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RESUMO 

 

A asfixia perinatal é uma patologia derivada do insulto hipóxico-isquêmico que poderá resultar 

em um importante dano cerebral, através de lesões teciduais principalmente na região da matriz 

germinativa do SNC. Essa região apresenta uma grande atividade proliferativa e pode ser 

diretamente correlacionada com a hipóxia, devido a sua rica vascularização. A falta de oxigênio 

nessa região pode induzir a sequelas neurológicas ou até mesmo ao óbito. A utilização de 

mecanismos moleculares envolvendo diferentes vias de regulação podem auxiliar no 

entendimento e na identificação de biomarcadores que consigam correlacionar o insulto 

hipóxico-isquêmico com a clínica de recém-natos prematuros. Dessa forma foram analisadas 

118 amostras de SNC contendo matriz germinativa de neonatos que morreram nos primeiros 28 

dias de vida. Essas amostras foram submetidas as análises histológicas e imunohistoquímicas 

para identificar a imunoexpressão tecidual dos biomarcadores (NF-ĸB, AKT-3, Parquina, Trk-

C e VEGFR- 1) com os parâmetros clínicos como a asfixia, prematuridade, e tempo de 

sobrevida. Foram encontrados expressão significativas de NF-ĸB, AKT-3 e Parquina nos 

indivíduos prematuros. O marcador NF-ĸB mostrou menor expressão tecidual quando 

relacionado ao tempo de sobrevida menor que 24h. Já o marcador VEGFR-1 também apresentou 

uma menor expressão tecidual, todavia quando relacionado com a asfixia. A associação desses 

diferentes biomarcadores possibilitou a construção de uma via de integração relacionando a 

neovascularização com fatores de proteção neural. 

 

PALAVRAS-CHAVE: SNC, matriz germinativa, asfixia perinatal, insulto hipóxico- 

isquêmico, recém-nato prematuro 



 

ABSTRACT 

 

Perinatal asphyxia is a pathology derived from the hypoxic-ischemic insult that may result in 

significant brain damage, through tissue lesions mainly in the germinal matrix region of the 

CNS. This region presents a high proliferative activity and is directly correlated with hypoxia, 

due to its rich vascularization. The lack of oxygen in this region may induce neurological 

sequelae or even death. Using molecular mechanisms involving different regulatory pathways 

may assist in understanding and identifying biomarkers that can correlate hypoxic-ischemic 

insult with the clinical condition of premature newborns. We analyzed 118 CNS samples 

containing germ matrix from neonates who died within the first 28 days of life. These samples 

were subjected to histological and immunohistochemical analyses to identify the tissue 

immunoexpression of biomarkers (NF-ĸB, AKT-3, Parkin, Trk-C, and VEGFR-1) with clinical 

parameters such as asphyxia, prematurity, and survival time. When analyzing the parameter 

prematurity we found significant expressions of NF-ĸB, AKT-3, and Parkin. The NF-ĸB marker 

showed lower tissue expression when related to survival time shorter than 24h. The marker 

VEGFR-1 also showed lower tissue expression, but when linked to asphyxia. The association 

of these different biomarkers allowed the construction of an integration pathway related to 

neovascularization with neural protection factors. 

 

Key words: CNS, germinal matrix, perinatal asphyxia, hypoxic-ischemic insult, neonates 



 

RESUMO POPULAR/ FACT SHEET 

 

A diminuição de oxigênio no tecido cerebral de recém-nascidos pode levar a perdas de funções 

neurológicas, lesão cerebral permanente e até mesmo a morte. Essa é uma das principais causas 

de morte no primeiro mês de vida e pode estar associada com outros diferentes fatores clínicos, 

como a prematuridade, baixo peso ao nascer, dificuldades respiratórias durante o parto, entre 

outros. Para a detecção de um biomarcador que auxilie na identificação precoce dessa possível 

lesão neurológica de origem hipóxica são investigadas vias celulares fisiopatológicas e suas 

proteínas envolvidas. Dessa forma, foi estudada a relação entre alguns biomarcadores 

(proteínas NF-ĸB, AKT-3, Parquina, Trk-C e VEGFR-1) indicativos de dano cerebral e a 

presença de hipóxia no recém-nato.         O aumento da expressão de algumas dessas proteínas 

resulta em uma maior proteção  e possibilidade de regeneração desse tecido afetado através da 

formação de novos vasos sanguíneos. 
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INTRODUÇÃO 

Nas estatísticas mundiais a taxa de mortalidade infantil é uma preocupação recorrente. Em 2019 

foram relatadas 2,4 milhões de mortes neonatais durante o primeiro mês de vida (UN INTER- AGENCY 

GROUP FOR CHILD MORTALITY, 2020). No Brasil, desde a década de 90, a mortalidade neonatal 

tem sido o principal componente da mortalidade infantil (MI), e entre os anos   de 2015 e 2016 esta taxa 

ficou em aproximadamente 9 a cada 1.000 nascidos vivos (VELOSO et al., 2019). A terapia intensiva 

neonatal aliada aos avanços tecnológicos foram essenciais para a redução dessa mortalidade, mas ainda 

é uma preocupação para a comunidade médica, uma vez que esse período neonatal é considerado o 

tempo mais vulnerável para uma criança (LIU et al., 2016). Até pouco tempo ainda eram escassos os 

recursos para análise dos fatores de risco e como principais causas para o óbito neonatal hoje destacam-

se o baixo peso ao nascer, as afecções respiratórias do recém- nascido (RN), as infecções perinatais e a 

prematuridade (LANSKY et al., 2014; PEDROSA; SARINHO; ODD et al., 2017). 

Dentre às afecções respiratórias no recém-nascido, tem-se a prevalência da asfixia perinatal, a 

qual se encontra como responsável por 23% dos óbitos que ocorrem no período neonatal (LANSKY et 

al., 2014). A asfixia perinatal (AP) ou a hipóxia-isquêmica neonatal (HI) é uma interrupção temporária 

da disponibilidade de oxigênio que implica em um desafio metabólico  arriscado, mesmo quando o 

insulto não leva a um desfecho fatal (NUÑEZ et al., 2018). A AP durante o parto produz déficits de 

longo prazo no desenvolvimento do cérebro, incluindo o hipocampo, acarretando em alterações 

fisiopatológicas nos aspectos sistêmicos e celulares (MORALES et al., 2008). A gravidade da hipóxia 

é variável, podendo chegar ao desfecho da morte da criança e a recuperação dependerá da capacidade 

de adaptação do feto (LOCATELLI et al., 2020). 

Apesar de todo esse contexto e o número de mortes e morbidades neonatais, o investimento    em 

pesquisa poderia ser maior, e uns dos principais fatores associados a isso é o fato de ser uma condição 

mais prevalente em países com poucos recursos (LAROSA et al., 2017). Segundo Locci e 

colaboradores (2020) desde 2010 tem se destacado a necessidade da busca de uma identificação  e 

validação de biomarcadores para o dano cerebral e também para o desfecho, visando um melhor 

resultado e possibilitando o alcance de um protocolo; que além de proteção do cérebro desse neonato 

reduziria as consequências relacionadas a essa condição (LOCCI et al., 2020).  

A busca por um tratamento neuroprotetor auxiliaria na redução da taxa de mortalidade além de 

diminuição de sequelas neurológicas, todavia apesar dos esforços até o momento nenhum biomarcador 

foi validado para o diagnóstico ou predição do resultado. Apesar dessa dificuldade já existem estudos 

relacionados com a encefalopatia hipóxico-isquêmica apresentando que a utilização de múltiplos 

biomarcadores sanguíneos ao invés de um único seria mais promissor nesse campo de pesquisa  
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(GRAHAM et al., 2019). Dessa forma visando compreender melhor o insulto hipóxico-isquêmico, espera-

se que através da correlação da clínica do recém-nascido com diferentes biomarcadores relacionados com 

a diferenciação da matriz germinativa, seja possível obter indicadores precoces ou determinantes 

prognósticos. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Insulto Hipóxico-Isquêmico Neonatal 

A asfixia perinatal (AP) é uma patologia protagonista quando o assunto é a mortalidade 

perinatal e neonatal. Apesar dos diversos avanços na monitorização bioquímica  e biofísica do feto 

durante o trabalho de parto, em países desenvolvidos a incidência é de dois a cada 1000 nascidos, já 

nos países em desenvolvimento a taxa chega a ser 10 vezes maior. Estima- se que a maioria dos casos 

ocorra intraparto, apesar de que 20% ocorre pré-parto e outros casos logo no período pós-natal. Nos 

recém-nascidos que são afetados pela asfixia, 15-20% morrem no período neonatal e aproximadamente 

25% dos sobreviventes apresenta déficits neurológicos permanentes (ODD et al., 2017). 

O uso do termo AP, é vinculado aos casos os quais ocorre a falta de fluxo de sangue ou troca 

de gases para ou do feto no período imediatamente antes, durante ou após o parto (Figura 1). Durante 

esse período pode ocorrer o comprometimento ou a interrupção total da troca gasosa placentária (pré-

natal) ou pulmonar (pós-natal imediata). Quando a falta de oxigênio para os órgãos vitais é parcial, 

chama-se hipóxia, quando completa de anóxia resultando em hipoxemia progressiva e hipercarbenia. 

Se a hipoxemia for suficientemente grave os tecidos e órgãos vitais desenvolverão uma dívida de 

oxigênio, levando a uma glicólise anaeróbica e acidose láctica. (MOSHIRO; MDOE; PERLMAN, 

2019; SUGIURA-OGASAWARA et al., 2019) 

 

 

Figura 1. Determinação do período desde a concepção até o período pós-parto 

 Fonte: o autor (2021) 

 

O insulto hipóxico-isquêmico é caracterizado pela lesão neuropatológica que acarreta 

alterações de neurodesenvolvimento em recém-nascidos asfixiados. Dessa forma, afetando 

seletivamente áreas vulneráveis do sistema nervoso central, que variam com a idade gestacional e que 

apresentam um alto grau de imaturidade cerebrovascular e bioquímico no momento do insulto.     mDessa 

maneira, determinando dois elementos críticos para a causalidade da asfixia perinatal, a duração e a 

gravidade da interrupção (MOSHIRO; MDOE; PERLMAN, 2019). 

A fisiopatologia da AP não corre de forma única, mas evolutiva, e é comumente descrita onde  
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o feto utiliza uma variedade de mecanismos adaptativos buscando aumentar o fluxo de sangue para o  

cérebro, coração e adrenais, desviando o fluxo dos pulmões, intestino, fígado, rins e músculo 

esquelético (LAROSA et al., 2017). 

Primeiramente existe uma fase de falha energética primária, onde ocorre um aumento de 

aminoácidos excitatórios, perda de balanço iônico, aumento de cálcio intracelular, lipases e proteases 

e de radicais livres. É possível observar um aumento na pressão arterial, à medida que a asfixia 

progride evidenciando cada vez mais uma dependência metabólica anaeróbica da glicose,          ocasionando 

uma acidose metabólica. A hipóxia e a acidose severa geram como consequência uma       redução do 

fluxo cerebral, isquemia e necrose celular. Em sequência há a fase de falha energética secundária, que 

ocorre após uma fase latente, onde há a ativação da micróglia, apoptose,  diminuição de fatores de 

crescimento, síntese de proteínas, o aparecimento da lesão oxidativa e o contínuo aumento de 

aminoácidos excitatórios, levando a uma lesão neurológica (apoptose e necrose celular) (INDER; 

VOLPE, 2000; MOSHIRO; MDOE; PERLMAN, 2019).  

Para a AP ser diagnosticada, deve apresentar pelo menos uma das seguintes características em 

um recém-nascido: 10 min de pontuação Apgar ≤ 5, necessidade de ressuscitação > 10 min, acidose 

metabólica (pH ≤7.0 ou BE ≤-12 mMol/L em artéria umbilical (UA) ou dentro de 1 h de vida). Como 

fatores de risco ante e intraparto associados a AP estão os eventos de nascimento asfixiantes como: 

ruptura uterina, abrupção placentária, ombro distócia e prolapso do cordão. O monitoramento do ritmo 

cardíaco fetal (FHR) também é uma ferramenta importante, todavia sua atuação no quadro da asfixia 

fetal ainda é controversa, e esforços são direcionados para sua interpretação e desenvolvimento de 

protocolos (LOCATELLI et al., 2020). 

Existe uma janela terapêutica, com um intervalo de aproximadamente 6h, onde é possível tentar 

prevenir o dano cerebral. As sequelas tardias vistas nos sobreviventes serão mais comumente a paralisia 

cerebral, retardo mental, déficits visuais, epilepsias, deficiências no aprendizado e comportamento 

(ALBRECHT et al., 2019). 

Como mencionado existem fatores de risco que podem estar associados a AP, Macdonald e 

colaboradores (1980) já haviam relacionado que a asfixia exibia um perfil onde ocorria mais 

frequentemente em recém-nascidos com menor idade gestacional e peso (LOCATELLI et al., 2020; 

MACDONALD et al., 1980). O nascimento pretermo é o desfecho de vários fatores determinantes, 

cujo processo inicia-se na gestação envolvendo condições maternas, fetais e placentárias e outros 

fatores não determinados que serão influenciados pela idade gestacional e peso ao nascer (ALMEIDA 

et al., 2017; MIRALHA et al., 2017). 
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A natureza imprevisível de um evento hipóxico ao nascer é um grande desafio, uma vez  que 

na maioria das vezes é necessário que o trabalho de parto ocorra para que então os                obstetras se 

tornam conscientes de que o feto está em risco. O que é visto é uma hipóxia isquêmica  global no 

momento do nascimento, sendo uma das principais causas de morte para este evento e suas 

implicações clínicas mais comuns a curto prazo são a encefalopatia hipóxico-isquêmica (EHI)  e 

convulsões. Além de tratamentos como a hipotermia, que apresenta um sucesso limitado, outros  estão 

em estudo como o uso de altas doses de eritropoetina, ou a adição de Xenon ao tratamento  de 

hipotermia, e o uso de células-tronco (AZZOPARDI et al., 2016; BALLABH; DE VRIES, 2021; 

WENGER, 2002). Todavia são estudos para o tratamento principalmente da encefalopatia  hipóxica-

isquêmica e apesar de todos esses esforços ainda não existem tratamentos eficazes para prevenir a 

asfixia. Principalmente, uma vez que identificar a sequência de eventos que levam a AP   durante os 

cuidados pré-natais e intraparto ainda é um grande desafio (LOCATELLI et al., 2020). 

Um modelo ideal para um tratamento seria aquele que envolvesse um mecanismo que fosse 

capaz de minimizar a falha de energia que ocorre no momento do insulto, além de características 

antioxidantes para reduzir o estresse oxidativo que emerge logo após o nascimento. É de grande 

importância ressaltar que um tratamento eficaz deveria ainda ser barato e facilmente administrado para 

que possa estar disponível nas regiões onde a incidência da asfixia é alta (LAROSA et al., 2017). 

Sistema Nervoso Central e Asfixia Perinatal 

A AP tem capacidade de afetar qualquer órgão do recém-nascido, e o cérebro é o órgão que 

acaba apresentando a maior preocupação, uma vez que apresenta menor capacidade de pronta 

recuperação ou até mesmo uma recuperação completa (WEBER et al., 2021). O déficit de energia 

hipóxico associado com o sistema nervoso central apresenta uma dependência do metabolismo 

aeróbico representado pela redução do suprimento de oxigênio, resultando em uma cascata de 

acontecimentos que entre outras vias irá ativar a ubiquitinização, apoptose ou necrose, estresse 

oxidativo e processos inflamatórios (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2014; NUÑEZ et al., 2018). 

O desenvolvimento estrutural e funcional do Sistema Nervoso Central (SNC) inicia a partir  da 

3ª semana de vida fetal, e depende da neurogênese, migração neuronal e formação de circuitos. Todo 

esse processo acontece de forma dinâmica e complexa envolvendo uma variedade de vias moleculares 

(RAHIMI-BALAEI et al., 2018). 

A vascularização do cérebro começa durante essa embriogênese e continua até o período  de 

recém-nascido, envolvendo processos de vasculogênese seguida de angiogênese. A matriz germinativa 

é uma região altamente vascularizada, e é a camada responsável pela produção de neurônios e células  



19 
 
 

da glia, apresentando uma fragilidade inerente, sendo vulnerável a hemorragia. Uma hemorragia na  

matriz germinativa-intraventricular é considerada a lesão mais devastadora  que pode ocorrer no feto  

em desenvolvimento, e ela apresenta uma maior incidência em bebês prematuros e de baixo peso ao 

nascer, além de poder ser ainda mais exacerbada após a hipóxia (BABURAMANI et al., 2012; 

BALLABH, 2010) . 

Essa camada transitória de tecido cerebral localizada adjacente aos ventrículos laterais e 

ricamente vascularizada está presente no cérebro fetal entre a 8ª. e a 36ª. semana de gestação, seu pico 

de volume está confirmado por estudos histopatológicos na 25ª. semana. Sua característica é uma 

camada espessa com um intenso metabolismo energético de células subependimárias do sulco  tálamo-

estriado (RAETS; DUDINK; GOVAERT, 2015). 

As lesões que podem ocorrer nessas camadas transitórias levam o cérebro a um anormal 

desenvolvimento e sequelas neurológicas. A fragilidade da microvascularização desta região pode ser 

explicada devido a imaturidade da parede vascular, flutuações do fluxo sanguíneo cerebral e 

mecanismos de autorregulação (PARODI et al., 2020). 

Os neonatos prematuros, que também apresentem baixo peso ao nascer são o grupo com maior 

risco de hemorragia na matriz germinativa. Durante o período de 24 a 32 semanas, os vasos sanguíneos 

da matriz germinativa são frágeis e nesse ponto da gestação a demanda de oxigênio e nutrientes é alta. 

Uma hipotensão ou hipoxemia pode induzir alterações hipóxico-isquêmicas  focais na zona final 

arterial dentro da matriz germinativa (BABURAMANI et al., 2012) 

Vias de Sinalização Envolvidas na Diferenciação da Matriz Germinativa 

Em relação a diferenciação que ocorre na MG, após o fechamento da placa neural, as células 

neuroepiteliais (CNE) começam a se proliferar e povoar a zona ventricular, onde ocorre a transição de 

CNE para progenitores gliais radiais (PGR) (JOSSIN, 2004). Nesse processo, as vias de sinalização 

envolvidas são intermediadas por uma família de moléculas chamadas neurotrofinas. 

As neurotrofinas representam uma importante família de fatores tróficos para a sobrevivência 

de populações seletivas de neurônios para os diferentes períodos de desenvolvimento. Dentre elas 

podem ser citadas fator de crescimento nervoso (FNG), fator de crescimento derivado do cérebro 

(BDNF), NT-3 e NT-4 (PARK; POO, 2013). As ações celulares executadas através das neurotrofinas 

acontecem devido a dois tipos de receptores, receptores de tirosina quinase (Trk) e um receptor de 

baixa afinidade p75NTR. A NT-3 (neurotrofina- 3), se liga ao receptor Trk-C, uma proteína 

transmembranar-tirosina-quinase, que é expressa preferencialmente no cérebro. Dentro das suas 

funções está a mediação de efeitos na sobrevivência  e na diferenciação de uma grande variedade de  
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populações de neurônios (HUANG; REICHARDT, 2001; SAHAY; KALE; JOSHI, 2020). A 

expressão de Trk-C leva à ativação constitutiva de duas principais vias efetoras, a via mitogênica Ras- 

MAP (MAPK) e a via triquinase fosfatidilinositol 3- quinase PI3K/AKT mediadora da sobrevivência  

celular. A ativação por meio das neurotrofinas, leva a auto-fosforilação de receptores tirosina-quinases 

(Trk), os quais ativarão vias de plasticidade ou crescimento neuronal, como por exemplo, a da 

fosfatidilinositol 3-quinase/proteína quinase B (PI3K/AKT), que, por conseguinte, poderão ativar o 

complexo do alvo mecanístico da rapamicina (mTOR) (JIN et al., 2008; REICHARDT, 2006). 

A enzima AKT compreende uma família de proteínas quinase serina/treonina responsáveis pela 

fosforilação de fatores de transcrição eucarióticos necessários para a expressão de genes relacionados 

com a sobrevivência celular. A família de proteínas quinases chamadas AKT, proteína quinase B 

(PKB) ou relacionadas à A e C quinase (RAC), é muito versátil e tem sido implicada em vários 

processos biológicos, incluindo diferenciação de adipócitos e músculos, síntese de glicogênio, 

captação de glicose, apoptose, proliferação celular, transcrição e  migração. Existem 3 isoformas 

conhecidas dessa enzima em células de mamíferos (1/alfa, 2/beta  e 3/gama) (MANNING; TOKER, 

2017; SONG; OUYANG; BAO, 2005). Embora a sinalização dependente de AKT, especialmente 

quando conduzida pela ativação de AKT-1, seja conhecida por ser importante para a angiogênese, os 

papéis das isoformas individuais não são bem  compreendidos. Em geral, é aceito que os membros da 

família AKT compartilhem um certo grau de redundância funcional. No entanto, há evidências 

crescentes de que essas três quinases possuem  metas e funções específicas de isoformas (KO et al., 

2019; SOMANATH et al., 2006). 

Nesse contexto, dentre as suas isoformas, a AKT-3 é a mais expressa no tecido cerebral, 

especialmente no cérebro fetal, e, apesar do seu papel ainda não ter sido totalmente elucidado, estudos 

com camundongos knockout para AKT3 demonstraram uma relação de maior expressão dessa enzima 

em relação ao volume encefálico e melhor desenvolvimento cognitivo dos animais testados (KO et al., 

2019; MANNING; TOKER, 2017) . Devido ao importante papel da via de sinalização da AKT para 

os diversos eventos biológicos, uma desregulação nessa via pode ser associada a diversos condições 

patológicas. 

No SNC pode ser observado que durante a neuroinflamação a ativação da AKT precede a 

transcrição de genes inflamatórios dependentes de NF-kB em micróglias ativadas. Além disso, a 

sobrevivência neuronal parece ser dependente da via de sinalização PI3K/AKT através da regulação 

do NF-kB de duas formas: aumento da atividade da quinase inibitória IKK e por meio da fosforilização 

direta da NF-kB, o que aumenta sua atividade (SÁNCHEZ-ALEGRÍA et al., 2018). 
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O NF-kB é um fator de transcrição, que foi identificado pela primeira vez em 1986, e é 

reconhecido como um regulador da expressão de genes envolvidos com os mais diversos aspectos 

biológicos. Sua atividade é regulada por dois fatores proteicos: um membro da família IkB e o 

complexo IkB quinase (IKK). Já a sua ativação pode acontecer através de duas rotas distintas, a via 

canônica e a não canônica,  o que irá definir serão os sinais estimulantes que induzem a atividade de 

NF-kB (MULERO; HUXFORD; GHOSH, 2019). O NF-kB representa um complexo de proteínas 

pertencente à uma família de fatores de transcrição diméricos, formado por cinco principais membros: 

Rel (c-Rel), RelA (p65), RelB, NF-kB1 (p50/p105) e NF-kB2 (p52/p100)  (MITCHELL; VARGAS; 

HOFFMANN, 2016). 

Entre as funções biológicas já descritas, o NF-kB é conhecido por promover a expressão de 

genes envolvidos com a morte celular, tanto quanto de genes necessários para a sobrevivência  e 

plasticidade das células, como por exemplo, o fator induzido por hipóxia -1 (HIF-1) (TIRPE et al., 

2019). O HIF-1 é um fator proteico heterodímero composto por duas subunidades alfa (HIF- α) e beta 

(HIF-1b) e sua atividade fisiológica está relacionada ao desenvolvimento, sobrevivência  e regulação 

do metabolismo celular (FROST et al., 2021). Durante períodos em que ocorrem alterações na 

oxigenação das células, cruciais para a adaptação a condições com pouca oxigenação, a ativação do 

fator HIF-1 promove a expressão de receptores e neurotrofinas necessárias para a neovascularização, 

como o receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-R) (JIN et al., 2020). Em estudos 

realizados com camundongos knockouts para o gene de HIF-1α, pode-se verificar que este tem ação 

funcional principalmente sobre células germinativas durante o desenvolvimento encefálico no período 

embrionário (WENGER, 2002). 

O receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-R) é um fator de crescimento 

com importante atividade pró-angiogênica, e apresenta diversos membros em sua família. Durante o 

período embrionário a formação de novos vasos ocorre pela diferenciação de células endoteliais, em 

um processo conhecido como vasculogênese. Em tecidos que sofrem hipóxia ocorre a liberação de 

HIF-1 que irá ativar a transcrição de fatores angiogênicos como VEGF, TGF-β, TNF-α, entre outros. 

Quando ocorre a ligação de VEGF com o domínio extracelular de VEGFR-2 resulta em uma 

autofosforilação, consequentemente ativando certas vias de sinalização com a via PI3K/AKT 

(MELINCOVICI et al., 2018). Segundo Schmidt e colaboradores (2007) além do HIF-1 foram 

identificados dentro do promotor VEGF locais de transcrição para AP-1, Sp1, NF-kB e CREB 

(SCHMIDT et al., 2007). 

A regulação das vias de sinalizações envolvidas com a ativação do NF-kB é de particular  
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importância, uma vez que apresenta íntima relação com a Parquina (uma proteína ubiquitina ligase   E3) 

e fatores inflamatórios liberados em um insulto hipóxico-isquêmico, como o fator de necrose tumoral- 

alfa (TNF-α) (DA COSTA et al., 2019; WANG et al., 2018). O TNF-α é uma citocina pleiotrópica, 

que pode induzir oscilações na atividade do NF-kB, uma vez que a família TNF induz uma rápida 

transcrição de genes que podem regular inflamação, sobrevivência celular, proliferação  e diferenciação 

através da via do NF-kB (HAYDEN; GHOSH, 2014). 

A Parquina é uma proteína codificada pelo gene PARK2, que tem função de E3 ligase, sendo 

importante no processo de ubiquitinização e degradação proteossômica. Sua função fora do seu papel 

envolvido na mitofagia está relacionada com a regulação transcricional induzindo uma neuroproteção 

via regulação negativa de fatores pró-apoptóticos e fatores de supressão tumoral como a p53 (QUINN 

et al., 2020). Um pouco mais além Costa e colaboradores (2019) apresentam que a Parquina pode atuar 

sobre p53, NF-kB, HIF-1α e ZNF746, relacionando a ela um impacto sobre uma variedade de funções 

celulares (DA COSTA et al., 2019). 
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OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Avaliar a relação dos sinais clínicos de risco (embasados no índice de Apgar) de insulto 

hipóxico-isquêmico do SNC e a imunoexpressão tecidual dos biomarcadores (NF-kB, AKT-3, 

Parquina, Trk-C e VEGFR-1) na Matriz Germinativa de recém-nascidos prematuros e a termo, 

com ou sem sinais clínicos de hipóxia/asfixia neonatal. 

Objetivos Específicos 

a) Avaliar a imunoexpressão das proteínas TrK-C, AKT-3, NF-kB, Parquina e 

VEGFR-1 em amostras de Matriz Germinativa de recém-nascidos prematuros e a termo, com 

ou sem sinais clínicos de hipóxia/asfixia neonatal; 

b) Correlacionar dados clínico-patológicos da amostra estudada com os achados de 

imunoexpressão e imunohistoquímica, buscando associações com critérios diagnósticos e 

prognósticos; 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Pontifícia Universidade Católica do Paraná, registro número 2533.140/2011-06. A metodologia foi 

realizada de acordo com as diretrizes e regulamentos relevantes. Os representantes legais dos pacientes 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os fragmentos de matriz germinativa 

do sistema nervoso central (SN) dos pacientes que foram a óbito nos primeiros 28 dias de vida 

(neomortos), são provenientes do banco de amostras teciduais parafinadas de necropsias do Hospital 

das Clínicas (HC)  de Curitiba, entre os anos de 1991 e 2007. 

O fluxograma abaixo demonstra como a amostragem foi delineada (Figura 2). 

 
 

 
Figura 2. Fluxograma das amostras estudadas 

 
 

A amostragem total contemplou 118 fragmentos de matriz germinativa do SNC de pacientes 

neomortos. Esta amostragem foi dividida em 2 grupos, relacionados à prematuridade do SNC (SNC 

prematuro e não prematuro). As amostras do SNC prematuro são aquelas em que a idade gestacional 

foi menor ou igual a 30 semanas, enquanto que as do não prematuro compreenderam idade 

gestacional de 31-36 semanas e maior ou igual a 37 semanas. Os exemplares  de ambos os grupos 

foram avaliados em tempo de sobrevida (até 24 horas, 25-72 horas e mais que 72 horas) em relação 

ao nascimento, a sescala de Apgar, onde que, pacientes com pontuação menor que 3 foram  
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considerados asfixiados e pontuação maior que 3 foram considerados não asfixiados. Também foram 

considerados o peso ao nascer em gramas (≤1000g, entre 1000g e 1500g ou ≥1500g), a acidemia 

definida através do pH do sangue na primeira gasometria arterial    no momento do nascimento 

(pH≤7.2) e o baixo peso (<P10) ao nascer foi identificado através da correlação entre idade gestacional 

e peso ao nascer (pequeno para idade gestacional - PIG). 

Os dados como gênero, necessidade de reanimação na sala de parto, presença de 

malformações associadas, e outras condições clínicas ou doenças associadas, bem como a presença 

ou não de fatores de risco para asfixia foram obtidos por meio de uma pesquisa direta nos laudos 

de necropsias do setor de Anatomia Patológica, do hospital acima citado. 

 

Análises Histológica 

Os padrões anatomopatológicos encontrados nas amostras do presente estudo foram 

revisados em lâminas coradas em hematoxilina e eosina H&E (Harris Hematoxilina: NewProv, 

Cod. PA203, Paraná, BR; Eosina: BIOTEC Reagentes Analíticos, Cod. 4371, Paraná, BR). 

 

Análise Imunohistoquímica 

A técnica de imunohistoquímica foi utilizada com a finalidade de identificar a 

imunoexpressão de NF-kB, AKT-3, Parquina, Trk-C, VEGF-R1 (Tabela 1). 

Quadro 1. Dados dos anticorpos utilizados 

Antibody Type Clone/Code Dilution Source Species Reactivity 

Anti-NF-kB p100/52 Polyclonal/Rabbit ab7972 1:400 Abcam Human, Rat, Mouse 

Anti-AKT-3 Monoclonal/Mouse 66C1247.1 1:400 Thermo Fisher Human, Rat, Mouse 

Anti-PARK 2 Monoclonal/Mouse PRK8 1:100 Abcam Human, Rat, Mouse 

Anti-TRKc Monoclonal/Mouse 75219 1:200 Leinco Human 

Anti-VEGFR Polyclonal/Rabbit PA1-21731 1:50 ThermoFisher Human, Rat, Mouse 



27 
 
 

O ensaio de imunohistoquímica foi precedido pela confecção de blocos teciduais 

parafinados multiamostrais, TMA (do inglês Tissue Microarray). As áreas representativas da 

matriz germinativa foram previamente demarcadas e identificadas nas lâminas de H&E e após, 

fragmentos cilíndricos medindo aproximadamente 0,3cm de diâmetro das áreas de matriz 

germinativa foram extraídos dos blocos originais (blocos-doadores) e organizados em blocos de 

TMA (blocos receptores). 

A técnica de imunohistoquímica preconiza um protocolo de incubação dos anticorpos 

primários em câmara úmida, com temperatura entre 2 e 8º C, overnight. O polímero secundário 

(Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System, Spring Bioscience, Pleasanton, CA) foi aplicado 

no material testado por 20 minutos em temperatura ambiente. A revelação da técnica se deu com 

a adição do complexo 2, 3, diaminobenzidina + substrato peróxido de hidrogênio, por tempo de 

viragem da cor castanha e posteriormente realizada a contra-coloração com Hematoxilina de 

Harris. Os resultados foram confirmados pela reatividade de um controle positivo, onde uma 

amostra tecidual com imunoexpressão sabidamente positiva para o anticorpo foi alocada 

juntamente com as amostras estudadas. 

Análise dos biomarcadores NF-kB, AKT-3, Parquina, Trk-C, VEGFR-1 

As lâminas imunomarcadas com NF-kB, AKT-3, Parquina, Trk-C, VEGFR-1 foram 

escaneadas com o auxílio do scanner Axio Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Alemanha). Os arquivos gerados 

pelo processo de digitalização foram utilizados para a aquisição de 20 imagens em campo de médio 

aumento (CMA = objetiva de 20X) pelo software ZEN Blue Edition (Zeiss, Jena, Alemanha). As 

análises foram realizadas de modo cego, sendo as imagens geradas, obtidas de regiões amostrais 

aleatórias, sem a interferência de um observador. A mensuração das áreas de imunoexpressão foi 

realizada com a assistência do software Image Pro-Plus versão 4.5 (Média Cybernetics, Rockville, 

MD). Os marcadores de neuroproliferação ou apoptose foram observados conforme sua 

localização preferencial na membrana, núcleo ou região perinuclear. O total de imagens adquiridas 

passou por um processo de seleção, onde houve a exclusão dos exemplares com imperfeições 

histológicas ou regiões não condizentes com a área a ser estuda. 

De cada CMA, foi realizada a mensuração das áreas de imunoexpressão com o emprego de 

um método de segmentação semiautomatizada por cores, na qual as áreas imunopositivas dos 

biomarcadores em questão foram artificialmente delimitadas e quantificadas. Posteriormente, o 

valor, expresso em micrômetros quadrados (µm²) foi dividido pelo valor da área total do CMA,  
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para posteriormente ser convertido em um valor percentual. Foram, então, calculados os valores 

de média aritmética dos vinte CMA de cada paciente e os resultados obtidos foram planilhados no 

Excel para posterior análise estatística. 

Análises Estatísticas 

A comparação das variáveis qualitativas dos grupos definidos pela idade gestacional foi 

realizada por meio do teste do qui-quadrado. As variáveis quantitativas foram analisadas por meio 

de análise de variância (ANOVA) unilateral e teste posthoc de Bonferroni ou método não 

paramétrico de Kruskal-Wallis. Para comparações entre dois grupos em relação às variáveis 

quantitativas, foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes ou o teste não 

paramétrico de Mann-Whitney. A condição de normalidade das variáveis foi avaliada pelo teste 

de Kolmogorov-Smirnov. As variáveis quantitativas que não atendiam a essa condição tiveram os 

dados submetidos a uma transformação logarítmica. Valores de p <0,05 indicaram significância 

estatística. Os dados foram analisados no programa de computador Stata / SE v.14.1. StataCorpLP, 

EUA. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados e discussão do presente trabalho estão apresentados na forma de artigo 

científico que foi submetido a revista “Journal of Neuropathology and Experimental 

Neurology”, Fator de Impacto 3,685. 
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CONCLUSÃO 

Através da avaliação dos sinais clínicos foi possível observar que mais de uma via estava 

relacionada com o processo hipóxico-isquêmico. A correlação dos biomarcadores analisados, 

ressaltaram uma relação da expressão do VEGFR-1, o NF-kB, AKT-3 e a Parquina, sugerindo 

a falta da indução de um processo de neovascularização na matriz germinativa dos recém-natos 

avaliados. Essa relação apenas foi vista a partir da via construída sinalizando a relação entre 

esses diferentes marcadores e seus sinais moleculares. A utilização desse modelo permitiu uma 

análise post-mortem de informações estáticas do momento da morte, apresentando como 

limitação a incapacidade de reconstrução do processo de evolução da lesão estudada. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Este estudo apresenta uma via de possível correlação entre diferentes biomarcadores que 

podem estar atuando concomitantemente ou de forma individual durante o processo de lesão 

induzido pelo insulto hipóxico-isquêmico. Estes achados permitem que novos caminhos sejam 

elucidados na busca por marcadores periféricos e que dessa forma possam oportunizar a 

utilização dos mesmos para um possível diagnóstico visando a intervenção no prognóstico e 

tratamento precoce da doença. 
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