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RESUMO

A asfixia neonatal (AN) é uma enfermidade caracterizada por inibi¢do
respiratdria, responsavel por cerca de 23% da taxa mundial de mortalidade neonatal. A
asfixia neonatal ocorre por episddios hipdxico-isquémicos que sdo definidos como
reducdo do nivel sérico de oxigénio e de fluxo sanguineo, e acarretam complicacdes
multissistémicas ao organismo. Os quadros hipoxico-isquémicos levam a super
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) altamente toxicas e geram lesdes
teciduais por morte celular. As ERO’s sdo responsaveis pela inducao da angiogénese,
que tem como principais mediadores, 0s receptores tirosino-quinase de vascular
endotelial growth factor (VEGF): VEGFR2 e VEGFR1. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a expressdo pulmonar de VEGFR2 e VEGFR1 em ratos neonatos
submetidos a modelo de asfixia neonatal e ventilacdo mecanica, além de verificar uma
possivel influéncia da asfixia na espessura da camada média das arteriolas pré-acinares
no pulmao. Foram utilizados neonatos de ratos Sprague-Dawley subdivididos em quatro
grupos: Controle (C), Controle Ventilado (CV), Asfixia (A) e Asfixia Ventilado (AV).
Foram realizadas andlises do peso corporal (PC), peso pulmonar total (PPT) e do peso
pulmonar total em relacdo ao peso corporal (PPT/PC), analises da morfometria vascular
através da espessura da camada média (ECM) das arteriolas pré-acinares de resisténcia,
e imunoistoquimica. Na analise biométrica foi possivel observar que o PPT do grupo
AV foi significativamente menor do que os grupos C e A (p<0,05). Na analise da
morfometria vascular foi observado um aumento de ECM no grupo A comparado aos
demais grupos (p<0,05). Através da imunoistoquimica verificou-se maior expressao de
VEGFR2 no grupo A em relacdo aos demais grupos (p<0,05). O grupo A também
apresentou expressao significativamente menor de VEGFR1 comparado aos grupos CV
e AV (p<0,05) e maior comparado ao grupo C (p<0,05). Dessa forma, conclui-se que no
modelo de asfixia neonatal em ratos a termo, a asfixia seguida de ventilagdo mecénica
altera a morfologia, morfometria vascular e as vias receptoras de VEGF pulmonar,
apresentando significativo aumento da ECM e alteracdo na expressdo dos receptores
tirosino-quinases VEGFR1 e VEGFR2 responderam inversamente proporcional aos

estimulos hipdxico-isquemicos.

Palavras-chave: asfixia neonatal, hipoxia, ventilacdo mecanica, VEGFR2, VEGFR1,

angiogénese, ERO’s.
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INTRODUCAOQO




1. Introducéao

A asfixia neonatal (AN) é uma complicacdo obstétrica com alta taxa de
mortalidade que acomete grande porcentagem de recém-nascidos no mundo (1). Ela
pode ser definida como a inibicdo respiratdria acarretada por episédios hipoxico-
isquémicos que geram morte celular e lesdes teciduais (2). A hipdxia é caracterizada
pela reducgdo de niveis séricos de oxigénio enquanto que a isquemia é caracterizada pela
reducdo do fluxo sanguineo no organismo (3-8). Observa-se na literatura uma grande
diversidade de definicdes para asfixia neonatal. Para tanto se faz necessaria a utilizagédo
de critérios mais rigorosos para definicao por influenciar diretamente os diagndsticos da
doenga (9).

Os eventos hipoxico/isquémicos que acarretam em asfixia possuem causas que
variam desde a imaturidade do sistema neurologico até a uma oxigenacao inapropriada
durante a ventilagdo mecénica a qual o recém-nascido asfixiado é submetido (8,10). No
momento do nascimento, 0 neonato tem de se adaptar a um meio com concentragdes de
oxigénio totalmente distintas do meio intrauterino no qual ocorreu 0 seu
desenvolvimento. Uma possivel ineficacia no inicio dos movimentos respiratorios pode
ser outro fator fatal e causar hipdxia e isquemia e levar a AN (11).

Inimeros fatores podem ser considerados de alto risco para a ocorréncia de
hipéxia e isquemia. Dentre eles, podemos citar: compressdo do corddo umbilical,
ruptura da placenta, aspiracdo de meconio, disfuncbes do ventriculo esquerdo do
coracdo, defeitos de coagulacdo, diabetes e toxemia materna, complicagdes que
resultam em aumento da resisténcia vascular placentaria, como insuficiéncia
placentaria, pré-eclampsia ou outras condicdes inflamatérias durante a gravidez (3, 5, 7,
10, 12). Além destes, nascimento prematuro, caracterizado por ocorrer antes de se
completarem 37 semanas de gestacdo, € considerado um dos mais importantes fatores
de risco para o desenvolvimento do quadro (13).

Embora haja intensos esforgos para o desenvolvimento de cuidados pré-natais
mais eficazes, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que todo ano cerca de 4
a 9 milhdes de recém-nascidos sofram de AN (14). Esse dado indica que 2 a 6 para cada
mil nascimentos possuem AN no mundo. Devido a existéncia de fatores de risco como a
falta de cuidados pré-natais e a alta taxa de nascimentos prematuros, as taxas de
incidéncia da AN tendem a ser mais elevadas em paises em desenvolvimento (8, 9, 15,
16).



Ainda dados da OMS, estima-se que 23% da taxa mundial de mortalidade
neonatal se deva a AN, representando aproximadamente 1,2 milhdes de mortes por ano
(6). Dentre os recém-nascidos com AN, aproximadamente 45% morrem e outros 25%
apresentam déficits neuroldgicos permanentes (1, 17). Segundo os critérios diagnosticos
da Academia Americana de Pediatria dos Estados Unidos (AAP), a AN pode ser
atribuida a manifestaces clinicas como a acidose metabélica, a cianose, o indice de
Apgar (0 a 3 no quinto minuto de vida), bem como manifestacdes neuroldgicas e
disfungdes organicas multissistémicas (9, 12).

Durante o periodo embrionario, a disponibilidade de oxigénio dentro do Utero é
finita por ser limitada a placenta. Neste cenéario, algumas adaptacGes da vida fetal foram
altamente favoraveis, no sentido de que garantiram um suprimento de oxigénio superior
a demanda metabdlica do feto, assegurando uma significativa margem de seguranca.

Dentre tais adaptacdes estd a capacidade de ligar maiores concentracfes de oxigénio a
hemoglobina fetal (Hb fetal) que por ter maior afinidade pelo O,, dificulta a sua

liberacdo a nivel tecidual, garantindo aumento no fluxo sanguineo basal para a maioria
dos tecidos e o desligamento do oxigénio quando os tecidos fetais estiverem em baixas
tensdes de oxigénio. A capacidade de desviar a circulacao fetal pelos ductos venoso e
arterial, além da capacidade de bloquear processos consumidores de oxigénio, sdo
outras adaptacdes que possibilitaram a otimizacao da disponibilidade de oxigénio para o
feto (1, 45).

De modo geral, tais estratégias durante episddios de hipdxia aguda aumentam a
eficiéncia de mecanismos compensatorios, possibilitando um menor consumo de
oxigénio e uma maior extracdo do gas a partir da Hemoglobina. A Hb fetal, tem sua
producdo reduzida ao longo do desenvolvimento gestacional, atingindo apenas um terco
do total de hemoglobinas no recém-nascido (45).

Os recem-nascidos por terem uma capacidade carreadora de oxigénio um pouco
menor e uma rede neuronal ainda imatura possuem algumas peculiaridades durante a
asfixia se comparados a individuos adultos. Enquanto que no adulto, a asfixia provoca
um aumento da ventilagdo pulmonar por minuto, no recém-nascido, acarreta em
respiracdes ciclicas seguidas de inibicdo que pode evoluir para quadros de parada
respiratoria, sequelas permanentes e morte (1).

As contragdes uterinas que se ocorrem durante o trabalho de parto acontecem em

um periodo de alta demanda de oxigénio da mée e do fet, e provocam uma diminui¢do



do fluxo sanguineo materno-placentério. Estes fatores levam a uma queda da saturacéo
fetal de oxigénio que é bem suportada por fetos saudaveis. Entretanto, quando a PaO2 e
a saturacdo fetal sdo respetivamente inferiores a 20mmHg e 31%, ocorrem
desaceleracdes tardias que podem ser bastante prejudiciais ao feto. Em episddios
hipoxico-isquémicos, tanto o feto quanto o recém nascido reagem centralizando o fluxo
sanguineo de modo a garantir o aporte para o cérebro, o coracdo e as supra-renais, em
detrimento de pulmdes e outros 6rgaos do corpo (12).

A amplitude dos danos hipoxico-isquémicos aos 0rgaos vitais do recém-nascido
é dependente do nivel e da duracdo da asfixia neonatal e se estes se ddo de forma que
superem a capacidade de compensacdo fisioldgica do individuo (6).

Com a persisténcia do quadro asfixico, 0s movimentos respiratorios cessam e
ocorre uma reducdo na freqliéncia cardiaca e um aumento da pressao arterial para
manter a perfusdo cerebral. A isto, d4-se 0 nome de apnéia priméaria que normalmente
pode ser contornada com a oferta de oxigenacgdo suplementar e estimulo tatil na maioria
dos recém nascidos. Se a asfixia persistir, 0 recém-nascido inicia movimentos
respiratorios profundos (gasping), a frequéncia cardiaca reduz e a pressdo arterial
diminui. A queda gradativa dos movimentos respiratorios, da frequéncia cardiaca e da
pressao arterial caracteriza o quadro de apnéia secundaria que torna ainda mais dificil o
restabelecimento pela estimulacdo tatil (12).

Quando a asfixia é grave e prolongada pode resultar em morte celular e lesdes
teciduais. Desse modo, as lesdes geradas em decorréncia da asfixia neonatal variam
podendo levar o individuo a complica¢fes pulmonares como hipertensdo e hemorragia,
além de deficiéncias no desenvolvimento neuroldgico como retardo mental, déficits de
aprendizado, epilepsia, paralisia cerebral e deficiéncias auditivas e visuais, e até mesmo
ao 6bito (1, 4,5, 7, 8, 10, 12, 15, 18).

Conforme a gravidade e o grau de comprometimento multisisttmico do recém-
nascido se faz de fundamental importancia para a sobrevivéncia do individuo a
restauracdo imediata do fluxo sanguineo e da oxigenacdo. Entretanto, isso implica uma
série de cuidados de modo que ndo contribua para a amplificacéo da lesdo tecidual (2).

Dada a complexidade dos quadros clinicos, altos investimentos tém sido
aplicados no desenvolvimento de novas técnicas obstetricas para o tratamento de recém-
nascidos com AN. O manejo dos asfixiados pode ser bastante complicado devido ao

envolvimento de muitos 6rgdos. Os primeiros cuidados a serem tomados devem ser para



sanar as condi¢cdes que geraram o quadro hipdxico-isquémico e proteger o individuo de
complicagdes subsequentes (10).

Tratamentos para a asfixia neonatal compreendem procedimentos
farmacologicos e ndo farmacoldgicos. Dentre os procedimentos ndo farmacoldgicos
empregados na asfixia neonatal, podemos citar a ventilagdo mecénica, a limpeza das
vias aéreas, a ressuscitacao e a hipotermia. Os procedimentos farmacoldgicos incluem o
uso de moduladores de glutamato, monoaminas (dopamina, norepinefrina e serotonina),
GABA (4cido gama-aminobutirico), adenosina e fatores de crescimento (15). Para a
escolha do método de tratamento mais adequado em cada caso é de fundamental
relevancia a realizacdo de exames ecocardiograficos, além de avaliaces clinicas do
paciente (10).

A ventilacdo mecanica é um tipo de tratamento indispensavel e comumente
utilizado para a ressuscitacdo e para a reoxigenacdo do recém-nascido asfixiado.
Entretanto, a ventilagdo pode ser prejudicial para a manutencdo da homeostase ao
manter a expressao de vias metabdlicas alternativas o que leva a um aumento do déficit
energético e do estresse oxidativo (8). A ventilacdo mecanica é, desde o séc. XX,
utilizada como método de inducdo de alcalose metabdlica e reducdo da resisténcia
vascular pulmonar (PVR) na hipertensdo pulmonar mesmo sem que houvesse
evidéncias concretas que demonstrassem melhorias no quadro clinico dos neonatos (19,
20).

Atualmente sabe-se que a alcalose metabolica acarreta inimeros efeitos adversos
na funcdo cardiaca e na pressao sistémica que sao extremamente prejudiciais ao recém-
nascido asfixiado. Desse modo a avaliacdo do volume funcional a ser aplicado em
pacientes com inflamacdo pulmonar, necessita de cuidados minuciosos a fim de se
evitar mais danos ao tecido e disfun¢Bes de outros 6rgaos (10, 21). A literatura carece
de uma padronizacdo da ventilacdo mecanica para modelos experimentais de asfixia
neonatal, 0 que torna imprescindiveis mais estudos de modo a elucidar o volume ideal
de ventilacdo para neonatos asfixiados.

E conhecido que na ocorréncia de hipoxia e da reoxigenacdo por ventilagio
mecanica, a mudanca para um metabolismo anaerdébico leva a reducdo das taxas de
formagdo de ATP e a consequente superproducdo de especies reativas de oxigénio
(ERO’s) potencialmente lesivas (8, 10). Aproximadamente 95% do oxigénio que é

consumido nas células seguem pela cadeia transportadora de elétrons, formando energia

e agua. Os outros 5% serdo transformados em ERO’s (radical superoxido O,~, peroxido



de hidrogénio H,O, e radical hidroxila OH") pelo metabolismo. As ERO’s podem ser
formadas por reaces enzimaticas, como por exemplo, na cascata da hipoxantina, da
isquemia e reperfusdo ou hipoxia e reoxigenacdo (Figura 1).

Em episodios hipoxico-isquémicos, o ATP ndo utilizado na cadeia
transportadora de elétrons, pela auséncia de oxigénio, é degradado e h4 o acumulo de
hipoxantina. A reoxigenagdo, promovida durante as tentativas de ventilagio mecanica
durante a ressuscitacdo ap0s o nascimento, leva a oxidacdo da hipoxantina pela xantina
oxidase ¢ a formac¢do de ERO’s. A interacdo de ERO’s com componentes da célula
representa o principal mecanismo de toxicidade do oxigénio que causa ruptura de
membranas lipoprotéicas, alteracdo da permeabilidade vascular com leséo de capilares,
dano a estrtura do DNA e morte celular (2, 19).

Podem ocorrer também algumas lesbGes indiretas devido a alteracBes de
homeostase do célcio intracelular levando a um aumento do calcio citossélico e ativacdo
de mais xantina oxidase. A producdo de ERO’s é acentuada ainda mais através das

reacOes de Haber-Weiss e de Fenton (2).
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Figura 1. Cascata da hipoxantina para a formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) no processo
hipdxia/reoxigenacdo. FONTE: Rodrigues F. P. M, 1998 (Adaptado)

Com a alta producdo de ERO’s decorrente do quadro hipdxico-isquémico o
neonato pode ser submetido a um estresse oxidativo associado com a inativacdo de um
grande numero de enzimas, dentre as quais podemos citar as enzimas respiratorias

mitocondriais (8). De modo especial, os individuos recém-nascidos estdo mais



susceptiveis ao estresse oxidativo causado por quadros hipoxico-isquémicos. Frank &
Groseclose (1984) em estudos com pulmdes de coelhos demonstraram que h&a um
aumento gradativo da atividade de enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase
(SOD) e a catalase de acordo com a idade gestacional (1, 19, 22). Assim, quanto mais
precoce ocorrer a hipoxia, mais susceptivel sera o neonato aos efeitos toxicos das
espécies reativas de oxigénio.

Para as alteracGes fisiologicas hemodindmicas e respiratorias que ocorrerdo a
partir do nascimento, € essencial a atuacao de fatores de crescimento que auxiliardo no
desenvolvimento do endotélio pulmonar do neonato e na recuperacdo de lesbes
acarretadas por processos hipdxico-isquémicos. Estes fatores de crescimento irdo
induzir a proliferacdo de células endoteliais e inibirdo a apoptose (36). Dentre esses
fatores podemos citar o oxido nitrico (NO) (23), a prostaciclina e as angiostensinas
como o VEGF (10).

O VEGF (vascular endothelial growth fator) é um peptideo homodimérico (34 a
43 kDa) produzido em diferentes células pulmonares, que atua no desenvolvimento
pulmonar e na producdo de surfactantes, induzindo a conversdo de glicogénio em
surfactante nos pneumdcitos tipo 1l (24, 25, 36).

No desenvolvimento pulmonar dos mamiferos, ap6s o0 nascimento, é relatada a
presenca de transcritos de VEGF devido ao rapido crescimento alveolar e pela expansao
das areas superficiais dos alvéolos e dos capilares. Sua expressdo € regulada por fatores
como a hipoxia, diferenciacdo celular e fatores de crescimento (35, 36). Embora
saibamos que para o desenvolvimento pulmonar pds-natal seja necessaria a proliferacéo
de células endoteliais alveolares, o seu mecanismo regulador ndo € completamente
esclarecido (24).

Em adultos, o RNAmM do VEGF continua relativamente abundante em tecidos
altamente vascularizados como o0s pulmdes e 0s rins e possuem sua expressao
aumentada durante a cicatrizacdo de lesGes, atuando como um fator de manutencéo
celular. Estudos sugerem que o VEGF tem atuacdo importante em muitas doengas
pulmonares agudas e cronicas, como a hipertensdo pulmonar, enfisema, cancer de
pulmé&o; e ainda que, sob condicdes de hipoxia, a expressdo do gene hypoxia-inducible
fator (HIF-2a) codificador do VEGF esta aumentada (24, 25, 35, 36).

Dentre os varios efeitos do VEGF nas células epiteliais e vasculares, a sua
expressdo temporal-espacial tem sido atribuida ndo apenas a formagdo dos capilares,

mas também para o controle do crescimento bronquico e alveolar (25).



O VEGF ¢é o principal regulador da angiogénese induzindo a mitose e a
migracdo das células endoteliais vasculares e atuando na manutencdo da integridade
endotelial, como um fator de sobrevivéncia para os vasos recém-formados, tendo uma
importante atuacdo como um fator de permeabilidade vascular, facilitando a entrada de
proteinas do plasma sanguineo em poucos minutos de exposicao (23, 26, 35, 36,).

O VEGF atua ligando-se a dois receptores tirosino-quinase, o VEGFR1 e o
VEGFR2 que sdo responsaveis pela sinalizacdo de diferentes efeitos intracelulares. O
VEGFR2 é expresso nos estagios iniciais do desenvolvimento pulmonar enquanto a
expressdo de VEGFR1 aumentara em estagios posteriores do desenvolvimento (25,28).

O VEGFR2 é o responsavel pelo crescimento vascular, atuando na proliferacdo
das células vasculares, promovendo a ramificacdo vascular e a manutencédo das células
endoteliais (25, 27, 28).

O VEGFR1, por sua vez, atua como um regulador negativo da angiogénese,
reduzindo a proliferacdo celular e organizando a ramificacdo dos capilares e a formacéo
das redes. A atuacdo do VEGFRL1 decorre de sua alta afinidade por VEGF promovendo
0 sequestro deste e reduzindo a disponibilidade de VEGF para ligacdo ao VEGFR2 (25,
27, 28, 35, 36).

Apesar dos resultados clinicos da asfixia neonatal serem bem estabelecidos,
pesquisas pre-clinicas ainda estdo em fase exploratéria devido principalmente a falta de
consenso em um modelo experimental que seja confidvel e previsivel (8). Foram
encontrados na literatura estudos de asfixia neonatal em diversos modelos de animais,
como porcos, ovelhas, coelhos e ratos (11, 18, 24, 34).

Apesar da diversidade de modelos experimentais, ndo existe uma completa
reprodutibilidade devido a ampla variedade de diferentes parametros (18). Diversos
modelos de estudo foram desenvolvidos com diferentes parametros e diferentes
variaveis e foram alterados e aprimorados ao longo do tempo (29-31).

Takada et al. (2011) desenvolveram um modelo ndo-invasivo de indugdo de
anoxia (privacdo total de oxigénio) em neonatos de ratos, padronizando alguns
pardmetros referentes a dura¢do da andxia e monitorando o comportamento motor e
respiratorio, além da saturacdo de oxigénio arterial (18).

Um dos pontos principais a serem considerados na padronizacdo e no
estabelecimento de um modelo experimental é conhecer a correlagéo entre o periodo de
desenvolvimento e seus mecanismos alem da semelhanga com as condi¢des humanas.

Analisando comparativamente o aspecto temporal do desenvolvimento de ratos e



humanos, Andreollo et. al. concluiram que 13,8 dias da vida de um rato equivale a 1
ano da vida de um ser humano e, dessa forma, 1 hora da vida de um rato equivale a 18
horas da vida de um ser humano (32). Outras vantagens para 0 uso de ratos como
modelo experimental sdo o curto periodo gestacional (21 dias) com maior nimero de
fetos, o baixo custo de materiais, que ndo s&o invasivos e sdo facilmente reproduziveis
(18). Portanto, utilizar o rato como modelo de asfixia é confidvel no que se refere a
morfologia, metabolismo e desenvolvimento (33).

Estudos também demonstraram que as principais alteracdes metabolicas e
fisiol6gicas que ocorrem em neonatos humanos, quando sob condi¢fes de privacao de
oxigénio, foram relatadas em ratos (18). Uma das maiores desvantagens de um modelo
hipdxico-isquémico, entretanto, é o fato de ndo possibilitar testes comportamentais e o
tamanho pequeno para a manipulacao.

A elucidagdo de parametros envolvidos na asfixia neonatal e a busca por
métodos de tratamento mais eficazes e menos invasivos sdo fatores de relevancia
mundial, dada a epidemiologia e o alto grau de mortalidade e morbidade da doenca. A
importancia da expressdo dos receptores tirosino-quinase VEGFR1 e VEGFR2 na
vasculogénese, na organizacdao vascular e na recuperagdo de injdrias pulmonares em
sendo procurada ao longo do tempo.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi verificar a expressdo pulmonar
dos receptoresVEGFR1 e VEGFR2 em ratos neonatos submetidos a modelo de asfixia

neonatal e ventilagdo mecénica.
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Objetivos

A) Verificar as alteracdes de Peso Corporal (PC) e Peso Pulmonar Total (PPT) de

ratos neonatos submetidos a modelo de asfixia neonatal e ventilagdo mecéanica.

B) Verificar as alteragdes histométrica vasculares por meio da espessura da camada
meédia das arteriolas pré-acinares no pulméo de ratos neonatos submetidos a

modelo de asfixia neonatal e ventilacdo mecanica.

C) Avaliar a expressdao pulmonar dos receptores tirosino-quinase VEGFR1 e
VEGFR2 em ratos neonatos submetidos a modelo de asfixia neonatal e

ventilacdo mecanica.
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3. Material e Método

3.1. Avaliacdo do comité de ética em experimentacdo animal

O estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica em experimentacio
animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo

como projeto de pesquisa nimero 043/2011.

3.2. Animais e obtencdo de fémeas prenhes

Ratos machos e fémeas Sprague-Dawley adultos adquiridos junto ao CEMIB -
UNICAMP, foram mantidos em condi¢bes controladas de luminosidade (12 horas de
luz/ 12 horas de escuro), temperatura (média de 23°C), umidade relativa proxima de
55% e receberam &gua e racdo para roedores a vontade. Os acasalamentos foram
realizados durante o periodo escuro do ciclo, colocando-se duas fémeas na caixa de
macho. No dia seguinte foi feito esfregaco vaginal e a presenca de espermatozoides na
lamina configurou o dia zero de prenhez (tempo de gestacdo normal de ratas até o

termo é de 22 dias).

3.3. Composic¢ao dos grupos amostrais

Foram utilizados para o estudo 32 recém-nascidos que foram divididos em
quatro grupos no total cada um contendo oito fetos. A seguir a descri¢do dos quatro
grupos:

e Grupo Controle (C) — mée e feto controle ndo sofreram qualquer tipo de
manipulacéo.

e Grupo Controle Ventilado (CV) — feto controle foi submetido a ventilacéo.

e Grupo Asfixia (A) — feto foi submetido a asfixia.

e Grupo Asfixia Ventilado (AV) — feto foi submetido a asfixia e a seguir a

ventilacao.
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Pesagem e coleta do
pulmio
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munoistoguimica Morfométrica

Morfologica

Figura 2. Esquema de estudo do projeto. C: Controle; CV: Controle Ventilado; A: Asfixia; AV:
Asfixia ventilado.

3.4. Coleta de amostras

No dia 21,5 de gestacdo, as ratas foram anestesiadas com injecédo
intramuscular de ketamina base — 50 mg/mL (Ketamina® - Pfizer do Brasil) associada a
xilazina 10 mg/mL (Rompum ® - Bayer Brasil) por animal, e submetidas a operagédo
cesariana, por laparotomia mediana (Figura 3). Depois da retirada dos fetos do Utero,
estes foram pesados em balanca de precisio modelo OHAUS 360 (Denver
Instruments, Denver, CO) e foram obtidos os pesos corporais (PC) em mg. Apos a
pesagem, os fetos foram encaminhados para realizacdo dos procedimentos especificos

de cada grupo.
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Figura 3. A: Rata posicionada em decubito dorsal sob cama térmica a
37°C. B, C: Lapartomia mediana. D: Exposi¢do dos cornos uterinos com
fetos.

3.5. Inducéo da asfixia

Seguindo o0 modelo de Takada et al. para indugdo da asfixia, utilizamos uma
camara andxica de acrilico com tampa, de dimensfes 30cm x 20cm x 12,5cm , a qual
teve sua temperatura controlada a 38°C em banho-maria. A camara foi preenchida
durante 10 segundos com fluxo de Nitrogénio (N2) a 35 L/min (18) (Figura 4). Em
seguida, o fluxo de N, na camara foi reduzido para 5 L/min, onde os fetos dos grupos
A e AV, ja pesados, permaneceram em duplas por um periodo de 10 minutos. Apos
asfixia os fetos do grupo A foram sacrificados por decapitacdo e em seguida
colocados em mesa de cortica para coleta, enquanto os do grupo AV foram

encaminhados para ventilacao.
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Figura 4. Camara andxica de acrilico com tampa e
fluxo de N, a 35L/min.

3.6. Ventilacdo pulmonar

A ventilagdo pulmonar foi realizada nos fetos dos grupos CV e AV que
apos procedimentos especificos para cada grupo, foram posicionados em decubito
dorsal sobre mesa aquecida (em média 38°C) e fixados com fita adesiva. Com auxilio
de microscopio cirargico com aumento de 12,5x (D.F.Vasconcellos, SP, Brazil),
sofreram entdo incisdo cervical anterior, isolamento da traqueia e seccdo desta para
realizacéo de intubacdo traqueal com cateter intravascular de teflon 24G (BD) 0.17 x 19
mm (Figura 5) que foi conectado a um respirador ciclado a volume (MiniVent type
845, Harvard Apparatus®, Alemanha), a um volume de 75uL e frequéncia de 80
incursGes por minuto (ipm) (Figura 6). Apos a confirmagdo de que o movimento dos
pulmdes do rato recém-nascido foi satisfatorio, a ventilacdo teve duracéo de 30 minutos.
A oxigenacdo dos animais foi confirmada pelo movimento dos pulmdes e cor da pele.
Em seguida os fetos de ambos os grupos foram sacrificados por decaptagdo e

colocados em mesa de cortica para coleta.



Figura 5. A) Feto posicionado em decubito dorsal sobre mesa aquecida (em média
38°C) e fixados com fita adesiva. B) Realizaco de incisdo cervical anterior. C) Feto
entubado com cateter de teflon e ventilado. D) Visdo lateral do recém nascido
sendo ventilado.

Figura 6. Respirador ciclado a volume (MiniVent type 845, Harvard
Apparatus®, Alemanha), a um volume de 75puL e frequéncia de 80
incursBes por minuto (ipm).
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3.7. Avaliacdo biométrica dos fetos e 6rgaos

Os fetos de todos os grupos tiveram o abdome e o torax aberto e os pulmdes
foram removidos e pesados. Foram aferidas as seguintes varidveis: peso corporal (PC),
peso pulmonar total (PPT) e em seguida a relagdo PPT/PC foi calculada para excluir a
influéncia do PC sobre o PPT.

3.8. Processamento histologico para analise morfométrica e imunoistoquimica

Os pulmdes foram fixados em solucdo de formaldeido 10%. Ap6s fixacdo, as
amostras foram desidratadas em um gradiente crescente de etanol 70%, 80%, 90% e
100% respectivamente, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina histologica. Os
cortes histologicos foram realizados em micrétomo Leica — Modelo RM 2145 (Leica,
Salzburg, Austria), no sentido transversal, com espessura de 5 um e colocados em
laminas histoldgicas pré-silanizadas para melhor aderéncia. Para analise morfométrica
os cortes foram corados por Tricbmio de Masson e as laminas serdo montadas em
Permount® (Fisher Scientific, Pittisburgh, PA, USA). A técnica consiste na coloracdo
com Hematoxilina de Harris, Fucsina Acida de Ponceau 0,5%, Acido Fosfomolibdico
1% como diferenciador e Azul de Anilina. Este tipo de coloracdo permite visualizar as

fibras colagenas em azul, o citoplasma em rosa e o ndcleo em roxo.

3.9. Anélise da morfometria vascular

Com as laminas prontas, os cortes foram fotografados utilizando o
fotomicroscopio NIKON Eclipse 80i com aumento de 200x e as imagens foram tratadas
pelo programa Image Pro Plus 6.0, no qual as camadas médias das arteriolas pré-
acinares de resisténcia entre 30-60 um foram medidas. Os pardmetros morfométricos
vasculares analisados foram: didmetro externo (DE, um), e didmetro interno (DI, um), a
partir dos quais foi calculada a espessura proporcional da camada muscular méda
(ECM), obtida por meio do célculo: ECM = (DE-DI)/DE. (Figura 7).
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Figura 7. A) Modelo de fotografia de campo pulmonar em aumento de 200x. B) Exemplo de medigéo do

diametro externo (DE) (linha verde) e diametro interno (DI) (linha azul).

3.10. Imunoistoquimica para VEGFR2 e VEGFR1

Para andlise por imunoistoquimica, as laminas foram mantidas em estufa
(60°C) por 30 minutos para derretimento da parafina. A seguir, as laminas foram
submetidas ao processo de desparafinizacdo, seguidos de banhos sequenciais de xilol,
alcool em concentracbes decrescentes e agua destilada (Figura 8A); posteriormente, as
laminas passaram pelo processo de Recuperacdo Antigénica através de fervura em
panela elétrica (Walita — Jamie Oliver, Philips) (Figura 8B) com Tampdo Citrato
10mM, pH 6.0 por 40 minutos. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito com
perdxido de hidrogénio (H,0;) a 3% em PBS. Posteriormente, foi feito o bloqueio com
soro de cabra 10% em PBS, por 1 hora em camara escura Umida (Figura 8C). A sequir,
o0s cortes foram incubados “overnight” a temperatura de 4°C durante 12 horas com 0s
anticorpos primarios ja diluidos 1:50 em BSA (1,8%) (VEGFRL: rabbit, ab2350,
Abcam, Cambridge, MA, USA; VEGFR2: mouse, sc6251, Santa Cruz Biotechnology,
California, USA). Retirado o anticorpo primario, foi adicionado o anticorpo secundario
apropriado (VEGFRL1: anticorpo biotinilado de cabra anti-rabbit — sc-2040, Santa Cruz
Biotechnology, California, USA; VEGFR2: anticorpo biotinilado de cabra anti-mouse —
sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, California USA) diluidos 1:200 em BSA. Apds
esta etapa, os cortes foram incubados por 30 minutos em Streptavidina — HRP
(Biolegend #405210) diluido 1:200 em PBS. A seguir, foram revelados com DAB (3,3"-
diaminobenzidino-tetra-hidrocloreto; Sigma, St Louis, MO, USA) diluido 1:100 em
peroxido de hidrogénio (H,O;), por 20 minutos. Por fim, as laminas foram submetidas a

contracoloracdo com hematoxilina de Harris, lavadas em agua corrente, desidratadas por
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uma sequéncia de banhos de concentragdes crescentes de alcoois e xilol, e recobertas
por laminulas montadas com Permount® (Fisher Scientific, Pittisburgh, PA, USA).

Figura 8. A: Banhos de xilol e alcoois em niveis decrescentes de
concentragdo. B: Panela elétrica a vapor para recuperacdo antigénica. C:
Céamara escura Umida.

3.11. Analise semiquantitativa da imunoistoquimica

A analise da imunoistoquimica foi realizada por avaliacdo da intensidade da
marcagdo por escore com varia¢do de 0 a 3, sendo a menor nota atribuida quando nao
houve expressdo da enzima na amostra com aumento gradativo de 0,5 ponto para niveis
crescentes de expressdo. AS laminas foram analisadas por 3 avaliadores cegos e

independentes. O controle negativo foi realizado no estudo.
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ANALISE ESTATISTICA
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4. Analise estatistica

Os valores obtidos através de pesagem, morfometria e imunoistoquimica foram
avaliados pelo método de ANOVA com pos-teste Turkey-Kramer considerando as
diferencas significativas para p<0.05. Os resultados foram expressos em média *
desvio-padrdo. Os calculos foram feitos por meio do programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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5. Resultados

Foram analisados 32 recém-nascidos de ratos da raca Sprague-Dawley
oriundos de 8 ratas prenhes. Foram destinados 8 filhotes por grupo para a analise
biométrica, 4 filhotes por grupo para a analise histologica e 4 filhotes por grupo para a

analise imunoistoquimica.

5.1 Analise Biométrica

As médias do Peso Corporal (PC), do Peso Pulmonar Total (PPT) e da relacdo
PPT/PC com seus respectivos desvios-padrdo sdo apresentados na tabela 1. Observa-se
que os filhotes asfixiados ventilados apresentaram uma meédia de PPT
significativamente menor comparado aos grupos: C e A (p<0,005 e p<0,05,
respectivamente) (Figura 9). Ao analisarmos a relacdo PTT/PC também foi possivel
observar diferengas significativas entre o grupo AV e os grupos C e A (p<0,05). O
grupo que apresenta a maior relacdo PPT/PC é o grupo C é 0 que apresenta a maior
relagdo, enquanto o grupo AV, apresenta a menor.

Tabela 1. Média e desvio-padréo do peso corporal (PC), do peso pulmonar total (PPT), da relagdo
PPT/PC (n=8 por grupo).

PC (n=8) PPT (n=8) PPT/PC (n=8)
C 5,5290 (+0,5276) 0,1727 (x0,0234)**  0,0314 (x0,0043)***
cV 5,4636 (+0,3189) 0,1491 (+0,0249) 0,0274 (+0,0052)
A 5,6196 (+0,2123) 0,1565 (+0,0222)*a 0,0279 (+0,0044)*a
AV 5,5263 (+0,5053) 0,1214 (+0,0193) 0,0220 (+0,0029)

& Comparado com grupo AV. *p<0,05, **p<0,005.
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Figura 9. Gréficos do PC (Peso Corporal), PPT (Peso Pulmonar Total), PPT/PC (razdo Peso Pulmonar Total/Peso Corporal) dos grupos
estudados. C: Controle. CV: Controle Ventilado. A: asfixia. AV: asfixia ventilado.
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5.2 Analise da morfometria vascular

A andlise da morfometria vascular foi realizada por célculo da espessura
proporcional da camada média (ECM) das arteriolas pré-acinares de resisténcia entre
30-60 um. Foram analisados 30 vasos por grupo provenientes de 4 fetos em campos
aleatorios. As médias e os respectivos desvios-padrdo dos valores de ECM obtidos para
cada um dos grupos estudados estdo apresentados na Tabela 2. Os filhotes asfixiados
apresentaram uma média de ECM significativamente maior comparado aos demais
grupos: C, CV e A (p<0,05) (Gréfico 1). Observou-se também um significativo aumento
de ECM do grupo CV em relacdo ao grupo C (p<0,05) e uma significativa reducdo do
grupo AV comparado ao grupo A (p<0,005).

Tabela 2. Média e desvio-padrdo da espessura da
camada média (ECM) das arteriolas pré-acinares de

resisténcia.

ECM
C 0,40667 (+0,09325)*a**b
CV 0,48125 (+0,10037)*bd
A 0,55433 (+0,13841)*a**cd
AV 0,45113 (+0,11366)**"

2. Comparado ao CV, ®: Comparado ao A, ¢: Comparado
ao AV, % Comparado ao C. **p<0,005; *p<0,05.
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Grafico 1. Espessura da camada média (ECM) das arteriolas
pré-acinares de resisténcia. C: Controle. CV: Controle ventilado.
A: Asfixiado. AV: Asfixiado ventilado. Observar maior
espessura da camada média (ECM) no grupo A comparado aos
demais grupos. **p<0,005. *p<0,05.



Figura 10. Arteriolas pré-acinares de resisténcia coradas por Tricromio de Masson. Linhas tracejadas
destacam a camada média arteriolar (ECM). Notar maior ECM no grupo A. C: Controle. CV: Controle
Ventilado. A: Asfixia. AV: Asfixia Ventilado (Barra de escala = 50um). Aumento de 400X.

5.3 Imunoistoquimica para VEGFR2 e VEGFR1

Para a analise da expressdo de VEGFR2 e VEGFRL1, 3 avaliadores atribuiram
um score, com variacdo de 0 a 3, sendo a menor nota atribuida quando ndo houve
expressdo da enzima na amostra com aumento gradativo de 0,5 ponto para niveis
crescentes de expressdo. Ao fim, foi feita uma comparacgéo entre as 3 diferentes analises
e suas respectivas médias e desvios-padrao sdo apresentadas na Tabela 3. A expressao
de VEGFR2 no pulméo de asfixiados foi aumentada em comparacao aos demais grupos:
C, CV e AV (p<0,05) (Gréafico 2). Observou-se também que o grupo controle (C)
apresentou 0s menores niveis de expressdo de VEGFR2, em comparacdo aos demais
grupos: CV, A e AV (p<0,05). Em relacdo ao VEGFR1, observamos que 0 grupo

asfixiado (A) exibiu expressdo significativamente menor comparado aos grupos CV e
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AV (p<0,05) e significativamente maior comparado ao grupo C (p<0,05). Pudemos
observar também que o grupo controle (C) foi o que apresentou a menor expressao de
VEGFR1, comparado demais grupos: CV, A e AV (p<0,05). O controle negativo foi

realizado e ndo apresentou marcacao, como era esperado.

Tabela 3. Média e desvio-padréo do score de imunomarcacdo de VEGFR2 e VEGFR1 através de analise
imunoistoquimica.

VEGFR2 VEGFR1
C 1,3939 (20,2075)**a 1,0848 (£0,1970)**2
cv 1,8676 (+0,4139)** 2,3888 (+£0,2423)*bs*d
A 2,1944 (10,5641)*c**ad 2’1730 (10,2425)*da**c
AV 1,8823 (£0,3904)*"** 2,4242 (+0,3775)**bd

a: Comparado ao CV, °: Comparado ao A, ¢ Comparado ao AV, ¢: Comparado ao C. **p<0,005; *p<0,05.
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Grafico 2. Analise da expressio de VEGFR2 no pulmdo por
imunoistoquimica. C: Controle. CV: Controle ventilado. A: Asfixiado. AV:
Asfixiado ventilado. Observar maior expressdo de VEGFR2 no grupo A
comparado aos demais grupos. **p<0,005. *p<0,05.



Figura 11. Imunoistoquimica para VEGFR2 dos grupos estudados. C: Controle. CV: Controle
Ventilado. A: Asfixia. AV: Asfixia Ventilado. (Barra de escala = 100um). Aumento de 200X.

Figura 12. Controle negativo da Imunoistoquimica para VEGFR2.
CN: Controle Negativo. (Barra de escala = 100um). Aumento de
200X.
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Grafico 3. Analise da expressio de VEGFR1 no pulmdo por
imunoistoquimica. C: Controle. CV: Controle ventilado. A: Asfixiado. AV:
Asfixiado ventilado. Observar menor expressdo de VEGFR1 no grupo C
comparado aos demais grupos e a menor expressao em A comparado aos
grupos CV e AV . **p<0,005. *p<0,05.
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Figura 13. Imunoistoquimica para VEGFR1 dos grupos estudados. C: Controle. CV: Controle
Ventilado. A: Asfixia. AV: Asfixia Ventilado. (Barra de escala = 100pm). Aumento de 200X.
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Figura 14. Controle negativo da Imunoistoquimica para VEGFR1.
CN: Controle Negativo. (Barra de escala = 100um). Aumento de
200X.
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6. Discussao

Os eventos hipdxico-isquémicos ao qual o recém-nascido esta sujeito por
complica¢cBes nos periodos que antecedem ou sucedem o nascimento levam a um
acometimento severo pela AN (1-8). A AN é responsavel por um elevado grau de
morbidade e mortalidade. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que a AN
perfaca mais de 20% da taxa mundial de mortalidade neonatal representando mais de 1
milhdo de mortes por ano (14). Os recém-nascidos, quando ndo vao a Obito em
decorréncia da doenca podem apresentar graves complicacbes pulmonares como
hipertensdo e hemorragia, bem como distarbios neuroldgicos, tais como: retardo mental,
dificuldades de aprendizado, paralisia cerebral e disfun¢des visuais e auditivas (1, 4, 5,
7,8, 10, 12, 15, 18).

Segundo a OMS a AN é responsavel pelo acometimento de quase 10 milhdes de
recém-nascidos, todos os anos, no mundo todo. Esta taxa elevada pode se acentuar ainda
mais em paises em desenvolvimento onde ha a prevaléncia de fatores de risco como a
falta de cuidados pré-natais adequados (6, 8, 9, 15, 16). Outros fatores aos quais a
asfixia neonatal € atribuida € o tabagismo, a prematuridade, ou doengas maternas como
a diabete (10, 12).

Dentre as formas de tratamento para a asfixia neonatal, a ventilacdo mecanica é
0 mais comumente utilizado, para ressuscitacdo e reoxigenacdo do recém-nascido, e
também como indutor de alcalose metabdlica (8).

A despeito disto, a ventilacdo pode ser danosa ao organismo no que diz respeito
a manutencdo da homeostase, por manter vias metabdlicas alternativas que podem
acarretar em déficit energético e estresse oxidativo (8, 10, 21). Dada a gravidade de uma
reoxigenacdo mal calculada, se faz de extrema relevancia a padronizacdo de volumes
funcionais adequados e seguros a serem ministrados por ventilacdo mecénica, de modo
a ndo acentuar as lesdes pulmonares (19, 20).

Em nosso estudo, o PC dos grupos estudados ndo apresentou diferenca
significativa, uma vez que 0s neonatos foram pesados anteriormente a qualquer
procedimento, como asfixia ou ventilagdo. No que se refere ao PPT, observou-se que o
grupo AV apresentou 0s menores valores comparado aos grupos C e A (p<0,05),
sugerindo a existéncia de uma relacdo direta do peso pulmonar com o procedimento
ventilatorio apos asfixia. Esta observacdo vai de encontro ao que fora relatado em

trabalhos anteriores do laboratorio, nos quais foram verificadas sensiveis reducdes no
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PPT de recém-nascidos ventilados em comparacdo a grupos nao ventilados. Da mesma
maneira, a razdo PTT/PC apresentou diminuicdo significativa no grupo AV comparado
aos grupos C e A (p<0,05). Isto pode estar associado ao fato de que a ventilagdo
promove a expulsdo do liquido pulmonar, presente durante o desenvolvimento, levando
a aeracdo pulmonar e reduzindo seu peso e densidade (2).

J& é sabido que a reoxigenacdo, promovida durante ventilagdo mecénica do
recém-nascido asfixiado, pode representar alto risco de toxicidade ao organismo (2,19).
Os procedimentos ventilatérios sdo costumeiramente realizados em quadros de asfixia
neonatal, oriundos de episddios hipoxico-isquémicos que podem ocorrer devido a
compressdo do corddo umbilical, a ruptura da placenta, a pré-eclampsia, dentre outros.
(3,5,7). Estes quadros, levam a uma sensivel redugdo do oxigénio e do fluxo sanguineo
para todo corpo, sendo consideradas complicacfes multissistémicas.

Pela auséncia do oxigénio, o ATP ndo utilizado na cadeia transportadora de
elétrons, segue a via da hipoxantina. Com a reoxigenacao pela ventilacdo mecénica, a
hipoxantina serd oxidada via xantina oxidase, uma enzima constitutiva que leva a
formacdo de xantina e do radical superéxido (O,*7), uma espécie reativa de oxigénio
(ERO) altamente tdxica para o organismo por promover morte celular, apoptose e
senescéncia (37). Através das reacdes de Haber-Weiss e de Fenton (2) na presenca de
ions metalicos, a produ¢do de ERO’s, como o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o
radical hidroxila (OH¢), pode ser acentuada (2, 8, 10, 19).

As ERO’s possuem uma importante atuagdo em vias que levam a angiogénese.
A angiogénese é definida por Fukai & Nakamura (2008) como o processo de formacéao
de novos vasos a partir de vasos pré-existentes. Esse processo possui relacdo direta com
0 crescimento tumoral, com a metéstase, bem como no desenvolvimento embrionario e
na cicatrizacao de lesdes. A atuacdo ocorre no sentido de suprir a alta demanda de fluxo
sanguineo durante estes episodios (37). De acordo com Julian (2007), as lesdes
decorrentes da atividade de ERO’s, durante episodios hipdxico-isquémicos, sao
responsaveis por induzir a remodelagem da vasculatura pulmonar. Esta remodelagem se
da atraves da contracdo e da hipertrofia da parede muscular das arteriolas pulmonares,
que sdo sensiveis a reducao da pressdo parcial de oxigénio (40, 41, 42).

No presente trabalho, realizamos a analise da espessura da camada média (ECM)
das arteriolas pré-acinares do pulmdo, de modo a avaliarmos possiveis efeitos de
episddios hipdxico-isquémicos caracteristicos da asfixia neonatal e de procedimentos

ventilatorios utilizados no tratamento da doenca.
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Observamos que os neonatos submetidos a asfixia apresentaram um importante
aumento na ECM das arteriolas, e também que houve um aumento significativo na
espessura do grupo CV em relacdo ao grupo controle que ndo foi ventilado (C)
(p<0,05), sugerindo um importante efeito da ventilagdo mecéanica na remodelagem da
vasculatura pulmonar. Nossas observagdes corroboram com os estudos de Sands et al.
(2011) que observaram um aumento de espessura da parede das arteriolas pré-acinares
em recém-nascidos asfixiados (38).

No que se refere a atuacdo dos processos ventilatorios, Gongalves et al. (2014)
também registraram um aumento de espessura da parede das arteriolas pulmonares de
grupos controle ventilados, em compara¢do com grupos ndo ventilados (23). Podemos
atribuir o aumento na espessura das arteriolas ao aumento da resisténcia vascular e da
pressdo arterial pulmonar (40). Estas alteracdes vasculares caracterizam uma sindrome
da resposta inflamatoria, gerada pelas lesbes teciduais oriundas da citotoxidade de
ERQO’s apds episodios de hipoxia (41).

Segundo Gerosa et al. (2014), um dos principais fatores transcricionais
envolvidos na angiogénese, é o hypoxia-inducible factor (HIF-2), que atua no aumento
da transcricdo de genes em resposta a hipoxia (41). Como consequéncia da hiper-
secrecdo de HIF-2 devido a lesdes geradas pela toxicidade das ERO’S, ha o aumento da
producdo de vascular endothelial growth factor (VEGF), um dos mais importantes
fatores de crescimento da angiogénese (35, 37, 41).

O VEGF, durante a angiogénese, tem papel fundamental no estimulo da
permeabilidade, da proliferacdo e da migracdo das células endoteliais, que levardo a
formagdo do tubo endotelial. Os efeitos biologicos do VEGF séo regulados por dois
receptores tirosino-quinases de superficie celular, 0 VEGFR1 e 0 VEGFR2 (37).

Os efeitos mutagénico e quimiostatico do VEGF nas células endoteliais tém sido
atribuidos a mediacdo pelo VEGFR2, que é ativado pela auto-fosforilacdo de residuos
de tirosina. Seguinte a ativacdo de VEGFR2, se d& a ativacdo de cascatas de vias
sinalizadoras como das proteinas-quinase ativadas por mitdgenos, como a Akt e eNOS,
que atuam no processo de migragdo e proliferacdo de células endoteliais (37-39).

Isso vai de encontro a estudo de Sbragia et al. (2014), que demonstraram por
silenciamento do gene que codifica VEGFR2 a reducdo ou supressdo da angiogénese,
sugerindo a importancia deste para o desenvolvimento vascular (25).

No presente trabalho, observamos através de analises imunoistoquimicas que a

expressdo de VEGFR2 no pulmé&o de neonatos asfixiados (A) foi maior em relacdo aos



35

demais grupos: C, CV e AV (p<0,05) (Gréafico 1). Neste sentido, nossos estudos
corroboram com o que fora registrado por Voelkel et al. (2006) que observaram um
aumento da expressdo de VEGFR2 apds eventos hipdxico-isquémicos (35). Este
aumento possivelmente esta associado a modulacdo do VEGF, atuante no processo de
proliferacdo e migracao de células endoteliais.

Segundo Waltenberger et al. (1994), o VEGFR1 apresenta uma afinidade muito
maior pelo VEGF quando comparado ao VEGFR2. Entretanto, devido a sua baixa
capacidade em atuar como promotor de crescimento e por ser fracamente fosforilado, o
VEGFRL1 pode representar um fator de silenciamento de VEGF (39). Entende-se, deste
modo, que devido a atuacdo no sequestro de VEGF, o VEGFR1 seja responsavel pela
regulacdo negativa da angiogénese, contribuindo para a maturacdo e organizagdo das
redes vasculares (23, 35, 36, 38).

Em nosso trabalho foi possivel observar que o grupo A exibiu expressdo de
VEGFRL1 significativamente menor comparado aos grupos CV e AV (p<0,05).

Entende-se que durante a asfixia neonatal decorrida de condi¢fes de hipdxia, as
lesdes teciduais provocadas pela toxicidade de ERO’s promovem a estimulacdo da
angiogénese, e de seus principais mediadores: VEGF e VEGFR2 (37-39).

Desse modo, podemos inferir que a expressao de VEGFRL, atuante na
modulagdo negativa da angiogénese, seja reduzida em condic¢Oes de asfixia neonatal, o
que é corroborado pelas nossas analises.

Finalmente, podemos concluir que no modelo de asfixia neonatal em ratos a
termo, a asfixia seguida de ventilagdo mecanica altera a morfologia, morfometria
vascular e as vias receptoras de VEGF pulmonar, apresentando, principalmente nos
neonatos submetidos a asfixia (A), significativo aumento da ECM e alteracdo na
expressdo dos receptores tirosino-quinases VEGFR1 e VEGFR2 que, neste modelo,
responderam inversamente proporcional aos estimulos hipdxico-isquemicos.

Apesar de termos algumas limitagdes em nosso trabalho, como a néo avaliagéo
do VEGF e apenas uma avaliagdo istoquimica, esses resultados experimentais podem
somar evidéncias ao entendimento da modulacdo vascular pulmonar decorrentes da
asfixia neonatal e as terapias ventilatérias frequentemente usadas no cuidado clinico,

para isso, torna-se necessario o aprofundamento desses dados em estudos clinicos.
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7. Conclusao

Conclui-se que no modelo de asfixia neonatal em ratos a termo, a asfixia seguida
de ventilacdo mecanica altera a os pesos corporal e pulmonar, a morfometria vascular e
as vias receptoras de VEGF pulmonar, apresentando, principalmente nos neonatos
submetidos a asfixia (A), significativo aumento da ECM e alteracdo na expressdo dos
receptores tirosino-quinases VEGFR1 e VEGFR2 que, neste modelo, responderam

inversamente proporcional aos estimulos hipdxico-isquemicos.
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9. Apéndices

APENDICE A

Tabela 4. Resultados das avaliagbes biométricas do grupo AV.

AV

RN PC PPT PPT/PC
1 5,2182 0,1402 0,0269
2 4,4758 0,0977 0,0218
3 5,8628 0,1358 0,0232
4 5,5037 0,0968 0,0176
5 5,4857 0,1176 0,0214
6 6,0971 0,1498 0,0246
7 5,6967 0,1154 0,0203
8 5,8707 0,1180 0,0201
MEDIA 5,5263 0,1214 0,0220
DP 0,5053 0,0193 0,0029

AV: Asfixia Ventilado. RN: Recém-nascido. PC: Peso Corporal. PPT: Peso Pulmonar Total. PPT/PC: razdo
Peso Pulmonar Total/Peso Corporal.

Tabela 5. Resultados das avaliacBes biométricas do grupo A.

A

RN PC PPT PPT/PC
1 5,4599 0,2106 0,0386
2 5,7651 0,1515 0,0263
3 5,6424 0,1501 0,0266
4 5,7987 0,1402 0,0242
5 5,4951 0,1500 0,0273
6 5,7651 0,1515 0,0263
7 5,8135 0,1525 0,0262
8 5,2172 0,1456 0,0279
MEDIA 5,6196 0,1565 0,0279
DP 0,2123 0,0222 0,0044

A: Asfixia. RN: Recém-nascido. PC: Peso Corporal. PPT: Peso Pulmonar Total. PPT/PC: razdo Peso
Pulmonar Total/Peso Corporal.
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Tabela 6. Resultados das avalia¢des biométricas do grupo C.

C

RN PC PPT PPT/PC
1 5,0785 0,1593 0,0314
2 6,0803 0,1900 0,0312
3 5,2083 0,1919 0,0368
4 5,7259 0,2129 0,0372
5 5,0323 0,1622 0,0322
6 6,2928 0,1521 0,0242
7 4,9381 0,1440 0,0292
8 5,8760 0,1695 0,0288
MEDIA 5,5290 0,1727 0,0314
DP 0,5276 0,0234 0,0043

C: Controle. RN: Recém-nascido. PC: Peso Corporal. PPT: Peso Pulmonar Total. PPT/PC: razdo Peso
Pulmonar Total/Peso Corporal.

Tabela 7. Resultados das avaliagfes biométricas do grupo CV.

CVv

RN PC PPT PPT/PC
1 4,9929 0,1582 0,0317
2 5,9675 0,1524 0,0255
3 5,5408 0,1349 0,0243
4 5,6167 0,1211 0,0216
5 5,0817 0,1443 0,0284
6 5,3936 0,1991 0,0369
7 5,4188 0,1590 0,0293
8 5,6969 0,1239 0,0217
MEDIA 5,4636 0,1491 0,0274
DP 0,3189 0,0249 0,0052

CV: Controle. RN: Recém-nascido. PC: Peso Corporal. PPT: Peso Pulmonar Total. PPT/PC: razdo Peso
Pulmonar Total/Peso Corporal.



APENDICE B

Tabela 8. Resultados das avaliagfes da morfometria
vascular das arteriolas pré-acinares de resisténcia.
Valores da espessura da camada média (ECM).

AV

A

C

CV

0,37602
0,44512
0,32684
0,42722
0,31350
0,38411
0,27383
0,42382
0,58440
0,25579
0,30813
0,38339
0,45633
0,35908
0,35884
0,29559
0,51427
0,51329
0,37995
0,41593
0,45947
0,34175
0,23362
0,56200
0,49797
0,46070
0,42671
0,42444
0,59432
0,52682
0,29665
0,40572

0,28155
0,54635
0,39312
0,49144
0,45135
0,60524
0,52373
0,50512
0,53979
0,48414
0,49647
0,58690
0,48897
0,33723
0,66305
0,41641
0,53428
0,39616
0,43262
0,32828
0,42918
0,32098
0,45351
0,41640
0,53032
0,29750
0,53006
0,45361
0,37284
0,51486
0,65376
0,64811

0,50069
0,54101
0,37341
0,35312
0,70009
0,79554
0,33809
0,70922
0,59391
0,52935
0,57173
0,70810
0,51787
0,44015
0,67034
0,72845
0,43423
0,42303
0,41342
0,63290
0,69249
0,42636
0,58311
0,75210
0,68974
0,52308
0,40262
0,34191
0,65038
0,38968
0,70848
0,60395

0,43382
0,46804
0,46633
0,69316
0,31573
0,33050
0,39284
0,35387
0,33540
0,58860
0,31192
0,41071
0,43018
0,52768
0,31534
0,40719
0,34173
0,64022
0,44961
0,51889
0,68825
0,43606
0,44726
0,68168
0,45923
0,53495
0,31772
0,36823
0,62456
0,37918
0,49745
0,47978

MEDIA 040667
DP 0,09325

0,48125
0,10037

0,55433
0,13841

0,45113
0,11366

AV: Asfixia Ventilado. A: Asfixia. C: Controle. CV:

Ventilado.

Controle
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APENDICE C

Tabela 9. Resultado do score da avaliagdo por imunoistoquimica da expressdo de
VEGFR2 em pulméo do grupo AV.

AV
RN CORTES Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3
1 1,5 1,5 1,5
1 2 2 1,5 1,5
3 2 1,5 2
1 2 15 2
2 2 2,5 2 2
3 2 1,5 2
1 DPA 2,5 DPA
3 2 2,5 2 2,5
3 2 2,5 2,5
1 2 2 2
4 2 1,5 2 1,5
3 15 15 1

AV: Asfixia Ventilado. RN: Recém-nascido. DPA: Desvio-padréo alto.

Tabela 10. Resultado do score da avaliagdo por imunoistoquimica da expressdo de
VEGFR2 em pulméo do grupo A.

A
RN CORTES Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3
1 2 1,5 2
1 2 1,5 2 1,5
3 2 1,5 1,5
1 2 15 2,5
2 2 2,5 1,5 2,5
3 2 2 2
1 2 2 3
3 2 2 1,5 3
3 2 1,5 3
1 3 2 3
4 2 3 2 3
3 3 1,5 3

A: Asfixia. RN: Recém-nascido.
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Tabela 11. Resultado do score da avaliagcdo por imunoistoquimica da expressdo de

VEGFR2 em pulméo do grupo C.

C
RN CORTES Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3
1 1,5 1,5 1,5
1 2 1,5 1,5 1,5
3 1,5 1,5 1,5
1 15 15 1
2 2 1 1 1
3 1 1 1
1 1,5 1,5 1,5
3 2 1,5 1,5 1,5
3 1,5 1,5 1,5
1 1,5 1,5 1,5
4 2 1,5 1,5 1,5
3 CN CN CN

C: Controle. RN: Recém-nascido. CN:Controle Negativo.

Tabela 12. Resultado do score da avaliagdo por imunoistoquimica da expressdo de

VEGFR2 em pulméo do grupo CV.

CcVv
RN CORTES Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3
1 2,5 2 2,5
1 2 2,5 1,5 2
3 DPA 2 2
1 1,5 1,5 2
2 2 1,5 1,5 2
3 15 15 2
1 1,5 1,5 2
3 2 1,5 1,5 2
3 1,5 1 1,5
1 DPA 2 2,5
4 2 2,5 1,5 2,5
3 2,5 2 2

CV: Controle Ventilado. RN: Recém-nascido. DPA: Desvio-padrdo alto.
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Tabela 13. Resultado do score da avaliacdo por imunoistoquimica da expressao de
VEGFR1 em pulméo do grupo AV.

AV
RN CORTES Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3

1 2 2 2

1 2 2 DPA DPA
3 2,5 2,5 2,5
1 2 2 2

2 2 2 2 DPA
3 2 2 2
1 3 3 3

3 2 3 2,5 2,5
3 3 3 3
1 2,5 2,5 2,5

4 2 2,5 2,5 2,5
3 2,5 2,5 2,5

AV: Asfixia Ventilado. RN: Recém-nascido. DPA: Desvio-padréo alto.

Tabela 14. Resultado do score da avaliagdo por imunoistoquimica da expressdo de
VEGFR1 em pulmdo do grupo A.

A
RN CORTES Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3
1 * * *
1 2 * * *
3 * * *
1 2,5 DPA 2,5
2 2 2,5 2,5 2,5
3 2,5 2 2
1 2 2,5 2,5
3 2 2 2 2
3 2 2 2
1 2,5 2 2
4 2 2 2 2
3 2 2 2

A: Asfixia. RN: Recém-nascido. DPA: Desvio-padrdo alto. * Lamina danificada.
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Tabela 15. Resultado do score da avaliacdo por imunoistoquimica da expressdo de
VEGFR1 em pulméo do grupo C.

C
RN CORTES Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3
1 2 2 2
1 2 2 2 2
3 2 2 2
1 2 2 2
2 2 2 2 2
3 1,5 1,5 1,5
1 2 2 2
3 2 2 2 2
3 2 2 2
1 2 2 2
4 2 3 2,5 2,5
3 CN CN CN

C: Controle. RN: Recém-nascido. CN:Controle Negativo.

Tabela 16. Resultado do score da avaliagcdo por imunoistoquimica da expressao de
VEGFR1 em pulméo do grupo CV.

CVv
RN CORTES Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3
1 2,5 2,5 2,5
1 2 2,5 2,5 2,5
3 2,5 2,5 2,5
1 2 2 2,5
2 2 2 2,5 2,5
3 2 2 2,5
1 2 2 2,5
3 2 2 2,5 2,5
3 2 2,5 2,5
1 2,5 2,5 2,5
4 2 2,5 2,5 2,5
3 2,5 2,5 3

CV: Controle Ventilado. RN: Recém-nascido.



