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Resumo

A asfixia perinatal consiste na privagdo do aporte de oxigénio e caracteriza-se como uma das
intercorréncias neonatais mais comuns, mundialmente acometendo cerca de 0,1 a 0,3% de criangas
nascidas a termo e 60% de criangas prematuras, dentre as quais aproximadamente 50% nao sobrevive
e 25% das sobreviventes demonstram sequelas neuroldgicas, como paralisia cerebral e déficits
sensoriais. A principal lesdo dessa intercorréncia ¢ a encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI), cuja
progressdo estd diretamente relacionada a neuroinflamacdo. O modelo de andxia neonatal
desenvolvido por Takada e colaboradores em 2011, utilizado nesse projeto, destaca-se por ser
ndo-invasivo e por incorporar aspectos relevantes a fisiopatologia da asfixia perinatal em humanos.
Sendo o hipocampo uma das estruturas mais vulnerdveis ao evento andxico e, neste modelo,
apresentando alteracdes em seu volume, neurogénese e¢ morte celular, se mostra uma estrutura
particularmente interessante de se analisar. Portanto, neste projeto tivemos como objetivo avaliar os
niveis de importantes citocinas e quimiocinas inflamatorias no hipocampo de camundongos neonatos
72h apos serem submetidos & anoxia neonatal. Foram analisadas nove citocinas, das quais seis sdo
consideradas como pro-inflamatorias (GM-CSF, IFN-y, IL-15, IL-6, IL-17 ¢ TNF-a) e trés
classificadas como anti-inflamatérias (IL-4, IL-10 e IL-13), de acordo com a literatura e o papel que
cada uma desempenha na resposta imunoldgica. Os niveis de expressdo dessas citocinas foram
analisados através da técnica de fluorescéncia Luminex, utilizando-se Milliplex Magnetic Beads. A
partir dessa analise foi possivel identificar uma diminui¢do nos niveis de IL-6 apresentados pelos
animais submetidos a anoxia em relacdo aos animais controle e ndo foram observadas alteragbes nas
demais citocinas De modo geral, o trabalho cumpriu com seu objetivo de avaliar os niveis de citocinas
e quimiocinas inflamatdérias no hipocampo 72h apds anoxia neonatal, alcangando um resultado
diferente do esperado, mas que possibilita futuras exploragdes para melhor elucidar diferentes aspectos

da asfixia perinatal e suas consequéncias.

Palavras-chave: asfixia perinatal; lesdo hipoxico-isquémica; neuroinflamac¢ao; hipocampo.



Abstract

Perinatal asphyxia consists of a deprivation of oxygen supply and is characterized as one of
the most common neonatal complications, affecting around 0.1 to 0.3% of children born at term and
60% of premature children worldwide, among which approximately 50% do not survive and 25% of
survivors demonstrate neurological sequelae, such as cerebral palsy and sensory deficits. The main
injurie of this intercurrence is hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE), whose progression is directly
related to neuroinflammation. The neonatal anoxia model developed by Takada and collaborators in
2011, used in this project, stands out for being non-invasive and for incorporating relevant aspects to
the pathophysiology of perinatal asphyxia in humans. As the hippocampus is one of the most
vulnerable structures to anoxic events and, in this model, presents changes in its volume, neurogenesis
and cell death, it is a particularly interesting structure to analyze. Therefore, in this project we aimed to
evaluate the levels of important inflammatory cytokines and chemokines in the hippocampus of
neonatal mice 72h after being subjected to neonatal anoxia. Nine cytokines were analyzed, of which
six are considered pro-inflammatory (GM-CSF, IFNy, IL-14, IL-6, IL-17 and TNF-a) and three are
classified as anti-inflammatory (IL-4, IL-10 and IL-13), according to the literature and the role that
each plays in the immune response. The expression levels of these cytokines were analyzed using the
Luminex fluorescence technique, using Milliplex Magnetic Beads, and the statistical analysis was
performed using the Prism Graph 6 software. From this analysis it was possible to identify a decrease
in the levels of IL-6 presented by animals subjected to anoxia in relation to control animals and no
changes were observed in other cytokines. In general, the work fulfilled its objective of evaluating the
levels of inflammatory cytokines in the hippocampus 72h after neonatal anoxia, achieving a different
result than expected, but which allows future explorations to better elucidate different aspects of

perinatal asphyxia and its consequences.

Keywords: perinatal asphyxia; hypoxic-ischemic injury; neuroinflammation; hippocampus.
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1. INTRODUCAO
a. Asfixia perinatal

A asfixia perinatal consiste na interrup¢do do aporte de oxigénio para os tecidos do neonato
em decorréncia da falha de iniciar ou sustentar a respiragdo durante a gravidez, no momento do parto,
ou nos primeiros momentos de vida do recém-nascido (Gillam-Krakauer and Gowen Jr 2023). Este
evento pode ser caracterizado como parcial ou total baseando-se no nivel de privacdo de oxigénio,
sendo chamados de hipdxia ou anodxia, respectivamente. As causas por tras de tal ocorréncia podem
variar, incluindo desde complica¢des durante o parto, problemas de satide materna, prematuridade, ou
até mesmo o conjunto de diferentes fatores (Millar et al., 2017; Northington; Chavez-Valdez; Martin,
2011; Volpe, 2012).

Devido ao seu alto consumo energético, microambiente sensivel a mudancgas e tecidos com
alta densidade de receptores celulares, o encéfalo é uma regido particularmente sensivel ao déficit de
oxigénio e, assim, denomina-se encefalopatia hipdoxico-isquémica (EHI) quando seus tecidos sdo
acometidos por este evento em fase perinatal (Northington; Chavez-Valdez; Martin, 2011; Volpe,
2012). Além do tecido encefalico sofrer com o periodo de falha na oxigenagdo, o mesmo pode vir a ser
danificado durante o processo de reoxigenagdo, no qual o fluxo de oxigénio retorna de forma subita e
ocasiona uma rapida reperfusdo tecidual. Portanto, a asfixia perinatal é tida como a maior causa de
lesdes encefalicas em neonatos humanos, acometendo aproximadamente 0,2% dos neonatos nascidas a
termo e 60% dos neonatos prematuros, ¢ tida como a terceira maior causa de mortes neonatais, de
acordo com a OMS (Kumar et al., 2019; Martins, 2022). As principais consequéncias da lesao
hipoxico-isquémica sdo déficits cognitivos, paralisia cerebral, déficits de memoria, epilepsia, déficits
sensoriais (principalmente auditivos e visuais), déficits motores e comportamentais (Kumar et al.,

2019; Millar et al., 2017; Volpe, 2012) que impactam a vida dos sobreviventes de modo permanente.
b. Leséo hipéxico-isquémica

A lesdo hipoxico-isquémica € decorrente do disparo de uma série de diferentes cascatas
bioquimicas que resultam em morte neuronal e de células gliais, gerando lesdes na substancia branca e
cinzenta do encéfalo. Apesar de ocorrerem frequentemente em pacientes, a localizagdo e extensdo
dessas lesdes podem diferir de acordo com o individuo e tempo de privagdo, ¢ sdo associadas com
alteragdes no neurodesenvolvimento dos pacientes (Back; Miller, 2014; Millar et al., 2017;
Northington; Chavez-Valdez; Martin, 2011).

Além disso, a lesdo hipoxico-isquémica neonatal apresenta um quadro que progride com a
passagem do tempo, de forma que a mesma possa ser dividida em trés etapas distintas, as quais sdo

caracterizadas pelos eventos que ocorrem ¢ pelo intervalo de tempo entre a ocorréncia do insulto € o
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inicio destes eventos que podem ser bioquimicos, neuroinflamatérios, celulares e teciduais (Back;
Miller, 2014; Nair; Kumar, 2018).

Ainda durante o periodo de privagdo e nos primeiros momentos que a seguem, ¢ possivel
observar flutuagdes do fluxo sanguineo, queda na produgdo de ATP e acidose sistémica decorrente de
maior producdo de lactato, as quais resultam em eventos como edema, excitotoxicidade regional,
geragdo de radicais livres e a primeira onda de morte celular; tais eventos caracterizam a fase primaria
ou aguda da lesdo. A severidade desta fase esta diretamente ligada ao tempo e intensidade da asfixia.
Além disso, a fase aguda também influencia a progressdo das etapas subsequentes da lesdo, portanto o
acompanhamento ¢ a compreensdo da mesma e de seus eventos se mostra extremamente importante
(Millar et al., 2017; Nair; Kumar, 2018).

Apos ressuscitagdo, ocorre a fase de reoxigenacao, identificada como fase latente da lesdo.
Nela ocorre a recuperagdo transitdria dos niveis de glicose e ATP. A fase latente dura de 6 a 12 horas
apos a fase primaria e € conhecida como a "janela terapéutica" para estratégias, como a hipotermia
terapéutica (Gunn et al. 1999). Entretanto, a durac¢do dessa fase depende da gravidade da asfixia, de
modo que o periodo latente é mais curto em insultos mais graves (Iwata et al. 2007).

A segunda fase caracteriza-se pela perda de autorregulagdo cerebral, pela permeabilizagido
mitocondrial e, consequentemente, pela segunda onda de morte celular; esses eventos sdo resultantes
da neuroinflamacgao, excitotoxicidade e estresse oxidativo do meio, e a fase ocorre tipicamente entre 6
e 48 horas apos o insulto anoxico inicial (Nair; Kumar, 2018).

Por ultimo, a terceira fase da lesdo é caracterizada por alteragdes no numero de células,
reducdo da plasticidade neuronal e por déficits na mielinizagdo, as quais sdo ocasionadas por
mudancas epigenéticas, alteragdes sinaptogénicas, neuroinflamag@o persistente e por prejuizos na
neurogénese e crescimento axonal. Esta fase pode persistir desde meses até anos (Nair; Kumar, 2018;

Robertson; Perlman, 2006).
¢. Neuroinflamacio

A evolugdo da lesdo hipoxico-isquémica, e consequentemente de suas sequelas, estd
intimamente ligado a neuroinflamagdo, a qual ¢ um processo dinamico caracterizado pela ativagdo de
células do sistema nervoso, como as microglias e astrocitos, e pela infiltragdo de células periféricas
para o sistema nervoso central, como os mondcitos, sendo ambas atividades de grande importancia
para que os mecanismos patofisiologicos associados da asfixia perinatal tenham efeito. Sendo assim,
apesar do “protagonismo” associado a microglia, a neuroinflamacdo ¢é caracterizada pelo crosstalking
entre diferentes tipos celulares, principalmente astrocitos (Albertsson et al., 2014; Kumar et al., 2019).

A microglia é um tipo celular residente no sistema nervoso central ¢ apresenta um papel
essencial em condi¢des fisioldgicas e patoldgicas, atuando na defesa via resposta inflamatéria ou
neuroprotetora, além de ser intrinseca para a promogdo da homeostase do sistema. O comportamento

empregado pela microglia ¢ dependente do seu estado de polarizagdo, sendo a ativagdo classica (M1)
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responsavel por respostas inflamatorias, enquanto a ativagdo alternativa (M2) é responsavel pelas
capacidades neuroprotetoras ¢ homeostaticas (Brochu et al., 2011; Colton; Wilcock, 2012; Cui et al.,
2020; Yao et al., 2013). E relevante ressaltar que, apesar de didatica e ainda utilizada na literatura, a
classificacdo dicotomica em fendtipos M1 e M2 foi adotada para descrever de forma simplificada os
resultados in vitro obtidos previamente a caracterizacdo funcional e ontogénica da microglia € ndo
corresponde de forma precisa com o espectro fenotipico microglial que pode ser observado in vivo
(Dubbelaar et al., 2018; Sandvig et al., 2018). Assim, a partir de novos estudos e do conhecimento
obtido em relagdo & microglia, tal divisdo tem sido questionada, levando em consideragdo que as
microglias podem apresentar até mesmo heterogeneidade fenotipica de acordo com a regido na qual se
situam, demonstrando um espectro de caracteristicas morfoldgicas e funcionais adicionais com base
em seus perfis de expressdo génica (Dubbelaar et al., 2018; Ransohoff, 2016; Wlodarczyk et al.,
2017).

A ativagdo microglial ocorre de maneira estimulo-dependente, atuando de forma reativa a
lesdes teciduais e estimulos inflamatorios sofridos pelo encéfalo, e acarreta na produgao e liberagao
excessiva de fatores pro-inflamatérios, como interleucina (IL) -1 , fator de necrose tumoral (TNF-a,),
oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Yao et al. 2013; Brochu 2011; Kumar
2018). Essa resposta de ativagdo microglial pode ser de natureza diversa, sendo decorrente da detecgdo
de Padroes Moleculares Associados a Patogenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns - PAMPs),
Padrdes Moleculares Associados @ Dano (Damage-Associated Molecular Patterns - DAMPs), Padroes
Moleculares Associados a Neurodegeneracdo (Neurodegeneration-Associated Molecular Patterns -
NAMPs), ou um conjunto de diferentes tipos de detecgdo por parte dos Receptores de Reconhecimento
de Padrdes (Pattern Recognition Receptors - PRRs). Assim, ¢ interessante considerar a ativagdo
microglial como um espectro de eventos dependentes do tipo de estimulo reconhecido e da situagdo
que se encontra o seu microambiente (Dubbelaar et al., 2018; Town; Nikolic; Tan, 2005).

Quando uma resposta inflamatoéria € iniciada pela deteccdo de DAMPs de forma independente
de infeccdo patogénica, ocorre o que se conhece por inflamacgao estéril, a qual pode ativar tanto células
imunes quanto células ndo-imunes (Gong et al., 2020). Portanto, com base no amplo espectro de
diferentes respostas estimulo-dependentes por parte da microglia, a ativagdo microglial deve ser
reconhecida por sua plasticidade e por como tais propriedades se relacionam com o papel etiologico
das células microgliais no desenvolvimento de fendmenos neuroinflamatérios ou neurodegenerativos
(Dubbelaar et al., 2018; Town; Nikolic; Tan, 2005).

Ao considerar o evento de privacdo de oxigénio ocorrendo de forma isolada, t€ém-se entdo um
evento estéril, acarretado pelo reconhecimento de fatores produzidos e liberados pelas células
danificadas, como High Mobility Group Box-1 (HMGB1), Heat Shock Proteins (HSPs), proteina
S100, componentes da matriz extracelular e acidos nucleicos, principalmente pela auséncia de
oxigénio e entdo pelo processo de reoxigenagdo. Entretanto, ¢ comum que a asfixia ocorra em

conjunto com um quadro de infec¢do perinatal, situagdo na qual o evento passa a ser também um
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evento infeccioso (Gong et al., 2020; Nair; Kumar, 2018; Oberbarnscheidt; Zecher; Lakkis, 2011).
Assim, apés o insulto hipoxico-isquémico, a microglia se torna ativa, adquirindo um fenotipo mais
caracteristico de M1 e promovendo uma resposta inflamatoria prolongada, a qual resulta em
neurodegeneragdo, morte neuronal e de oligodendrocitos, ruptura da barreira hematoencefalica
imatura, redugdo da substancia cinzenta e lesdo na substancia branca (Brochu et al., 2011; Kumar et
al., 2019; Yao et al., 2013).

Logo, torna-se interessante a avaliagdo de fatores inflamatdérios, como as citocinas,

potencialmente liberadas apds alteragdes principalmente microgliais provocadas pela asfixia perinatal.
d. Anéxia neonatal

A fim de permitir a recapitulagdo e exploracdo dos eventos patofisioldgicos da lesdo
hipoxico-isquémica e investigacdo de potenciais terapéuticos, pesquisadores desenvolveram inimeros
modelos animais. O modelo animal de andxia neonatal padronizado em 2011 ¢ um desses casos
(Takada et al. 2011).

Este modelo ¢ utilizado desde sua padronizagdo em ratos pelo grupo de pesquisa e,
considerando a preferéncia pela utilizagdo de camundongos em pesquisas biomédicas devido a seu
menor tamanho e relativa facilidade de manipulagdo gendmica, recentemente o modelo foi
padronizado em camundongos com algumas modificagdes, que consistem em adaptacdo do tempo de
permanéncia na camara e fluxo de nitrogénio que os animais sdo exposto - de 11,5 L/min por 25
minutos em ratos para 10 L/min por 12 min em camundongos — ¢ a idade em que o estimulo foi
realizado — de P1/2 (6 a 8g) em ratos para P3/4 (1,8 a 2,5g) em camundongos. Tal modelo destaca-se
por ser um procedimento nao-invasivo que promove asfixia global e apresenta hipoxemia e
hipercapnia entre seus resultados, analogamente aos efeitos vistos em humanos em condicdes de
asfixia neonatal (Takada et al., 2011). Além da intervencdo ndo cirargica, o estagio de
neurodesenvolvimento comparavel de roedores até 6 dias de vida a recém-nascidos humanos
prematuros ¢ uma vantagem desse modelo (Semple et al. 2013).

Em analises anteriores foi evidenciado que, quando adultos, os ratos submetidos a tal modelo
apresentavam déficits de memoria, aprendizagem prejudicada e aumento do comportamento ansioso,
além de terem sido observados diferentes tipos de morte celular nos encéfalos desses animais, com
foco em estruturas susceptiveis morfologicamente distintas (Takada et al., 2011, 2015). Dessa forma, o
modelo em questdo incorpora aspectos fisiopatologicos da asfixia perinatal relevantes da

intercorréncia em humanos.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora a elucidacdo da alteracdo nos niveis de citocinas inflamatérias mediada pela ativagio
microglial esteja presente em outros modelos de privagdo de oxigénio neonatal (Vannucci; Vannucci,
2005; Vannucci; Back, 2005), no evento andxico incidido em momento que o neurodesenvolvimento
do sistema nervoso de roedores é semelhante ao de recém nascidos prematuros, os niveis de citocinas
ainda ndo foram mensurados.

Logo, visto que a privagdo de oxigénio ¢ um problema de saide publica mundial que esta
comumente associado a prematuridade e que, entre outros déficits, pode ocasionar prejuizos de
memoéria e aprendizado aos sobreviventes, este projeto ¢ de grande relevancia, pois contribui para a
elucidagdo de uma possivel neuroinflamacdo decorrente do evento anéxico. Ademais, por empregar
um modelo de andxia neonatal recente e utilizado pelo grupo de pesquisa (Takada et al., 2011), este
projeto possibilitou avaliacdo da possivel ativacdo microglial e resposta inflamatoria baseada na

dosagem de citocinas na recente adaptacdo deste modelo em camundongos.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a neuroinflamagdo no modelo de andxia neonatal no
hipocampo de camundongos, regido encefalica com notdria participagdo em processos mnemonicos
que poderiam ser prejudicados por eventos neuroinflamatorios.

De modo especifico, 72 horas ap6s submetermos os camundongos neonatos a anoxia neonatal,

nos avaliamos os niveis de fatores pro e anti-inflamatdrios por imunoensaio Multiplex.
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4. MATERIAIS E METODOS

a. Animais

Foram utilizados neonatos provenientes de casais de camundongos (Mus musculus, linhagem
C57BL/6), mantidos no biotério da Universidade Federal do ABC - campus Sdo Bernardo do Campo,
com temperatura constante (22 °C + 1 °C), ciclo claro/escuro de 12:12h, inicio do claro as 7:00h, e
agua e comida ad libitum. O peso para a andxia foi entre 1,8 e 2,5 g, que corresponde as idades de P3
ou P4 em camundongos. Os procedimentos descritos estio de acordo com os Principios Eticos de
Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal do ABC

(CEUA — UFABC, Protocolo n° 3980261118).
b. Anoxia neonatal

Para que fosse induzida a privacdo de oxigénio nos animais, foi realizada a adaptacdo e
utilizagcdo do modelo de anodxia neonatal previamente padronizado e validado em ratos com a idade de
1 a 2 dias de vida (Takada et al., 2011).

Para camundongos C57BL/6, padronizamos previamente o modelo em animais de 3 a 4 dias
de vida (P3 - P4), pesando entre 1,8 e 2,5 g. Roedores de 0 a 6 dias de vida apresentam
desenvolvimento encefalico comparavel a prematuros humanos (Semple et al., 2013).

Os neonatos foram mantidos por 12 minutos numa camara semi-hermética de policarbonato,
saturada completamente com nitrogénio gasoso 100% a um fluxo de 10 L/minuto ¢ aquecidos a 37°C.
Apbs a recuperacdo dos animais (recuperagdo da coloragdo, da respiracdo ¢ da movimentagdo ativa),
eles foram devolvidos para a mie, onde permaneceram até o momento da coleta, 72 horas depois do
estimulo.

O grupo controle foi exposto as mesmas condi¢des experimentais sem, contudo, haver troca

do ar dentro da camara, ou seja, permaneceram no ar ambiente.
¢. Processamento do material

Para realizacdo do imunoensaio multiplex, 72 horas ap6s o estimulo, os hipocampos dos
animais dos grupos controle e anoxia foram rapidamente dissecados e homogeneizados em uma
solugdo de inibidores de protease (cOmplete mini tablet, Roche) dissolvido em 10 ml de solucdo
tampao PBS. Para remocdo dos materiais insoluveis, os homogenatos foram centrifugados por 20
minutos a 14,000 G e 4°C. Apos isso, 0 método BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA, catalog
#23225) foi utilizado para determinar a concentracdo de proteina, com a albumina de soro bovino

sendo utilizada como padrdo, seguindo o protocolo do fabricante.
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d. Imunoensaio de citocinas Milliplex

Os niveis de IL1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 IL-17, TNF-a, interferon (IFN)-y, ¢ GM-CSF no
hipocampo foram analisadas através da técnica de fluorescéncia Luminex, utilizando-se Milliplex
Magnetic Beads (MCYTOMAG-70 K, Merck Millipore, USA) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Uma solucdo contendo tampdo de ensaio, solugdo de matriz, a mistura com as beads, ¢ a
amostra ou padrdo (25uL de cada composto, resultando em uma solug¢do final de 100uL) foi
brevemente adicionada a cada pog¢o de uma placa de 96 pogos e incubada “overnight” em um agitador
orbital a 4°C. Apds a lavagem, 25 uL de anticorpo de detecc¢do foi adicionado e incubado por uma
hora a temperatura ambiente. Foram entdo adicionados 25 pL de estreptavidina-ficoeritrina em cada
um dos pogos e foi feita a incubagdo em agitador orbital por 30 minutos a temperatura ambiente. A
placa foi lavada e foram adicionados 150 pL de sheath fluid em cada poco. Os niveis de fluorescéncia
em cada padrdo, controle de qualidade e amostra foram detectados com MAGPIX® System (Luminex
Corporation, USA). Os dados foram analisados em sequéncia utilizando-se o Milliplex Analyst
Manager software (Merck Millipore, Germany). As concentragdes das citocinas foram obtidas por
interpolagdo da curva padrio utilizando dilui¢ao gradual de 5 pontos dos padrdes de proteina. Curvas
padrdo foram geradas para cada analito com o Milliplex Analyst Manager software (Merck Millipore,

Germany) e as concentragdes das amostras foram calculadas usando a curva padrao.

Figura 1 - Diagrama ilustrando o desenho experimental do estudo
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Linha do tempo mostrando o momento do nascimento do animal (P0), o momento no qual foi
realizada a anoxia neonatal (P3 ou 4) e 0 momento em que foi realizada e a coleta do material (P6 ou
P7), bem como imagens ilustrativas do modelo de andxia neonatal e da metodologia Milliplex para

analise de citocinas. Figura criada no BioRender.com.
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e. Analise dos dados

A analise estatistica para os dados obtidos em relag@o aos 12 animais estudados, 6 controle e 6
anoxia, foi realizada no software Prism Graph 6. Para tal, os valores determinados para a quantificagao
total de proteinas e de citocinas de cada animal foram tabulados e entdo foi feita a normalizacdo do
nivel de expressdo das citocinas de interesse em cada amostra pelo valor total de proteina da respectiva
amostra. Além disso, os valores foram normalizados em relacdo a média dos controles. Para valores
que apresentam distribuicdo normal através do teste de Shapiro-Wilk,os dados foram analisados por
Teste T nao pareado bicaudal. Em casos de distribuicdo anormal, os dados foram analisados por teste
de Mann-Whitney. Foram considerados valores significativos aqueles com P < 0,05 (*). Os resultados

foram expressos pela média = SEM.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dado que eventos de privagdo de oxigénio neonatal podem desencadear a ativagdo de células
microgliais e a produgdo de fatores neuroinflamatérios, foi entdo mensurado o nivel tecidual de
citocinas importantes para a caracterizacdo de um possivel quadro neuroinflamatoério apos a anoxia
neonatal. As analises foram realizadas 72 horas apos a andxia neonatal, ou seja, em animais com 6 ou
7 dias de vida.

Neste estudo o hipocampo foi a regido utilizada para esta avaliacdo, pois ¢ uma das regides do
sistema nervoso central mais sensiveis a asfixia neonatal, pois, mesmo em estimulos ndo isquémicos,
como a andxia neonatal, o hipocampo ¢ acometido devido a sua vascularizagdo com anastomoses
capilares reduzidas (Erdem, Yasargil e Roth, 1993). Além disso, modelos em roedores com
hipoxia-isquemia e andxia neonatal, as lesdes do hipocampo foram associadas a um pior desempenho
em testes de memoria (Kumar et al. 2019; Orso et al. 2021; Takada et al. 2015). Logo, o hipocampo
demonstrou ser uma regido encefalica vulneravel ao evento andxico e a caracterizagdo dos niveis de

citocinas no mesmo importante para a descrigdo do modelo.

Figura 2 - Avaliacio de citocinas inflamatdrias apos andxia neonatal
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Diagrama ilustrando o fluxo de trabalho do imunoensaio multiplex de citocinas (A). Graficos com os
niveis das citocinas anti-inflamatorias - IL-4, IL-10 e IL-13 - em relagdo ao grupo controle (B, C, e D).
Graficos com os niveis das citocinas pro-inflamatérias - GM-CSF, IFNy, TNF-«, IL-15, IL-6 ¢ IL-17 -
em relagdo ao grupo controle (E - J). Teste T ndo pareado ou Mann-Whitney. * P <0,5. Média = SEM.
CTR: controle. ANX: andxia.
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Foram analisadas 6 citocinas que, de acordo com a literatura ¢ o papel que cada uma
desempenha na resposta imunoldgica, sdo principalmente consideradas pro-inflamatorias - GM-CSF,
IFN-y, TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-17 (Figura 2: E - J).

A partir do teste T ndo pareado foi possivel identificar que os animais controle apresentaram
niveis de IL-6 maiores dos que os animais submetidos a andxia (ctr: 1,000 £ 0,1450; anx: 0,5983 +
0,05776; T(10) =2,573; P =0,0277, Figura 21).

Quanto as demais citocinas pré-inflamatorias, ndo foram detectadas diferencgas significativas.
Também nao foi possivel identificar diferencas significativas nos niveis de expressao das trés citocinas
majoritariamente classificadas como anti-inflamatorias que foram analisadas neste trabalho - IL-4,
IL-10 e IL-13 (Figura 2.B-D).

A IL-6 é uma molécula conhecida por seu potencial dualistico, podendo tanto promover acdes
para a sobrevivéncia neuronal apos injurias quanto desencadeando reacdes de degeneracao neuronal e
morte celular (Kummer et al., 2021). Ainda no sistema nervoso, a IL-6 desempenha um importante
papel no processo de neurodesenvolvimento, principalmente em relagdo a neurogénese e diferenciacao
neuronal, com niveis adequados de IL-6 sendo essenciais para a manutencdo de um conjunto
numeroso e saudavel de células tronco neurais (Kummer et al., 2021; Borsini et al., 2015). Além disso,
a IL-6 atua como um fator neurotrépico e com ago pro-regenerativa das neurotrofinas, como o nerve
growth factor (NGF), com a qual promove a co-sinalizacdo para ativacdo das extracellular
signal-regulated kinases 1 (ERK1), conjunto de moléculas envolvidas em processos de divisdo celular
em células diferenciadas (Rao; Reddy, 1994; Kummer et al., 2021).

Entretanto, evidéncias apontam que concentracdes elevadas de IL-6 durante a fase perinatal e
pos-natal podem estar associadas com detrimentos ao neurodesenvolvimento de individuos afetados,
prejudicando as capacidades motoras € comportamentais, além de provocar outras sequelas comuns a
individuos acometidos por eventos perinatais, como asfixia perinatal e ativagdo imune materna (Jiang
et al., 2018; Borsini et al., 2015; Gumusoglu et al., 2017). Ademais, a agao da IL-6 estd associada com
alteracdes na ativagdo e na morfologia microglial, em conjunto com o estresse decorrente de eventos e
encefalopatias pré-natais, e tem um papel essencial para que as células microgliais sofram alteracdes
persistentes, apesar de ndo estar atrelada a gliogénese (Gumusoglu et al., 2017; Jiang et al., 2018;).
Dessa forma, fica demonstrado o quao importante e delicado é um nivel adequado da expressdo de
IL-6 durante a fase de neurodesenvolvimento, ja que niveis baixos prejudicam a neurogénese em
decorréncia das células progenitoras neurais estarem significativamente diminuidas, enquanto niveis
altos estdo atrelados a problemas de desenvolvimento (Kummer et al., 2021; Jiang et al., 2018;).

Além disso, ao analisar as possiveis causas para uma diminui¢do nos niveis de expressao de
IL-6 ¢ importante ressaltar que, apesar da producdo de IL-6 decorrente da ativagdo microglial apos
insulto isquémico ser relatada em diversos estudos (Choi et al., 2013; Pan; Wu, 2012), ainda ndo ¢
claro se esse quadro ¢ exclusivamente ou sequer majoritariamente devido ao evento de privagdo de

oxigénio e reoxigenacdo, sendo a redugdo ou auséncia do aporte de glicose outra possivel causa para
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tal producdo. Considerando que a privagdo de oxigénio e a privacdo de glicose podem induzir a
produgdo de fatores inflamatérios através de vias distintas, existe também a possibilidade de que tais
eventos possam atuar de forma neutra, sinérgica ou antagénica a regulacdo da expressdo de
determinados fatores, como IL-6 (Choi et al., 2013; Pan; Wu, 2012). Assim, seriam necessarias novas
investigacdes para determinar com exatiddo qual, ou quais, destas possibilidades teriam atuado, ou
ndo, para a obtencdo dos resultados que foram observados neste trabalho.

De modo inesperado, os resultados obtidos na analise ndo correspondem com os resultados
esperados para um quadro neuroinflamatdrio, no qual a expectativa seria observar um aumento
expressivo na concentragdo de citocinas caracterizadas como pro-inflamatorias. Assim, tais resultados
apontam para a possibilidade de que o modelo aqui empregado (1) ndo atue através de mecanismos
neuroinflamatoérios no tempo estudado (72 horas apds a anoxia neonatal) ou até mesmo para a
possibilidade de que (2) o evento neuroinflamatorio ndo seja desencadeado pelo modelo de andxia em
questao.

Logo, embora resultados anteriores do grupo de pesquisa utilizando camundongos submetidos
ao modelo de andxia neonatal aqui descrito tenham apresentado aumento na degeneragdo celular
hipocampal 24 horas horas ap6s o estimulo (dados ndo publicados); e que em ratos a anoxia neonatal
cause importantes alteracdes celulares, morfologicas, como a diminuigdo do volume hipocampal, e
comportamentais, como déficits no aprendizado de ratos submetidos a tarefas de memoria espacial que
sdo intimamente correlacionadas ao hipocampo (Cruz-Ochoa et al., 2019; Kumar et al., 2017; Takada
et al., 2015, 2016), nossos resultados sugerem que estes déficits observados previamente sejam
causados por outros mecanismos patofisiologicos desencadeados pela anoxia neonatal que atuem de
forma independente aos processos neuroinflamatoérios. Entretanto, ressaltamos que os niveis de
citocinas durante eventos de privacdo de oxigénio, ativacdo imune materna € outros eventos
patologicos € dinamico.

Justamente por conta do dinamismo apresentado pelos eventos neuroinflamatoérios e aspectos
associados a eles, se mostra desafiador apontar com precisdo qual seria o time-point ideal para a
deteccdo de fatores considerados como inflamatorios, ja que os perfis de respostas imunologicas e
neuroinflamatoérias podem variar consideravelmente de acordo com os parametros individuais do
corpo afetado, a intensidade e a natureza do evento que desencadeia a resposta, os niveis de ativagdo
microglial e condigdes as quais o individuo acometido ¢ submetido em razdo do evento em questdo,
principalmente quando se analisa a fase aguda do evento e da inflamagdo (Kumar et al., 2004; de
Oliveira et al., 2021). Logo, o momento escolhido para a analise pode ter sido um fator crucial para os
resultados obtidos.

Outra possibilidade a ser explorada para explicar os resultados aqui obtidos seria a de que o
modelo de anodxia neonatal utilizado neste projeto ndo desencadeia de fato uma resposta
neuroinflamatoria. Portanto, faria sentido a ndo alteracdo nos niveis de expressdo das citocinas

proé-inflamatdrias analisadas, apesar do modelo em questdo incorporar aspectos relevantes a
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fisiopatologia da asfixia perinatal e das diversas evidéncias apresentadas de que o mesmo provoca
condigbes e reacOes associadas a encefalopatia hipoxico-isquémica. Isso seria entdo um possivel
indicador de que, mesmo sem uma resposta neuroinflamatdria, € possivel reproduzir aspectos
patofisiologicos da encefalopatia hipoxico-isquémica.

Se este realmente for o caso, considerando que a neuroinflamacéo esta intimamente ligado ao
processo de evolucdo da lesdo hipoxico-isquémica, e consequentemente de suas sequelas, seria
interessante fazer uma série de anélises em relagdo a progressdo e desenvolvimento da encefalopatia
hipdxico-isquémica sob diferentes condi¢des e diferentes time-points, verificando de que forma a
resposta neuroinflamatdria estaria impactando no quadro geral e, portanto, desenvolver possiveis
técnicas preventivas focadas em impedir ou minimizar esse processo.

Dessa forma, uma alternativa aos recentes resultados obtidos ¢ a combinagao de estratégias de
ativacdo imune materna com o atual modelo de anodxia neonatal, caracterizando entdo um modelo de
duplo estimulo neonatal. Este tipo de modelo ¢ frequentemente utilizado com o propdsito de mimetizar
a associacdo de intercorréncias neonatais que podem ocorrer a um feto humano, como a infecgdo
materna, as consequentes alteragdes e condicionamentos ao sistema imunologico do feto e a maior
probabilidade de eventos hipdxico-isquémicos promoverem uma resposta imunologica exacerbada
pela sinergia das intercorréncias. Para o estudo dessas circunstancias, ¢ comum a utilizacdo de
modelos nos quais as fémeas gravidas sdo inoculadas com lipopolissacarideo (LPS), tipo de molécula
caracterizada como endotoxina e principal constituinte da membrana de bactérias gram-negativas, de
forma com que seja garantida a infeccdo materna e ativacdo de seu sistema imune, e entdo a aplicagdo
de um modelo de privagdo de oxigénio nos animais neonatos dessas fémeas previamente inoculadas

(Van Tilborg et al., 2018; Zhou, 2008).
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6. CONCLUSAO

Considerando que apenas no Brasil, em um periodo de um ano, um total de aproximadamente
20 mil criangas sdo acometidas por eventos de privagdo de oxigénio ao nascer e sabendo que a asfixia
perinatal, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saade (OMS), representa a causa de 23% dos
obitos de recém-nascidos em todo o mundo (Martins, 2022), a elucidacdo dos mecanismos
patofisiologicos associados a asfixia perinatal e a encefalopatia hipoxico-isquémica se mostra uma
questdo de extrema importancia para a saude publica.

Portanto, a caracterizacdo da neuroinflamac¢do no hipocampo de camundongos decorrente da
aplicagdo do modelo de anodxia neonatal por meio da quantificacdo e comparacdo dos niveis de
expressdo de fatores pro e anti-inflamatorios através da utilizagdo do imunoensaio Multiplex
executada neste trabalho, vai de encontro com a necessidade de compreender a asfixia perinatal, a EHI
e a lesdo hipoxico-isquémica, além de buscar formas de amenizar os efeitos prejudiciais decorrentes
delas.

Em suma, o presente projeto foi importante para a caracterizagdo dos mecanismos
patofisiologicos desencadeados pelo modelo de andxia neonatal utilizado pela equipe ao analisar de
que forma determinados eventos isolados podem atuar e contribuir para a asfixia perinatal, a EHI e as
sequelas relacionadas a tal. Sendo possivel verificar que, quando utilizado de forma isolada, este
modelo ndo permite que recapitulemos no hipocampo de camundongos a resposta neuroinflamatoria
caracteristica e esperada como consequéncia de processos desencadeados por eventos de privacdo de

oxigénio.
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