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RESUMO

A asfixia perinatal que resulta em encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) afeta milhdes
de recém-nascidos em todo o mundo e mais da metade dos sobreviventes continua a
desenvolver paralisia cerebral, epilepsia e outras formas de deficiéncia neurolédgica ao longo da
vida. Estas complicacGes em neonatos decorrem especialmente do desequilibrio entre a geragdo
de substancias oxidantes e a interacdo do sistema de defesa antioxidante, condi¢do conhecida
como estresse oxidativo, onde ha presenca demasiada de oxidantes em relacdo a antioxidantes.
Necessario mais pesquisas para desenvolver resultados ja caracterizados da encefalopatia pds
hipoxica e conhecer os efeitos do estresse oxidativo na resposta a essa injdria, além de
estabelecer um modelo semelhante com a fisiologia dos neonatos, uma vez que 0s mecanismos
de dano e reparo mudam com a maturacdo. O leitdo recém-nascido atinge um grau de
maturidade ao nascimento semelhante ao dos seres humanos em relacdo a regulacdo
cardiovascular sendo considerado um excelente modelo laboratorial para estudos de criancas
humanas, portanto buscou-se desenvolver um modelo animal de doenca com suinos neonatos
para a caracterizacdo do estado redox pés hipdxia, sem o0 uso de anestesia. Dez leitdes recém-
nascidos, Large White, saudaveis, de ambos os sexos, foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos, e submetidos a protocolo experimental de hipdxia pela reducéo da fragdo inspirada
de oxigénio. O grupo hipoxia, composto de 6 animais, foi submetido a reducdo da fracdo
inspirada de oxigénio por 180 minutos. Os animais do grupo controle (n=4) foram manipulados
e avaliados simultaneamente. Houve diferenca significativa na oximetria e frequéncia cardiaca
do grupo hipdxia em comparacdo ao grupo controle (p<0,05). Os encéfalos suinos foram
analisados e os resultados encontrados apresentaram um panorama do estado redox cerebral
desenvolvido em leitdes como modelo animal de hipoxia neonatal. Foi realizado analise do
conteudo de glutationa reduzida (GSH), atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), e o contetido de peroxidacgdo lipidica (TBARS), proteina
carbonilada (PC) e mieloperoxidase (MPO) que sdo apresentados de forma a contribuir para
outros estudos no tratamento da hipoxia neonatal. O presente estudo contribui para a utilizagdo
do leitdo como modelo animal de hipoxia neonatal e dano cerebral. Houve diferenca
significativa na frequéncia cardiaca e na oximetria dos grupos comparados durante a hipoxia
(p<0,05) e uma tendéncia maior nas atividades de SOD e CAT do grupo hipoxia, mas sem
diferenca estatistica significativa (p>0,05). Os valores da caracterizacdo do estado redox no
modelo animal de hipdxia apresentam parametros a partir dos quais novos estudos podem se

desenvolver.



Descritores: antioxidantes; suinos; neonatos.



ABSTRACT

Perinatal asphyxia resulting in hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) affects millions
of newborns worldwide, and more than half of survivors continue to develop cerebral palsy,
epilepsy, and other forms of neurological impairment throughout their lives. These
complications in neonates mainly result from the imbalance between the generation of oxidant
substances and the interaction of the antioxidant defense system, a condition known as oxidative
stress, where there is too much presence of oxidants in relation to antioxidants. More research
is needed to develop already characterized results of post-hypoxic encephalopathy and to know
the effects of oxidative stress on the response to this injury, in addition to establishing a similar
model with the physiology of neonates, since the damage and repair mechanisms change with
age. The newborn piglet reaches a degree of maturity at birth similar to that of humans in
relation to cardiovascular regulation, being considered an excellent laboratory model for studies
of human children, therefore, an animal model of disease with neonatal pigs was proposed for
the characterzation of post-hypoxia oxidative stress, without the use of anesthesia. Ten healthy
Large White newborn piglets of both sexes were randomly divided into two groups and
submitted to an experimental hypoxia protocol by reducing the fraction of inspired oxygen.
Hypoxia group, composed of 6 animals, was submitted to a reduction in fraction of inspired
oxygen for 180 minutes. Control group animals (n=4) were manipulated and evaluated
simultaneously. There was a significant difference in oximetry and heart rate in hypoxia group
compared to control group (p<0.05). Swine brains were analyzed and the results found in this
study presented an overview of brain oxidative stress developed in piglets as an animal model
of neonatal hypoxia. Analysis of reduced glutathione (GSH) content, activity of the antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), and the content of lipid peroxidation
(TBARS), carbonyl protein (PC) and myeloperoxidase (MPQO) were performed. in order to
contribute to other studies in the treatment of neonatal hypoxia. The present study contributes
to the use of the piglet as an animal model of neonatal hypoxia and brain damage. There was a
significant difference in heart rate and oximetry of the groups compared during hypoxia
(p<0.05) and a greater trend in SOD and CAT activities in the hypoxia group, but no statistically
significant difference (p>0.05). The values of the characterization of the redox state in the

animal model of hypoxia present parameters from which new studies can be developed.

Descriptors: antioxidants; swine; neonates:
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INTRODUCAO

O desbalango na relacdo entre oxidantes e antioxidantes, a favor dos produtos oxidantes
recebe 0 nome de estresse oxidativo. Em niveis fisioldgicos, os oxidantes possuem um papel
benéfico na producéo de energia, na sinalizacéo celular e na defesa do hospedeiro, em excesso
podem levar a consequéncias patoldgicas resultando em danos oxidativos teciduais, distarbios
e doencas (PAIVA et al., 2017).

Durante o metabolismo do oxigénio e do nitrogénio sdo produzidos diversos metabolitos
toxicos. Qualquer espécie que utilize o oxigénio durante a respiracdo celular esta sujeita ao
estresse oxidativo (VELLOSA et al., 2013; CAMPOS; LEME,2018; LI et al., 2018). Essa
situacdo pode desencadear ainda mais complicacdes em casos excepcionais, como por exemplo,
nos recém-nascidos, principalmente em prematuros, pois existe potencialmente um desequili-
brio entre a geragéo de substancias oxidantes e a interacdo do sistema de defesa antioxidante
sendo desconhecido o estado redox destes (MAIA; PAIVA; CLEMENTE, 2016).

A asfixia perinatal que resulta em encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) ocorre em 1-
2/1000 nascidos vivos em paises de alta renda e 10-20/1000 em paises de baixa e média renda.
Em todo 0 mundo, a EHI afeta 2,7 milhdes de recém-nascidos, dos quais 690.000 morrem. Mais
da metade dos sobreviventes continua a desenvolver paralisia cerebral, epilepsia e outras formas
de deficiéncia neuroldgica ao longo da vida (GRACA; SAMPAIO; MONIZ, 2011; AUSTIN,
2018). No periodo neonatal, 0 acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) representa
ameacas celulares que, se ultrapassarem ou contornarem 0s mecanismos fisiologicos de
neutralizacdo, serdo responsaveis por danos neuronais significativos (TORRES-CUEVAS;
CORRAL-DEBRINSKI; GRESSENS, 2019).

O leitdo recém-nascido atinge um grau de maturidade ao nascimento semelhante ao dos
seres humanos em relacdo a comparacdo cardiovascular, sendo considerado um excelente
modelo laboratorial para estudos com crian¢as humanas, demonstrando alteragdes no sistema

autondmico que a hipoxia provoca (SCHULZ et al., 2011).

Modelos animais de grande porte sdo uma ferramenta essencial no desenvolvimento de
novas terapias clinicas com base racional para prematuros. O suino € considerado um modelo
relevante para o estudo da fisiologia do prematuro humano, podendo ser utilizado para
investigar novas terapias e, assim, melhorar resultados. Portanto, essa espécie tem sido
considerada um excelente modelo de laboratério de subprimatas para estudos de comparagao
com neonatos humanos (EIBY et al., 2013; NEMETH et al., 2016).
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Embora o leitdo recém-nascido seja um modelo animal de grande porte aceito para
asfixia perinatal/ EHI, ndo ha consenso sobre a metodologia de indugéo de asfixia perinatal para
produzir EHI clinicamente relevante, entretanto possuem boa capacidade de monitoramento
hemodindmico e fisiologico continuo e administracdo intravenosa de drogas, caso haja
necessidade (NEMETH et al., 2016; CHEN et al., 2021).

Deste modo, torna-se importante caracterizar o estado redox durante a hipdxia no
desenvolvimento de encefalopatia neonatal. Assim, este estudo caracterizou o estado rodox em
um modelo animal experimental compativel com as alterages fisiopatoldgicas que vemos em
neonatos, a fim de buscar alternativas para o controle dos danos oxidativo e neuroldgicos.
Foram analisados o contetdo de glutationa reduzida (GSH), atividade de superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT), conteldo da peroxidacdo lipidica (TBARS) e proteina carbonilada
(PC) e também a atividade da mieloperoxidase (MPQO), um marcador inflamatério no tecido
encefalico dos leitdes.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € um dos mais importantes mecanismos patogénicos para doencas
neurodegenerativas. Bioquimicamente é definido como o estado de desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes, com excesso relativo do primeiro, resultando no “rompimento da
sinalizagdo e controle redox e /ou dano molecular”. Qualquer espécie que utilize o oxigénio
durante a respiragdo celular esta sujeita a acdo de EROs (VELLOSA et al., 2013; CAMPOS;
LEME, 2018; L1 et al., 2018).

Embora importante em muitas funcbes fisiologicas, por exemplo na mitigacdo de
infeccdes e sinalizacdo celular, em niveis elevados EROs séo neurotoxicas, resultando em dano
biomolecular, ou seja, oxidacdo de proteinas, lipidios e acido desoxirribonucleico (DNA),
resultando em um amplo espectro de disfuncgdes celulares, culminando com a morte celular
(DUMITRESCU et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

O excesso na producdo de EROs tem sido implicado como principais mediadores da
lesdo cerebral perinatal, principalmente em prematuros, pois existe potencialmente um
desequilibrio entre a geracdo de substancias oxidantes e a interacdo do sistema de defesa
antioxidante, sendo importante conhecer o estado oxidativo para controlar a progressao do
distdrbio. E bem conhecido que as EROs, como o perdxido de hidrogénio (H202), podem reagir
com o ferro ferroso para formar o radical hidroxila altamente reativo, um estimulador da
peroxidacdo lipidica. As membranas bioldgicas sdo sensiveis a peroxidacéo lipidica induzida
por EROs e 0 aumento na peroxidacao lipidica levara a varios efeitos deletérios. O estresse
oxidativo seguido de apoptose tem sido considerado um passo critico na lesdo cerebral
neonatal (L1U et al., 2010; MAIA; PAIVA; CLEMENTE, 2016; CAMPOS; LEME, 2018).

O dano cerebral hipoxico-isquémico perinatal é uma das principais causas de
mortalidade aguda e morbidade neuroldgica crénica em neonatos e criangas. O estresse
oxidativo devido a formacdo de EROs e ao inicio de reacdes oxidativas anormais parece
desempenhar um papel fundamental (HUUN et al., 2018).

Compostos que podem ser modificados pela acdo de EROs, como lipidios e proteinas
também sdo usados como marcadores indiretos de estresse oxidativo, além das atividades
enzimaticas envolvidas no balanco redox celular, tais como superoxido dismutase (SOD) e

catalase (CAT). A GSH (glutationa redutase) embora ndo seja uma enzima, atua na conversao
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de radicais superoxidos em peroxidos e uma deplecdo de GSH resultara em disfuncéo
mitocondrial. GSH é um dos antioxidantes mais abundantes no corpo e importante no cérebro
altamente oxigenado, protegendo a célula contra compostos reativos de oxigénio (PARISOTTO
et al., 2016; PAIVA et al., 2017; HUUN et al., 2018). Outros biomarcadores, denominados
produtos de danos oxidativos, também podem ser mensurados e o principal deles é o
malondialdeido (MDA), formado ao final dos processos de lipoperoxidacdo (CAMPOS;
LEME, 2018).

Desde o periodo neonatal, a GSH é o antioxidante end6geno ndo enzimatico mais
importante, pois protege a célula contra compostos reativos de oxigénio e uma deplecdo de
GSH resultard em disfuncdo mitocondrial. A habilidade de doar elétrons a outros compostos
também faz da glutationa um bom redutor. Diversos estudos de hipdxia e reoxigenacdo em
camundongos mediram altos niveis da relagdo GSH/ GSSG. A propor¢do GSH / GSSG é
considerada um indicador de homeostase redox (HUBER, ALMEIDA, FATIMA, 2008; HUUN
et al., 2018; TORRES-CUEVAS; CORRAL-DEBRINSKI; GRESSENS, 2019).

A mieloperoxidase (MPO) tem sido relatada como um importante parametro na
avaliacd@o precoce de diversas condigdes patoldgicas. A ativagdo inflamatdria precede o inicio
de uma doenca coronaria confirmada por diagndéstico, o que poderia indicar a MPO como um
marcador mais precoce para possiveis alteracdes vasculares inflamatérias. Trabalhos que visem
definir, ou auxiliar a definicdo dos intervalos de referéncia para os niveis de MPO em condi¢es
de salde e doenca sdo muito importantes, especialmente em pacientes com alteracdes
neuroldgicas (VELLOSA et al., 2013).

Entre estes varios mecanismos, uma superproducdo de espécies reativas oxigénio (ERO)
tem sido implicada em leséo hipoxico-isquémica (HI). A lesdo cerebral induzida por hipéxia-
isquemia poderia ser aliviada por intervencdes para diminuir EROs apés o dano (LIU et al.,
2010).

HIPOXIA

Aproximadamente 1 em cada 10 recém-nascidos requer assisténcia para comecar a
respirar em um ambiente extrauterino ao nascer. A encefalopatia neonatal afeta
aproximadamente 3 em 1.000 nascimentos e é causada por infeccdo e inflamacgdo, hipoxia-
isquemia global e acidente vascular cerebral focal. Apesar dos avancos na reducdo da

mortalidade infantil por infecces, a taxa de mortalidade por asfixia ao nascimento permanece
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alta e os sobreviventes muitas vezes sofrem morbidade persistente (KAYTON et al., 2018;
KOEHLER et al., 2018).

A EHI neonatal ¢ um dos primeiros comprometimentos fisiolégicos em resposta a
asfixia grave, causando dano cerebral de grau variado, que associados a alteracdes metabdlicas
e consequentemente alterac@es fisiologicas, se traduzem por manifesta¢Ges clinicas secundarias

ao comprometimento fisiologico ou estrutural (CUNHA et al., 2018).

Os mamiferos recém-nascidos que sofrem de hipoxia moderada durante ou apds o
nascimento sao capazes de compensar uma falta transitoria de oxigénio, adaptando suas fungdes
vitais. Em condicdo de prematuridade, apresentam diversas situacdes de risco por possuirem
instabilidade fisioldgica e/ou hemodinamica. Apds o nascimento, 0 ambiente extrauterino
condiciona o neonato a uma série de adaptacbes a vida, podendo gerar ou desenvolver
problemas com sequelas de dificil reversdo, como os relacionados ao desenvolvimento fisico,
cognitivo, de aprendizagem e comportamental (MAIA; PAIVA; CLEMENTE, 2016; SCHULZ
etal., 2011).

No Utero, o feto recebe oxigénio através das trocas gasosas que ocorrem na placenta. Os
pulmdes fetais e a vasculatura pulmonar crescem e amadurecem neste ambiente hipdxico em
preparacdo para assumir as trocas gasosas através dos pulmdes ao nascimento. A hipdxia, ou
deficiéncia de oxigénio, ocorre quando o suprimento de oxigénio ndo atende ao consumo de
oxigénio. E importante ressaltar que as alteracdes no metabolismo celular associadas & hipoxia
podem levar ao acumulo de hipoxantina, que também pode gerar EROs em excesso,
principalmente durante a ressuscitacdo de neonatos. No entanto, nos ultimos 20 a 30 anos,
pesquisas determinaram que a superexposi¢cdo ao oxigénio imediatamente apos a hipdxia pode
levar ao acimulo de EROs de oxigénio e lesdo de isquemia-reperfusdo (KAYTON et al., 2018).

O oxigénio terapéutico € uma opcdo de tratamento importante para a insuficiéncia
respiratoria hipoxica em prematuros; no entanto, a exposi¢do excessiva ao oxigénio pode levar
ao estresse oxidativo, que tem o potencial de danificar varios sistemas organicos do recém-
nascido, incluindo olhos, pulmdes e intestinos. A hiperdxia pode causar toxicidade ao oxigénio,
que é causada pela formacdo de EROs durante a reperfuséo de tecidos hipoxicos, bem como
durante a infecgéo e inflamagdo (KAYTON et al., 2018).

Estudos clinicos prospectivos falharam em fornecer uma recomendacéao conclusiva para

faixas-alvo de saturacdo de oxigénio, mas almejar a saturacdo de oxigénio na faixa de 91% a
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95% pode ser mais seguro do que almejar faixas mais baixas (por exemplo, 85% -89%). O uso
de oxigénio suplementar para reverter a hipdxia no recém-nascido destina-se a evitar a morte e
distarbios graves, como acidente vascular cerebral, infarto do miocardio ou dano cerebral
permanente, devido a falta de oxigénio nos tecidos. Equilibrar as necessidades de oxigénio dos
neonatos € crucial para evitar danos causados por muito ou pouco oxigénio (KAYTON et al.,
2018).

Considera-se bem estabelecido que, em recém-nascidos a termo e animais, mesmo
apos HI severa, ha frequentemente uma sobrevivéncia celular considerdvel com recuperacao
do metabolismo oxidativo mitocondrial em uma fase “latente” caracterizada pela supressao
da atividade neural e hipoperfusdo, seguida por progressiva insuficiéncia secundaria do
metabolismo celular energético. O processo de lesdo celular secundéria prolonga —se por varias
horas ap0s a agressdo inicial, constituindo uma janela de oportunidade para a intervengdo
terapéutica (GRACA; SAMPAIO; MONIZ, 2011; WASSINK et al., 2019).

MODELO ANIMAL

A hipodxia-isquemia perinatal resultando em morte ou incapacidade permanente
continua sendo um distarbio clinico importante. Modelos animais de hipoxia tém contribuido
para o entendimento da fisiopatologia da EHI e destacado o processo dinamico que ocorre na
lesdo cerebral por asfixia perinatal. Assim, estudos em animais colabora para estratégias de
tratamento apds o dano, bem como o melhor momento para aplica-las. (KYNG et al., 2015;
KOEHLER et al., 2018).

Experimentalmente, os modelos globais de HI tém sido os mais estudados em animais
neonatais e fetais. No entanto, vale ressaltar que existem muitas diferencas vasculares,
hematolégicas e hemodindmicas entre humanos e animais comumente usados.
CHAKKARAPANI e colaboradores (2010) citam um modelo unilateral de ligadura da carétida
/ hipdxia pequena de ratos neonatos que produz um insulto cerebral puro, como um golpe, sem
ferir o restante do organismo. Dessa forma os efeitos sistémicos da injaria, alteraces
cardiovasculares e bioquimicas ndo podem ser avaliados, sendo necessario replicar o modelo
em um neonato de grande porte, de modo a desenvolver uma injuria global hipdxica-isquémica
(CHAKKARAPANI et al., 2010; KOEHLER et al., 2018).

Os modelos de camundongos nos quais 0 mecanismo e o efeito da hipoxia séo estudados
sé&o muito diversos, podendo encontrar variabilidade entre eles em diferentes pardmetros como

a idade do camundongo, as porcentagens de oxigénio a que sao submetidos e o tempo em que
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ficam expostos a diferentes concentragdes de oxigénio. Existem modelos que utilizam camara
de privacdo de oxigénio, sem procedimento isquémico prévio, com variacdo da concentracao
de oxigénio entre 4 e 14% O,. O tempo de exposicao € objeto de estudo, também variando de
4 min a 48h, descrevendo lesdes leves e evitando a ocluséo néo fisiologica da artéria carotida
comum (TORRES-CUEVAS; CORRAL-DEBRINSKI; GRESSENS, 2019).

Uma configuracdo experimental na qual a influéncia da variacdo bioldgica pode ser
minimizada € essencial ao testar novas ferramentas de prognostico e diagndstico e estratégias
de tratamento. Um modelo animal deve aproximar-se o mais possivel da situacdo clinica,
contribuindo assim para a compreensdo dos mecanismos patolégicos subjacentes a lesdo
induzida e o processo dinamico envolvido na doenca e seu desfecho. Modelos animais de HIE
neonatal incluem varias espécies (roedores, cordeiros, primatas e suinos). O leitdo recém-
nascido apresenta maior semelhanca com um recém-nascido humano em relacdo ao tamanho,
sistema cardiovascular e maturidade cerebral no momento do parto. O monitoramento,
instrumentacdo e avaliacdo de resultados no modelo leitdo é semelhante ao utilizado no
atendimento clinico de lactentes com EHI. Nesse sentido, hd um alto grau de traducdo desse
modelo para o cuidado ao recém-nascido. O modelo leitdo EHI também é usado para
ressuscitacdo neonatal e estudos hemodindmicos, bem como em investigagdes de hipoxia
cerebral em nivel celular (EIBY et al., 2013; KYNG et al., 2015).

Os esforgos de desenho de drogas sao criticamente dependentes de modelos pré-clinicos
de leséo e doenca. Muitas vezes, esses esforcos sdo dificultados pelas limitagdes dos modelos
animais e sua relevancia para a anatomia e fisiologia humana. O modelo leitdo de lesdo cerebral
neonatal € um sistema relevante, uma vez que a trajetoria de desenvolvimento do cérebro suino
compartilha muitas semelhancas com o cérebro humano. E importante ressaltar que a les&o
induzida por dano hipoxico afeta o cérebro do leitdo de maneira semelhante & observada no
tecido cerebral neonatal humano. Assim, ndo €é surpreendente que uma porcentagem
significativa de estudos sobre lesdo cerebral neonatal empregue o modelo leitdo
(KRATIMENOS et al., 2022).

Modelos neonatais de HI em roedores melhoraram a compreensdo dos mecanismos
celulares de lesdo neural no cérebro em desenvolvimento, mas existem limitaces na simulacao
do alcance, precisao e fisiologia da HI clinica e da neuropatologia de sistemas relevantes que
contribuem para o padréo de lesdo no cérebro humano. Modelos de hipoxia perinatal em

animais de grande porte, como asfixia parcial ou completa de fetos de macacos no momento do
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parto, oclusdo do corddo umbilical e hipoperfusdo cerebral em diferentes estagios fetais da
gestacdo em ovelhas, e hipoxia e hipoperfusdo graves em leitdes recém-nascidos, tém superado
essas limitacbes (KOEHLER et al., 2018).

Existem grandes desvantagens neuroanatdmicas no uso de modelos de roedores de EHI
que podem ser remediados por animais de grande porte. Os modelos de HI mais comumente
usados em camundongos e ratos envolvem oclusdo unilateral permanente de uma artéria
carOtida comum e hipoxia sistémica transitoria. Eles apresentam limitacfes consideraveis:
enquanto o componente de hipdxia do dano é sistémico, o componente isquémico € unilateral
e incompleto, resultando em lesGes cerebrais focais semelhantes a acidente vascular
cerebral. Em camundongos neonatais, 0s animais podem ndo desenvolver danos cerebrais
evidentes, apesar da injuria sofrida (KOEHLER et al., 2018).

LeitBes recém-nascidos fornecem um modelo de HIE relevante para recém-nascidos
humanos a termo por muitas razbes. O pico de crescimento cerebral em leitdes e humanos
ocorre perto do momento do nascimento, enquanto os roedores tém um grande surto de
crescimento pos-natal. Semelhante aos humanos, o peso do cérebro ao nascer em leitdes é
aproximadamente 35-40% do peso de suinos adultos. Suinos neonatos de 30 dias tém
tractografia da substancia branca semelhante ao humano infantil que diferem apenas em
quantidade, com padrdes de mielinizacdo também similares. Além disso, os genomas, de ambos
tém semelhancas importantes. O leitdo também representa modelo ideal para o estudo do
periodo de transicdo cardiovascular pré-termo devido a sua fisiologia semelhante e também a
maturacao estrutural (EIBY et al., 2013; KOEHLER et al., 2018).

Outras vantagens do modelo suino sdo consequéncia do tamanho da ninhada
relativamente grande. Primeiramente ninhadas grandes oferecem uma oportunidade para
experimentos paralelos sobre questdes inter-relacionadas a serem respondidas em leitGes das
mesmas ninhadas, além disso companheiros de ninhada também podem ser usados como

controles internos ou para lidar com diferencas de sexo (EIBY et al., 2013).

A modelagem experimental de leséo cerebral e desenvolvimento com grandes animais
apresenta muitos desafios. Os experimentos s&o mais caros de conduzir. Os animais sdo mais
caros individualmente, e as necessidades fiscais de equipamentos e equipes de pessoal para
terapia intensiva animal sdo grandes. Variagdes nos protocolos de podem resultar em leséo
cerebral muito leve ou muito grave. De acordo com o0 objetivo do experimento, atencéo

cuidadosa deve ser dada a escolha dos medicamentos, método de inducéo de hipoxia-isquemia,
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método de controle da duracdo e gravidade do dano provocado, ressuscitagdo e cuidados pos-
injuria e avaliacdo do resultado. No entanto, isso permite um melhor cuidado do animal, e o
monitoramento fisiologico caracteriza 0 modelo para gerar resultados altamente reprodutiveis
e previsiveis para testes pré-clinicos terapéuticos rigorosos. O tamanho maior dos leitdes
oferece uma vantagem em estudos fisiologicos, permitindo monitoramento extensivo e
amostragem de tecidos e/ou fluidos (EIBY et al., 2013; KYNG et al., 2015; KOEHLER et al.,
2018).

Diferentemente de adultos, recém-nascidos humanos ndo sdo rotineiramente
anestesiados, mas podem ser sedados e recebem tratamento anticonvulsivante se

desenvolverem convulses clinicas (THORESEN et al., 2001).

Assim, torna-se importante determinar quais alteracbes metabdlicas e inflamatdrias
estdo relacionadas com o estresse oxidativo durante a hipdxia-isquémica no desenvolvimento
de encefalopatia neonatal. Esse estudo justifica-se pela necessidade em desenvolver e
caracterizar um modelo animal experimental compativel com as alteracdes fisiopatologicas que
vemos em neonatos, sem anestesia, a fim de buscar novas estratégias terapéuticas para o

controle dos danos oxidativo e neuroldgicos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar o estado redox em modelo suino neonato submetidos a hipoxia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

2
3
4.
5
6

Avaliar o conteldo de GSH;

. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD e CAT);

Determinar os marcadores de dano (TBARS e PC);
Estudar a atividade da MPO;

Investigar os efeitos da hipdxia em neonatos suinos;

. Analisar o suino como modelo animal de hipdxia neonatal.
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METODOLOGIA
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob protocolo de n° 1.088/2019.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Dez leitdes recém-nascidos, Large White, saudaveis, de ambos os sexos, com idade
média de 48horas, peso médio de 1470 (+0,24) foram retirados da porca 3 horas antes do inicio
do experimento, provenientes de uma granja comercial (Rancho Alegre), localizada na cidade
de Campo Grande — MS. O transporte dos animais ocorreu em ambiente quente e silencioso
para minimizar o estresse, e sua alimentacdo realizada com leite materno oriundos da prépria

granja, a cada 3 horas.

No dia do experimento, apds chegar ao Laboratorio de Modelos Experimentais de
Doengas (LMED-UFMS) os animais foram avaliados por meio de registro de dados fisiol6gicos
(frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, pressdo arterial média, temperatura e oximetria) e
pesados, alocando-os aleatoriamente em dois grupos, grupo hipéxia (GH=6) e grupo controle
(GC=4). Uma amostra de sangue foi coletada de todos os animais antes e ap0s a
inducdo/simulacdo da hipoxia, para a gasometria arterial e exames bioquimicos. Os exames
bioguimicos foram feitos no soro (ALT, AST, creatinina e uréia). A eutanasia dos animais foi
realizada apds o experimento com associacao de tiopental (100mg/kg) seguida de cloreto de

potassio (75mg/kg).

Protocolo experimental para a inducéo da hipdxia

Os animais (n=6) foram alocados, em duplas, em camara de vidro (33x40x30 cm) com
fechamento hermético realizado por tampa da caixa com adesivo de silicone em combinacao
com suplementacao de oxigénio. O controle da concentracdo de oxigénio no interior da camara
foi realizado com o auxilio de um fluxémetro calibrado (capacidade de 15 litros/min)
alimentado por um cilindro de oxigénio de grau médico. Apds monitorar o estado de repouso,
a fracdo inspirada de oxigénio foi diminuida de 0,3 para cerca de 0,1 I/min por meio da redugao
do volume corrente de oxigénio, e a caixa foi fechada de modo a limitar as trocas gasosas com
0 meio externo, induzindo hipdxia normocépnica por 180 minutos. Em seguida, o volume

inicial de gas foi restabelecido para registro dos dados fisiologicos dos animais (pds-injaria).

Da mesma maneira, 0 grupo controle, composto por quatro animais (n=4) foi

manipulado e avaliado simultaneamente aos demais animais, porém teve o0 o0xigénio
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administrado de forma continua, prevenindo assim o acumulo de diéxido de carbono (CO>) e
mantendo a concentracdo constante de oxigénio desejavel (aproximadamente 21-30%) a todos
0s animais no tempo determinado de 180 minutos. ApGs a exposi¢do ao oxigénio, 0s animais
foram retirados da caixa, reavaliados quanto aos parametros fisioldgicos e realizada nova coleta
de sangue. Decorridos 60 minutos do fim da hipdxia/ simulacdo, os animais foram eutanasiados
e o0 encéfalo retirado para analise do encéfalo e dosagem tecidual de enzimas antioxidantes
neste. Durante todo o procedimento os animais se mantiveram acordados, com leve sedagéo por

acepromazina 1% (0,03ml i.m.), quando necessario.

A gasometria arterial e as analises bioquimicas foram realizadas pelo Laboratério de
Patologia Clinica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da UFMS. As
analises do estresse oxidativo (contetdo de GSH, TBARS e PC bem como atividade da SOD,
CAT, MPO) foram realizadas no Laboratério de Hematologia Clinica (FACFAN/LAC/ UFMS)
em colaboracdo com o Prof. Dr Eduardo Benedetti Parisotto.

Coleta e preparacio das amostras

Apds a eutandsia dos animais, amostras de encéfalo foram coletadas em 2 tubos do tipo
Falcon (um com acido tricloroacético — TCA 12% e outro sem reagente) e armazenadas em
nitrogénio liquido (= -170°C). No tubo contendo TCA 12%, as amostras de encéfalo foram
maceradas e homogeneizadas, obtendo assim, uma amostra processada, denominado extrato
acido, a qual foi utilizado para determinacdo do contetdo de glutationa reduzida (GSH). A
segunda amostra de encéfalo (tubo 2) foi descongelada em temperatura gradativamente (gelo e
temperatura ambiente), macerada e homogeneizada em tampdo Tris (hidroximetil)
aminometano 300mM HCI, pH 7,4 (denominado tempéo de lise). O contetdo dessa amostra foi
centrifugado a 3000 g por 5 min e o sobrenadante foi usado para realizar os demais marcadores
de estresse oxidativo (TBARS, PC, MPO, SOD e CAT). Todos os marcadores de estresse
oxidativo foram normatizados por meio da quantificagdo de proteinas totais nas amostras,
utilizando uma curva padrédo de albumina. A concentracdo de proteinas totais (PT) foi
determinada de acordo com o método de Lowry e colaboradores (1951), utilizando uma curva

padréo de albumina. Os ensaios foram realizados em duplicatas.
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ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

Glutationa reduzida (tidis ndo-proteicos)

O contetdo de glutationa reduzida (GSH) foi avaliado no extrato acido obtido do
encéfalo por meio da determinacdo dos tiois ndo-proteicos (GSH representa =95% do total
destes tidis). Foi adicionado 20 pL de &cido 2-nitrobenzoico (DTNB) 2,5 mM em placa de 96
pocos contendo 190 pL de tampéo fosfato de potassio 0,2M pH 8,0 e 10 pL da amostra (extrato
acido encefélico). Posteriormente, as placas foram agitadas intermitentemente, até a obtencéo
méaxima de formac&o do &nion tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel em 412nm. Os valores

medidos em duplicata e expressos em pmol/mg de proteina.

Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 480nm mediante a
oxidacdo da adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0), que forma o &nion superdxido e um
cromoforo roseo, o adrenocromo, onde a enzima presente na amostra retarda sua formacéo. Os
valores foram expressos em termo de atividade da enzima, onde uma unidade arbitraria de SOD
é definida como a quantidade de enzima necesséria para diminuir & metade a velocidade de
formacéo do adrenocromo. Diante disso, as amostras homogeneizadas em tampao de lise, foram
adicionadas em placas de 96 pocos, em ordem crescente de volume (5, 10, 20, 40 pL) e o
volume foi completado para 200 L com tampao glicina 50mM, pH 10,2. Na sequéncia. foi
adicionado 5 pL de adrenalina 60mM (pH 2,0 aproximadamente, em gelo e frasco ambar). A
velocidade de formacdo do adrenocromo foi monitorada, para entdo adicionar a aliquota da
amostra (5 a 40 pL), totalizando um tempo de 8 minutos. As curvas permitiram avaliar
indiretamente a atividade enzimatica da SOD. Os valores foram expressos em USOD/mg de

proteina.

Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi determinada nas amostras homogeneizadas em

tampéo de lise, segundo o modelo descrito e adaptado de Parisotto (2016), que quantifica a
velocidade de decomposicéo do perdxido de hidrogénio (H202), em 240nm durante 5 minutos,
pela enzima presente na amostra. Utilizou-se a solu¢do de H2O, 10mM em tampdo fosfato de
potassio 50 mM pH 7,0, a qual foi preparada e titulada no dia da analise. Para isso, adicionou-
se 5 pL da amostra nos pocos da placa, com acréscimo de 200 uL desta solucdo, em seguida
realizou-se a leitura da queda da absorbéancia. Os valores foram expressos em mmol/min/mg de

proteina.
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MARCADORES DE DANO

Peroxidacdo lipidica (TBARS)

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica no encéfalo, foi realizada em duplicata, por
deteccdo em 535 nm dos derivados de seus produtos de oxidacdo, através de substancias que
reagem com o acido tiobarbitdrico (TBA) -TBARS, destacando-se o malondialdeido (MDA),
produzindo uma base de Shiff de coloragao rosa. Para este ensaio, em microtubos contendo 500
pL de TCA 12% foi adicionado 50 puL. do sobrenadante da amostra homogeneizada em tampao
de lise e centrifugada. Em seguida, foi adicionado 450 pL de tampéao TRIS (Solugdo TRIS HCI
7,4), e por fim, 500 L de &cido tiobarbiturico (TBA) 0,73%. Apds homogeneizacao em vortex
foi feita incubacdo por 60 min a 100°C. Posteriormente, o material foi resfriado durante 15 min
a 4°C e centrifugado (5000 g por 5 min). O sobrenadante foi utilizado para a leitura e 0s

resultados expressos em mmol/mg.

Proteina carbonilada (PC)

O dano oxidativo a proteinas foi determinado pela carbonilagéo de proteinas por medida
espectrofotométrica. Para esta anélise foram utilizados microtubos de centrifugagdo contendo
600 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) e acrescentado 100 pL da amostra. Posteriormente,
foi incubado durante 1 h (a temperatura ambiente, protegido da luz, sob agitacdo). Em seguida,
foi adicionado 600 uL de TCA 20%, seguido de agitagdo e refrigeracdao (banho de gelo) por 15
min e centrifugado por 5 min a 800 g. O pellet formado foi lavado por 3 vezes, seguidas de
centrifugacgdo durante 5 min a 800 g, utilizando 800 pL de etanol:acetado de etila (1:1). Apos a
altima lavagem, o excesso de etanol:acetado de etila foi removido com auxilio de um cotonete
e foram adicionados 800 uL de guanidina [6,0 M em KH2PO4(20mm)] e incubado por 60 min
a 37°C e na sequéncia, realizada a leitura em 360 nm. A concentracao de proteina carbonilada

foi expressa em nmol/mg de proteina.
MARCADOR INFLAMATORIO

Mieloperoxidase (MPQ)

A atividade da mieloperoxidase sérica foi mensurada segundo o método descrito por

Rao e colaboradores (1993). Primeiramente, as amostras foram descongeladas gradualmente e
20 pL foram transferidos para placas contendo 180 pL de meio de reagdo (0,167 mg.mL™* de
o-dianisidina 2HCI, 0,0005% de H202, H2O destilada e NaH2PO4 50 mM). Apo6s 15 min de

incubacdo em temperatura ambiente a reagdo foi interrompida com a adicao de 30 pL de azida
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sodica 1%. Apos incubagdo de 10 min a temperatura ambiente, a densidade dptica foi medida
em 450 nm em placas de 96 pogos e comparadas com uma curva-padrdo de atividades

conhecidas de MPO (0,7 a 140 mU/mL). Os resultados foram expressos em mU/mg de proteina.

EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Analises bioguimicas e de gasometria foram realizadas por analisadores automaticos da
Roche, Cobas c111 e Cobas b221, respectivamente. Os reagentes utilizados para os ensaios de
estresse oxidativo e de marcadores inflamatérios foram adquiridos juntos a Sigma-Aldrich ®
Ltda (Séo Paulo, BRA). Os demais reagentes foram de grau analitico provenientes de empresas
nacionais. As solucdes reagentes assim como os meios, foram preparados no Laboratério de
Hematologia Clinica (FACFAN /UFMS) utilizando balanga analitica marca Ohaus® modelo
AR2140 e pHmetro marca Digimed®, modelo DM20. Foi utilizado leitor de placas, a
Molecular Devices Spec-tra Max 190® do Laboratério Multiusuario de Biologia Molecular e
Cultura de Células da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo
(FACFAN/UFMS).

ANALISE ESTATISTICA DE DADOS

O teste t de Student para amostras independentes foi aplicado para a avaliacéo estatistica
de todas as diferencas de médias e desvio padrdo pertencentes ao Grupos Controle e Grupo
Hipoxia, admitindo um nivel de significAncia minimo de p<0,05. Para verificar o uso do teste
t, 0 teste de Shapiro Wilk foi realizado previamente, verificando a normalidade das amostras.
A estatistica descritiva foi usada para descrever as caracteristicas basicas dos dados em termos
de valor médio (média) e desvio padrdo (SD). As analises foram realizadas no programa

estatistico BioEstat 5.3.
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RESULTADOS

Os resultados dos parametros fisioldgicos, analise bioquimica e gasometria dos animais,
de acordo com o tempo de analise e o grupo pertencente (GH ou GC) séo apresentados nas
tabelas a seguir.

TABELA 1: Pardmetros fisioldgicos nos animais avaliados para 0 modelo animal de hipdxia
neonatal, grupo hipoxia e grupo controle, antes e apds o dano hipoxico.

PARAMETROS GRUPO HIPOXIA  GRUPO CONTROLE Valor dep
FISIOLOGICOS (n=6) (n=4)
Peso Corporal (Kg) 1.47 (£ 0.22) 1.46 (= 0.30) 09566
Sexo (macho:fémea) 42 13
FC (bpm)
Ircial 184 5(=57.74) 210 (£ 39.64) 043352
Final 130,17 (= 39.34) 20025 (= 34.5T) 0,0203
FR (mpm)
Inicial 53.67 (= 34.89) 33(x7.57) 0,127
Final 44,33 (= 18.40) 33 (= 6,73) 0,1506
Temperatura (*C)
Inicial 37.98 (= 1,55) 36,40 (= 1,23) 0,127
Final 36,63 (=0.62) 3723 (=031 0,.1306
PAM (mmHg)
Inicial 103,67 (= 41.11) 127 (= 16.37) 02541
Final 817 (x2721) 110,53 (= 31.86) 0, 2939
Oximetria (%)
Inicial 0167 (=35.32) 04 73 (=2.73) 03382
Final 77.33(=6,33) 5 50{=3.7) 0,0011

Valores listados como média (+ DP). Diferencas de grupo significativas: valores de p em negrito. Os resultados
sdo apresentados como média +desvio padrdo da média. Os valores em negrito representam diferencas estatisticas
significativas (p<0,05). Comparacdo entre grupo hipdxia (GH) e grupo controle (GC): teste t de Student.

Abreviaturas: FC, frequéncia cardiaca; FR, frequéncia respiratdria; PAM, pressdo arterial média.

Houve diferenca significativa na oximetria e na frequéncia cardiaca dos grupos de
animais, apos o dano hipoxico de 180 minutos, conforme tabela 1. A medida da aspartato
aminotransferase (AST) e da creatinina (CRE) tambem apresentou diferenca significativa apos

0 experimento, tabela 2.
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TABELA 2: Andlises bioquimicas nos animais avaliados para 0 modelo animal de hipdxia

neonatal, grupo hipdxia e grupo controle, antes e apds o dano hipoxico.

GRUPOHIPOXIA  GRUPO CONTROLE

BIOQUIMICA Valor de p
(n=6) (=)

ALT (UL)

Inicial 32,24 (£ 5.94) 24 (£ 6,39) 0,0043

Final 3048 (2 6.77) 2373 (£399) 0,1693
AST (UL)

Inicial 4992 (= 10,23) 40,15 (£ 24.89) 0,5016

Final 50,02 (+ 10,91) 2015 (£ 9.03) 0,0188
URE (mg/dL)

Inicial 2588 ( 15,38) 19,50 (+ 7.26) 04477

Final 2017 (£ 9.54) 2220 (£8.23) 0,2041
CRE (mg/dL)

Inicial 0,54 (£ 0,13) 043 (£0,13) 02763

Final 0,57 (£ 0,09) 0,40 (+0,07) 0,0151

Valores listados como média (+ DP). Diferencgas de grupo significativas: valores de p em negrito. Os resultados
sdo apresentados como média +desvio padrdo da média. Os valores em negrito representam diferencas estatisticas
significativas (p<0,05). Comparacdo entre grupo hipdxia (GH) e grupo controle (GC): teste t de Student.
Abreviaturas: ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; URE, uréia; CRE, creatinina.
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TABELA 3: Gasometria nos animais avaliados para o0 modelo animal de hipdxia neonatal,

grupo hipoxia e grupo controle, antes e ap6s o dano hipdxico.

CASOMETRIA GEUPO HIFOXIA GEUPO CONTROLE Valor de p
(n=6) (=4}

pO; (mmHg)

Inicial 3T.82(=14.73) 35831317 06608

Final 3233 (= 11.53) 1833 (= 3.18) 0,032
pCO: (mmHg)

Inicial 35,33 (= 4,600 3040 (= 1.80) 0,0458

Final 32,50 (= 8.88) 3523 (=3.33) 05164
HCO; (mmol/L)

Inicial 2222739 2020(£237) 0.5569

Final 1937 (= 6.58) 2233 (x043) 3185
pH

Inicial T38(=0.14) TA2(=0,04) 0.5373

Final T.38(=0.08) T AL (=005 04476
Na (mmol/L)

Inicial 14788 (= 6.25) 143 (= 2.62) 03478

Final 14903 (= 4.92) 14803 (= 2.58) 0,684
K (mmol/L)

Inicial 204 (=0.68) 3.10(=0.5%) 0.7147

Final 308 (=0.48) 317 (=0.36) 0.7672
iCA (mmol/L)

Inicial 0,85 (=0.,18) 0,89 (=0.15) 0,694

Final 0.86 (= 0.21) 0,81 (=0.07) 06538
Cl (mmol/T)

Iticial 10797 (=4.10) 10750 (= L.64) 08093

Final 11297 (= 6.26) 10798 (= 1.63) 02294
Glu (mg/dl:)

Inicial 8322 (=26.33) 85,50 (=12.71) 00825

Final 04 33(= 11) To(=T87) 0,0154
Lac {mmol/L)

Inicial 71 (=3.98) 5.70(= 107 02852

Final T.30(=5.11) 3.80(=0.18) 0.1366

Valores listados como média (+ DP). Diferencas de grupo significativas: valores de p em negrito. Os resultados
sdo apresentados como média +desvio padrdo da média. Os valores em negrito representam diferencas estatisticas
significativas (p<0,05). Comparacdo entre grupo hipéxia (GH) e grupo controle (GC): teste t de Student.
Abreviaturas: PO2, pressao parcial de oxigénio; PCO2, pressdo parcial do gas carbdnico; HCO3, bicarbonato de
sodio; Na, sédio; K, potassio; iCA, célcio; Cl, cloro; Glu, glicose; Lac, lactato.

Os resultados da caracterizacdo do estado redox no modelo animal suino, GSH, enzimas

antioxidantes, marcadores de dano oxidativo e marcador inflamatorio sdo apresentados na

forma de figuras a sequir.
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Figura 1: Caracterizacéo do estado redox, GSH e enzimas superoxido dismutase e catalase em
modelo animal suino de hipdxia neonatal.
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Valores encontrados na comparagdo entre os grupos do estudo, grupo hipdxia (180min) e grupo controle. Os
resultados sdo apresentados como média +desvio padrdo da média. Abreviaturas: GSH, glutationa reduzida; SOD,
superoxido dismutase; CAT, catalase. GSH expressa em pmol/mg de proteina; SOD expresso em USOD/mg de
proteina; CAT expresso em mmol/min/mg de proteina.

Na analise do conteldo de glutationa reduzida (GSH) o grupo hipoxia apresentou 0,3481
(x0,0730) e o grupo controle apresentou 0,4113 (+0,0890), com p=0,2520 conforme grafico A
apresentado na Figura 1. A atividade da superdxido dismutase no grupo hipoxia foi de 17,1663
(£9,7926) USOD/mg de proteina e no grupo controle 12,8420 (+2,7412) USOD/mg de proteina
com p= 0,4223. A catalase apresentou 6,9616 (+2,5582) no grupo hipoxia e 5,0995 (+0,8949)
no grupo controle, com p=0,2058 conforme grafico C da Figura 1. Os resultados séo

apresentados como média +desvio padrdo da média.
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Figura 2: Marcadores de dano em modelo animal suino de hipdxia neonatal.
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Valores encontrados na comparacédo entre os grupos do estudo, grupo hipdxia (180min) e grupo controle. Os
resultados sdo apresentados como média tdesvio padrdo da média. Abreviaturas: PC, proteina carbonilada;
TBARS, substancias que reagem com o 4cido tiobarbitirico. PC expressa em nmol/mg de proteina; TBARS
resultados expressos em mmol/mg.

Os marcadores de dano caracterizados neste estudo referem-se a carbonilacdo de
proteina (PC) e as substancias que reagem com o &cido tiobarbitirico (TBA) -TBARS,
destacando-se o malondialdeido (MDA). A proteina carbonilada no grupo hipoxia foi 0,00013
(20,00002) nmol/mg de proteina e 0,00016 (+0,00004) nmol/mg de proteina no grupo controle,
com p= 0,0944. TBARS no grupo hipoxia 0,0108 (+0,0017) e no grupo controle 0,0095
(£0,0021) mmol/mg de proteina, com p=0,3057 conforme grafico B da figura 2. Os resultados

sdo apresentados como média xdesvio padrdo da média.
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Figura 3: Marcador de inflamacdo em modelo animal suino de hipdxia neonatal.
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Valores encontrados na comparacdo entre os grupos do estudo, grupo hipoxia (180min) e grupo controle. Os
resultados sdo apresentados como média +desvio padrdo da média. MPO = mieloperoxidase, expressos em mU/mg
de proteina.

A mieloperoxidase foi analisada como marcador de inflamagcdo e apresentou 79,4125
(x47,2810) mU/mg de proteina no grupo hipdxia, 120,6752 (+56,4665) mU/mg de proteina no
grupo controle e p=0,2404 conforme apresentado na Figura 3.
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DISCUSSAO

Os resultados encontrados no estudo apresentaram uma condigédo de estresse oxidativo
cerebral desenvolvido em leitbes como modelo animal de hipdxia neonatal. Ainda que o
tamanho da amostra seja pequeno (respeitando o principio dos 3Rs), observou-se medicdes
bioquimicas no soro e encéfalo dos animais (sérica e tecidual) e caracteristicas clinicas de
comprometimento do animal frente a injuria. De forma semelhante a estudos relacionados foi
observada a restauracdo rapida do leitdo ao dano hipéxico. SCHULZ e colaboradores relatam
que em estudos experimentais sdo comuns trabalhos com “amostras pequenas”, especialmente
no caso de recém-nascidos (SCHULZ et al., 2011).

As alteracdes nos animais durante o periodo de hipdxia demonstraram sinais clinicos
compativeis com encefalopatia. AlteracGes na respiracdo, orientagdo e marcha dos animais
foram observadas durante o periodo de reducéo de oxigénio, além de nivel de atividade reduzida
e presenca de movimentos patoldgicos, conforme descrito por KYNG et al., 2015. Entretanto
ndo apresentou diferenca estatistica significativa quando comparado os dados fisiolégicos dos
grupos hipoxia e controle (p>0,05), tabela 1. HUUN e colaboradores (2018) também relatam a

dificuldade em expressar sintomas classicos de hipdxia em neonatos no modelo suino.

Foram observadas diferencas significativas na frequéncia cardiaca ap6s 180 minutos da
dominuicdo do oxigénio (p=0,0203) e na oximetria dos grupos comparados (p=0,0011), tabela
1. Durante o periodo de reducdo do volume de oxigénio aos animais, observou-se alteragdo no
comportamento dos animais, como mioclonia, dificuldade de marcha e hipotensdo. O protocolo
de experimento previa administracdo de leve sedacdo nos animais, em caso de necessidade.
Apenas um animal foi sedado no periodo pré-hipoxico, para melhor ambientacdo no laboratério,

sendo aplicado Acepromazina (0,25mg/kg) uma Unica vez.

Apenas ventilacao hipoxica ndo induz hipercapnia grave que poderia afetar criticamente
0 desenvolvimento de convulsées (NEMETH et al., 2016). O modelo animal desenvolvido nos
leitdes tem como objetivo a maior similaridade ao vivenciado por neonatos, onde raramente séo
anestesiados. Os leitdes ndo foram anestesiados, sem o viés das drogas. Era esperado um dano
moderado, sem a incidéncia de convulsdes. KOEHLER e colaboradores (2018) relata que a
oclusdo das vias aéreas de 7 a 8 minutos por si s6 ndo produz danos cerebrais significativos,
enquanto duracdes mais longas de asfixia produzem assistolia prolongada e dificuldades em
ressuscitar o coracdo. A ventilagdo com 10% de O 2 por 30 a 45 minutos antes de 7 a 8 minutos

de oclusdo das vias aéreas leva a danos cerebrais reprodutiveis regionalmente seletivos.
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Nesse estudo foi observado diferenga significativa na oximetria dos grupos avaliados
(Grupo Hipoxia x Grupo Controle), conforme tabela 1, com p=0,0011 ap6s o periodo de
hipdxia/ simulacdo. Todavia ressaltamos a rapidez com que os leitbes oxigenaram, portanto, ha
necessidade de monitoramento precoce rigoroso e ajuste da ventilacdo, conforme descrito por
EIBY et al., 2013. Ha um esforco do seu metabolismo em reverter o dano o mais rapidamente
possivel. Outros estudos reforcam a presencga do dano hipdxico mesmo apos rapida recuperacéo
do animal (THORESEN et al., 2001; NEMETH et al., 2016).

Embora seja descrito um quadro de acidose metabolica nos leitdes para a confirmacao
da lesdo hipdxica, diversos autores reiteram certa tolerancia a hipoxia em leitdes (THORESEN
etal., 2001; LIU et al., 2010; EIBY et al., 2013; KYNG et al., 2015), e até mesmo registram a
breve recuperacdo ao dano sofrido (THORESEN et al., 2001; LIU et al., 2010; CHEN et al.,
2021). Em nosso estudo ndo foi observada diferenca significativa no pH dos animais
(GH=7,38+0,08 e GC=7,41+0,05 ap6s 180min) conforme descrito na tabela 3 dos resultados.

THORESEN e colaboradores (2001) avaliaram a hipotermia moderada como estratégia
terapéutica para um modelo de EHI em leitdes e ndo encontraram diferenga significativa entre

0s grupos avaliados.

HUUN e colaboradores (2018) também ndo encontraram diferencas significativas na
fisiologia basal dos grupos antes do dano hipdxico e, retrata a boa recuperacao do pH dos leitdes
horas apds o dano, demonstrando sua resisténcia e boa recuperagdo, sem deixar de produzir os
danos desejados do modelo animal de doenca hipoxica. Esses pardmetros de gasometria se
recuperaram e ndo foram estatisticamente diferentes de leitdes do grupo controle 4 h apds

reoxigenacgao.

CHEN e colaboradores (2021) avaliaram leitdes machos neonatos (2-3 dias de idade, 1-
2,5 kg), randomizados para HI ou procedimento simulado. A concentracdo inspirada de
oxigénio foi reduzida para 10% por 45 minutos. Em seguida, o tubo endotraqueal foi clampeado
por 8 minutos para produzir asfixia. Todos os leitdes desenvolvem bradicardia grave ou
hipotensdo com este protocolo com frequéncia cardiaca inferior a 60 batimentos por minuto ou
PAM inferior a 45. Entretanto, relatou breve recuperacdo apds o dano. Pouca alteragdo do Ph
durante a hipoxia, pH< 7 apenas durante a isquemia e recuperacdo em 5 minutos (ph>7), e
recuperacdo total do dano 2 horas apos.
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THORESEN e colaboradores (2001) desenvolveram um modelo de hipoxia grave em
que leitBes recém-nascidos anestesiados e intubados oralmente, sdo ventilados mecanicamente
com 6% de O > por até 45 min. O O2 inspirado é titulado para manter a amplitude do EEG <7
MV, evitando a parada cardiaca. Aos trés dias de recuperacéo, a lesdo neuronal é proeminente
em partes do cortex cerebral, substancia branca subcortical e hipocampo e também é evidente
nos ganglios da base, cerebelo e tdlamo. A atividade convulsiva geralmente ocorre dentro de
varias horas e esta associada a uma pior neurodegeneracdo. Este modelo também foi replicado
por outros pesquisadores para estudar o beneficio da hipotermia e da inalacdo de xenénio
(THORESEN et al.,2001, CHAKKARAPANI et al., 2010; KOEHLER et al., 2018).

O grau de EHI induzido é essencial. Um modelo animal Gtil de EHI também deve
permitir o teste de novos procedimentos de diagndstico e opcGes de tratamento. Para permitir
isso, 0s modelos devem induzir EHI moderada onde ha um potencial de tratamento, pois lesdo
cerebral grave com pouco ou nenhum potencial de tratamento seria menos relevante ao avaliar
novos tratamentos. A tolerancia a hipoxia varia consideravelmente entre os animais de teste.
(KYNG et al., 2015). Nenhum animal apresentou convulsdo ou desconforto grave durante o
protocolo. N&o era objetivo suprimir o metabolismo a ponto de convulsionar, entdo
desenvolvou-se um dano moderado, porém resguardando o bem estar dos animais sem
anestesia. Ainda que moderadamente, foi possivel caracterizar as alteracdes no modelo e estado
redox dos animais. Os parametros descritos foram publicados afim de que possam ser

aprimorados em experimentos futuros.

Ao contrario de adultos e criangas ap0s trauma cerebral, recém-nascidos humanos com
encefalopatia neonatal ndo séo rotineiramente anestesiados. Dependendo da préatica local, os
lactentes podem ser sedados durante a ventilagdo mecanica e os cuidados intensivos podendo
receber tratamento anticonvulsivante se desenvolverem convulsdes clinicas (THORESEN et
al., 2001; SCHULTZ et al., 2011). Dessa forma, nosso objetivo era replicar a rotina clinica e
ndo anestesiar os animais, mas promover leve sedacdo afim de proporcionar bem-estar aos

leitdes durante o experimento.

Um modelo animal de doenca, com leitdio como modelo de EHI, é tecnicamente
desafiador a desenvolver, e até mesmo replicar. Estudos mostram diversas maneiras de
promover o dano hipoxico, e todos salientam a resisténcia e breve recuperagdo do animal ao
quadro, bem como os diferentes fatores que precisam ser levados em consideracdo ao promover

a hipoxia (método de inducdo da hipoxia, anestesia, clampeamento do corddo umbilical,
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clampeamento da artéria car6tida, entre outros). O método aplicado na inducdo da lesdo
hipoxico-isquémica é importante. A hipoOxia global que leva a EHI geralmente resulta em
faléncia de multiplos érgéos envolvendo cérebro, coracdo, pulmdes, rins e figado. Dependendo
dos desfechos avaliados, os modelos de EHI devem basear-se em hipdxia e isquemia globais, e
ndo em isquemia focal, por exemplo, por ligadura de artérias carotidas (KYNG et al., 2015;
NEMETH, et al., 2016).

Em um estudo conduzido na Dinamarca, KYNG e colaboradores (2015) demonstram os
procedimentos técnicos necessarios para estabelecer um modelo estavel de EHI em neonatos
suinos. O leitdo recém-nascido (< 24 horas de idade, peso médio de 1.500 g) é anestesiado,
entubado e monitorado em uma configuracdo comparavel a encontrada em uma unidade de
terapia intensiva neonatal. A hipdxia é induzida pela reducéo da fracdo inspiratoria de oxigénio
para atingir hipoxia global, isquemia por hipotensdo e um EEG integrado de amplitude de
tracado plano (aEEG) indicativo de hipoxia cerebral. A sobrevivéncia é promovida ajustando a
oxigenacdo de acordo com a resposta do aEEG e a pressdo arterial. A lesdo cerebral é

quantificada por histopatologia e ressonancia magnética apos 72 horas.

Em niveis fisioldgicos os oxidantes desempenham um papel necessario no organismo
em diversas funcdes vitais, como a producdo de energia e defesa do hospedeiro. O desbalanco
em favor dos oxidantes (excesso destes) que acarreta danos ao organismo. Dessa forma torna-
se interessante a determinacdo do estado redox, em individuos sob diferentes situacBes
patoldgicas, como nosso modelo de hipoxia neonatal sem anestesia, por meio de diferentes vias,
tais como a GSH, enzimas antioxidantes (SOD e CAT), marcadores de dano (TBARS, PC) e
marcador inflamatério (MPO) (VELLOSA et al.,2013).

O cérebro é um dos principais 6rgdos afetados pela hipoxia no periodo neonatal e um
dos mais vulneraveis ao estresse oxidativo, levando ao comprometimento da neurogénese, dano
mitocondrial e neuroinflamacdo. O acimulo de altos niveis de metais de transi¢do, como ferro
e cobre, tornam o cérebro um importante 6rgdo a demonstrar alteragdes no equilibrio
antioxidante (TORRES-CUEVAS; CORRAL-DEBRINSKI; GRESSENS, 2019).

Para avaliar os efeitos da hipdxia sobre o dano oxidativo cerebral, foi mensurado o
contetdo de proteina carbonilada, um marcador de dano oxidativo & proteina e de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, destacando-se o MDA) um marcador de

peroxidacdo lipidica, resultados apresentados na Figura 2. A mieloperoxidase (MPQO) € uma
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enzima presente em neutrofilos a qual esta associada ao processo fagocitario, atuando como um

marcador inflamatorio importante em diversas patologias, Figura 3 (PARISOTTO et al.,2016).

Nossos resultados apresentaram uma diminuicdo de GSH no grupo Hipdxia em relacéo
ao grupo controle, embora ndo haja diferenca estatistica significativa (0,3481+0,0730 GH
versus 0,4113+0,0890 GC), Figura 1. HUBER, ALMEIDA, FATIMA (2008) afirma que 0s
niveis celulares de glutationa reduzida séo altamente elevados, indicando sua relevancia no
mecanismo de detoxificacdo do organismo, em condi¢6es normais. Os valores de SOD e CAT

se expressaram de modo muito similar nos grupos.

Em um estudo que analisou pacientes com sindrome de Down antes e apés
suplementacdo antioxidante, PARISOTTO e colaboradores (2015) encontraram diminuicdo da
atividade da SOD e CAT mesmo apds 6 meses da terapéutica de intervencdo, ndo alterando
significativamente seus valores (PARISOTTO et al.,2015). Em nossos resultados, embora néo
haja diferenca significativa entre os grupos hipoxia e controle, vemos uma expressao maior de
SOD e CAT no grupo hipoxia, ainda que discreta, quando comparada ao grupo controle de
animais, sugerindo uma tendéncia provavelmente mais acentuada se 0s grupos apresentassem

mais animais (n>).

LIU e colaboradores (2010) analisaram o estresse oxidativo de leitbes recém-nascidos e
apos 48 horas de recuperacgdo de hipdxia e reoxigenacdo. Ndo houve diferenca na concentracao
de GSH no cérebro dos leitdes entre 0s grupos experimentais, embora o grupo tratado com N-

acetilcisteina tenha sido maior do que o controle a diferenca ndo atingiu significancia estatistica.

Os modelos animais de grande porte mais frequentemente usados de asfixia perinatal
incluem asfixia parcial ou completa no momento do parto, oclusdo de corddo umbilical,
hipoperfusdo e hipdxia em leitdes neonatos, mas ainda se ressalta a necessidade de pesquisa
continua para estabelecer o modelo ideal e encontrar terapia adjuvante de neuroprotecao
(KOEHLER et al.,2018). No modelo suino neonatal ha abundancia de material para pesquisas
diversas, diferentemente do encontrado em animais de pequeno porte, onde muitas vezes é

necessario um “pool” de amostras para a realizagdo de uma tinica analise.

A diversidade de protocolos e modelos descritos na literatura contrapdem com nossa
realidade de pesquisa no Brasil. Uma das limitagdes desse estudo, os desafios como custos do
experimento, aquisi¢do dos animais, necessidades de equipamentos e equipe qualificada para a

assisténcia dos animais pelo periodo necessario da pesquisa, inviabilizou objetivos esperados,
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como uma melhor caracterizagdo do modelo (exames de imagem, histopatologia, sobrevivéncia
maior dos animais apds o dano, entre outros. Todavia, foi possivel apresentar os resultados da
pesquisa desenvolvida, respondendo muitas perguntas no que tange a fisiologia redox
auxiliando na caracterizacdo do modelo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo apresentou outras limitagbes como a disponibilidade de equipamentos e uma
melhor estrutura de equipe, onde garantisse avaliar este animal de modo mais amplo, por um
periodo maior de sobrevivéncia pos injuria, como relatado em outros estudos de hipoxia.
Somado a todos os desdobramentos da pesquisa, ainda impactou a Covid-19, que impossibilitou
melhorias no protocolo da pesquisa, utilizagdo do numero total de animais aprovado pelo
CEUA/ UFMS e até mesmo trabalhar as amostras em laboratério, pois foram fechados ao

publico, visando resguardar durante a epidemia.

Estudos futuros devem otimizar os parametros aqui descritos, e incluir avaliagdes
adicionais, como outros testes complementares (PCR, imagem, histologia, Western blot, entre

outros).

Também vale ressaltar a variedade de material oriunda deste modelo experimental com

suinos, podendo atender ndo somente a pesquisa, mas também ensino e extensao.
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CONCLUSAO

O presente estudo contribui para a utilizacdo do leitdo como modelo animal de hipoxia
neonatal e dano cerebral. Mesmo com um grupo reduzido de animais, foi possivel estabelecer
parametros para estudos futuros no aperfeicoamento do protocolo de indugdo do dano sem
anestesia, bem como desenvolvimento de opcOes terapéuticas. O tamanho da amostra foi
limitado a apenas 10 animais, mas o desenho inicial previa também um estudo da hipotermia
como opcao terapéutica aos danos da HI. N&o ha dados publicados sobre a toleréncia dos leitdes
a um modelo hipdxico sem uso de anestesia, visando eliminar o viés da droga e seus efeitos

colaterais, todavia o dano ainda se mostrou brando no desenvolvimento da patologia (EHI).

Neste estudo piloto de um modelo animal de hipdxia de grande porte, o dano foi
moderado, ndo ocasionando uma encefalopatia hipdxica isquémica, mas com alteracdes clinicas
nos animais e relevancia do modelo comprovada estatisticamente. O bem estar dos leitGes e a
caracterizacdo do estado redox no modelo animal de doenca apresentam dados inéditos para a

compreensdo do processo hipdxico em neonatos, sem o0 Vviés da anestesia.

Quanto a caracterizacdo do estresse oxidativo, o diagndstico precoce aumenta as
chances de sucesso do tratamento, mas para isso é necessaria ininterrupta pesquisa sobre novos
biomarcadores, bem como seu status, seja em condi¢6es normais ou patoldgicas desenvolvidas
em modelos experimentais de doencas. Neste estudo, apresentamos a caracteriza¢ao encontrada
em suinos neonatos de 48h de vida, contemplando a atividade da GSH, estado das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT), expressdo de marcadores de dano proteico (PC, TBARS) e um

marcador inflamatério (MPO).
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate the oxidative stress in swine neonates submitted to hypoxia. Methods: Ten large
white piglets, healthy newborns, of both sexes, were divided into two groups and submitted to an
experimental hypoxia protocol with reduced inspired oxygen fraction. The hypoxia group, composed
of six animals, was submitted to oxygen reduction for 180 min. The animals in the control group, n =4,
were handled and evaluated simultaneously, but without oxygen reduction. Results: 180 min after
the start of the hypoxic insult, a significant difference was observed in the oximetry, and heart rate
of the hypoxia group was compared to the control group (p>0.05). There was no significant difference
in the oxidative stress analyses. Reduced glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), lipid peroxidation (TBARS), protein carbonyl (PC), and myeloperoxidase (MPO) in the piglets’
brain tissue were analyzed. Conclusions: Hypoxia causes adverse effects in swine neonates, although
there is a natural physiological resistance of swine neonates to respond to this insult. Analyses of GSH,
SOD, CAT, TBARS, MPO, and PC were tabulated and are presented as parameters for further studies to
be carried out on an animal model of swine hypoxia.
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Characterization of oxidative stress in animal model of neonatal hypoxia

Introduction

Oxidative stress occurs due to an imbalance of oxidants in
relation to antioxidants. At physiological levels, oxidants play
a beneficial role in energy production, cell signaling and host
defense. In excess, they can lead to pathological consequences
for tissue and cell damage, disorders and diseases, resulting
from the lack of antioxidant protection systems, or defects in
the genes that regulate the antioxidant machines’?.

Reactive oxygen species (ROS) have been implicated in
the pathogenesis of hypoxic-ischemic injury leading to an
increase in oxidative stress and causing significant damage to
biological macromolecules such as proteins (degeneration of
membrane proteins), lipids (lipid oxidation) and acids (DNA
degeneration). No intervention after asphyxia in human birth
has been shown to reduce encephalopathy and subsequent
brain damage. However, from recent work in newborn and
adult animals, there is compelling evidence that neuronal
rescue therapy is effective even if applied after the insult>*.

During the metabolism of oxygen and nitrogen, several
toxic molecules are produced, such as ROS. Any species
that uses oxygen during cell respiration or nitrogen, by
breaking down dietary amino acids for energy, are subject
to oxidative stress®”8,

Perinatal asphyxia resulting in hypoxic-ischemic
encephalopathy (HIE) is the cause of several pathologies
in neonates, especially preterm ones, and more than one
million of them die. In Europe, complications of prematurity
are the cause of more than half of deaths in the first year of
life, and there are still clinical manifestations in adulthood
in those who survive?.

Large animal models are an essential tool in the
development of new rationale-based clinical therapies
for preterm infants. The pig provides a relevant model
for the study of premature human physiology and for
the investigation of new therapies to improve outcomes®.
The newborn piglet reaches a degree of maturity at birth
similar to that of humans with regard to cardiovascular
regulation. Therefore, this species has been considered an
excellent subprimate’s laboratory model for comparison
studies with human infants®.

Although the newborn piglet is an accepted large animal
model of perinatal asphyxia/HIE, there is no consensus
on the methodology of inducing perinatal asphyxia to
produce clinically relevant HIE.

Therefore, it isimportant to characterize what alterations
are related to oxidative stress during hypoxia in the neonatal
development of encephalopathy. This study intended to
characterize oxidative stress in an experimental animal
model compatible with the pathophysiological changes
we see in neonates, in order to seek alternatives for the
control of oxidative and neurological damage.
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Methods

This study was approved by the Ethics Committee on
the Use of Animals (CEUA) of Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS), protocol no. 1,088/2019.

Ten newborn pigs, large white, healthy, of both sexes,
aged 48 hours old and having 1,470 g (£ 0.24) of average
weight. They were removed from the mother three
hours before the start of the experiment. Animals were
transported from a commercial farm in a warm and quiet
environment to minimize stress. Piglets were fed with
breast milk, every three hours, purchased from the farm.
Upon arrival at the laboratory, they were evaluated and
had their physiological data (heart rate, respiratory rate,
mean arterial pressure, temperature, and oximetry),
weight, and group identification recorded in the protocol.

The animals were randomly distributed into two
groups: hypoxia group (HG=6) and control group (CG=4).
Blood collection was performed before and after hypoxia
induction/simulation, for arterial blood gas analysis,
blood count and biochemical tests. A quantity of whole blood
was collected in a tube containing ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA) to carry out the blood test of the
animals. Biochemical tests were performed on whole blood
serum alanine transaminase (ALT, aminotransferase—AST,
creatinine and urea).

The animals were euthanized after the experiment
with the association of Thiopental (100 mg/kg) followed
by potassium chloride (75 mg/kg), via intracardiac.

Experimental protocol for hypoxia induction

The animals were placed, in pairs, in glass chambers
(33 x 40 x 30 cm) with hermetic closing performed by a
lid/box seal with silicone adhesive in combination with
oxygen supplementation, according to the model described
by Paiva. Control of the concentration of oxygen inside
the chamber was performed with the aid of a calibrated
flowmeter (capacity 15 L/min) fed by a medical grade
oxygen cylinder.

After monitoring the resting state, the inspired oxygen
fraction was reduced from 0.3 to 0.1 by reducing the tidal
volume of oxygen, and the box was closed in order to limit
gas exchange with the external environment, inducing
normocapnic hypoxia for 180 min. Then, the initial gas
volume was reestablished to record the physiological data
of the animals (post insult).

The control group was manipulated and evaluated
simultaneously with the other animals, but it had
oxygen administered continuously, thus preventing the
accumulation of carbon dioxide (CO,) and maintaining
a constant desirable oxygen concentration (24%) to all
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animals in the set time of 180 min. After exposure to
oxygen, the animals were removed from the box, reassessed
for physiological parameters, and a new blood collection
was performed.

Sixty min after the end of the insult, the animals were
euthanized, and the brain was removed for analysis of
oxidative stress markers. During the entire procedure, the
animals remained awake. Two animals required sedation
with 1% acepromazine (0.03 mL i.m.) for containment
during blood sample collection, in order to reduce stress.

Collection, preparation and analysis of brain tissue

The entire brain was collected after the animal’s death
was confirmed. A longitudinal section of the brain was
performed, ensuring that all structures were included
(brain, hypothalamus, cerebellum, and brainstem).

The samples were macerated in two Falcon tubes (one
with trichloroacetic acid — 12% TCA; and the other without
reagent) and stored in liquid nitrogen (=170°C). In the
tube containing 12% TCA (tube 1), the brain samples were
macerated and homogenized, thus obtaining a processed
sample called acid extract, which was used to determine
the content of reduced glutathione (GSH). The second brain
sample (tube 2) was gradually thawed at temperature (ice
and room temperature), macerated and homogenized
in TRIS 300 mM HCI buffer, pH 7.4 (called lysis buffer).
The content of this tissue homogenate was centrifuged at
3,000 g for 5 min, and the supernatant was used to perform
the other oxidative stress markers (lipid peroxidation—
TBARS, protein carbonyl-PC, myeloperoxidase-MPO,
superoxide dismutase—SOD, and catalase—CAT). All oxidative
stress markers were normalized through the quantification
of total proteins in the samples, by the Bradford method,
using an albumin standard curve. Assays were performed
in duplicates.

Oxidative stress assessment

Enzyme activities were measured as described:
Reduced glutathione (non-protein thiols): The content
of reduced GSH was evaluated in the acid extract
obtained from the brain through the determination of
non-protein thiols (GSH represents = 95% of the total
of these thiols). Twenty UL of 2.5 mM 2-nitrobenzoic
acid (DTNB) was added in a 96-well plate containing
190 pL of 0.2 M potassium phosphate buffer pH 8 and
10 uL of the sample (brain acid extract). Subsequently,
the plates were intermittently agitated, until the
maximum formation of the yellow color thiolate
anion (TNB) was obtained, measurable at 412 nm.
Values measured in duplicate and expressed in
pmol/mg protein;
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Superoxide dismutase (SOD): SOD activity was
measured spectrophotometrically at 480 nm
through the oxidation of adrenaline (change from
pH 2 to pH 10), which forms the superoxide anion
and a pink chromophore, the adrenochrome, in
which the enzyme presents in the sample delays
its formation. Values were expressed in terms of
enzyme activity, that is, an arbitrary unit of SOD is
defined as the amount of enzyme needed to halve
the rate of adrenochrome formation. Therefore, the
samples homogenized in lysis buffer were added to
96-well plates, in ascending order of volume (5, 10,
20, 40 pL), and the volume was made up to 200 pL
with 50 mM glycine buffer, pH 10. In sequence,
5 uL of 60 mM adrenaline (approximately pH 2 in
ice and amber bottle) was added. The speed of
adrenochrome formation was monitored, and then
the sample aliquot was added (5 to 40 L), totaling
8 min. The curves made it possible to indirectly
assess the enzymatic activity of SOD. Values were
expressed in USOD/mg protein;

Catalase (CAT): Catalase activity (CAT) was analyzed at
240 nm, quantifying the decrease in the level of H,O,
(expressed in mmol/min/g) ina 10 mM H,0, solution.
For the determination of superoxide dismutase
(SOD) activity, the oxidation of epinephrine (pH 2 —
pH 10.2), which produces a superoxide anion and
a pink chromophore (expressed in USOD/g), was
quantified at 480 nm.

The content of reduced GSH was evaluated in
the acid extract obtained from the brain through the
determination of non-protein thiols (GSH represents
=95% of the total of these thiols), measurable at 412 nm.

Duplicate measured values were expressed in
pmol/mg protein.

Oxidative damage markers

Lipid peroxidation (TBARS): The evaluation of lipid
peroxidation in the brain was performed in duplicate,
by detection at 535 nm of derivatives of their
oxidation products, through substances that react
with thiobarbituric acid (TBA)-TBARS, mainly MDA,
producing a Shiff base of pink color. For this assay, in
microtubes containing 500 puL of 12% TCA, 50 uL of
the sample supernatant were added, homogenized
in lysis buffer and centrifuged. Then, 450 uL of TRIS
buffer (Tris HCI solution 7.4) were added and, finally,
500 uL of thiobarbituric acid (TBA) 0.73%. After
vortex homogenization, incubation was carried out
for 60 min at 100°C. Then, the material was cooled
for 15 min at 4°C and centrifuged (5,000 g for 5 min).
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The supernatant was used for reading, and the
results were expressed in mmol.mg;

Protein carbonyls (PC): Oxidative damage to
proteins was determined by protein carbonylation
by spectrophotometric measurement. For this
analysis, centrifuge microtubes containing 600 UL
of 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) were used,
and 100 pL of the homogenized and centrifuged
sample were added. Subsequently, it was incubated
for 1 h (at room temperature, protected from light,
under agitation). Then, 600 uL of 20% TCA was
added, followed by stirring and refrigeration (ice
bath) for 15 min and centrifuged for 5 min at 800 g.
The pellet formed was washed 3 times, followed by
centrifugation for 5 min at 800 g, using 800 pL of
ethanol:ethyl acetate (1:1). After the last wash, the
excess of ethanol:ethyl acetate was removed with
the aid of a cotton swab, and 800 UL of guanidine
were added and incubated for 60 min at 37°C and
then reading at 360 nm. The carbonyl protein
concentration was expressed in nmol.mg of protein.

Inflammatory marker

Myeloperoxidase (MPO): Serum MPO activity was
measured according to the method described by Rao
et al.. First, samples were gradually thawed, and 20 pL
were transferred to plates containing 180 L of reaction
medium (0.167 mg.mL? o-dianisidine 2HCI, 0.0005%
H,0,, distilled H,0 and 50 mM NaH,PO,). After 15 min
of incubation at room temperature, the reaction was
stopped with the addition of 30 pL of 1% sodium azide.
After 10 min incubation at room temperature, optical
density was measured at 450 nm in 96-well plates and
compared to a standard curve of known MPO activities
(0.7 to 140 mU.mL™?). Results were expressed in mU.mg.

Statistical analysis

Student’s t test for independent samples was applied for
the statistical evaluation of all mean and standard deviation
(SD) differences belonging to the control (CG) and hypoxia
groups (HG), admitting the minimum significance level of
p<0.05. To verify the use of the t test, the Shapiro-Wilk
test was previously performed, checking the normality of
the samples. Descriptive statistics were used to describe
the basic characteristics of the data in terms of mean
value (mean) and SD. Analyses were performed using the
BioEstat 5.3 statistical program.

Results

The results of the physiological parameters, blood
gases, and biochemical analysis of the animals according
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to the time of analysis and the belonging group (HG or
CG) are shown in Table 1.

Table 1 - Values listed as mean (£ SD). Significant group
differences: p values in bold. Results are presented as mean
+ SD of the mean. Values in bold represent statistically
significant differences (p<0.05). Comparison between
hypoxia group and control group: Student’s t test.

Hypoxia group Control group

Physiological
measurements p-value
(n=6) (n=4)
Body weight (kg) 1.47 (£ 0.22) 1.46 (£ 0.30) 0.9566
Sex (male:female) 4:2 1:3
HR (bpm)
Start 184.5 (£ 57.74) 210 (+39.64) 0.4552
End 130.17 (+ 39.34) 200.25 (+ 34.57) 0.0203
RR (mpm)
Start 53.67 (+ 34.89) 33 (£7.57) 0.127
End 44.33 (£ 18.40) 33 (£6.73) 0.1506
Temperature (°C)
Start 37.98 (+1.55) 36.40 (+1.23) 0.127
End 36.63 (+0.62) 37.23(+0.51) 0.1506
Mean arterial blood pressure (mmHg)
Start 103.67 (+41.11) 127 (+16.87) 0.2541
End 88.17 (+27.21) 110.5 (+31.86) 0.2939
Oximetry (%)
Start 91.67 (£5.82) 94.75(+2.75) 0.3582
End 77.33 (£6.53)  95.50 (+3.7) 0.0011
PO, (mmHg)
Start 37.82(+14.73) 33.85(+13.17) 0.6698
End 32.33(+11.53) 18.53(+3.18) 0.032
pCO, (mmHg)
Start 35.53 (+4.69) 30.40 (+1.80) 0.0458
End 32.50 (+8.88) 35.23(+3.33) 0.5164
HCO, (mmol/L)
Start 22.22 (+7.39) 20.20 (+2.37) 0.5569
End 19.37 (£6.58) 22.35(+0.45) 0.3186
pH
Start 7.38 (£ 0.14) 7.42 (£0.04) 0.5373
End 7.38 (+£0.08) 7.41 (£0.05) 0.4476
Continue...

Acta Cir Bras. 2021;36(11):e361108



Table 1 - Continuation.

Physiological Hypoxia group Control group

measurements (n=6) (n=4) p-value
Na (mmol/L)

Start 147.88 (+6.25) 145 (+2.62) 0.3478

End 149.03 (+4.92) 148.03 (+2.58) 0.684
K (mmol/L)

Start 2,94 (+0.68)  3.10 (+0.59) 0.7147

End 3.08 (£0.48)  3.17(x0.36) 0.7672
iCA (mmol/L)

Start 0.85(+0.18)  0.89 (+0.15)  0.696

End 0.86 (£ 0.21) 0.81 (£0.07) 0.6538
Cl (mmol/L)

Start 107.97 (+ 4.10) 107.50 (+ 1.64) 0.8093

End 112.97 (+6.26) 107.98 (+1.63) 0.2296
Glu (mg/dL)

Start 85.22 (+26.33) 85.50 (+12.71) 0.9825

End 94.33(x 11) 76 (+7.87) 0.0154

Lac (mmol/L)

Start 7.71 (£3.98) 570 (+1.07) 0.2852
End 7.50 (+5.11)  3.80 (£0,18) 0.1366
ALT (U/L)
Start 32.24 (£5.94) 24 (£6.39)  0.0945
End 30.48 (+6.77) 23.73 (+5.95) 0.1693
AST (U/L)
Start 49.92 (+10.23) 40.15 (+24.85) 0.5016
End 50.02 (+10.91) 29.15(+9.03) 0.0188

URE (mg/dL)
Start 25.88 (+ 15.58) 19.50 (+7.26) 0.4477
End 29.17 (+9.54) 22.20 (+8.23) 0.2941
CRE (mg/dL)
Start 0.54 (£ 0.13) 0.43 (£0.15) 0.2763

End 0.57 (£0.05)  0.40 (+0.07) 0.0151

SD: standard deviation; HR: heart rate; RR: respiratory rate; iCA:
calcium; Glu: glucose; Lac: lactate; ALT:alanine transaminase;
AST: aspartate aminotransferase; URE: urea; CRE: creatinine,

There was a significant difference in the oximetry and
heart rate of the animal groups after the 180-min hypoxic
insult. The measurement of AST and CRE also showed a
significant difference after the experiment.
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The results related to the analysis of oxidative stress,
oxidative damage markers and inflammatory marker are
presented in Table 2. There was no significant difference
in the analyses (p>0.05).

Table 2 - Values listed as mean (£ SD). Results are
presented as mean = SDon of the mean.

Hypoxia group Control group p-value

GSH 0.3481 +0.0730 0.4113 + 0.0890 0.2520
SOD 17.1663 £9.7926  12.8420 +2.7412 0.4223
CAT 6.9616 +2.5582 5.0995 +0.8949 0.2058

PC 0.00013 +0.00002 0.00016 +0.00004 0.0944
TBARS 0.0108 +0.0017 0.0095 +0.0021 0.3057

MPO 79.4125 +47.2810 120.6752 £56.4665  0.2404

SD: standard deviation; GSH: glutathione; SOD: superoxide
dismutase; CAT: catalase; PC: protein carbonyl; TBARS: lipid
peroxidation; MPO: myeloperoxidase.

Discussion

The results found in our study present an overview of
cerebral oxidative stress developed in piglets as an animal
model of neonatal hypoxia. Although the sample size is
the minimum necessary (respecting the principle of 3Rs),
biochemical measurements and clinical characteristics of
the animal’simpairment in face of the insult were observed.
Similar to several related studies, rapid restoration of the
piglet to hypoxic damage was observed. Schulz et al.*°
report that, in experimental studies, work with “small
samples” is common, especially in the case of newborns.

Changesin animals during the hypoxia period demonstrate
clinical signs compatible with encephalopathy. In addition to
the significant changes observed in heart rate and oximetry,
changes in breathing, orientation, gait, reduced activity
level and presence of pathological movements were also
evidenced as described by other authors®.

Although a picture of metabolic acidosis in piglets is
described to confirm the hypoxic lesion, several authors
reiterate the tolerance to hypoxia in many animals*>**3 and
even report a brief recovery from the insult suffered*>. In our
study, no significant difference was observed in the pH of the
animals (HG=7.38%0.08 and CG=7.41%0.05 after 180 min).

An animal model of disease, with piglet as the EHI model,
is technically challenging to develop, and even replicate. The
literature describes several ways to promote the insult, and
all emphasize the animal’s resistance and short recovery to
the condition, as well as the different factors that need to
be taken into account when promoting hypoxia (hypoxia
induction method, anesthesia, cord clamping umbilical,
clamping of the carotid artery, and others).
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Unlike adults and children after brain trauma, human
newborns with neonatal encephalopathy are not routinely
anesthetized. Depending on local practice, infants can
be sedated during mechanical ventilation, and intensive
care can receive anticonvulsant treatment if they develop
clinical seizures**. After birth, the extrauterine environment
conditions the newborn to a series of adaptations to life,
which can generate or develop problems with sequelae that
are difficult to reverse, such as those related to physical,
cognitive, learning, and behavioral development®, Thus, our
objective was to replicate the clinical routine and not
anesthetize the animals, but promote mild sedation in order
to provide well-being to the piglets during the experiment.

At physiological levels, oxidants play a beneficial role in
the body in several vital functions, such as energy production
and host defense. Excessive presence of oxidants (ROS) in
relation to antioxidants is defined as oxidative stress that
results in pathological changes in the body*’. Thus, it is
interesting to determine the antioxidant status, in individuals
under different pathological situations, such as our model
of neonatal hypoxia, through different parameters such
as: lipid peroxidation, SOD, GSH, among others&,

The excessive production of ROS has been implicated as
the main mediators of perinatal brain damage, especially
in preterm infants, as there is potentially an imbalance
between the generation of oxidant substances and the
interaction of the antioxidant defense system, and it is
important to know the oxidative status to control the
progression of the disorder. Biological membranes are
sensitive to lipid peroxidation induced by ROS, and the
increase in lipid peroxidation will lead to several deleterious
effects. Oxidative stress followed by apoptosis has been
considered a critical step in neonatal brain injury>74,

Compounds that can be modified by the action of
free radicals, such as lipids and proteins, are also used
as indirect measures of oxidative stress, as well as the
enzymatic activities involved in cellular redox balance, such
as SOD and CAT. Although GSH is not an enzyme, it acts in
the conversion of superoxide radicals into peroxides*.
Other biomarkers, called oxidative damage products, can
also be measured and the main one is MDA, formed at
the end of lipoperoxidation processes’.

The brain is one of the main organs affected by
hypoxia in the neonatal period and one of the most
vulnerable to oxidative stress. Therefore, it leads to
compromised neurogenesis, mitochondrial damage,
and neuroinflammation. The brain also accumulates
high levels of transition metals, such as iron and copper,
being an important organ to demonstrate changes in the
antioxidant balance?.

To assess the effects of hypoxia on cerebral oxidative
damage, we measured PC levels, a marker of ROS-induced

protein damage, and TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances, especially malondialdehyde) a marker of lipid
peroxidation. MPO is an enzyme present in neutrophils
which is associated with the phagocytic process, acting as
an important inflammatory marker in several pathologies?®.

MPO has been reported as an important parameter in
the early assessment of several pathological conditions.
Inflammatory activation precedes the onset of a diagnosis-
confirmed coronary disease, which could indicate MPO
as an earlier marker for possible inflammatory vascular
changes®. Works aimed at defining or helping to define
reference intervals for MPO levels in health and disease
conditions are very important, especially in patients with
neurological disorders.

In the neonatal period, GSH is the most important
endogenous non-enzymatic antioxidant. Several hypoxia
and reoxygenation studies in mice have measured high
levels of the GSH/oxidized glutathione (GSSG) ratio. GSH is
one of the most abundant antioxidants in the body and
important in the highly oxidative brain, as it protects the
cell against reactive oxygen compounds, and a depletion of
GSH will result in mitochondrial dysfunction®*¢. Our results
show a reduction in GSH from the hypoxia group in
relation to to the control group, although there was no
statistically significant difference (0.34811+0.0730 HG versus
0.411340.0890 CG).

It was analyzed in Down syndrome patients before and
after antioxidant supplementation. Parisotto et al.'” found
reduction in SOD and CAT levels even after six months of
intervention therapy, not significantly changing their values®’.
In our results, although there is no significant difference
between the hypoxia and control groups, we saw a higher
expression of SOD and CAT in the hypoxia group, albeit
mild, when compared to the control group of animals.

Thoresen et al.* evaluated moderate hypothermia as
a therapeutic strategy for a model of hypoxic ischemic
encephalopathy in piglets and found no significant difference
between the evaluated groups.

Huun et al.?® also did not find significant differences
in the basal physiology of the groups before the hypoxic
insult and portrayed the good pH recovery of the piglets
hours after the damage, demonstrating their resistance
and good recovery, while producing the desired damages
of the animal model hypoxic disease. These blood gas
parameters recovered and were not statistically different
from sham-operated piglets 4 h after reoxygenation??.

Liu et al.® analyzed the oxidative stress of newborn piglets
and after 48 h of recovery from hypoxia and reoxygenation.
There was no difference in the GSH concentration in the piglet
brain between the experimental groups. Although the group
treated with N-acetylcysteine was greater than the control,
the difference did not reach statistical significance®.
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The mouse models whose mechanism and effect of
hypoxia are studied are very diverse. A lot of variability was
found, as well as different parameters such as the age of
the mouse, the percentages of oxygen to which they are
submitted to and the time they are exposed to different
concentrations of oxygen. There are models that use an
oxygen deprivation chamber, without a previous ischemic
procedure, with a variation in oxygen concentration
between 4 and 14% O,. The exposure time is the object
of study, also ranging from 4 min to 48 hours, describing
mild lesions and avoiding non-physiological occlusion of
the common carotid artery?.

The most frequently used large animal models of
perinatal asphyxia include partial or complete asphyxia
at parturition, umbilical cord occlusion, hypoperfusion,
and hypoxia in newborn piglets. The need for continuous
research to establish the ideal model and find adjuvant
neuroprotection therapy is highlighted?.

Conclusions

The present study contributes to the use of the piglet
as an animal model of neonatal hypoxia and brain damage,
although it did not show any significant difference compared
to the analyzed control group, in the brain of newborn
piglets. More studies are needed to improve the harm
induction protocol, as well as the development of studies
of different therapeutic options, as observed in several
countries. As for the characterization of oxidative stress,
early diagnosis increases the chances of treatment success,
but continuous research on new biomarkers, as well as their
status, is necessary, whether under normal or pathological
conditions developed in experimental disease models.
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