupos. No primeiro grupo foram incluidos
0s recém-nascidos que sobreviveram até sete dias e no segundo grupo, aqueles
cujo 6bito ocorreu com mais de sete até 28 dias de vida pds-natal.

A idade gestacional dos recém-nascidos 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 outro grupo constituido por idade gestacional
superior a 37 semanas.

Para a comparagdo entre os grupos em relagdo a sobrevida dos recém-
nascidos foi considerado o teste t de Student para amostras independentes ou o
modelo de analise de variancia com um fator (ANOVA). Para avaliacdo entre
variaveis quantitativas e a sobrevida dos recém-nascidos foi estimado o coeficiente
de correlacdo de Pearson. Para descrever o tempo de sobrevida foram construidas
curvas de Kaplan-Meier. A comparagao entre os 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.

3. RESULTADOS

Observou-se que 300 casos (95,54%) seriam de causas evitaveis. Foi
utiizada a Lista de Causas Evitaveis de Mortes em menores de cinco anos
observadas no quadro 12 como referéncia. Porém, analisando-se a causa morte e a
doencga basica verificada pela necropsia, provavelmente 209 casos (66,56%) seriam

de causas evitaveis. Estes dados estdao demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1- Causas da morte e doencgas de base

CALSA DA MORTE M DOENCA BASICA

=

DANO ALVEOLAR DIFUSO 168
HIPOPLASIA PULMOMAR
MALFORMACAD CEREBRAL
MMALFORMACOES MULTIPLAS
ERITROBLASTOSE FETAL

HIPOXIA PERINATAL 267 MALFORMACAD CARDIACA

GASTROSQUISE
KERMNICTERUS
SOFRIMEMTO FETAL AGUDO
SOFRIMENTO FETAL CROMICO
PLACENTA PREVIA
CIRCULAR DE CORDAD APERTADA

HIDROPSIA FETAL

EE
[ L Ry ]

ERONCOPNEUMOMNIA
MALFORMACAD CARDIACA
INFECCAD 3 BRONCOASPIRACAD
PERITOMITE
MALFORMACAD INTESTIMNAL
EMTEROCOLITE NECROTIZANMTE
SEPSE FUNGICA
GASTROSQUISE
OMFALOCELE

s s o R G L 0 T e [ o s g S

ICC 11 MALFORMACAD CARDIACA

[y
-y

TOCOTRAUMATISMO
MORTE SUBITA DO LACTENTE
CALCIFICACAD IDIOPATICA ARTERIAL
OUTROS & INFAMTIL
LACERACAD EM BRONQUIO FONTE DIREITO
CEFALOTORACOPAGOS

Pl g gn gagm
(=]

J00
CALSA EVITAVEL (95 54%) (56 56%)

Quanto a sobrevida, peso ao nascer, idade gestacional, género, indice de
Apgar do 1° e do 5° minuto, presenca ou auséncia de acidose, presenga ou
auséncia de cianose, presenca ou auséncia de sinais de aspiragdo meconial e
necessidade de reanimagdo com oxigénio obtiveram-se 0s resultados

demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratorial.

DESVIO
VARIAVEL MEDIA MEDIANA PADRAQC
SOBREVIDA 4 DIAS 1DIA 5 DIAS
PESOC 1680 GRAMAS 1490 GRAMAS 915 GRAMAS
IDADE GESTACIONAL 32 SEMAMNAS 33 SEMANAS 45 SEMAMNAS
n *a
SEXO PMASCULING 171 54,45
FEMINING 142 45,22
APGAR 1 MINUTO <& <G 211 73,8
B 75 26,2
APGAR 5 MINUTO < & < B 146 51
=B 140 45
pH <71 177 717
»>7.1 70 28,3
CIANOSE PRESENTE 276 g2
AUSENTE 24 g8
SINAIS DE ASPIRACAO PRESENTE 42 146
MECOMNIAL AUSENTE 246 85,4
REANIMACAO COM MECESSARIO 263 7.4
OXIGENIO NACQ NECESSARIO 38 126

Nao houve diferenca estatisticamente significativa quando a sobrevida dos
recém-nascidos foi comparada ao género (p=0,488), peso ao nascimento (p=0,79),
presenca ou nao de sinais clinicos de aspiragdo meconial (p= 0,629), necessidade

ou ndo de reanimagao com oxigénio (p= 0,191) e presenga ou nado de acidose

(p=0,221).

O grupo gestacional com idade superior a 37 semanas apresentou maior
sobrevida (acima de sete dias de vida pds-natal) e o grupo entre 24 e 33 semanas

apresentou menor sobrevida (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 dos recém-nascidos (p< 0,001) e esta

demonstrado nos graficos 1,2 e 3.
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Grafico 1 - Relagao entre o indice de Apgar do 1% minuto <6 e a sobrevida

dos recém-nascidos.
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Grafico 2- Relagao entre o indice de Apgar do 5% minuto <6 e a sobrevida dos

recém-nascidos.
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Grafico 3 - Relag&o entre os indice de Apgar do 1° e/ou do 5° minuto <6 e a

sobrevida dos recém-nascidos
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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 hipdxia perinatal foi a principal causa de Obito neste estudo e se
correlacionou com a sobrevida mais baixa dos recém-nascidos (p<0,001).

Quando analisada a presenga ou nao de acidose ndo se encontrou relagéo
estatistica significativa com a sobrevida. Na anélise dos valores lineares de pH, um
coeficiente de Pearson estimado de 0,28 se correlacionou com menores tempos de
vida (p<0,001).

4. DISCUSSAO

A importancia do exame anatomopatolégico pés-morte ja € bem conhecido.
Estudos de necropsia sdo importantes na identificacdo dos fatores causadores da
morte e servem como controle da qualidade da avaliagdo diagnostica e do
tratamento realizado. ©®

Nesta pesquisa foi encontrado que, quando considerada apenas a causa da
morte, 95,54% de mortes eram de causas evitaveis, porém se considerarmos a
causa da morte e a doenga basica encontrada na necropsia, 66,56% poderiam ser
considerados de causas evitaveis.

Para interferir no processo de morte faz-se necessario conhecer os fatores
que levam ao obito neonatal e dessa forma identificar as mortes evitaveis. @
Segundo Malta et al 2007 as causas de morte evitaveis sado preveniveis parcial ou
totalmente pelos servigcos de saude e dependem da tecnologia disponivel naquele
momento. ®

A realidade brasileira demonstra que a mortalidade neonatal € considerada
relevante sendo que estudos sobre evitabilidade podem se tornar importantes
ferramentas para melhorar a assisténcia e consequentemente reducdo destas

mortes. @

® Neonatal and perinatal mortality: country, regional and global estimates
[database on the Internet]2006 [cited march 2011].



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. ©

Os recém-nascidos séo classificados segundo a sua idade gestacional. Sao
classificados como prematuros aqueles que completaram menos de 37 semanas de
idade gestacional ou menos de 259 dias contados a partir da data da ultima
menstruacao. ©® Os estudos demonstram que os recém-nascidos apresentam maior
susceptibilidade a eventos adversos. As consequéncias da prematuridade refletem
tanto a imaturidade de seus 6rgdo e sistemas, quanto as intensivas intervengdes
necessarias a sua sobrevivéncia. "

Aproximadamente 12% de todos os nascimentos nos Estados Unidos séo
prematuros, e aproximadamente 2% com menos de 32 semanas de gestagao. ©
A prematuridade € uma das principais causas de internacao hospitalar, morbidade e
mortalidade de recém-natos. ® Dentre elas podemos citar problemas neuroldgicos,
cardiovasculares, hematoldgicos, nutricionais, metabdlicos, gastrointestinais, renais,
imunoldgicos, oftalmoldgicos, de regulacdo da temperatura e respiratorios sendo
esses ultimos as causas mais comuns de hipoxia 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 hipdxia como causa de
morte. Estes resultados demonstram a importdncia da prematuridade no
desenvolvimento de lesdes pulmonares que podem ser responsaveis pela hipoxia
logo ao nascimento ou a longo prazo.

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

No estudo anatomopatolégico os principais achados microscopicos de
hipoxia s&o congestdo, edema e hemorragias petequiais em 6rgaos internos, sendo
que os mais comuns s&o edema cerebral, equimoses ou hemorragias nos pulmoes,
coracdo e timo. ¥
De todos os estresses a que o bebé esta sujeito, provavelmente o mais

(11

importante e clinicamente relevante é a hipdxia. ) Esta pode ser definida como
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sendo uma inadequada oxigenacdo em nivel celular, na maioria das vezes
representada pela presenca de cianose. '?

As causas de hipdxia perinatal de maior importdncia sao aquelas
relacionadas as falhas na adaptacdo natural do sistema cardiovascular e
respiratério. As mais comuns s&o: a apnéia ao nascimento, taquipnéia transitoria do
recém-nascido e doenga da membrana hialina (ou sindrome do distress respiratorio)
entre outras. Quaisquer dessas situagdes podem gerar quadro hipoxémico que pode
acarretar consequéncias graves ao bebé, com sério risco de vida. ©

As sequelas de um evento hipoxémico dependem da intensidade e de sua
duragdo. Em alguns casos, o cérebro pode ser o unico 6rgao acometido. Em uma
série com 57 criancas, a encefalopatia hipoxico-isquémica isolada ocorreu em 14
(24,5%). ® Em outro estudo retrospectivo com 130 neonatos com hipéxia, os outros
sistemas que apresentaram disfungdo foram renal (70%), cardiovascular (62%),
pulmonar (86%) e hepatico (85%). ©

Quantificar a hipéxia em prematuros € uma tarefa dificil. O indice de Apgar é
um dos parametros mais usados e que pode estar baixo sem que o recém-nascido

(13) Observou-se que em maior parte da

prematuro tenha apresentado acidose fetal.
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 devesse ser utilizado quando ocorre
acidemia metabdlica ou mista profunda (pH <7) em sangue arterial do cordao
umbilical, indice de Apgar de 0-3 por mais de 5 minutos, manifestagdes
neurolégicas neonatais (convulsées, coma ou hipotonia) e disfungdo organica
multissistémica (ex: sistema cardiovascular). ¥

Outro conceito para definicdo de asfixia utilizado é o de Buonocuore et al
2002, que utiliza os seguintes parametros: pH do cordao <7,2, indice de 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. "

A importancia da monitorizacdo precoce, de medidas que minimizem a
hipdxia e a eleigao de critérios clinicos e laboratoriais que norteiem estes cuidados
sao de suma importancia para a sobrevida destes pacientes.

Na nossa amostra observou-se que fatores como género, necessidade de

reanimacao, presenca de mecdnio e acidose nido se associaram ao tempo de
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sobrevida dos recém-nascidos. Fatores como presenca de cianose, idade
gestacional, causa do 6bito, Apgar abaixo de seis no primeiro e/ou no quinto minuto
e valores lineares do pH mostraram-se correlacionados ao 6bito 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 presenga de desconforto
respiratorio estdo associados ao oObito neonatal precoce. Refere também que a
maturidade fetal tem sido a variavel preditiva dominante. "

Geib et al (2010) apontou como determinantes de mortalidade neonatal o
género 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. O indice de Apgar do primeiro minuto nao foi
considerado util como preditor do risco de morte. "

Com relagdo 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 recém-nascidos. Em pesquisa realizada sobre parametros laboratoriais
demonstrou-se 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 hipdxia de asfixia. ('

Encontrar respostas para a morte precoce e fatores que possam ser

observados no intuito de preservar a vida € de suma importancia.
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5. CONCLUSOES

A incidéncia de causas evitaveis de morte € provavelmente menor quando
analisada concomitantemente com a doencga basica.

A cianose, idade gestacional, causa do 6bito, indice de Apgar abaixo de 6 e
valor do pH do sangue arterial estdo associados ao tempo de sobrevida de recém-
nascidos da amostra estudada.
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com vista a possivel publicagdo. O artigo estd registrado sob o protocolo n® 5070.

Para acompanhar o processo de avaliacdo, acesse o enderego www.rsp.fsp.usp.br
Atenciosamente,
Secretaria RSP
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7.3 CARTA DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA
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Curitiba, 04 de julho de 2011.
llmo (a) Sr. (a)
Francisco Cesar Pabis
Hospital de Clinicas da UFPR
Curitiba - PR

Prezado Pesquisador:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado: “AVALIACAO
IMUNOISTOQUIMICA DE BIOMARCADORES DE CRESCIMENTO CELULAR EM AMOSTRAS
DE MIOCARDIO DE PREMATUROS HIPOXEMIADOS”, foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reunido realizada no dia 28
de junho de 2011.

O referido projeto atende aos aspectos das Resolugdes CNS 196/96, e
complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Salde.

CAAE: 0139.0.208.000-11
Registro CEP: 2534.141/2011-06

Conforme a Resolugdo 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes
relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatério: janeiro de 2012.

Atenciosamente,

Renato Tambara Filho

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR

76



