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RESUMO

A asfixia perinatal € uma patologia derivada do insulto hipoxico-isquémico que podera resultar
em um importante dano cerebral, através de lesGes teciduais principalmente na regido da matriz
germinativa do SNC. Essa regido apresenta uma grande atividade proliferativa e pode ser
diretamente correlacionada com a hipdxia, devido a sua rica vascularizacdo. A falta de oxigénio
nessa regido pode induzir a sequelas neuroldgicas ou até mesmo ao 6bito. A utilizacdo de
mecanismos moleculares envolvendo diferentes vias de regulagdo podem auxiliar no
entendimento e na identificacdo de biomarcadores que consigam correlacionar o insulto
hipoxico-isquémico com a clinica 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 analises histoldgicas e imunohistoquimicas
para identificar a imunoexpressao tecidual dos biomarcadores (NF-xB, AKT-3, Parquina, Trk-
C e VEGFR- 1) com os parametros clinicos como a asfixia, prematuridade, e tempo de
sobrevida. Foram encontrados expressdo significativas de NF-kB, AKT-3 e Parquina nos
individuos prematuros. O marcador NF-kB mostrou menor expressdo tecidual quando
relacionado ao tempo de sobrevida menor que 24h. J 0o marcador VEGFR-1 também apresentou
uma menor expressao tecidual, todavia quando relacionado com a asfixia. A associacdo desses
diferentes biomarcadores possibilitou a construcdo de uma via de integracdo relacionando a

neovasculariza¢do com fatores de protecdo neural.

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

isquémico, 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-xkB, AKT-3, Parkin, Trk-C, and VEGFR-1) with clinical
parameters such as asphyxia, prematurity, and survival time. When analyzing the parameter
prematurity we foundsignificant expressions of NF-kB, AKT-3, and Parkin. The NF-kB 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 diminuicdo de oxigénio no tecido cerebral de recém-nascidos pode levar a perdas de funcbes
neuroldgicas, lesdo cerebral permanente e até mesmo a morte. Essa € uma das principais causas
de morte no primeiro més de vida e pode estar associada com outros diferentes fatores clinicos,
como a prematuridade, baixo peso ao nascer, dificuldades respiratorias durante o parto, entre
outros. Para a deteccdo de um biomarcador que auxilie na identificacdo precoce dessa possivel
lesdo neuroldgica de origem hipdxica sdo investigadas vias celulares fisiopatologicas e suas
proteinas envolvidas. Dessa forma, foi estudada a relagdo entre alguns biomarcadores
(proteinas NF-xkB, AKT-3, Parquina, Trk-C e VEGFR-1) indicativos de dano cerebral e a
presenca de hipoxia no recém-nato. O aumento da expressdo de algumas dessas proteinas
resulta em uma maior protecdo e possibilidade de regeneracdo desse tecido afetado através da

formacdo de novos vasos sanguineos.
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INTRODUCAO

Nas estatisticas mundiais a taxa de mortalidade infantil € uma preocupac&o recorrente. Em 2019
foram relatadas 2,4 milhdes de mortes neonatais durante o primeiro més 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 avancos tecnoldgicos foram essenciais para a reducdo dessa mortalidade, mas ainda
€ uma preocupacao para a comunidade médica, uma vez que esse periodo neonatal € considerado o
tempo mais vulneravel para uma crianca (LIU et al., 2016). Até pouco tempo ainda eram escassos 0S
recursos para analise dos fatores de risco e como principais causas para o 6bito neonatal hoje destacam-
se 0 baixo peso ao nascer, as afeccdes respiratorias do recém- nascido (RN), as infeccBes perinatais e a
prematuridade (LANSKY et al., 2014; PEDROSA; SARINHO; ODD et al., 2017).

Dentre as afec¢des respiratorias no recém-nascido, tem-se a prevaléncia da asfixia perinatal, a
qual se encontra como responsavel por 23% dos 6bitos que ocorrem no periodo neonatal (LANSKY et
al., 2014). A asfixia perinatal (AP) ou a hipdxia-isquémica neonatal (HI) é uma interrupcéo temporéria
da disponibilidade de oxigénio que implica em um desafio metabdlico arriscado, mesmo quando o
insulto ndo leva a um desfecho fatal (NUNEZ et al., 2018). A AP durante o parto produz déficits de
longo prazo no desenvolvimento do cérebro, incluindo o hipocampo, acarretando em alteracGes
fisiopatoldgicas nos aspectos sistémicos e celulares (MORALES et al., 2008). A gravidade da hipoxia
é variavel, podendo chegar ao desfecho da morteda crianca e a recuperagdo dependera da capacidade
de adaptacéo do feto (LOCATELLI et al., 2020).

Apesar de todo esse contexto e o niUmero 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 condicao
mais prevalente em paises com poucos recursos (LAROSA et al.,, 2017). Segundo Loccie
colaboradores (2020) desde 2010 tem se destacado a necessidade da busca de uma identificacéo e
validacdo 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 protecdo do cérebro desse neonato
reduziria as consequéncias relacionadas a essa condi¢do (LOCCI et al., 2020).

A busca por um tratamento neuroprotetor auxiliaria na reducéo da taxa de mortalidade além de
diminuicdo de sequelas neurologicas, todavia apesar dos esforgos até 0 momento nenhum biomarcador
foi validado para o diagndstico ou predi¢do do resultado. Apesar dessa dificuldade j& existem estudos
relacionados com a encefalopatia hipoxico-isquémica apresentando que a utilizacdo de mdaltiplos

biomarcadores sanguineos ao invés de um Unico seria mais promissor nesse campo de pesquisa
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(GRAHAM et al., 2019). Dessa forma visando compreender melhor o insulto hipoxico-isquémico, espera-
se que atraveés da correlacdo da clinica do recém-nascido com diferentes biomarcadores relacionados com
a diferenciacdo da matriz germinativa, seja possivel obter indicadores precoces ou determinantes

prognasticos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Insulto Hipdxico-Isquémico Neonatal

A asfixia perinatal (AP) é uma patologia protagonista quando o assunto é a mortalidade
perinatal e neonatal. Apesar dos diversos avangos na monitorizacdo bioguimica e biofisica do feto
durante o trabalho de parto, em paises desenvolvidos a incidéncia é de dois a cada 1000 nascidos, ja
nos paises 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 periodo pos-natal. Nos
recém-nascidos que sao afetados pela asfixia, 15-20% morrem no periodo neonatal e aproximadamente
25% dos sobreviventes apresenta déficits neuroldgicos permanentes (ODD et al., 2017).

O uso do termo AP, é vinculado aos casos 0s quais ocorre a falta de fluxo de sangue ou troca
de gases para ou do feto no periodo imediatamente antes, durante ou ap0s o parto (Figura 1). Durante
esse periodo pode ocorrer o comprometimento ou a interrupcao total da troca gasosa placentaria (pré-
natal) ou pulmonar (pds-natal imediata). Quando a falta de oxigénio para os 6rgdos vitais é parcial,
chama-se hipdxia, quando completa de andxia resultando em hipoxemia progressiva e hipercarbenia.
Se a hipoxemia for suficientemente grave os tecidos e érgdos vitais desenvolverdo uma divida de
oxigénio, levando a uma glicolise anaerdbica e acidose lactica. (MOSHIRO; MDOE; PERLMAN,
2019; SUGIURA-OGASAWARA et al., 2019)

| intraparto |
|

l

Concepgao 28 Parto 4 semanas
semanas pos-parto

Figura 1. Determinag&o do periodo desde a concepgao até o periodo pos-parto

Fonte: o autor (2021)

O insulto hipoxico-isquémico é caracterizado pela lesdo neuropatoldgica que acarreta
alteracbes de neurodesenvolvimento em recém-nascidos asfixiados. Dessa forma, afetando
seletivamente areas vulneraveis do sistema nervoso central, que variam com a idade gestacional e que
apresentam um alto grau de imaturidade cerebrovascular e bioquimico no momento do insulto. Dessa
maneira, determinando dois elementos criticos para a causalidade da asfixia perinatal, a duracdo e a
gravidade da interrup¢do (MOSHIRO; MDOE; PERLMAN, 2019).

A fisiopatologia da AP ndo corre de forma unica, mas evolutiva, e € comumente descrita onde
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o feto utiliza uma variedade de mecanismos adaptativos buscando aumentar o fluxo de sangue para o
cérebro, coracdo e adrenais, desviando o fluxo dos pulmdes, intestino, figado, rinse masculo
esquelético (LAROSA et al., 2017).

Primeiramente existe uma fase de falha energética priméria, onde ocorre um aumento de
aminoacidos excitatorios, perda de balango i6nico, aumento de calcio intracelular, lipases e proteases
e de radicais livres. E possivel observar um aumento na pressdo arterial, & medida quea asfixia
progride evidenciando cada vez mais uma dependéncia metabdlica anaerdbica da glicose, ocasionando
uma acidose metabdlica. A hipdxia e a acidose severa geram como consequéncia uma reducdo do
fluxo cerebral, isquemia e necrose celular. Em sequéncia ha a fase de falha energética secundaria, que
ocorre apés uma fase latente, onde ha a ativacdo da micrdglia, apoptose, diminuicdo de fatores de
crescimento, sintese de proteinas, o aparecimento da lesdo oxidativa e o continuo aumento de
aminoacidos excitatérios, levando a uma lesdo neuroldgica (apoptose e necrose celular) (INDER;
VOLPE, 2000; MOSHIRO; MDOE; PERLMAN, 2019).

Para a AP ser diagnosticada, deve apresentar pelo menos uma das seguintes caracteristicas em
um recém-nascido: 10 min de pontuagdo Apgar < 5, necessidade de ressuscitagdo > 10 min, acidose
metabolica (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 estdo 0s eventos de nascimento asfixiantes como:
ruptura uterina, abrupcao placentaria, ombro distdcia e prolapso do corddo. O monitoramento do ritmo
cardiaco fetal (FHR) também é uma ferramenta importante, todavia sua atuacdo no quadro da asfixia
fetal ainda é controversa, e esforcos sdo direcionados para sua interpretacdo e desenvolvimento de
protocolos (LOCATELLI et al., 2020).

Existe uma janela terapéutica, com um intervalo de aproximadamente 6h, onde é possivel tentar
prevenir o dano cerebral. As sequelas tardias vistas nos sobreviventes serdo mais comumentea paralisia
cerebral, retardo mental, deficits visuais, epilepsias, deficiéncias no aprendizado e comportamento
(ALBRECHT et al., 2019).

Como mencionado existem fatores de risco que podem estar associados a AP, Macdonald e
colaboradores (1980) ja 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 € o desfecho de varios fatores determinantes,
cujo processo inicia-se na gestagdo envolvendo condi¢cbes maternas, fetais e placentarias e outros
fatores ndo determinados que serdo influenciados pela idade gestacional e peso ao nascer (ALMEIDA
etal., 2017; MIRALHA et al., 2017).
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A natureza imprevisivel de um evento hipdxico ao nascer é um grande desafio, uma vez que
na maioria das vezes é necessario que o trabalho de parto ocorra para que entdo 0s obstetras se
tornam conscientes de que o feto estd em risco. O que é visto é uma hipoxia isquémica global no
momento do nascimento, sendo uma das principais causas de morte para este evento esuas
implicacdes clinicas mais comuns a curto prazo sdo a encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) e
convulsdes. Alem de tratamentos como a hipotermia, que apresenta um sucesso limitado, outros estdo
em estudo como o uso de altas doses de eritropoetina, ou a adicdo de Xenon ao tratamento de
hipotermia, e 0 uso de células-tronco (AZZOPARDI et al., 2016; BALLABH; DE VRIES,2021;
WENGER, 2002). Todavia sdo estudos para o tratamento principalmente da encefalopatia hipoxica-
isquémica e apesar de todos esses esforcos ainda ndo existem tratamentos eficazes paraprevenir a
asfixia. Principalmente, uma vez que identificar a sequéncia 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 caracteristicas
antioxidantes para reduzir o estresse oxidativo que emerge logo apds o nascimento. E de grande
importancia ressaltar que um tratamento eficaz deveria ainda ser barato e facilmente administrado para

que possa estar disponivel nas regides onde a incidéncia da asfixia é alta (LAROSA et al., 2017).

Sistema Nervoso Central e Asfixia Perinatal

A AP tem capacidade de afetar qualquer 6rgdo do recém-nascido, e o cérebro é o 6rgdo que
acaba apresentando a maior preocupacao, uma vez que apresenta menor capacidade de pronta
recuperacdo ou até mesmo uma recuperacao completa (WEBER et al., 2021). O déficit de energia
hipéxico associado com o sistema nervoso central apresenta uma dependéncia do metabolismo
aerobico representado pela reducdo do suprimento de oxigénio, resultando em uma cascata de
acontecimentos que entre outras vias ird ativar a ubiquitinizacdo, apoptose ou necrose, estresse
oxidativo e processos inflamatdrios (HERRERA-MARSCHITZ et al., 2014; NUNEZ et al., 2018).

O desenvolvimento estrutural e funcional do Sistema Nervoso Central (SNC) inicia a partir da
3% semana de vida fetal, e depende da neurogénese, migracao neuronal e formacao de circuitos. Todo
esse processo acontece de forma dindmica e complexa envolvendo uma variedade de vias moleculares
(RAHIMI-BALAEI et al., 2018).

A vascularizagdo do cérebro comeca durante essa embriogénese e continua até o periodo de
recém-nascido, envolvendo processos de vasculogénese seguida de angiogénese. A matriz germinativa

é uma regido altamente vascularizada, e é a camada responsavel pela producédo de neurdnios e células
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da glia, apresentando uma fragilidade inerente, sendo vulneravel a hemorragia.Uma hemorragia na
matriz germinativa-intraventricular é considerada a lesdo mais devastadora que pode ocorrer no feto
em desenvolvimento, e ela apresenta uma maior incidéncia em bebés prematuros e de baixo peso ao
nascer, além de poder ser ainda mais exacerbada apos a hipéxia (BABURAMANI et al., 2012;
BALLABH, 2010) .

Essa camada transitoria de tecido cerebral localizada adjacente aos ventriculos laterais e
ricamente vascularizada esté presente no cérebro fetal entre a 82. e a 362 semana de gestagdo, seu pico
de volume estd confirmado por estudos histopatolégicos na 252 semana. Sua caracteristica € uma
camada espessa com um intenso metabolismo energético de células subependimarias do sulco talamo-
estriado (RAETS; DUDINK; GOVAERT, 2015).

As lesbes que podem ocorrer nessas camadas transitorias levam o cérebro a um anormal
desenvolvimento e sequelas neuroldgicas. A fragilidade da microvascularizagéo desta regido pode ser
explicada devido a imaturidade da parede vascular, flutuacbes do fluxo sanguineo cerebral e
mecanismos de autorregulacdo (PARODI et al., 2020).

Os neonatos prematuros, que também apresentem baixo peso ao nascer sdo 0 grupo com maior
risco de hemorragia na matriz germinativa. Durante o periodo de 24 a 32 semanas, 0S vasos sanguineos
da matriz germinativa sdo frageis e nesse ponto da gestacdo a demanda de oxigénio e nutrientes é alta.
Uma hipotensdo ou hipoxemia pode induzir alteracfes hipdxico-isquémicas focais na zona final
arterial dentro da matriz germinativa (BABURAMANI et al., 2012)

Vias de Sinalizacdo Envolvidas na Diferenciacdo da Matriz Germinativa

Em relacdo a diferenciacdo que ocorre na MG, ap6s o fechamento da placa neural, as células
neuroepiteliais (CNE) comegam a se proliferar e povoar a zona ventricular, onde ocorre a transigéo de
CNE para progenitores gliais radiais (PGR) (JOSSIN, 2004). Nesse processo, as Vias de sinalizacdo
envolvidas sdo intermediadas por uma familia de moléculas chamadas neurotrofinas.

As neurotrofinas representam uma importante familia de fatores tréficos para a sobrevivéncia
de populacdes seletivas de neurdnios para os diferentes periodos 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 acdes 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 ligaao receptor Trk-C, uma proteina
transmembranar-tirosina-quinase, que é expressa preferencialmente no cérebro. Dentro das suas

funcdes estd a mediagdo de efeitos na sobrevivéncia e na diferenciagdo de uma grande variedade de
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populacdes de neurdnios (HUANG; REICHARDT, 2001; SAHAY; KALE; JOSHI, 2020). A
expressao de Trk-C leva a ativacdo constitutiva de duas principais vias efetoras, a via mitogénica Ras-
MAP (MAPK) e a via triquinase fosfatidilinositol 3- quinase PI3K/AKT mediadora da sobrevivéncia
celular. A ativagé@o por meio das neurotrofinas, leva a auto-fosforilagéo de receptores tirosina-quinases
(Trk), os quais ativardo vias de plasticidade ou crescimento neuronal, como por exemplo, a da
fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B (PI3K/AKT), que, por conseguinte, poderdo ativar o
complexo do alvo mecanistico da rapamicina (mTOR) (JIN et al., 2008; REICHARDT, 2006).

A enzima AKT compreende uma familia de proteinas quinase serina/treonina responsaveis pela
fosforilacdo de fatores de transcrigdo eucarioticos necessarios para a expressdo de genes relacionados
com a sobrevivéncia celular. A familia de proteinas quinases chamadas AKT, proteina quinase B
(PKB) ou relacionadas a A e C quinase (RAC), é muito versétil e tem sido implicada em varios
processos bioldgicos, incluindo diferenciacdo de adipdcitos e musculos, sintese de glicogénio,
captacao de glicose, apoptose, proliferacdo celular, transcricdo e migracdo. Existem 3 isoformas
conhecidas dessa enzima em células de mamiferos (1/alfa, 2/beta e 3/gama) (MANNING; TOKER,
2017; SONG; OUYANG; BAO, 2005). Embora a sinalizacdo dependente de AKT, especialmente
quando conduzida pela ativacido de AKT-1, seja conhecida porser importante para a angiogénese, 0s
papéis das isoformas individuais ndo sdo bem compreendidos. Em geral, é aceito que os membros da
familia AKT compartilhem um certo grau de redundéncia funcional. No entanto, ha evidéncias
crescentes de que essas trés quinases possuem metas e funcbes especificas de isoformas (KO et al.,
2019; SOMANATH et al., 2006).

Nesse contexto, dentre as suas isoformas, a AKT-3 € a mais expressa no tecido cerebral,
especialmente no cérebro fetal, e, apesar do seu papel ainda néo ter sido totalmente elucidado, estudos
com camundongos knockout para AKT3 demonstraram uma relacdo de maior expressao dessa enzima
em relacdo ao volume encefalico e melhor desenvolvimento cognitivo dos animais testados (KO et al.,
2019; MANNING; TOKER, 2017) . Devido ao importante papel da via de sinalizacdo da AKT para
os diversos eventos biologicos, uma desregulacdo nessa via pode ser associada a diversos condi¢des
patoldgicas.

No SNC pode ser observado que durante a neuroinflamacdo a ativacdo da AKT precede a
transcricdo de genes inflamatérios dependentes de NF-kB em micrdglias ativadas. Além disso, a
sobrevivéncia neuronal parece ser dependente da via de sinalizacdo PI3K/AKT através da regulacdo
do NF-kB de duas formas: aumento da atividade da quinase inibitéria IKK e por meio da fosforilizacdo
direta da NF-kB, o que aumenta sua atividade (SANCHEZ-ALEGRIA et al., 2018).
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O NF-kB é um fator de transcri¢do, que foi identificado pela primeira vez em 1986, e ¢
reconhecido como um regulador da expressdo de genes envolvidos com 0s mais diversos aspectos
bioldgicos. Sua atividade é regulada por dois fatores proteicos: um membro da familia IkB e o
complexo IkB quinase (IKK). J& a sua ativacdo pode acontecer atravées de duas rotas distintas, a via
candnica e a ndo canonica, o que ira definir serdo os sinais estimulantes que induzem a atividadede
NF-kB (MULERO; HUXFORD; GHOSH, 2019). O NF-kB representa um complexo de proteinas
pertencente & uma familia de fatores de transcrigdo 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 funcdes bioldgicas ja descritas, 0 NF-kB ¢é conhecido por promover a expressdo de
genes envolvidos com a morte celular, tanto quanto de genes necessarios para a sobrevivéncia e
plasticidade das celulas, como por exemplo, o fator induzido por hipoxia -1 (HIF-1) (TIRPE et al.,
2019). O HIF-1 é um fator proteico heterodimero composto por duas subunidades alfa (HIF-ao) e beta
(HIF-1b) e sua atividade fisiologica esta relacionada ao desenvolvimento, sobrevivéncia e regulacao
do metabolismo celular (FROST et al., 2021). Durante periodos em que ocorrem alteracdes na
oxigenacdo das células, cruciais para a adaptacdo a condigdes com pouca oxigenacdo,a ativacao do
fator HIF-1 promove a expressao de receptores e neurotrofinas necessarias para a neovascularizagao,
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-/a, pode-se verificar que este tem acao
funcional principalmente sobre células germinativas durante o desenvolvimento encefalico no periodo
embrionario (WENGER, 2002).

O receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-R) € um fator de crescimento
com importante atividade pré-angiogénica, e apresenta diversos membros em sua familia. Durante o
periodo embrionario a formacdo de novos vasos ocorre pela diferenciacdo de células endoteliais, em
um processo conhecido como vasculogénese. Em tecidos que sofrem hipdxia ocorre a liberagdo de
HIF-1 que ird ativar a transcricdo de fatores angiogénicos como VEGF, TGF-B, TNF-a, entre outros.
Quando ocorre a ligacdo de VEGF com o dominio extracelular de VEGFR-2 resulta em uma
autofosforilacdo, consequentemente ativando certas vias de sinalizacdo com a via PISK/AKT
(MELINCOVICI et al.,, 2018). Segundo Schmidt e colaboradores (2007) além do HIF-1 foram
identificados dentro do promotor VEGF locais de transcricdo para AP-1, Spl, NF-kB e CREB
(SCHMIDT et al., 2007).

A regulacdo das vias de sinaliza¢Bes envolvidas com a ativacdo do NF-kB é de particular
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importancia, uma vez que apresenta intima relacdo com a Parquina (uma proteina ubiquitina ligase E3)
e fatores inflamatdrios liberados em um insulto hipoxico-isquémico, como o fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a) (DA COSTA et al., 2019; WANG et al., 2018). O TNF-a é uma citocina pleiotrdpica,
que pode induzir oscilagfes na atividade do NF-kB, uma vez que a familia TNF induz uma répida
transcricao de genes que podem regular inflamacéo, sobrevivéncia celular, proliferacéo e diferenciagdo
atraves da via do NF-kB (HAYDEN; GHOSH, 2014).

A Parquina é uma proteina codificada pelo gene PARK2, que tem funcédo de E3 ligase, sendo
importante no processo de ubiquitinizacédo e degradagéo proteossémica. Sua funcédo fora do seu papel
envolvido na mitofagia esta relacionada com a regulacao transcricional induzindo uma neuroprotecéo
via regulacdo negativa de fatores pro-apoptoticos e fatores de supressao tumoral como a p53 (QUINN
etal., 2020). Um pouco mais além Costa e colaboradores (2019) apresentam que a Parquina pode atuar
sobre p53, NF-kB, HIF-1a e ZNF746, relacionando a ela um impacto sobre uma variedade de funcdes
celulares (DA COSTA et al., 2019).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a relacdo dos sinais clinicos de risco (embasados no indice de Apgar) de insulto
hipdxico-isquémico do SNC e a imunoexpressao 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 clinicos de hipdxia/asfixia neonatal.

Objetivos Especificos

a) Avaliar a imunoexpressdo das proteinas 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 clinicos de hipoxia/asfixia neonatal;

b) Correlacionar dados clinico-patologicos da amostra estudada com os achados de
imunoexpressdo e imunohistoquimica, buscando associagdes com critérios diagndsticos e

progndsticos;
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MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Pontificia Universidade Catolica do Parana, registro nimero 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 Obito nos primeiros 28 dias de vida
(neomortos), sdo provenientes do banco de amostras teciduais parafinadas de necropsias do Hospital
das Clinicas (HC) de Curitiba, entre os anos de 1991 e 2007.

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

nostragem

total
n=118
SNC ‘ SNC nao
prematuro 4 prematuro
<30 semanas 31-36 semanas >37 semanas
n=56 n=36 n=26
Tempo de ‘ -
e Apgal
Até 24 horas 25-72 horas +72 horas Pontuagao <3 Pontuagao >3
n=38 n=48 n=32 Asfixiados Nao asfixiados

n=34 n=84

Figura 2. Fluxograma das amostras estudadas

A amostragem total contemplou 118 fragmentos de matriz germinativa do SNC depacientes
neomortos. Esta amostragem foi dividida em 2 grupos, relacionados a prematuridade do SNC (SNC
prematuro e ndo prematuro). As amostras do SNC prematuro séo aquelas em que a idade gestacional
foi menor ou igual a 30 semanas, enquanto que as do ndo prematuro compreenderam idade
gestacional de 31-36 semanas e maior ou igual a 37 semanas. Os exemplares de ambos 0s grupos
foram avaliados em tempo de sobrevida (até 24 horas, 25-72 horas e mais que 72 horas) em relagédo

ao nascimento, a sescala de Apgar, onde que, pacientes com pontua¢do menor que 3 foram
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considerados asfixiados e pontuacdo maior que 3 foram considerados nao asfixiados. Também foram
considerados o peso ao nascer em gramas (<1000g, entre 1000g ¢ 1500g ou >1500g), a acidemia
definida através do pH do sangue na primeira gasometria arterial no momento do nascimento
(pH<7.2) e 0 baixo peso (<P10) ao nascer foi identificado através da correlacio entre idade gestacional
e peso ao nascer (pequeno para idade gestacional - PIG).
Os dados como género, necessidade de reanimacdo na sala de parto, presenca de
malformacdes associadas, e outras condic¢des clinicas ou doencas associadas, bem como a presenca
ou ndo de fatores de risco para asfixia foram obtidos por meio de uma pesquisa direta nos laudos

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

Analises Histoldgica

Os padrbes anatomopatoldgicos encontrados nas amostras do presente estudo foram
revisados em laminas coradas em hematoxilina e eosina H&E (Harris Hematoxilina: NewProv,
Cod. PA203, Parana, BR; Eosina: BIOTEC Reagentes Analiticos, Cod. 4371, Parand, BR).

Analise Imunohistoquimica

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

imunoexpressdo 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
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O ensaio de imunohistoquimica foi precedido pela confeccdo de blocos teciduais
parafinados multiamostrais, TMA (do inglés Tissue Microarray). As areas representativas da
matriz germinativa foram previamente demarcadas e identificadas nas laminas de H&E e apos,
fragmentos cilindricos medindo aproximadamente 0,3cm de didmetro das &reas de matriz
germinativa foram extraidos dos blocos originais (blocos-doadores) e organizados em blocos de
TMA (blocos receptores).

A técnica de imunohistoquimica preconiza um protocolo de incubacdo dos anticorpos
primarios em camara Umida, com temperatura entre 2 e 8° C, overnight. O polimero secundario
(Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System, Spring Bioscience, Pleasanton, CA) foi aplicado
no material testado por 20 minutos em temperatura ambiente. A revelacdo da técnica se deu com
a adicdo do complexo 2, 3, diaminobenzidina + substrato perdxido de hidrogénio, por tempo de
viragem da cor castanha e posteriormente realizada a contra-coloracdo com Hematoxilina de
Harris. Os resultados foram confirmados pela reatividade de um controle positivo, onde uma
amostra tecidual com imunoexpressdo sabidamente positiva para o anticorpo foi alocada

juntamente com as amostras estudadas.

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

As laminas imunomarcadas com NF-kB, AKT-3, Parquina, Trk-C, VEGFR-1 foram
escaneadas com o auxilio do scanner Axio Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Alemanha). Os arquivos gerados
pelo processo de digitalizacdo foram utilizados para a aquisicao de 20 imagens em campo de médio
aumento (CMA = objetiva de 20X) pelo software ZEN Blue Edition (Zeiss, Jena, Alemanha). As
andlises foram realizadas de modo cego, sendo as imagens geradas, obtidas de regiGes amostrais
aleatdrias, sem a interferéncia de um observador. A mensuragdo das areas de imunoexpressdo foi
realizada com a assisténcia do software Image Pro-Plus versdo 4.5 (Média Cybernetics, Rockville,
MD). Os marcadores de neuroproliferagdo ou apoptose foram observados conforme sua
localizacéo preferencial na membrana, ndcleo ou regido perinuclear. O total de imagens adquiridas
passou por um processo de selecdo, onde houve a exclusdo dos exemplares com imperfeigdes
histoldgicas ou regides ndo condizentes com a area a ser estuda.

De cada CMA, foi realizada a mensuracdo das areas de imunoexpressao com o emprego de
um método de segmentacdo semiautomatizada por cores, na qual as areas imunopositivas dos
biomarcadores em questdo foram artificialmente delimitadas e quantificadas. Posteriormente, o

valor, expresso em micrdometros quadrados (um?2) foi dividido pelo valor da area total do CMA,
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para posteriormente ser convertido em um valor percentual. Foram, entdo, calculados os valores
de média aritmética dos vinte CMA de cada paciente e os resultados obtidos foram planilhados no

Excel para posterior analise estatistica.

Analises Estatisticas

A comparacdo das varidveis qualitativas dos grupos definidos pela idade gestacional foi
realizada por meio do teste do qui-quadrado. As variaveis quantitativas foram analisadas por meio
de andlise de variancia (ANOVA) unilateral e teste posthoc de Bonferroni ou método nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. Para comparacdes entre dois grupos em relacdo as variaveis
quantitativas, foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes ou o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. A condicdo de normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis quantitativas que ndo atendiam a essa condicdo tiveram 0s
dados submetidos a uma transformacéo logaritmica. Valores de p <0,05 indicaram significancia
estatistica. Os dados foram analisados no programa de computador Stata / SE v.14.1. StataCorpLP,
EUA.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo do presente trabalho estdo apresentados na forma de artigo
cientifico que foi submetido a revista “Journal of Neuropathology and Experimental

Neurology”, Fator de Impacto 3,685.
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events within 24h. Significant tissue expression of NF-kB, AKT-3 and Parkin markers
were observed in the GM of premature individuals. The VEGFR-1 and NF-kB markers
showed low tissue expression related to asphyxia and death within 24 hours,
respectively, suggesting that there was not enough time for the VEGFR-1 to be
transcribed, translated, and expressed on the surface of the plasma membrane. This
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temporality can be observed in the relationship of NF-kB expression with the lifespan of
individuals who died within 24 hours, suggesting that this factor is essential to produce
VEGFR-1 and, therefore, to carry out the remodeling effect necessary to
neovascularize the affected region.
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ABSTRACT

Given the high proliferative activity of Germinative Matrix (GM) and its direct
correlation with hypoxemia, it is necessary to investigate the possible molecular
regulation pathways, to understand its existing clinical relationship between the hypoxic
ischemic insult and the biomarkers NF-kp, AKT-3, Parkin, TRK-C and VEGFR-1. For
this, 118 samples of GM of the CNS of patients who died in the first 28 days of life were
submitted to histological and immunohistochemistry analysis to identify the tissue
immunoexpression of those biomarkers related to asphyxia, prematurity, and death events
within 24h. Significant tissue expression of NF-kB, AKT-3 and Parkin markers were
observed in the GM of premature individuals. The VEGFR-1 and NF-kf} markers showed
low tissue expression related to asphyxia and death within 24 hours, respectively,
suggesting that there was not enough time for the VEGFR-1 to be transcribed, translated,
and expressed on the surface of the plasma membrane. This temporality can be observed
in the relationship of NF-kf expression with the lifespan of individuals who died within
24 hours, suggesting that this factor is essential to produce VEGFR-1 and, therefore, to
carry out the remodeling effect necessary to neovascularize the affected region.
Keywords: germinative matrix, NF-kB, AKT-3, Parkin, TRK-C, VEGFR-1, newborns,

nervous system, prematurity, hypoxic-ischemic lesion.
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INTRODUCTION
According to the World Health Organization (WHO), 2.6 million newboms die in

the first 28 days of life every vear —and 75% of these deaths could be avoided. In Brazil,
since the 1990s, neonatal death has been the main component of infant mortality (1,2).
Between 2015 and 2016, this rate decreased significantly, reaching approximately nine
neonatal deaths for every 1,000 live births, compared to the 1990s, when this rate was 23
deaths for every 1,000 live births (2). The leading causes of neonatal death are congenital
malformation, maternal factors, low birth weight, perinatal infections, prematurity, and
respiratory injury, ranging from neonatal hypoxia to perinatal asphyxia (PA) (3-4).

Perinatal asphyxia is responsible for 23% of neonatal death (3) and can be easily
diagnosed based on laboratory analysis and Apgar score. In the fifth minute of the
newbom's life, the Apgar’s score becomes an essential tool for neuronal assessment (1) —
considering that the asphyxia during childbirth can produce long-term deficits in brain
development (5).

The embryological development of the Central Nervous System (CNS) starts from
the 3rd week of fetal life, which is a dynamic and complex process that involves stages
of differentiation, proliferation, and neuronal migration - depending on the signaling
pathway involved (6).

During this development, from the 12th week onwards, the germinal matrix (GM)
formation begins - a thick layer with intense metabolism of subependymal cells of the
thalamus-striatal sulcus. GM is richly vascularized, whose thin endothelial layer does not
possess smooth muscles or collagen and predisposes a greater vulnerability to
hemorrhagic affections until the 36th week when it regresses (7-9).

Regarding the differentiation that occurs in GM, after the closure of the neural
plate, the neuroepithelial cells (NEC) begin to proliferate and populate the periventricular
zone, where the transition from NEC to radial glial progenitors (PGR) can occur (10). In
this process, the signaling pathways involved are mediated by a family of molecules
called neurotrophins. Activation through these molecules leads to autophosphorylation of
tyrosine kinases (TRK) receptors, which will activate pathways of neuronal growth, such
as phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B (PI3K/AKT), which, therefore, may
activate the mechanistic target of rapamycin (mTOR) pathway. The mTOR pathway, in
tumn, triggers numerous mitogenic signals and cellular energy and oxygen levels

availability, therefore 1s significant in the regulation of cell growth and proliferation (11).
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The AKT enzyme comprises a family of serine/threonine kinase proteins
responsible for the phosphorylation of eukaryotic translation factors necessary for
expressing genes related to cell survival (12). In this context, AKT-3 isoform is the most
expressed in brain tissue, although its role has not been fully elucidated. Studies with
AKT-3 knockout mice have shown that a higher expression of this enzyme correlates to
brain volume and better cognitive development of the animals tested (13). In addition,
this protein is also capable of positively regulate nuclear factor kappa B (NF-kf),
promoting survival in response to apoptosis (12).

NF-kp represents a protein complex belonging to a family of dimeric transcription
factors, formed by five prominent members: Rel (c-Rel), RelA (p65), RelB, NF-kf1
(p50/p105), and NF- kB2 (p52/p100). The regulation of the signaling pathways involved
with the activation of NF-kf has a particular importance, given its close relationship with
Parkin (a ubiquitin ligase E3 protein) and inflammatory factors released in a hypoxic-
ischemic insult, such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) (14). In addition, NF-kf3 can
promote the expression of genes involved in cell death and essential genes that act in cell
survival and plasticity - such as the hypoxia-induced factor-1 (HIF-1) (15,16).

HIF-1 is a heterodimer protein related to the development, survival, and regulation
of cell metabolism. In studies performed with knockout mice for the HIF-1a gene, it can
be verified that this protein plays an essential role in hypoxic-ischemic insults, mainly on
germinative cells during brain development. During events of unbalanced cell
oxygenation rates, the activation of the HIF-1 factor promotes the expression of receptors
and neurotrophins involved in neovascularization, such as the vascular endothelial growth
factor receptor-1 (VEGFR-1) (16,17).

Considering GM's high proliferative activity and immature CNS's susceptibility
for hypoxic-ischemic insults, a better investigation concerning the molecular pathways
involved in the brain tissue response is required. Correlating some newborn's clinical
aspects with the biomarkers mentioned above, perhaps we may understand the role of
these proteins in the developing CNS responses during a hypoxic-ischemic insult. This
study investigates the relationship between the clinical signs of risk of CNS hypoxic-
ischemic insult and the tissue expression of NF-kf3, AKT-3, Parkin, TRK-C, and VEGFR-
1 in GM of premature e term newborns with or without clinical signs of neonatal

hypoxia/asphyxia.
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MATERIAL AND METHODS

Ethical Approvals

The present study was submitted and approved by the Research Ethics Committee
of the UFPR Hospital, in Curitiba, under the registration number: 1099.138/2005. The
methodology was carried out following relevant guidelines and regulations. The patient’s
legal representatives signed the Informed Consent Form (ICF).

Samples and Clinical Data

The formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) GM fragments of the CNS of 118
patients who died (between 1991 and 2007) in the first 28 days of life (newborn) came
from the bank of necropsies of the Hospital de Clinicas (Curitiba, Brazil).

This sample was divided into two groups related to CNS immaturity ( extremally
immature CNS and non-immature CNS). Extremally immature CNS samples are those in
which the gestational age was less than or equal to 30 weeks, while non-immature CNS
samples comprised a gestational age over or equal to 31 weeks. The newbomns were
evaluated for survival time in hours (time elapsed between birth and death - patients who
died up to 24 hours, 25-72 hours, and more than 72 hours) and the presence or absence of
asphyxia (patients with the Apgar score in the fifth minute lower than or equal to 3 were
considered asphyxiated and scores greater than three were considered not asphyxiated).
The newborns also were divided into three groups related to gestational age in weeks (less
or equal than 30 weeks, between 31- and 36-weeks e over or equal 37 weeks) and birth
weight in grams (less or equal than 1000g, between 1000 and 1500g and over or equal
than 1500g). Acidemia was defined by blood pH (first arterial gasometry to birth time)
less or equal 7.2. Low birthweight newborns (<P1o) were also identified by correlating
gestational age and birth weight (small for gestational age or SGA).

Other data such as gender, need for resuscitation in the delivery room, presence
of associated malformations, presence of metabolic or mixed acidosis after birth, the
underlying cause of death and other clinical conditions or associated diseases, as well as
the presence or absence of risk factors for asphyxia, were also obtained through a direct
search in the autopsy reports.

Immunohistochemical analysis

The histopathological findings were reviewed on slides stained with Hematoxylin
and Eosin H&E (Harris Hematoxylin: NewProv, Cod. PA203, Parana, BR; Eosin:
BIOTEC Analytical Reagents, Cod. 4371, Parana, BR).
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As shown in Supplemental Table, the immunohistochemistry technique was
applied to identify the tissue immunoexpression of NF-kf}, AKT-3, Parkin, TRK-C,
VEGEFR-1.

The immunohistochemistry assay was preceded by making multi-sample paraffin
tissue blocks, TMA (Tissue Microarray). The representative areas of the GM were
previously demarcated and identified on the H&E slides, then cylindrical fragments
measuring approximately 0.3cm in diameter from the GM areas were extracted from the
original blocks (donor blocks) and compiled into new TMA blocks.

The immunohistochemistry technique recommended an overnight incubation
protocol for primary antibodies in a humid chamber at a temperature between 2 and 8°C.
The secondary polymer (Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System, Spring
Bioscience, Pleasanton, CA) was applied to the material tested for 20 minutes at room
temperature. The technique was revealed by adding the 2, 3, diamino-benzidine complex
+ hydrogen peroxide substrate, turning brown time, and later counterstaining with Harris
Hematoxylin. The results were confirmed by the reactivity of positive control (tissue
sample with known positive immunoexpression for the antibody was allocated together
with the samples studied).

Analysis of NF-kf§, AKT-3, Parkin, TRK-C, VEGFR-1 biomarkers

Immunostained slides with NF-kp, AKT-3, Parkin, TRK-C, VEGFR-1 were
scanned by Axio Scan.Z1 slide scanner (Zeiss, Jena, Germany). The files generated from
the digitization process were used to acquire 20 images in a medium-magnification field
(MMF = 20X objective) using the ZEN Blue Edition software (Zeiss, Jena, Germany).
Analysis was performed blindly, so the generated images were obtained from random
regions without the interference of the observer. The analysis of tissue immunoexpression
areas was performed with the assistance of Image Pro-Plus software version 4.5 (Media
Cybernetics, Rockville, MD).

For each MMF, the tissue immunoexpression areas were obtained using a semi-
automated color segmentation method, in which the immunopositive areas of the
biomarkers were artificially delimited and quantified. Subsequently, the square
micrometers (um?) immunopositive values were converted into percentual values. Then,
the mean values of the twenty MMF of each patient were calculated, and the results
obtained were submitted to statistical analysis.

Statistical analysis
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The comparison of qualitative variables of the groups defined by gestational age
was performed using the chi-square test. Quantitative variables were analyzed using one-
way analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni's posthoc test or the non-parametric
Kruskal-Wallis method. For comparisons between two groups regarding quantitative
variables, Student's t-test was used for independent samples or the non-parametric Mann-
Whitney test. The condition of normality of the variables was assessed using the
Kolmogorov-Smirnov test. Quantitative variables that did not meet this condition had the
data submitted to a logarithmic transformation. Values of p<0.05 indicated statistical
significance. Data were analyzed using the computer program Stata/SE v.14.1.
StataCorpLP, USA.

RESULTS

The clinical characteristics of patients such as gender, birth weight (grams),
presence of small gestation age (<Pio), gestational age (weeks), presence of extremally
CNS immaturity (gestational age<30), presence of acidemia (pH<7,2), or asphyxia
(Apgar<3) and survival time (hours) are listed in Table 1. The biomarkers studied and
their correlation with clinical data are listed in Table 2.

The AKT-3 tissue immunoexpression results showed higher values in newborns
with extremally CNS immaturity (p = 0.032; Table 2; Figure 1-A). Regarding to NF-kf3
tissue immunoexpression, the higher results were observed for newborns with extremally
CNS immaturity (p = 0.045; Table 2; Figure 1-B) and who survived more than 72 hours
(»=0.037; Table 2; Figure 1-C). Regarding Parkin, there was a significantly increased of
tissue immunoexpression values in newborns with less than 1000g (p < 0.001; Table 2;
Figure 1-D), less than 30 weeks (p <0.001; Table 2), with low birthweight for gestational
age (p = 0.014; Table 2) and with extremally immaturity of CNS (p < 0.001; Table 2;
Figure 1-A). The VEGFR-1 tissue immunoexpression showed higher values in newborns

without asphyxia (p = 0.025; Table 2; Figure 1-E).

DISCUSSION

The mature human brain contains billions of neuronal and glial cells, in contrast
to the embryonic brain, which begins with a few hundred cells designated as neural
progenitors (NP) in the neural plate zone (11). It is possible to find the germinal matrix
(GM) in the NP region, which will evolve through three main phases: proliferation,

migration, and differentiation (10).
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Proliferation and development of germinal matrix

During the GM proliferation phase, which lasts until the 36th week of pregnancy,
there is an intense activation of tyrosine kinases receptors (TRK), which permeate the
direct activation of the cascade regulated by the AKT-3 enzyme (11), necessary for the
positive signaling of eukaryotic initiating factors eIF4-E and elF4-B — which are
necessary to produce proteins responsible for the formation of the cytoskeleton of mature
neural cells.

The intense proliferative activity of GM associated with de higher tissue
expression of AKT-3 can be observed in post-mortem tissue samples from the extremally
immature CNS group (p = 0.034), suggesting the need for high kinase levels to support
the intense proliferative activity of the GM in developing brains.

Parkin is another crucial molecule present in these developing brains and showed
higher tissue expression in newborns with extremal immaturity of CNS (p < 0.001). This
ubiquitin ligase E3 was also higher (p < 0.001) in newborns with lower gestational age
(<30 weeks), lower birth weight (<1000g), and small for gestational age — SGA (<P1o),
given its role in the degradation of defective proteins produced during the most intense
neural development in GM. Thus, during this phase, Parkin would be protecting this
immature brain against possible injuries (14).

Survival and remodeling phases of the germinal matrix leading to the
neovascularization event

In addition to its proliferative activity, GM has an essential role concerning cell
survival and defense against metabolic and/or infectious insults, once it is already
populated by glial cells, differentiated into a defense lineage, such as microglia. These
cells can release pro-inflammatory molecules during insults to activate neuronal
remodeling pathways necessary for survival (18-20).

The presence of microglia was confirmed in the present study, with the
immunostaining of anti-CD 163, suggesting that GM has these specialized cells for
defense, which can release pro-inflammatory agents such as TNF-o, acting as
neuromodulators of the surrounding cells. Therefore, this study compared tissue
expression of Parkin, NF-kB, and VEGFR-1 in newboms with different birth weights,
gestational ages, and degrees of CNS injury, to identify the remodeling pathway activated
during the hypoxic-ischemic insult.

The neovascularization event can occur during the brain's normal development or

stressful events, such as O deprivation in the hypoxic-ischemic insult (17). When this
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deprivation occurs, CNS cells induce factors such as VEGF and its receptor VEGFR-1,
responsible for angiogenesis, to allow the affected region to receive oxygen again (16).
So, during this event, the expression of VEGFR-1 should be increased in injured
newborns. Therefore, we observed lower tissue expression of VEGFR-1 in asphyxiated
individuals (p = 0.025).

Low levels of VEGFR-1 may be due to the cell time-producing or immaturity of
the neuron cells. It 1s suggested that may have not enough time for the receptor to be
transcribed, translated, and, therefore, expressed on the surface of the cell membrane.
Therefore, even if produced by the AKT-3/mTOR pathways, the neurotrophin VEGF
would not have a receptor for binding too. As an attempt to explain the cell time-
producing of VEGFR-1 or immaturity of neuron cells, it was analyzed the tissue
expression of its precursor molecule, which is the nuclear factor kappa B (NF-kf).

When analyzing the expression of the NF-kf} factor according to the time elapsed
between birth and death and immaturity of CNS, there was a reduction in its tissue
expression (p = 0.037) in those newborns who died within 24 hours and those who had
extremally immaturity of CNS (p = 0.045). The lower tissue expression of NF-k[ in these
groups of newborns could trigger a lower transcription of the HIF -1a, which is a precursor
of VEGFR-1. Thus, the GM seems unable to perform the necessary remodeling effect to
neovascularize the affected region, leading to a worsening of the hypoxic-ischemic insult.

Study limitation

The most important limitation of our study that merit consideration is that data
based on FFPE post-mortem samples only provide static information at the time of death,

and they cannot reconstruct the evolving disease process.

CONCLUSION:

This study hypothesized the pathway illustrated in Figure 2. This view of the
molecular signaling mechanism, demonstrated in the process of the hypoxic-ischemic
insult of the germinal matrix, supports the development of future work in the therapeutic
field regarding the reduction of neural damage caused by respiratory disease in neonates

by inducing neural remodeling and, therefore, the neovascularization of GM.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1. Graphics show tissue expression of Parkin, AKT-3, VEGFR-1, and NF-kB in columns plot mean+SD.
Photomicrography is showing germinative matrix expressing the respective biomarker — higher expression on
the left column and lower expression on the right column (200X magnification)

Figure 2: 1) Recruitment of Parkin by inflammatory agents in the activation process of Nuclear factor-kappa B (NF-kf):
In the course of the hypoxic-ischemic insult, inflammatory factors are released by glial cells, such as TNF-a, activating a
pathway of neural remodeling 18,20. In the presence of high levels of TNF -0, it binds to its receptor, TNFR, which recruits
the protein kinase interaction receptor (RIPK), which serves as a binding site for Parkin to act. This molecule promotes the
activation of nuclear factor-kappa (NF-kf) by promoting the ubiquitination of the gamma (NEMO) subunit of the IkB
enzyme complex (IKK) 14. Thus, Parkin promotes NEMO labeling and indirectly phosphorylation of the Beta subunit
(IKKP) of the IKK complex by an upstream kinase, activating it 21,22. With this activation, IKKf} manages to phosphorylate
the inhibitory protein linked to NF-kB, IkBa, which is polyubitkinated and degraded by proteosomes, thus allowing NF-kB,
originating from the canonical pathway, to enter the nucleus of neuronal cells in its active form. 2) Role of NF-kB in HIF-
1-0. mRNA transcription: The NF-kB activated binds to the initiation site of the Hypoxia Inducible Factor (HIF-1-a)
precursor DNA molecule, vwhich induces the transcription of the mRNA HIF-1-a 23. This binding allows translation of the
HIF factor promoter gene to occur, giving rise to the HIF-1-a molecule. This molecule, inside the cell cytoplasm and in the
presence of oxygen, is induced to degradation by PHD (prolyl hydroxylase) enzymes and, under hypoxic conditions, allows
the HIF molecule fo be activated and enter the cell nucleus 16. 3) Role of cell growth pathways in HIF activation and
production of neural protective factors in MG such as VEGFR-1: Once the HIF molecule is produced, it needs to be
stabilized and activated in order to be able to promote the production of neural protective factors such as VEGFR-1. The
HIF1-0 molecule in the cell cytoplasm is in an inactive form and stabilized by normoxic conditions. For its activation to
occur, several factors are related, among them, eukaryotic translation factors/growth factors, which have been shown to
contribute to HIF-1-o activation by phosphorylating the molecule and allowing it to enter the nucleus 24,25. In this process,
neurotrophins are released and bind to the Tyrosine Kinase C (TRK-C) receptor, which is responsible for activating the
AKT-3/mTORC-1 pathway and producing eukaryotic translation factors. Inside the nucleus, HIF can produce molecules
associated with cellular vascularization — VEGFR-1 - and, therefore, revitalize the tissue by guaranteeing the supply of O2.
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Table

Table 1: Demographic characteristics and clinical findings.

Data

Gender

Birth weight (g)

Gestational age
(weeks)

Small for gestational age
(SGA)

Acidemia

Asphyxia
(Apgar score in the fifth
minute <3)

Survival time
(hours)

Category

Male
Female
<1000

>1000 <1500
=>1500
<30

31al6

Until 24h
25to 72h

More than 72

(Number of patients) %

(66) 55,9%
(52)44,1%
(34) 28,8%
(29) 24,6%
(55)46,6%
(56)47,5%
(36) 30.5%
(26) 22,0%
(101)85,6%
(17) 14,4%
(39)33,1%
(79) 66,9%
(84)28,8%%
(34) 71,2%
(38)32,2%
(48) 40,7%

(32) 27.1%

Mean + Standard
deviation

171

I+
o
=1
h

u.
=y
I+
(]

)

44+ 8



Table

Tabie 2: Tissue expression of AKT3, NF-kfi, Parkin, TRK-C and VEGFR-1 correlated with
gender, birth weight, gestational age, presence of low birthheight for gestational age (SGA),
presence of immaturity of CNS, acidemia or asphyxia and survival time.
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AKT3

Parkin
(%)

TRK-C
(%)

VEGFR-1

Gender

Male
8727£5578

Female
66413503

Male
74013974

Female
81954034

Male
5.7=44

Female
5.1£3.6

Male
8.7£5.6
Yes
10.2£6.5

Male
6291021

Yes
8231412

pvalue

0.094

0.726"

0.179

Birth weight
®

<1000
74833067

>1000 <1500
97786714

>1500
7033 £4504

<1000
85364356

>1000 <1500
83293313

>1500
69204025

<1
7.5%4.2

>1000 <1500
6.0=4.5

>1500
3.953.1

<1000
10.9+6.8
>1000 <1500
10.0=6.6
1500
8.0:49
<1000
881+1427

>1000 <1500
894£1312

21500
526996

p value

0.089"

0.054°

<0.001"*

0.073"

0.668"

Legend: * p obtained by Student's t-test;
**p obtained by Bonferroni's test.
a p obtained by comparison between 24 hours x 72 hours of survival time = 0.013;
b p obtained by comparison between <1000g and >1500g of birth weight < 0.001 and between 1000g to < 1500g x > 1500g = 0.007;
¢ p obtained by comparison between <30 x > 37 weeks of gestational age <0,001 and between 31 to 36 x > 37 weeks = 0,027.

Gestation
alage
(weeks)

<3
871325119

31t036
7302=4811

>37
660924245

<30
85214112

31t036
7381+3858

>37
6572+3720

<30
6.9x4.6

31t036
49535

>37
3.10£1.9

<30
10.4=6.8
31to036
92+52
>37
74247
<30
908=1397
311036
575+1252

237
521£576

pvalue

-

<0.001

0.137°

SGA

No
7956+49
78

Yes
696742
80

800041
54

Yes
6103222
43

No
5.1=4.0

Yes
7.354.1

No
9.1+6.0

Yes
10.9+5.7

No
648=101
4

Yes
112520
26

p value

0.014*

0.266"

0.637"

Immature
CNS
No
7001=4550
Yes

87135119

No
7023+3787

Yes
85214112

No
4230

Yes
6.9+4.6

No
8.55.1

Yes
104=6.8

No
551=1010

Yes
9081397

p value

0.032

0.045°

<0.001*

0.286"

Acidemia
No
86126162
Yes
74464122

No
77074588

Yes
7775+3725

No
6.3x4.3

Yes
5.1£39

No
10.5£7.2

Yes
8.8£5.3

No
899x1625

Yes
632963

p value

0.662"

0.735"

0.355"

0.928"

Asphyxia
(Apgar <3)

No
7538+4864

Yes
85264948

No
79704126

Yes
7235+3698

No
52+38

Yes
6.1:4.6

No
9.6+6.0

Yes
8.7£6.1

No
778+1247

Yes
574£1137

p value

0.481"

0.025*

Survival time
(hours)
Until 24h
72024515

25t0 72h
8116+5228
More than 72h
815744889

Until 24h
63743200

25t072h
8064+3958

More than 72h
8899 + 4529

Until 24h
5.5:42

25t0 72h
5.1=34

More than 72h
5.9¢49

Until 24h
8.7£5.7
25t072h
10.1=6.3

More than 72h
9.0£5.9
Until 24h
697+1343

25t072h
941£1418

More than 72h
387+293

p value

0,037+

0.988"

0.545°

0.180"
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Table

Supplemental Table. Data of antibodies.

Antibody Type Clone/Code Dilution Source Species Reactivity
Anti-AKT-3* Monoclonal/Mouse 66C1247.1 1:400 Thermo Fisher Human, Rat, Mouse
Anti-NF-kB p100/52° Polyclonal/Rabbit ab7972 1:400 Abcam Human, Rat, Mouse
Anti-PARK 2°¢ Monoclonal/Mouse PRKS8 1:100 Abcam Human, Rat, Mouse
Anti-TRK-C¢ Monoclonal/Mouse 75219 1:200 Leinco Human
Anti-VEGFR-1°¢ Polyclonal/Rabbit PA1-21731 1:50 ThermoFisher Human, Rat, Mouse

2 https://www.thermofisher.com/antibody/product/AKT3-Antibody-clone-66C1247-1-Monoclonal/MA1-41201
b https:/swww.citeab.com/antibodies/769393-ab7972-anti-nfkb-p100-p52-antibody-chip-grade

¢ https://www.abcam.con/parkin-antibody-prk8-ab77924.html

4 https:/Avww.leinco.com/p/anti-human-trke/

¢ https://www.thermofisher.com/antibody/product/VEGF-Receptor-1-Antibody-Polyclonal/PA1-21731
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CONCLUSAO

Através da avaliacao dos sinais clinicos foi possivel observar que mais de uma via estava
relacionada com o processo hipoxico-isquémico. A correlacdo dos biomarcadores analisados,
ressaltaram uma relagéo da expressdo do VEGFR-1, o NF-kB, AKT-3 e a Parquina, sugerindo
a falta da indug&o de um processo de neovascularizagdo na matriz germinativa dos recém-natos
avaliados. Essa relacdo apenas foi vista a partir da via construida sinalizando a relacdo entre
esses diferentes marcadores e seus sinais moleculares. A utilizacdo desse modelo permitiu uma
analise post-mortem de informacOes estaticas do momento da morte, apresentando como

limitacdo a incapacidade de reconstrucéo do processo de evolucdo da lesdo estudada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresenta uma via de possivel correlacdo entre diferentes biomarcadores que
podem estar atuando concomitantemente ou de forma individual durante o processo de leséo
induzido pelo insulto hipdxico-isquémico. Estes achados permitem que novos caminhos sejam
elucidados na busca por marcadores periféricos e que dessa forma possam oportunizar a
utilizacdo dos mesmos para um possivel diagnéstico visando a intervengdo no prognostico e

tratamento precoce da doenca.
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