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RESUMO

O isoflurano, o desflurano e o sevoflurano estdo entre os anestésicos inalatorios mais
utilizados na pratica clinica. Apenas 0,2-5% destes anestésicos sdo metabolizados,
sendo excretados inalterados no ar exalado. Dentre os estudos que avaliaram o0s
efeitos dos anestésicos inalatorios poucos foram realizados envolvendo os rins.
Entretanto, os poucos estudos que avaliaram esse 0rgao apresentam controvérsias
sobre a acéo e desfecho envolvendo os anestésicos inalatorios. Portanto, o presente
estudo avaliou os efeitos da exposicdo aos diferentes anestésicos no parénquima
renal de camundongos C57BL/6 adultos saudaveis. 120 animais foram divididos em 3
grupos (n=40): Isoflurano (ARAUJO; LUCIO KDE; SILVA; ISOLDI et al.), Sevoflurano
(SEV) e Desflurano (DES) e expostos a esses farmacos por 1 hora (1h) (n=10), 2 horas
(2h) (n=10) e 3 horas (3h) (n=10), a um 1 CAM (concentracdo alveolar minima) e
expostos ao ar ambiente, grupo controle (GC) (n=10). Os animais foram eutanasiados
24 horas ap6s o protocolo experimental, 0 sangue e os rins foram coletados para
analises. A funcao renal do grupo ISO3H mostrou um aumento dos niveis de acido
arico e creatinina em relacdo ao controle. A analise dos marcadores de desequilibrio
redox apresentou aumento na atividade de SOD no grupo SEV1H, em relacdo ao GC,
e nos niveis de TBARS nos grupos SEV2H e SEV3H em relagdo ao GC. Os animais
expostos ao DES apresentaram aumento na atividade da SOD no grupo 3h, em
relacdo ao GC, e aumento nos niveis da CAT em todos os tempos de exposicao,
também em relacdo ao GC. As andlises dos niveis de citocinas demonstraram que, 0s
animais expostos ao ISO apresentaram aumento nos niveis de IL-6 e diminui¢do de IL-
10 emrelagcdo ao GC, enquanto os animais expostos ao SEV apresentaram diminui¢ao
na expressao de IL-6, IL-10 e TNF em relagdo ao GC, os animais do grupo 3h também
apresentaram diminuicdo na expressao dessas citocinas em rela¢do ao grupo 1h. Ja
0S animais expostos ao DES apresentaram aumento na expressao de IL-6 no grupo
2h em relacéo ao GC e DES1H, e na expresséao de TNF no grupo 2h e 3h em relacao
ao GC. A Andlise morfologica evidenciou alteragdes como edema intersticial,
congestdo e presenca de focos de inflamacdo. Na analise morfométrica, a area do
glomérulo e a area da cavidade capsular diminuiram no grupo ISO1H em relacdo ao
GC. Nossos resultados demonstraram que 0s anestésicos inalatorios estudados séao
capazes de alterar a homeostase renal em animais sem leséo prévia.

Palavras-chave: sevoflurano, desflurano, isoflurano, toxicidade renal, anestésicos
inalatorios, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Isoflurane, desflurane and sevoflurane are the most commonly used inhalation
anesthetics in clinical practice. Only 0.2-5% of these anaesthetics are metabolized,
being excreted unchanged in exhaled air. Among the studies that have evaluated the
effects of inhaled anesthetics, few have involved the kidneys. However, the few studies
that have evaluated this organ present controversies about the action and outcome of
inhaled anesthetics. Therefore, the present study evaluated the effects of exposure to
different anesthetics on the renal parenchyma of healthy adult C57BL/6 mice. 120
animals were divided into 3 groups (n=40): Isoflurane (ARAUJO; LUCIO KDE; SILVA;
ISOLDI et al.), Sevoflurane (SEV) and Desflurane (DES) and exposed to these drugs
for 1 hour (1h) (n=10), 2 hours (2h) (n=10) and 3 hours (3h) (n=10), to a 1 MAC
(minimum alveolar concentration) and exposed to room air, control group (CG) (n=10).
The animals were euthanized 24 hours after the experimental protocol and blood and
kidneys were collected for analysis. The kidney function of the ISO3H group showed
an increase in uric acid and creatinine levels compared to the control. Analysis of redox
imbalance markers showed an increase in SOD activity in the SEV1H group compared
to the CG, and in TBARS levels in the SEV2H and SEV3H groups compared to the
CG. The animals exposed to DES showed an increase in SOD activity in the 3h group,
compared to the CG, and an increase in CAT levels at all exposure times, also
compared to the CG. Analysis of cytokine levels showed that the animals exposed to
ISO showed an increase in IL-6 levels and a decrease in IL-10 compared to the CG,
while the animals exposed to SEV showed a decrease in IL-6, IL-10 and TNF
expression compared to the CG; the animals in the 3h group also showed a decrease
in the expression of these cytokines compared to the 1h group. On the other hand, the
animals exposed to DES showed an increase in IL-6 expression in the 2h group
compared to the CG and DES1H, and in TNF expression in the 2h and 3h groups
compared to the CG. Morphological analysis showed alterations such as interstitial
edema, congestion and the presence of foci of inflammation. In the morphometric
analysis, the area of the glomerulus and the area of the capsular cavity increased in
the ISO1H group compared to the CG. Our results show that the inhaled anesthetics
studied can alter renal homeostasis in animals without previous injury.

Keywords: sevoflurane, desflurane, isoflurane, renal toxicity, inhalation anesthetics,
oxidative stress.



Lista de Tabelas

Tabela 1- Funcdo renal dos animais expostos aos anestésicos inalatorios em

dIferentes PEITOUOS. ......coi ittt e e e e e e e e e e e e e e e 36
Tabela 2- Parametros de estresse oxidativo no parénquima renal pela avaliacdo da

atividade das enzimas do sistema antioXidante. ............ccceeeieeiiiiiiiiiiiiiini e, 49
Tabela 3- Mediadores inflamatorios no parénquima renal ..........cccccccveeeeeeeeeninnnnnnn, 43

Tabela 4- Valores de score (percentil 25%—percentil 75%) das principais alteragdes
histologicas encontradas nos rins dos animais dos grupos experimentais. .............. 50

Tabela 5- Andlises morfométricas dos animais expostos aos diferentes anestésicos

[[aF=1E=1 10 ] {0 1T 52



Lista de Figuras

Figura 1: Estrutura molecular e estrutura 3D do Isoflurano ..............ccovvvvieieeeieennnnnnn. 15
Figura 2: Estrutura molecular e estrutura 3D do Sevoflurano............cccc.cooeeeiinnnnn.. 16
Figura 3: Estrutura quimica e estrutura 3D do Desflurano..............ccccueveeeeevieeniennnnn. 17
Figura 4: Anatomia dOS MNS.......cooeuiiiii e e e e e e e e e e e e e s 18
Figura 5: Esquema do aparato de exposicao em capela de exaustao........................ 27

Figura 6: Alteracdes histopatoldgicas dos rins de camundongos C57BL/6 expostos ao
(5570 [T = o o PP a7

Figura 7: Alteragcdes histopatoldgicas dos rins de camundongos C57BL/6 expostos ao
SEVOTIUIANO. ....e et e e e e ee 48

Figura 8: Alteragdes histopatoldgicas dos rins de camundongos C57BL/6 expostos ao
(0= 1S3 [0 = o o P 49



Sumario

1 INTRODUGAO ... .ottt ettt et e et e e ae st e sreeereeeneas 13
1.1 ANEStESICOS INAIALOTIOS ..uvuiiiiie e e e e e e e e e eaaeaane 13
A LYo 1 U1 = o o LS UUPPPPPPPPPRRRN 14
1.3 SEVOTIUTANO .vuiiiiieiie e e e et e e e e et e e e e e eaaa e e e e eene 15
I B =2} [V T =T Lo SRR PPPPPPRPRPN: 16
108 T {2 PP 17
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt 19
2.1 HiStOriCO dOS ANESTESICOS .oiiiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e e e 19
2.2 Inflamacgao e Desequilibrio REAOX.........coooiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 20
2.3 EFCITOS RENAIS ..evvviiiiiiiii ettt e e e e e e e e e bbb s 22
G T 1 U S [ | o (@ N N Y P 23
A1 ODJELIVOS GEIAIS .. uiiiieiiiiiieeeeeeiie e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e 24
4.2  ODbjetivos ESPECITICOS wuuuiiiiiiiieiiiiiiieee e 24
5 METODOLOGIA ...ttt ettt e e e e e e e e e aaaaeeeas 24
Lo A N o [0 = TSP 25
5.2 Exposicdo aos Anestésicos InalatorioS......cccccceeveevveeiiiieeeveiiie e, 26
5.3 EULANASIA oo oiii et 28
5.4 Coletade sangue e par@metros hematoldgicos..........cccvvvviiiiiiieeeennnn. 28
5.5 Marcadores defuncaorenal ............cooovviiiiiiiiiiii e 29
5.6 Processamento hiStOlOQICO ......ouvviiiiiiiiiiiiiiii e 29
5.7 Coloracdo com Hematoxilina e E0SIiNa ...........uveeieeviiiiiiii e, 29
5.8 Analises HistopatolOgiCas .......ccuuiieiiiiiiiiie e 29
5.9 Analises das defesas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo
30
5.9.1 Proteinas tOtaiS ........ceuuiiiiiiiiiii e e 30
5.9.2 Atividade da Superdxido diSmUtase ......ccceeeevviiiiieeiiiiiie e, 31
5.9.3 Atividade da Catalase..........ccoeevieiuiiieiiiiie e 32
5.9.3 Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico ..................... 32
5.9.4 Proteina Carbonilada.........cccooiiiiieiiiiiiieeie e 33
5.9.5 Ensaios imunoenzimatico do parénquimarenal ..............cceeiieeeeennnnn. 33
5.6 ANAIISES EStatiStiCAS.....cciiiiiiieeiiiiiiiie e e e 35
6 RESULTADOSE DISCUSSAQ ....coceoviieiteeeeete ettt 35
6.6 BioquIMICad0O SANQUE .....ccvvuiii i e e e e e e e 35

6.7 Marcadores do desequilibrio redoX........ccceeeeiiiiiiiiiiiiiicc e 38



.8 I O N AS ettt 42

6.9 Aspectos histopatoldgicos do parénquimarenal ............ooeevvvviieeennns 45
6.10 Analises morfométricas do parénquimarenal...........ccccceeeeeeviiiniieeennnns 51
7 CONCLUSAOD .....cooiiiiiiicteie ettt bbbt nens 53
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ciiiiiieieieiieiee et 54
ANEXOS ..o e e e e e 62
ANEXO | — Certificado de aprovacado CEUA............ccoooeiiiiiiieeeceeiee e 62
ANEXO Il —ENncontro de Saberes........cooov oo 65

ANEXO I = MENGCEO HONIOSA ..uuiiiiiiiieiiiieeeii ettt 66



13

1 INTRODUCAO
1.1 Anestésicos Inalatorios

A anestesia e analgesia é um passo essencial para a realizagdo de
procedimentos cirdrgicos tanto em humanos quanto em animais (YOO; SHIM; SONG;
YANG et al., 2014). Desde o uso do éter como anestésico em 1846, os anestésicos
inalatérios tém sido amplamente empregados na clinica médica (WHALEN; BACON,;
SMITH, 2005). Esses farmacos desempenham uma funcdo crucial na inducdo e
manutencdo da anestesia geral, proporcionando maior controle e menores efeitos

adversos do que os anestésicos intravenosos (ZHENG; LU; HUANG, 2020).

Os anestésicos inalatorios tém sido utilizados para inducdo e manutencédo da
anestesia devido a suas inUmeras vantagens como a rapida sedacédo, relaxamento
muscular, analgesia, metabolizacdo pouco dependente ou independente do figado e
dos rins, o que reflete em um menor tempo de recuperacéo anestésica (ROBINSON;
TOLEDO, 2012; SAKAI; CONNOLLY; KLAUCK, 2005). O isoflurano, sevoflurano e
desflurano estédo entre os agentes anestésicos inalatorios mais utilizados na pratica
clinica (SARAIVA, 2003), a caracteristica de baixo coeficiente de solubilidade
sanguinea dos anestésicos inalatérios proporciona tempos de indugéo e recuperacao
mais curtos e um menor indice metabdlico em comparacdo com anestésicos
intravenosos (DUARTE; SARAIVA, 2005; STEFFEY; MAMA; BROSNAN; LUMB et al.,
2015).

Na literatura cientifica existem evidéncias contraditorias no que diz respeito aos
efeitos dos anestésicos inalatérios sobre os rins. Alguns estudos apontam efeitos
protetores dos anestésicos isoflurano, sevoflurano e desflurano sobretudo em
modelos de isquemia/reperfusédo (HASHIGUCHI; MOROOKA; MIYOSHI,
MATSUMOTO et al.,, 2005; ROALDSEN; CIOSEK; ELIN; AL-SAAD et al., 2021;
SAVRAN KARADENIZ; SENTURK CIFTCI; TEFIK; OKTAR et al., 2019; VIANNA,;
CASTIGLIA; BRAZ; VIERO et al., 2009; ZHENG; LU; HUANG, 2020). Entretanto,
outros estudos relatam que a exposicdo aos anestésicos inalatorios pode resultar em
leséo e disfuncao renal (GENTZ; MALAN, 2001; YOO; SHIM; SONG; YANG et al.,
2014).
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O mecanismo de acao dos anestésicos inalatérios ocorre de maneira geral no
sistema nervoso central, promovendo relaxamento muscular e sedacdo (CAMPAGNA,;
MILLER; FORMAN, 2003; SARAIVA, 2002). A acdo dos anestésicos pode ocorrer de
forma macroscoépica sobre o cérebro e medula espinhal; microscopica, sobre sinapses
e axonio resultando no aumento da atividade de canais pos-sinapticos inibitorios
GABAérgicos; e sobre as membranas pré e pos-sinapticas (CAMPAGNA; MILLER;
FORMAN, 2003; KHAN; HAYES; BUGGY, 2013; SARAIVA, 2002).

1.2 Isoflurano

O isoflurano é um farmaco inalatério halogenado C3H2CIFsO (Figura 1) que
apresenta coeficiente de solubilidade sanguinea igual a 1,4, e essa caracteristica de
baixa solubilidade sanguinea confere a ele menor tempo de inducdo e recuperacao
anestésica, além de menor indice metabdlico comparado aos outros antigos
anestésicos inalatorios, seu indice metabdlico é 0,2% (DUARTE; SARAIVA, 2005). O
menor indice metabdlico do isoflurano pode ser uma vantagem, ja que o metabolismo
de anestésicos volateis pode resultar em catabolitos tdxicos, sobretudo em casos em
que haja complicacdes associados as funcdes renais e hepaticas (CARPENTER,;
EGER; JOHNSON; UNADKAT et al., 1986).
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Figura 1: Estrutura quimica e estrutura 3D do Isoflurano.
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Adaptado de Centro Nacional de Informag&o sobre Biotecnologia (2024). Resumo de composto
PubChem para CID 3763, isoflurano).

1.3 Sevoflurano

O sevoflurano € um farmaco halogenado Cs4HsF7O (Figura 2) introduzido no
mercado a partir da década de 80 e possui baixa solubilidade em lipidios e sangue,
sua grande utilizacdo se da devido a rapida e toleravel inducédo e recuperacdo a
anestesia, seu coeficiente de solubilidade sanguinea é 0,68 (GHONEIM; AZER,
GHOBRIAL; EL BELTAGY, 2015). Estudos clinicos sugerem que o sevoflurano
desempenha um papel cardioprotetor (VAN ROMPAEY; BARVAIS, 2011),
hepatoprotetor (BECK-SCHIMMER; BREITENSTEIN; BONVINI; LESURTEL et al.,
2012; LORSOMRADEE; CROMHEECKE; LORSOMRADEE; DE HERT, 2006) e
nefroprotetor (LORSOMRADEE; CROMHEECKE; LORSOMRADEE; DE HERT,

2006) em cirurgias cardiacas. Esse anestésico possui fraco odor, o que torna o seu
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uso mais aceitavel por ndo causar irritacdo nas vias aéreas superiores e o indice de

metabolizacdo hepatica desse anestésico é 2% (EGER 11, 2005).

Figura 2: Estrutura quimica e estrutura 3D do Sevoflurano.
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Adaptado de Centro Nacional de Informagdo sobre Biotecnologia (2024). Resumo de composto
PubChem para CID 5206, sevoflurano).

1.4 Desflurano

O desflurano CsH2FeO (Figura 3) € um anestésico inalatério de baixa
solubilidade no sangue e tecidos corporais apresentando a menor solubilidade entre
0s agentes volateis, seu coeficiente de solubilidade sanguinea é 0,42 (STEFFEY;
MAMA; BROSNAN; LUMB et al., 2015). Devido a sua baixa solubilidade, o desflurano
€ capaz de facilitar a velocidade de indugdo a anestesia e o0 controle da sua
manutencdo (GHONEIM; AZER; GHOBRIAL; EL BELTAGY, 2015; PATEL; GOA,
1995). De acordo com Saraiva (2003), esse anestésico oferece boa estabilidade
cardiovascular, ndo altera a funcao renal e nao interfere no metabolismo hepéatico

(0,02%), além disso, o desflurano pode ser utilizado em larga escala, especialmente
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em anestesia ambulatorial, pacientes graves, com hepatopatia ou nefropatia, idosos
e em procedimentos de longa duracao.

Figura 3: Estrutura quimica e estrutura 3D do Desflurano.
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Adaptado de Centro Nacional de Informacdo sobre Biotecnologia (2024). Resumo de composto
PubChem para CID 42113, desflurano).
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Os rins s@o o6rgdos pares retroperitoniais, estdo localizados na cavidade
abdominal posterior ao peritdnio, possuem cerca de 11,25cm de comprimento
(NAGATO; ROCHA; BANDEIRA; OLIVEIRA et al.,, 2013; PIROG; ZEM; DOS
SANTOS; DOS SANTOS et al., 2012) e sao essenciais na manutencdo da
homeostase, recebem de 20% a 25% do débito cardiaco em repouso, s&o
responsaveis pela filtracdo do sangue, e excrecdo, sendo fundamentais na eliminacao
de residuos metabdlicos e substancias que podem causar dano ao corpo humano em
grandes quantidades (BASTOS; BREGMAN; KIRSZTAJN, 2010; NAGATO; ROCHA;
BANDEIRA; OLIVEIRA et al., 2013; PIROG; ZEM; DOS SANTOS; DOS SANTOS et
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al., 2012). O comprometimento da funcéo renal, dependendo do grau, pode causar
danos irreversiveis que podem causar doenca renal cronica, nefropatia e hipertensao
(GUPTA; NAGARAJU; BHOJARAJA; SWAMINATHAN et al., 2023; SI; LIU; XU;
ZHAN, 2024).

Os rins desempenham papéis vitais no corpo humano, sdo formados pela
Capsula renal, Cortex renal, e medula renal, a medula se organiza formando as
piramides renais, termina nas papilas renais. Na borda de cada papila estédo
localizados os cdlices renais que drenam a urina (Figura 4). Os néfrons sdo as
unidades funcionais dos rins, neles estédo localizados os glomérulos, que sdo um
conjunto de capilares responsaveis por receber e filtrar a urina (PIROG; ZEM; DOS
SANTOS; DOS SANTOS et al, 2012). Aléem dos glomérulos, os néfrons sao
compostos pelo tabulo contorcido proximal, alca de Henle e tibulo contorcido distal
(MARTINI; TIMMONS; TALLITSCH; OBER et al., 2006).

Figura 4: Anatomia dos Rins

Cortex

Glomérulo «—

Calice
Medula

Capsula Renal

Adaptado de (MARTINI; TIMMONS; TALLITSCH, 2009).
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Compreender melhor como o0s anestésicos utilizados na prética clinica afetam
os rins pode levar a estratégias de protecdo dos Orgaos vitais durante as cirurgias.
Portanto, devido ao crescente uso desses anestésicos e a controvérsia em relacao
aos seus efeitos nos rins, este estudo teve como objetivo avaliar como diferentes

anestésicos afetam o tecido renal de camundongos C57BL/6 adultos saudaveis.
2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Historico dos Anestésicos

A anestesiologia € definida como a arte e a ciéncia da administracdo de
anestesia (STEFFEY; MAMA; GALEY; PUSCHNER et al., 2005). A prética cirdrgica ja
existe ha muitos séculos; entretanto, com grande sofrimento dos pacientes. O
nascimento da anestesiologia moderna inclui a descoberta de dois liquidos volateis
gases, o éter dietilico e o cloroférmio (ROBINSON; TOLEDO, 2012). Paracelso (1493-
1543), médico e alquimista suico, em 1540, utilizou éter na comida de galinhas e
observou a sua acdo anestésica. Entretanto, foi administrado como anestésico em
humanos apenas em 1842 (MAIA; FERNANDES, 2002). A administracdo de
cloroférmio foi introduzida na medicina veterinaria por Marie Jean Flourens (1794—
1867) e, posteriormente, se tornou o anestésico geral mais usado na pratica de
anestesia cirdrgica em humanos por décadas. Entretanto, apds varios relatos de
toxicidade a 6rgaos como coracgdao, figado, pulmao e rim, a utilizacdo do cloroféormio e
éter como anestésicos foram abolidos (ROBINSON; TOLEDO, 2012). O halotano,
introduzido na década de 1950 como uma alternativa mais segura ao cloroférmio, foi
também considerado nefrotdxico em modelos experimentais (CHANG; DUDLEY; LEE;
KATZ, 1975) e em humanos (GELMAN; LICHTENSTEIN, 1981).

A anestesia geral tem como objetivos abolir a consciéncia e resposta a dor, bem
como proporcionar imobilizacdo e relaxamento muscular necessarios aos
procedimentos cirargicos (ANTOGNINI; CARSTENS, 2002), é uma intervencéo
farmacologica usada para prevenir efeitos adversos psicolégicos e somaticos do
trauma cirdrgico e criar condicdes convenientes para a cirurgia (KISSIN, 1993), ja que
a imobilidade € uma caracteristica essencial que deve ser buscada e mantida durante
todo o ato anestésico (DUARTE; SARAIVA, 2005). A protecdo renal é um conceito

critico para anestesiologistas, nefrologistas e urologistas, ja que a anestesia e a
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funcdo renal sédo altamente conectadas e podem interferir uma na outra
(MOTAYAGHENI; PHAN; ESHRAGHI; NOZARI et al., 2017).

Os anestésicos inalatérios tém sido utilizados para inducdo e manutencao
anestésica, por oferecerem vantagens clinicas como, rapida sedacéo, relaxamento
muscular, analgesia, excrecdo ndo dependente ou parcialmente dependente das
funcBes hepaticas e renais e, em consequéncia, menor periodo de recuperacao
anestésica (MALACRIDA; RETA; PIRIZ; ROCCHICCIOLI et al., 2014). Além disso, 0s
anestésicos inalatdrios apresentam poucos efeitos adversos intraoperatérios (SAKAI,
CONNOLLY; KLAUCK, 2005). Os diferentes efeitos clinicos dos anestésicos podem
estar relacionados a acdo sobre um pequeno numero de alvos moleculares
especificos, contrariando o classico ponto de vista de que todos os anestésicos agem
de forma inespecifica no corpo (DUARTE; SARAIVA, 2005).

O desenvolvimento da quimica nuclear desde o final da década de 1940
promoveu a sintese de agentes halogenados, que foram utilizados clinicamente,
alguns com grande aplicagédo pratica. O primeiro gas anestésico volatil halogenado
inflaméavel foi o metoxiflurano, usado em 1948 durante a 22 Guerra Mundial. Foi
retirado para uso como agente anestésico devido ao alto indice de insuficiéncia renal
resistente a vasopressina (SARACOGLU; BILGILI; SARACOGLU, 2020). Os atuais
anestésicos utilizados na pratica clinica séo o isoflurano, o desflurano e o sevoflurano.
Entretanto, até os dias atuais nao foram desenvolvidos novos agentes inalatérios
ideais (SARAIVA, 2003).

2.2 Inflamacéo e Desequilibrio Redox

O estresse oxidativo pode ser indicativo de um desequilibrio entre agentes
antioxidantes e oxidantes, gerando desregulacéo das vias envolvidas nos processos
redox ocasionando danos por oxidacédo as biomoléculas (MAS-BARGUES; GARCIA-
DOMINGUEZ; BORRAS, 2022). Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo compostos
gue derivam do oxigénio molecular e surgem principalmente através de reacdes de
oxidacao e reducdo ou pela excitacdo de elétrons em diversos processos bioldgicos e
quimicos. Essas espécies desempenham papéis importantes em varios sistemas
biolégicos, mas também podem causar danos celulares se produzidas em excesso
(SIES; BELOUSOV; CHANDEL; DAVIES et al., 2022). O desequilibrio redox
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€ gerado pelo desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
e sua eliminacéao, e apresenta relagcdo com processos inflamatorios e lipoperoxidacao
(BIRBEN; SAHINER; SACKESEN; ERZURUM et al.,, 2012; RAUF; KHALIL;
AWADALLAH; KHAN et al., 2024).

Os anestésicos inalatorios foram associados ao desequilibrio redox e
inflamacéo (LEE; SONG; YEUM, 2015) e seus efeitos de nesses processos foram
descritos em estudos com modelos animais (ALLAOUCHICHE; DEBON; GOUDABLE;
CHASSARD et al.,, 2001; RUXANDA; GAL; RATIU; MICLAUS et al.,, 2016) e em
humanos (KARABIYIK; SARDAS; POLAT; KOCABA et al., 2001; LUCIO; BRAZ; DO
NASCIMENTO JUNIOR; BRAZ et al., 2018). De acordo com Allaouchiche et al. (2001),
estudando efeitos de anestésicos inalatérios em modelo suino de ventilacdo
mecanica, sugeriram que o desflurano induz estresse oxidativo pulmonar e sistémico,
enquanto sevoflurano é mais propenso a ter propriedades antioxidantes. Apesar do
amplo uso dos anestésicos na medicina humana e veterinaria e de ter sido tema de
varios estudos, experimentos com animais usando anestésicos inalatérios sao
realizados sobretudo em doencas cardiacas e modelos de doengas pulmonares (LIN;
JU; GAQ; Ll etal., 2018; VAN ROMPAEY; BARVAIS, 2011). De acordo com Lee, Song
& Yeum (2015) embora ainda haja incerteza envolvendo o uso dos anestésicos
inalatérios, devido as variacbes do estado do paciente, tipo de cirurgia e quantidade
administrada, estes anestésicos sdo considerados seguros com respeito ao estresse

oxidativo e inflamagé&o para pacientes submetidos a pequena cirurgia.

Os efeitos dos anestésicos inalatérios sobre a resposta imunoldgica foi revisto
por Stollings et al. (2016), que descreveram que estes anestésicos podem
desempenhar papel na imunosupressdo, reduzindo a atividade do sistema
imunoldgico e expressao de citocinas pro-inflamatérias. No entanto, estudos também
evidenciam sua capacidade de promover a imunoativacao, estimulando uma resposta
imunoldgica pro-inflamatoria. Estudos relataram os efeitos dos anestésicos inalatorios
em diminuir o recrutamento e adeséo de neutréfilos em modelos animais com inducao
de lesdo (KOUTSOGIANNAKI; ZHA; YUKI, 2018; REUTERSHAN; CHANG; HAYES;
LEY, 2006). Outros estudos sustentaram esses efeitos ao relatar agdes inibitorias
sobre a funcéo de neutrofilos, diminuigdo da proliferagéo de linfécitos e supressao da

liberacdo de citocinas de células mononucleares do sangue periférico (COLUCCI;
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PUIG; HERNANDEZ, 2013; CRUZ; ROCCO; PELOSI, 2017). De acordo com Stollings
et al. (2016), a imunossupressao e a imunoativacdo provocada por anestésicos
inalatérios podem ser prejudiciais ou benéficas, dependendo das condi¢des clinicas,

do protocolo utilizado, dos ambientes experimentais e espécies estudadas.

2.3 Efeitos Renais

Evidéncias contraditérias também existem a respeito dos efeitos de anestésicos
inalatdrios sobre os rins (MOTAYAGHENI; PHAN; ESHRAGHI; NOZARI et al., 2017,
YAMAMOTO; MORITA; ISHIKAWA; SAKAMOTO, 2020; YOO; SHIM; SONG; YANG
et al., 2014; ZHENG; LU; HUANG, 2020). A literatura cientifica aponta efeitos
protetores dos anestésicos inalatorios isoflurano, sevoflurano e desflurano, sobretudo
em casos de isquemia/reperfusdo (HASHIGUCHI; MOROOKA; MIYOSHI;
MATSUMOTO et al., 2005; ROALDSEN; CIOSEK; ELIN; AL-SAAD et al., 2021;
SAVRAN KARADENIZ; SENTURK CIFTCI; TEFIK; OKTAR et al., 2019; VIANNA;
CASTIGLIA; BRAZ; VIERO et al., 2009). Em modelo de isquemia-reperfusdo renal em
porcos, Roaldsen et al. (2021) observaram menores niveis de albumina urinaria e
menos focos de membrana basal exposta nos tubulos renais de porcos submetidos a
anestesia com isoflurano quando comparados aqueles anestesiados com propofol. De
acordo com Hashiguchi et al. (2005), Em modelos de isquemia e reperfusédo o
isoflurano protege a funcao renal contra isquemia e reperfusdo por meio da inibicéo
da proteina quinase regulada por sinal extracelular (JNK) e da proteina quinase c-Jun
NH2-terminal (SHEN; BHATT; XU; MENG et al.), mas ndo da proteina quinase p38
MAPK. Em estudo recente, Zheng et al. (2020), observaram que o desflurano inibiu a
inflamacé&o, apoptose e estresse oxidativo no parénquima renal de ratos submetidos
a isquemia e reperfusao renal, apresentando efeito protetor sobre o tecido renal. Em
um modelo de transplante de figado em ratos, constatou-se que o sevoflurano atenuou
a lesédo renal e diminuiu a infiltracdo de neutrdéfilos, bem como diminuiu os niveis
plasméaticos de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina (IL) -6, modulando a
cascata inflamatéria (KONG; ZHU; WANG; HE et al., 2010). Além disso, Karadeniz et

al. (2019) sugeriram que tanto o desflurano quanto o sevoflurano possuem efeitos
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protetores apos lesao por isquemia-reperfusdo em pacientes submetidos a transplante

renal com doador vivo.

Por outro lado, Yoo et al. (2014) descreveram disfuncdo renal grave e
necessidade de dialise ap0s cirurgia cardiaca com circulacdo extracorporea em
pacientes que receberam sevoflurano. Embora a nefrotoxicidade do sevoflurano néao
tenha sido confirmada por outros estudos clinicos, de acordo com as recomendacdes
da agéncia federal do departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados
Unidos (FDA — Food and Drug Administration), este anestésico sé pode ser usado por
até 1 hora com fluxo de gas fresco de 1L/min. Em contrapartida, as recomendacdes
para o uso de sevoflurano consideram que esse pode ser utilizado por mais de 1h com

um fluxo de 2L/min.

Em contrapartida, parte da literatura cientifica ndo descreve alteracdes
negativas ou positivas dos anestésicos inalatérios sobre os rins (LITZ; HUBLER;
LORENZ; MEIER et al., 2002; SARAIVA, 2003). De acordo com trabalho de revisao
de Gentz & Malan (2001), a lesdo renal provocada pelo sevoflurano, quando presente,
€ na maior parte dos casos leve e sempre reversivel, e existem evidéncias para a
seguranca do sevoflurano na maioria das circunstancias clinicas (BEDIRLI;
DEMIRTAS; AKKAYA; SALMAN et al., 2012; DAL MOLIN; KRUEL; DE FRAGA;
ALBOIM et al., 2014; TURKAN; AYDIN; SAYAL; EKEN et al., 2011).

3 JUSTIFICATIVA

Existem divergéncias na literatura cientifica acerca dos efeitos dos anestésicos
inalatorios mais utilizados na pratica clinica, alguns estudos apontam efeitos positivos
dos anesteésicos isoflurano, sevoflurano e desflurano em modelos de lesdo, como
isquemial/reperfusdo, entretanto alguns estudos apontam efeitos deletérios causados
por esses anestésicos em modelos com auséncia de lesdo. Sendo assim, sdo
necessarios mais estudos sobre os efeitos desses anestésicos em modelos com
auséncia de lesédo, para uma literatura com resultados mais homogéneos, que
apresente consenso entre os estudos, e possa contribuir com o entendimento sobre a

utilizacdo desses anestésicos.
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Os rins desempenham papel fundamental no corpo humano, e podem estar
relacionados com o metabolismo e eliminacao de farmacos, altera¢des na sua fungéo
podem expor os pacientes a riscos. A falta de compreenséo sobre os efeitos dos
anestésicos inalatérios pode tornar a utilizacdo desses agentes pouco segura, uma
vez que a exposicao a esses anestésicos pode levar a alteracdes na funcéo renal,
promover inflamacdo e aumento das espécies reativas de oxigénio, ocasionar

alteragOes na arquitetura tecidual.

Uma melhor compreensao dos efeitos de anestésicos atualmente utilizados na
pratica clinica sobre os rins pode promover estratégias de protecdo de 6rgaos vitais

durante as cirurgias.
OBJETIVOS
4.1 Objetivos Gerais

Avaliar efeitos da exposi¢cdo dos anestésicos inalatorios isoflurano, desflurano

e sevoflurano no parénquima renal de camundongos C57BL/6 adultos saudaveis.
4.2 Objetivos Especificos

Em camundongos C57BL/6 saudéaveis, analisar os efeitos da exposicédo dos

anestésicos inalatorios isoflurano, desflurano e sevoflurano, avaliando:
-Funcéo renal

-Lesdes histoldgicas no rim;

-Marcadores de dano oxidativo no tecido renal.

-Atividade de enzimas antioxidantes no tecido renal,

-Niveis de citocinas no tecido renal,

-Influxo de células inflamatorias no tecido renal.

-Parametros hematolégicos e bioquimicos no sangue.

5 METODOLOGIA
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5.1 Animais

Foram utilizados 120 camundongos machos da linhagem C57BL/6, com 8-10
semanas de idade e massa corporal de aproximadamente 25 g, provenientes do
Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto. Todos o0s
procedimentos realizados durante os experimentos foram submetidos e aprovados
pela Comissdo de ética no uso de animais (CEUA) sob o numero de protocolo —
3476160320. Os camundongos foram acondicionados em grupos de 10 por gaiola com
a seguinte dimensdo (40x20x10), com temperatura, luminosidade e umidades
controlados, 4gua e alimentacdo balanceadas ad libitum. Posteriormente, os animais
foram primeiramente divididos em 3 grupos (n=40): isoflurano (ARAUJO; LUCIO KDE;
SILVA; ISOLDI et al.), sevoflurano (SEV), desflurano (DES) e subsequentemente cada

um dos grupos foram divididos em 4 outros grupos (n=10):

e Grupo Isoflurano

- Controle isoflurano (GC) - animais expostos ao ar comprimido medicinal
(n=10);

- Grupo exposto ao isoflurano por 1 hora (ISO 1h) - animais expostos ao

isoflurano a uma concentracédo de 1,4% em combinacdo com ar comprimido

medicinal durante 1 hora (n=10);

- Grupo exposto ao isoflurano por 2 horas (ISO 2h) - animais expostos ao

isoflurano a uma concentracédo de 1,4% em combinacdo com ar comprimido

medicinal durante 2 horas (n=10);

-_Grupo exposto ao isoflurano por 3 horas (ISO 3h) - animais expostos ao

isoflurano a uma concentracdo de 1,4% em combinagcdo com ar comprimido

medicinal durante 3 horas (n=10);
e Grupo Sevoflurano

- Controle sevoflurano (GC) - animais expostos ao ar comprimido medicinal
(n=10);
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- Grupo exposto ao sevoflurano durante 1 hora (SEV 1h) - animais expostos ao

sevoflurano a uma concentracdo de 2% em combinacdo com ar comprimido

medicinal durante 1 hora (n=10);

-_Grupo exposto ao sevoflurano por 2 horas (SEV 2h) - animais expostos ao

sevoflurano a uma concentracdo de 2% em combinacdo com ar comprimido

medicinal durante 2 horas (n=10);

e - Grupo exposto ao sevoflurano por 3 horas (SEV 3h) - animais expostos ao

sevoflurano a uma concentracdo de 2% em combinagdo com ar comprimido

medicinal durante 3 horas (n=10);
e Grupo Desflurano

- Controle desflurano (GC): animais expostos ao ar comprimido medicinal
(n=10);

-_Grupo exposto ao desflurano o durante 1 hora (DES 1h) - animais expostos

ao desflurano a uma concentracéo de 6% em combinagédo com ar comprimido

medicinal por 1 hora (n=10);

- Grupo exposto ao desflurano o durante 2 horas (DES 2h) - animais expostos

ao desflurano a uma concentracéo de 6% em combinagdo com ar comprimido

medicinal por 2 horas (n=10);

- Grupo exposto ao desflurano o durante 3 horas (DES 3h) - animais expostos

ao desflurano a uma concentracédo de 6% em combinagcédo com ar comprimido

medicinal por 3 horas (n=10);

A exposicao e coleta de amostras foram realizadas durante a dissertacao de
mestrado de Pedro Alves Machado Janior (MACHADO-JUNIOR; DE SOUZA,
CASTRO; PERUCCI et al., 2022).

5.2 Exposicéo aos Anestésicos Inalatérios

Os animais dos grupos expostos ao isoflurano (ARAUJO; LUCIO KDE; SILVA,
ISOLDI et al.), o sevoflurano (SEV) e ao desflurano (DES) foram colocados na camara
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de exposicdo saturada previamente com o agente inalatério, com temperatura e
saturacado controladas, por periodo de 5 minutos. A camara de vidro transparente (40
cm de comprimento x 30 cm de largura x 25 cm de altura), com um orificio de entrada
e saida, contendo em todo seu interior uma suspenséo dos anestésicos inalatorios a
uma concentracdo de 1 CAM (Concentracdo alveolar minima) para os diferentes
grupos expostos: os animais do grupo Isoflurano (ARAUJO; LUCIO KDE; SILVA,;
ISOLDI et al.) foram expostos ao anestésico a uma concentracéo de 1.4% (ENGLERT;
MACIAS; AMADOR-MUNOZ; PINILLA VERA et al., 2015); os animais do grupo
Sevoflurano (SEV) foram expostos ao anestésico a uma concentracéo de 2% (ZUO;
LI; XIE; MA et al., 2020) e os animais do grupo Desflurano (DES) foram exposto ao
anestésico a uma concentracdo de 6% (KILICASLAN; BELVIRANLI; OKUDAN;
NURULLAHOGLU ATALIK, 2013). A exposicao foi realizada em combina¢cédo com o ar
comprimido medicinal (O2 21%) como carreador do farmaco em fluxo de 2L min?,
condicdo considerada normodxia. As concentragdes no interior da camara foram
mantidas com o auxilio de vaporizadores calibrados para cada um dos anestésicos
inalatorios durante os periodos definidos (Figura 5). Nos periodos descritos
anteriormente, foram observados nos grupos expostos aos anestésicos (ISO, SEV e
DES) a imobilidade e perda do reflexo dos animais que confirmavam o plano
anestésico. ApOs os periodos de exposi¢des, os animais foram retirados da camara

de inalacéo e devolvidos as suas caixas de origem.

Figura 5: Esquema de exposicao
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Esquema do aparato de exposicdo em capela de exaustdo (Camara de inalacdo - 40 cm de
comprimento, 30 cm de largura e 25 cm de altura) (Fonte: adaptado de (MACHADO-JUNIOR; DE
SOUZA; CASTRO; PERUCCI et al., 2022).

5.3 Eutanasia

Vinte e quatro horas apés a exposi¢cao dos animais aos farmacos e simulagao
da exposicdo com o grupo controle, todos os animais foram pesados e anestesiados
individualmente com Ketamina (100 mg/kg), Xilazina (20 mg/kg) e Acepromazina (3
mg/kg), combinacdo capaz de promover sedacdo e tolerancia cirurgica (ARRAS;
AUTENRIED; RETTICH; SPAENI et al., 2001). Posteriormente, os animais foram
eutansiados por exsanguinacdo e tiveram 0s rins coletados para as analises.
(MACHADO-JUNIOR; DE SOUZA; CASTRO; PERUCCI et al., 2022).

5.4 Coletade sangue

Aliguotas sanguineas dos animais foram coletadas em tubos de polipropileno
com 15 pL com heparina (5,0 mL (5.000 U.l./mL). Uma aliquota de sangue (0.5 —
0,7mL) coletada foi centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos, o plasma foi coletado e

armazenado em freezer (- 80°C).
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5.5 Marcadores de funcgéo renal

As amostras contendo 300 uL de plasma foram enviadas para o Laboratério
Piloto de Clinica Analise (Lapac) em Ouro Preto-MG, com o objetivo de determinar as
concentracdes dos marcadores de funcéo renal, ureia (K-056-1), creatinina (K222-1)
e acido urico (K139-1), que foram determinados por espectrofotometria automatica no
analisador clinico Randon Acess Clinical Analyzer, Wiener Lab, modelo CM-200
(WIENER LAB, Rosario, Argentina) pelo método enzimatico-colorimétrico utilizando
kits que foram adquiridos da Bioclin®, Quibasa (MG, Brasil).

5.6 Processamento histoldgico

Parte do tecido renal foi seccionado e imerso em solugéo fixadora por 48 horas.
Em seguida, o material foi processado da seguinte forma: banho em agua corrente por
30 minutos, banho em alcool a 70% e 90% por 30 minutos em cada etapa, 2 banhos
em alcool a 100% por 30 minutos cada; 2 banhos de xilol de 30 minutos cada; 2 banhos
em parafina de 30 minutos cada e inclusdo em parafina final. Apés o processamento
de rotina e inclusdo em parafina, foram realizados cortes seriados a cinco micrometros
de espessura, que foram corados em hematoxilina-eosina (HE) para as analises

morfologicas e morfométricas.

5.7 Coloragdo com Hematoxilina e Eosina

Os cortes de rim fixados nas laminas histologicas foram desparafinados em xilol
e, posteriormente, hidratados em série decrescente de alcoois (absoluto, 90°, 80° e
70°). ApoOs o processo de hidratagcdo, as laminas foram coradas pelas solucbes de
Hematoxilina Harris e eosina, seguido de um processo de desidratacdo em série
crescente de alcoois. Apds secagem, as laminas foram montadas com laminula e

solugéo de Entellan.

5.8 Analises Histopatolégicas

As analises quantitativas e semiquantitativas do parénquima renal foram
realizadas aplicando técnicas de Morfometria e Densitometria Digital através da
digitalizagdo de imagens. As laminas coradas com hematoxilina-eosina foram

digitalizadas com objetivas de 4 e 40X em microscoépio LEICA DM5000B acoplado a
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camera digital da LEICA DFC 300FX por intermédio do Software Leica Aplications e
microscopio PRIMO STAR acoplado a camera AXIOCAM 102 COLOR por intermédio
do Software ZEN 3.3 (Blue edition). Com a objetiva de 4X foram obtidas de 4 a 10
imagens por animal, de acordo com o tamanho do corte renal, que foi digitalizado em
toda a sua extensédo. Com a objetiva de 40X foram obtidas 25 imagens por animal.

Apbs obtencado das imagens com as objetivas de 4 e 40X avaliamos, de maneira
semiquantitativa, a presenca e frequéncia de fenbmenos degenerativos, tais como:
reacao inflamatoria, congestéo intertubular e edema intersticial. As mudancas dos
parametros experimentais histopatolégicos presentes foram quantificadas de acordo
com o seguinte método de pontuacdo: (0) ausente; (1) quando presente entre
aproximadamente 1-9%; (CARPENTER; EGER; JOHNSON; UNADKAT et al.) quando
presente entre aproximadamente 10-33%; (3) quando presente entre
aproximadamente 34-66%; (4) quando presente entre aproximadamente 67-100% da
area total do tecido (MACHADO-JUNIOR; ARAUJO; SOUZA; CASTRO et al., 2020).

Para quantificacdo das areas das cavidades capsulares (objetiva de 40X) e da
densidade glomerular (objetiva de 4X) utilizamos uma ferramenta morfométrica de
andlise de imagem disponivel no software livre ZEN 3.3 blue edition (ZEN LIT from
Zeiss Microscopy). A area do glomérulo renal foi considerada a area delimitada pelo
tufo de capilares e a area da cavidade capsular foi determinada pela area do
corpusculo renal subtraida da area do glomérulo renal (FERNANDES; AGULHARI; DE
SOUZA; BEZERRA et al.,, 2019; GOMES; NORONHA; SILVA; MACHADO-
JUNIOR et al., 2022). A densidade glomerular foi determinada pelo calculo do nimero
total de glomérulos considerados histologicamente normais pela &rea total do cortex
renal (FERNANDES; AGULHARI; DE SOUZA; BEZERRA et al., 2019).

5.9 Andlises das defesas antioxidantes e marcadores de estresse

oxidativo
5.9.1 Proteinas totais

O conteudo de proteinas totais foi determinado de acordo com o método de
(LOWRY; ROSEBROUGH; FARR; RANDALL, 1951), baseando-se no principio da

reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau ao reagir com aminoacidos aromaticos,
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catalisada por ions cobre, em meio alcalino, formando uma coloragao azul. De forma

resumida, as solucdes de trabalho foram preparadas da seguinte maneira:

Solucgéo (sulfato de cobre e citrato de sddio), reagente B (carbonato de sédio e
hidréxido de sodio) e reagente C (reagente A + reagente B). Esta solucéo foi preparada
no momento do teste. O reagente D foi preparado com agua destilada e o reagente de
Folin-Ciocalteau. Para a realizacdo da dosagem, fragmentos de 100 mg do tecido
homogeneizado com 1000 pL de tampao fosfato (pH 7,0) foram utilizados. Em
seguida, centrifugados por 10 minutos a 12000 rpm a 4°C. Uma diluicdo de 10x da
amostra foi realizada de maneira que o volume final obtido foi de 100 yL. Uma curva
padrdo foi construida utilizando albumina de soro bovina foi realizada para
determinacdo da concentracdo das amostras. O branco usado para zerar 0
espectrofotdmetro foi feito apenas com 100 yL de agua destilada e os demais
reagentes utilizados nas amostras. Posteriormente, 1 mL do reagente C foi adicionado
em todos os tubos (incluindo o branco e padrdes). A mistura foi agitada no vortex e
mantida em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados,
em cada tubo, 100 pL do reagente D. O volume foi misturado e incubado em
temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos. Apés o periodo de incubacao, as
amostras foram lidas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 660 nm. A
equacdao da reta obtida pela regresséao linear dos pontos com concentracdo conhecida
de albumina foi determinada e utilizada para determinar a concentracdo de proteinas

no homogenato renal.
5.9.2 Atividade da Superoxido dismutase

A atividade da Superdxido Dismutase (SOD) foi mensurada no parénquima
renal seguindo o método de (MARKLUND; MARKLUND, 1974). Esse método se
baseia na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidag&o do pirogalol, sendo assim,
guanto maior a concentracdo de SOD na amostra, menor é a auto-oxidacdo do
pirogalol. A SOD compete com o O2- formado pela auto-oxidacdo do pirogalol, que é
responsavel pela reducdo do MTT & cristais de formazana. Nesta analise foram
utilizados um fosfato de potassio (50mM), Pirogalol (15mM), MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2H]-2,5-difenilterazolio) (1,25 mM) e DMSO (dimetilsulféxido). Para a
realizacdo da dosagem, 30 pL sobrenadante do homogenato renal foi pipetado em

placa de 96 pocos seguido a adicéo dos reagentes.
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A placa foi incubada por 5 minutos a 37°C, logo ap6s 150 yL de DMSO foram
adicionados para cessar a reacao. Posteriormente, a placa foi lida em leitora de
microplaca com absorbancia no UV/VIS no comprimento de onda de 570 nm. Os
valores da leitura de absorbancia foram convertidos em unidade de SOD pela
subtracdo do valor de absorbancia da amostra pelo valor do branco, seguido pela
divisdo desse valor pelo encontrado na subtracdo do padrdo pelo branco. Os
resultados foram corrigidos pelo contetdo de proteina total na amostra. O resultado

final foi representado em U/mg de proteina.
5.9.3 Atividade da Catalase

A atividade da Catalase (CAT) foi avaliada pelo decréscimo da absorbancia do
peroxido de hidrogénio no comprimento de onda de 240 nm, baseado no protocolo de
Aebi (AEBI, 1984). Resumidamente, 30 pL do sobrenadante do homogenato tecidual
foram utilizados para a analise e foram utilizados os reagentes: tampéao fosfato (50mM)
e peroxido de hidrogénio (35%). ApOs o preparo dos reagentes foi iniciada a leitura em
espectrofotdmetro. O tamp&o com o perdxido de hidrogénio (10mM) foi aliquotado
juntamente com cada amostra em cubeta de quartzo (970 puL e 30 pL,
respectivamente) e lidos a 240 nm durante 60 segundos, com registros a cada 30
segundos. O tampéao fosfato foi utilizado como branco para zerar o equipamento. A
atividade da catalase foi determinada pela diminuicdo da absorbancia do peréxido de
hidrogénio a 240 nm, e as concentracdes foram obtidas de acordo com a Lei de
Lambert Beer, utilizando o coeficiente de extincdo molar do H202 (39,4 mM cm-1) onde
1 U equivale a 1 ymol de hidrélise de H202 por minuto, por mL. O resultado final foi

corrigido pelo valor de proteina total de cada amostra e expresso em U/mg de proteina.

5.9.3 Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico

A peroxidacdo lipidica foi determinada através do ensaio de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) utilizando o método descrito por Buege
(1978). A determinagéo da concentracdo de TBARS se baseia na capacidade do acido
tiobarbittrico (TBA) em se ligar a lipideos oxidados. Resumidamente, 100 mg do
parénquima renal foram homogeneizados com 1 mL de tampé&o por 10 minutos a 4°

C. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra biolégica. 500 uyL do
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sobrenadante do homogenato foram misturados com &cido tricloroacético (TCA) (28%
p/vem HCL 0,25N) e TBA (1% em acido) e colocados em banho de gelo. O precipitado
foi removido por centrifugagéo a 13000 rpm por 10 minutos a 4° C, e a absorbancia do
sobrenadante foi determinada a 535 nm. A concentracdo de TBARS foi determinada
utilizando o coeficiente de extingdo molar (e= 1,56 x 10°L x mol-1 x cm- 1), seguindo a
lei de Lambert Beer. Os resultados foram expressos em U/ml/mg proteina (SOARES;
CAMPOS; PENA; BANDEIRA et al., 2016).

5.9.4 Proteina Carbonilada

Espécies reativas de oxigénio podem promover alteracbes em proteinas
estruturais, causando modificacdes oxidativas e formacdo de compostos carbonilicos,
que podem ser detectados por espectrofotometria. A determinacdo de proteinas
carboniladas foi realizada utilizando um protocolo adaptado do método descrito por
(REZNICK; PACKER, 1994). Resumidamente, 250 pL de TCA 10% foram adicionados
a 250 pL do sobrenadante do homogeneizado renal em tubos de polipropileno e
misturados em vortex e centrifugados por 10 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi misturado com 250 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH). As amostras foram incubadas em temperatura ambiente e no escuro, por
uma hora com agitacéo em voértex a cada 15 minutos. Ao final do periodo de incubacao
foram acrescentados as amostras 250 pL de TCA, seguido de agitacao e centrifugacao
a 4 °C por 10 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram
lavadas com 500 pL da mistura de etanol/acetato de etila (1:1), seguidos de
centrifugacdo. Apos a segunda lavagem das amostras com a solugéo de etanol/acetato
de etila, o sobrenadante foi descartado e 500 puL de Dodecil sulfato de sédio (SDS) 6%
foram adicionados aos microtubos que foram agitados em vortex e centrifugados a
10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram lidos em espectrofotdbmetro
a 370 nm. A concentracdo de proteina carbonilada nas amostras foi determinada de
acordo com a equacao de Lambert Beer, utilizando o coeficiente de extincdo molar do
DNPH (22 x 10° M.L't.cm) obtendo os resultados em nmol/mL. Os resultados foram
corrigidos pelo valor de proteinas totais das amostras, sendo expressos como

nmol/mg de proteina.

5.9.5 Ensaios imunoenzimatico do parénquima renal
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Sobrenadantes advindos da trituracéo de fragmentos do rim foram conservados
em temperatura de 80°C negativos. Posteriormente, esses materiais biologicos foram
descongelados e usados para avaliacdo dos marcadores biologicos, foi avaliado os
niveis de interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e do fator de necrose tumoral
(TNF). Esses ensaios foram realizados utilizando kits, sendo todos os anticorpos e
reagentes reconstituidos e aliquotados de acordo com as orientacfes dos fabricantes

e as analises foram realizadas como descrito a seguir:

Em resumo, em placas de 96 pogos foram adicionados 100 uL de anticorpo
monoclonal contra o peptideo (anticorpo de captura), reconstituido em PBS, sendo
essas placas incubadas por 12 horas, a temperatura ambiente. Os anticorpos néo
adsorvidos pelas placas foram descartados, por inversao e sucessivas lavagens em
PBS-Tween (PBS adicionado de 0,05% de Tween20) e as placas foram bloqueadas
com 100 ulL/pogco de uma solugdo contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a
temperatura ambiente. A seguir, as placas foram novamente lavadas. Foi preparada
por diluicdo seriada uma curva padrdao. As amostras foram aplicadas em um volume
de 25 uyL para cada poco e, a seguir, foi realizada incubacdo por 2 horas em

temperatura ambiente.

Os anticorpos secundérios (anticorpo de detec¢do), ap0s 0S pogos serem
devidamente lavados, foram diluidos em PBS-BSA 0,1% e incubados por 2 horas a
temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada e 100 pL de estreptoavidina
ligada a peroxidase (na diluicdo recomendada pelo protocolo de cada kit) em PBS-
BSA 0,1% foram adicionados a placa e a mesma incubada por 20 minutos a
temperatura ambiente. O cromédgeno escolhido para revelacdo foi a
Tetrametilbenzidina (Color Reagent B - R&D Systems, Minneapolis, USA), 5 mL do
cromogeno foi adicionado a 5 mL de peréxido de hidrogénio adquirida pelo mesmo
fabricante (Color reagent A - R&D Systems, Minneapolis, USA). 100 uL dessa solucéao
foram adicionados em cada um dos poc¢os e apds vinte minutos de incubacdo em
auséncia de luz e temperatura ambiente, a reacao foi bloqueada adicionando-se 100
WL de acido sulfarico (H2S04) 2,5 M por poco.

A leitura da intensidade de coloracéo foi realizada em leitor de ELISA utilizando-
se 0 comprimento de onda de 450 nm, imediatamente apés a adicado de H2SO4 para o

blogueio das reacgdes. A quantificagéo das interleucinas presentes nas amostras foi
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determinada baseada na densidade Optica obtida com a curva padrao dos peptideos,
analisadas pelo software SOFT Max PRO 4.0 (PENITENTE; LEITE; DE PAULA
COSTA; SHRESTHA et al., 2015).

5.6 Analises Estatisticas

A avaliacdo da normalidade foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilk. Dados
paramétricos foram expressos como meédia + desvio padrdo e foram analisados
através da analise variancia one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. Dados
nao paramétricos foram expressos como mediana e intervalo interquartil (25-75%)
foram analisados através do teste de KrusKal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn.
Diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando o valor de p foi
menor que 0,05. Todas as andlises foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism versao 8.4.2 para Windows 11, GraphPad Software (San Diego, CA, USA).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.6 Bioquimicado sangue

A andlise de funcdo renal foi realizada nas amostras de plasma dos animais
expostos aos diferentes anestésicos e grupos controles. Para a analise sérica de ureia,
ndo houve diferenca nos valores desse parametro entre os diferentes grupos
experimentais (Tabela 1). Para a analise de acido urico sérico, houve um aumento dos
niveis desse marcador no grupo exposto ao isoflurano por e 3 horas (ISO3h) (p =
0,0341) quando comparado ao grupo controle. Para os demais anestésicos, nao
houve diferenca significativa entre os diferentes grupos. Para a analise da creatinina,
também foi observado um aumento nos niveis séricos dos animais expostos ao
isoflurano por 3h, quando comprados ao grupo isoflurano 1h (ISO1h) (p = 0,0474), 2h
(ISO2h) (p = 0,0450) e ao grupo controle (p = 0,0189). Os demais grupos nao

demonstraram diferencas significativas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Func¢ao renal dos animais expostos aos anestésicos inalatérios em diferentes

periodos.
Isoflurano
GC 1ISO1h 1ISO2h 1SO3h
Ureia 70,51 + 3,57 65.84 + 9,06 67,10 +5.77 7557 + 1553
(mg/dL)
Acido urico
(ma/dL) 0,87 + 0,26 0,97 + 0,41 1,46 + 0,47 2.09+1,392
Creatinina b
(md/dL) 0,22+0,13 0,30+0,21 0,27 + 0,16 0,79 + 0,59 abe
Sevoflurano
GC SEV1h SEV2h SEV3h
Ureia 65,06 + 6,17 58.16 + 4,70 55.00 + 6,21 5733 9,16
(mg/dL) ! - J - ) =0 ) T,
Acido urico
(mg/dL) 0,93 + 0,48 0,83 + 0,15 0,70 + 0,22 0,65 + 0,22
Creatinina
(maldL) 0,72 + 0,37 0,91 + 0,51 0,69 + 0,35 0,77 + 0,35
Desflurano
GC DES1h DES2h DES3h
Ureia 50,75 + 12,79 59,52 + 6.70 56,82 + 4.31 58,70 + 2,82
(mg/dL) 1Y = e e =9, 02 T 4, (0 %2,
Ai:ﬁé’/é‘[‘)‘:o 2,10(0,43-5,65) 1,35(0,68-5,27) 6,20 (1,63-6,83) 0,85 (0,68-2,13)
Creatinina
(maldL) 0,88 + 0,44 0,47 + 0,26 0,79 + 0,36 1,03 +0,39

GC: grupo controle; 1ISO: grupo isoflurano; SEV; grupo sevoflurano; DES: grupo desflurano. Letra (a)

representa uma diferenga significativa comparado ao GC. Letra (b) representa diferenca significativa

comparado ao grupo 1 hora. Letra (c) representa diferenca significativa comparado ao grupo 2 horas.

Para os resultados paramétricos, os dados foram expressos como média + desvio padrao da média e

foram analisados por one-way ANOVA seguida pelo pos-teste de Tukey. O resultado de acido trico do

anestésico desflurano foi expresso como mediana e intervalo interquartil (25-75%) e foi analisado por

Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn’s, n = (5 - 7) animais por grupo (p < 0,05).
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Os anestésicos inalatorios foram associados a disfuncao e lesédo renal por muito
muito tempo devido a formacao de compostos inorganicos com o ion fluoreto apés a
metabolizacdo (MOPPETT; MEDICINE, 2015). Entretanto, com o surgimento de novos
anestésicos inalatorios como o isoflurano, sevoflurano e desflurano que mostram
maior seguranca e menor formacdo de metabdlitos, essa associacdo reduziu
significativamente (MOPPETT; MEDICINE, 2015; REICHLE; CONZEN, 2003; TORRI,
2010).

Dentre os atuais anestésicos inalatérios, o sevoflurano ainda pode ter uma
associacdo com nefrotoxicidade, devido a maior taxa de metabolizacdo e maior
producao de fluoreto inorganico (REICHLE; CONZEN, 2003), estudos ja associaram
0s anestésicos inalatérios como o sevoflurano no agravamento da funcédo renal
mesmo em modelos de lesédo (FRANZEN; SEMENAS; TAAVO; MARTENSSON et al.,
2022).

Em nosso estudo, os resultados de fun¢éo renal demostraram que os niveis de
ureia ndo diferiram entre 0s grupos experimentais para os diferentes anestésicos
inalatorios. A maioria dos estudos que investigaram os efeitos dos anestésicos
inalatorios sobre a fungao renal ou mesmo leséo renal aguda, destacam que os efeitos
protetores desses agentes halogenados em atenuar a necrose tubular renal, efeitos
nefrotoxicos de leucocitos pro-inflamatoérios e geracdo de citocinas proé-inflamatérias,
sobretudo em modelos de isquemia/reperfusdo (FUKAZAWA; LEE, 2014,
NISHIYAMA, 2013). Os niveis de ureia observados no presente estudo sugerem que
por esses agentes anestésicos possuirem menores coeficientes de solubilidade no
sangue, sua eliminacdo é mais rdpida ao final da anestesia, o pode diminuir a
quantidade de anestésico disponivel para metabolizacdo e geracdo de espécies
nefrotéxicas que possam impactar a funcédo renal (REICHLE; CONZEN, 2003). A
creatinina é o produto do metabolismo da creatina e do fosfato de creatina, que sao
produzidos pelo figado, a principal fonte de creatinina em humanos € o musculo
esquelético e pode estar ligada a funcdo renal, uma vez que € excretada pela urina
(KASHANI; ROSNER; OSTERMANN, 2020). Quando a funcao renal esta prejudicada,
a capacidade de filtrar o sangue € afetada podendo aumentar os niveis de creatinina
presente no sangue (DIAGO; SENARIS, 2020). Nesse contexto, esses resultados sio
fundamentais para elucidar o perfil desses anestésicos inalatorios sobre a funcao

renal.
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Em nosso estudo, os niveis de acido urico e creatinina foram maiores nos
animais expostos ao isoflurano por 3 horas comparado ao controle. Entre os
anestésicos inalatorios, o isoflurano possui maior solubilidade sanguinea o que resulta
em maior concentracdo e tempo para esse anestésico promover sedacao (STEFFEY;
MAMA; BROSNAN; LUMB et al., 2015). Isso permite que esse agente possa ter uma
maior metabolizacdo e consequente geracdo de metabdlitos como o acido Urico e
espécies reativas, e mais tempo para comprometer a filtragdo sanguinea o que gera
um aumento na concentracdo de creatinina no sangue. Nossos resultados sugerem
gue o anestésico isoflurano pode ser um indutor da producéo de &cido Urico via xantina
oxidase (HISATOME; LI; MIAKE; TAUFIQ et al., 2021).

6.7 Marcadores do desequilibrio redox

A andlise dos marcadores de desequilibrio redox no parénquima renal através
da atividade das enzimas do sistema antioxidante e marcadores de dano oxidativo, foi
realizada nas amostras do homogeneizado renal dos animais expostos aos diferentes
anestésicos e grupos controles. Para a analise da atividade da superoxido dismutase
(SOD) foi observado o aumento significativo nos animais expostos ao sevoflurano por
1h (SEV 1h) (p = 0,0325), e ao desflurano por 3h (DES 3h) (p = 0,0483), quando
comparados aos grupos controles respectivamente (Tabela 2). Para a atividade da
Catalase (CAT) foi observado um aumento dos niveis da atividade dessa enzima
antioxidante nos grupos expostos ao desflurano em todos os tempos de exposi¢céo
(DES1h, DES2h e DES3h) (p < 0,05), quando comparados ao grupo controle. Para os

demais anestésicos, ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais.

Os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), um
biomarcador da peroxidacao lipidica, apresentou um aumento nos animais expostos
ao sevoflurano por 2h e 3h (SEV 2h e SEV 3h) quando comparados ao grupo controle
(p<0,05), enquanto os niveis proteinas totais e proteina carbonilada ndo apresentaram
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais para os diferentes anestésicos
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Parametros de estresse oxidativo no parénquima renal pela avaliagdo da atividade

das enzimas do sistema antioxidante.

Isoflurano
GC 1ISO1h 1SO2h 1SO3h
SOD (U/mg pnt) 4,22 +1.28 521 +1.27 4,44 + 1,01 4,20 +1.22
CAT (U/mg ptn) 14,94 16,63 18,41 16,21
(13,84-22,98)  (4,89-27,65) (11,45-23,46)  (13,72-23,06)
Proteinas Totais
) 3,48+ 1.48 3,49 +1.16 432 +1.75 4,07 +2.3
TBARSp?r‘];“O'/ mg 1,46 + 0,84 1,52 + 0,45 1,58 + 0,74 1,96+ 1,22
Proteina
Carbonilada 2060 +1086 34,66+11,85 32,55+7.91 34.39 + 18,22
(nmol/mg)
Sevoflurano
CG SEV1h SEV2h SEV3h
SOD (U/mg pnt) 3,14 + 0,32 3.04+0932 328+ 034 3,46+ 071
CAT (U/mg ptn) 13,45 + 8,72 18,00 + 7,53 21.66 + 9,49 22 58 + 11,67
Proteinas Totais
(mg/mi) 4,97 +0,73 4,54 +1,02 4,98 + 0,50 4,99 + 1,05
TBARSpg?];"O'/mg 0,78 + 0,10 0,90 + 0,14 112 +0,272 1,07+ 0,182
Proteina
Carbonilada 21.28 + 6,04 27.09 £9,75 2133 +4,13 2416 + 7.56
(nmol/mg)
Desflurano
CG DES1h DES2h DES3h
SOD (U/mg pnt) 3,04 + 042 3,74+ 0,94 3,49 + 0,60 3,89 + 0,757
CAT (U/mg ptn) 9.85 + 2.78 20,65 +735%°  1844+6,722  21.30+915°
Proteinas Totals 508 + 1,01 526 +1,34 4,97 1,18 4,62 £1,10

(mg/ml)
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TBARS (nmol/mg

otn) 0,92 +0,19 1,21 +£0,52 0,92 £0,19 1,00 £ 0,15
Proteina

Carbonilada 22,13+ 3,85 23,36 +5,17 25,41 + 4,88 22,92 + 6,53
(nmol/mg)

GC: grupo controle; ISO: grupo isoflurano; SEV; grupo sevoflurano; DES: grupo desflurano. SOD:
superéxido dismutase; CAT: catalase; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico.L etra (a)
representa uma diferenca significativa comparado ao GC. Para os resultados paramétricos, os dados
foram expressos como média + desvio padrdo da média e foram analisados por one-way ANOVA
seguida pelo pOs-teste de Tukey. N = (9 - 10) animais por grupo (p < 0,05).

O estresse oxidativo é definido por um desequilibrio entre a producao de
radicais livres, como as espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), e
as defesas antioxidantes (LEE; SONG; YEUM, 2015; LUSHCHAK, 2014; RAUF;
KHALIL; AWADALLAH; KHAN et al., 2024). As ROS e RNS muitas vezes sao
essenciais para o metabolismo, entretanto, a superproducdo dessas espécies pode
gerar um desequilibrio redox levando ao estresse oxidativo e pode resultar em
disfuncéo celular (LEE; SONG; YEUM, 2015; LUSHCHAK, 2014; MAS-BARGUES,;
GARCIA-DOMINGUEZ; BORRAS, 2022). Em nosso estudo, mensuramos a producao
das espécies reativas de oxigénio desses anestésicos através da avaliacdo dos niveis
da atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT, e atravées da avaliacdo do dano,

como a peroxidacéo lipidica (ensaio TBARS) e proteinas carboniladas.

Os anestésicos inalatérios tém sido associados também ao estresse oxidativo
por induzirem a producgéo de espécies reativas de oxigénio por diferentes mecanismos
(KUNDUMANI-SRIDHARAN; SUBRAMANI; RAGHAVAN; MAITI et al., 2019;
MACHADO-JUNIOR; DE SOUZA; CASTRO; PERUCCI et al., 2022; STOLLINGS; JIA;
TANG; DOU et al., 2016). Alguns estudos também descrevem que o estresse oxidativo
induzido pelos anestésicos inalatorios podem acontecer em 6rgdo metabolizadores
como rins e figado (BEZERRA; DO VALE; MACEDO BDE; REZENDE et al., 2010;
DIKMEN; KURTIPEK; BAYDAR; OZGEN et al., 2001; TURKAN; AYDIN; SAYAL;
EKEN et al., 2011).

Alguns estudos relatam um efeito protetor desses anestésicos, principalmente
o isoflurano, contra o estresse oxidativo em estudos in vitro e in vivo (BEDIRLI;
DEMIRTAS; AKKAYA; SALMAN et al., 2012; SHEN; BHATT; XU; MENG et al., 2014;
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WANG; WANG,; LI; LI et al., 2014). O estudo in vitro de Wang et al (2014), envolvendo
o Componente fungico zimosan em células de Kupffer, mostrou que a subanestesia
com o isoflurano é capaz de inibir a p38 e vias MAPK/NF-kB. O estudo realizado por
Bedirli et al (2012) com o pré condicionamento com isoflurano e sevoflurano, em um
modelo de inflamac¢&o pulmonar e sepse, demonstrou que esses anestésicos foram
capazes de atenuar o estresse oxidativo, resposta inflamatoria e peroxidagéo lipidica.
Em nosso estudo, os animais expostos ao isoflurano ndo apresentaram nenhuma
alteracdo nos marcadores do desequilibrio redox, quando comparados ao grupo

controle.

Em contrapartida aos estudos que demonstram um efeito protetor do
sevoflurano (BEDIRLI; DEMIRTAS; AKKAYA; SALMAN et al.,, 2012; DAL MOLIN;
KRUEL; DE FRAGA; ALBOIM et al., 2014; TURKAN; AYDIN; SAYAL; EKEN et al.,
2011), em nosso estudo, foi observado um aumento da atividade da SOD nos animais
expostos ao sevoflurano, o que indica que exposicdo a esse anestésico ativou o
sistema de defesa antioxidante através da elevacéo da atividade da SOD, além disso
foi observado o aumento dos niveis do TBARS, um biomarcador da peroxidacédo
lipidica, nos animais expostos a esse anestésico por 2h e 3h, o que indica um dano
oxidativo causado por esse anestésico. O estudo desenvolvido por Dal Molin et al
(2014) demonstrou que sevoflurano, em transplante de figado em ratos, apresenta
efeitos antioxidantes superiores ao isoflurano. No estudo realizado por Turkan et al
(2011) o estresse oxidativo foi avaliado no tecido renal de ratos expostos ao
sevolfurano por 4 horas a uma concentragao de 8%, concentragdo maior que a CAM
(concentracdo alveolar minima) desse anestésico (2%), além dos rins, também foi
avaliado o tecido pulmonar, figado e cérebro. Nossos resultados estdo em acordo com
os achados do estudo realizado por Dikmen et al. (2001), que mostrou a capacidade
do sevoflurano em aumentar a peroxidacao lipidica sem alterar os niveis da defesa

antioxidante no figado de animais em curto periodo de exposicao.

O estudo in vivo de Lee et al (2004) envolvendo os trés anestésicos
(sevoflurano, isoflurano e desflurano), em um modelo de isquemia-reperfuséo renal,
demonstrou que o desflurano teve o menor efeito protetor devido a sua baixa
solubilidade lipidica. Em nosso estudo, a exposi¢cado ao desflurano por 3h aumentou
0s niveis e SOD e CAT, e a exposicdo a 1h e 2h aumentou os niveis de CAT,

evidenciando ativacdo do sistema antioxidante para protecdo contra as espécies
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reativas. Apesar da seguranca dos atuais anestésicos utilizados na pratica clinica, o
desflurano é o anestésico que possui menor metabolizacdo entre os 3 anestésicos, e
demonstrou ser capaz de promover desequilibrio redox em um modelo com auséncia
de lesdo, sendo assim, através desses resultados hipotetizamos que esses
anestésicos sao capazes de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS), promovendo

o desequilibrio redox nos rins.
6.8 Citocinas

Atraveés da utilizagdo do ensaio imunoenzimatico, realizado no sobrenadantes
advindos da homogeneizacao de fragmentos do tecido renal, foram analisados os
niveis da interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e do fator de necrose tumoral
(TNF). Os resultados mostraram que houve aumentos nos niveis de IL-6 no
homogeneizado renal dos animais dos grupos expostos ao isoflurano em todos os
tempos de exposicdo (ISO1h, ISO2h e ISO3h), quando comparado ao GC (p < 0,05),
enguanto os niveis de IL-10 diminuiram nos mesmos grupos quando comparados ao
grupo controle (p < 0,05). Nos animais do grupo exposto ao sevoflurano por 2h e 3 h
foi observado uma diminuicdo dos niveis de IL-6, IL-10 e TNF-a (p < 0,05), quando
comparados ao grupo controle. Para o anestésico desflurano, houve um aumento nos
niveis de IL-6 nos animais expostos por 2h (DES 2H), comparados ao grupo controle
(p=0,0112) e ao grupo desflurano 1h (DES1h) (p < 0,05), também foi observado um
aumento nos niveis de TNF-a nos animais expostos ao desflurano por 2h e 3h (DES2h,

DES3h) (p < 0,05), quando comparados ao grupo controle (Tabela 3).
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Tabela 3 - Mediadores inflamatdrios no parénquima renal.

Isoflurano
GC ISO1h ISO2h ISO3h
(p({:;l_/;r?L) 638,5 + 108,1 1061 + 222,72 1070 + 207,72 976,8 + 196,12
IL-10 a a a
683,2 + 80,43 510,8 + 60,85 509,2 + 80,67 514,8 + 83,09
(pg/mL)
TNF
(pg/mL) 709,2 + 275,1 750,2 + 85,03 837,2 + 187,3 745,3 + 124,0
Sevoflurano
GC SEV1h SEV2h SEV3h
IL-6 1163 +217,0°
(pg/mL) 1540 + 208,9 1447 + 321,3 989,7 +243,2
IL-10 a ab
605,4 + 141,5 ’
(pg/mL) 838.,0 + 86,04 756.5 + 187,2 550,0+ 70,92
TNF a ab
747,2 + 103,7 '
(pg/mL) 952,5 + 162,6 908,4 + 176,7 705,0 + 43,17
Desflurano
GC DES1h DES2h DES3h
(pg/mL) 923,5 + 227,3 902,9 + 143,9
IL-10
(pg/mL) 512,0 + 45,44 398,8 + 53,61 504,1 + 112,8 517,5 + 130,9
TNF 920741702 914,0+2040
(pg/mL) 677,3 £ 88,53 747,1 + 1449 T ' T !

GC: grupo controle; I1SO: grupo isoflurano; SEV; grupo sevoflurano; DES: grupo desflurano. IL:
interleucina; TNF: fator de necrose tumoral alfa. Letra (a) representa uma diferenca significativa
comparado ao GC. Letra (b) representa diferenca significativa comparado ao grupo 1 hora. Para os
resultados paramétricos, os dados foram expressos como média = desvio padrdo da média e foram
analisados por one-way ANOVA seguida pelo pds-teste de Tukey. N = (7 - 8) animais por grupo, (p <
0,05).

Estudo descrevem que 0s anestésicos inalatorios podem desempenhar
dualidade de efeitos sobre o sistema imune, podendo apresentar -efeitos
imunosupressérios ou imunoativadores (CRUZ; ROCCO; PELOSI, 2017;
STOLLINGS; JIA; TANG; DOU et al., 2016). Em nosso estudo, o grupo isoflurano

apresentou um aumento nos niveis de IL-6, com a diminuicdo dos niveis de IL-10. A
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IL-6 € uma citocina com perfil inflamatoério expressa na inflamacgéo de fase aguda, essa
interleucina promove maturagdo e ativacdo de neutrofilos, maturacdo de macréfagos
e diferenciacdo/manutencédo de linfécitos-T citotdxicos e células natural killer, sendo
secretada por muitos tipos celulares como macréfagos, mondcitos e eosindfilos (DE
OLIVEIRA; SAKATA; ISSY; GEROLA et al., 2011). Por outro lado, a IL-10 é uma
citocina com o perfil anti-inflamatério, sua expressdo indica uma modulacdo do
processo inflamatério, uma vez que sua expressao inibe as citocinas pré-inflamatérias,
como a IL-6, através da estimulacdo da producdo enddgena de citocinas anti-
inflamatdrias (DE OLIVEIRA; SAKATA; ISSY; GEROLA et al., 2011). Em situacdes de
inflamagé&o aguda, a alta concentragéo de IL-6 pode dominar sobre a IL- 10, diminuindo
sua expressdo ou acao através da regulacdo negativa (THOMAS; CHEN;
LEUKINOVA; VAN WAES et al., 2004). Sendo assim, 0 nosso resultado indica que o
isoflurano induziu um perfil inflamatério, com o aumento da expressédo de IL-6 e

supresséao de IL-10.

Estudos anteriores apontam o sevoflurano como uma agente imunossupressor
(CHO; YOON; HONG,; LEE et al., 2009; KONG; ZHU; WANG; HE et al., 2010;
MITSUHATA; SHIMIZU; YOKOYAMA, 1995). Em um estudo de transplante de figado
em ratos, o sevoflurano além de diminuir a infiltracdo de neutréfilos, também diminuiu
0s niveis plasmaticos de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e IL-6 (KONG; ZHU,;
WANG; HE et al., 2010). Em outro estudo envolvendo pacientes submetidos a cirurgia
cardiaca, o sevoflurano diminuiu a liberacdo das citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 (CHO;
YOON; HONG; LEE et al., 2009). Um estudo in vitro demonstrou que o sevoflurano
diminuiu a liberacdo de TNF- a, e outras citocinas (MITSUHATA; SHIMIZU;
YOKOYAMA, 1995). Em nosso estudo, o sevoflurano diminuiu os niveis de IL-6, IL-10
e TNF-a nos animais expostos comparados aos respectivos controles. Nesse
contexto, os resultados observados podem sugerir uma Iimunossupressao
desempenhada pelo sevoflurano ou mesmo a auséncia da producdo do metabdlito
trifluoroacetato que € capaz de induzir respostas inflamatérias, entretanto novos
estudos devem ser conduzidos para maior compreensao dos mecanismos envolvidos
(LORENTZ; HOBAIKA, 2011).

O desflurano, assim como o isoflurano, produz trifluoroacetato que
desencadeia uma resposta imune pré-inflamatéria (LORENTZ; HOBAIKA, 2011), em

nosso estudo o desflurano provocou o aumento da expressao de IL-6 em 2h de
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exposicao, e TNF-a em 2h e 3h de exposicao, apresentando um perfil pro-inflamatorio.
O Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), também é uma das primeiras citocinas pro-
inflamatdrias envolvidas durante a resposta inflamatoria, € produzida principalmente
por mondcitos, macrofagos e linfocitos-T (DE OLIVEIRA; SAKATA; ISSY; GEROLA et
al., 2011), e pode ser produzida em resposta ao estresse oxidativo (ARRUDA; BRAZ;
NOGUEIRA; SOUZA et al., 2019). O desflurano possui a maior CAM (6%) entre os
anestésicos, 0 que resulta em maiores concentracfes desse agente para a indugao
da anestesia, além disso, essa propriedade foi correlacionada as espécies reativas de
oxigénio em outros estudos, como justificativa para a indugao do dano causado pelos
anestésicos polifluorados (ARRUDA; BRAZ; NOGUEIRA; SOUZA et al., 2019;
JALOSZYNSKI; KUJAWSKI; WASOWICZ; SZULC et al., 1999).

6.9 Aspectos histopatolégicos do parénguima renal

As lesdes encontradas no parénquima renal dos grupos estudados estao
representadas na tabela 4 e nas figuras 6, 7 e 8. A tabela 4 resume a frequéncia de
lesGes através de analise semiquantitativa. Como esperado, o parénquima renal dos
grupos controles para os trés anestésicos (GC) apresentou caracteristicas

morfoldgicas preservadas quase em sua totalidade (Figuras 6A, 7A, 8A, tabela 4).

A exposicdo aos trés anestésicos resultou em alteragdes do parénquima renal.
As andlises morfologicas do tecido evidenciaram injurias, tais como: edema intersticial,
congestdo e presenca de focos de inflamacéo (reacéo inflamatoéria) (Figuras 6, 7, 8,
tabela 4). O edema intersticial se caracteriza por acimulo anormal de liquido no espaco
intersticial. A presenca de edema foi evidente nos grupos expostos por 1, 2 e 3 horas
aos anestésicos isoflurano e desflurano em relacao aos seus grupos controles (ISO1h,
p = 0,035; ISO2h, p = 0,037; ISO3h, p = 0,033; DES1h, p = 0,039;
DES2h, p = 0,001; DES3h, p = 0,007) (Figuras 6B-F, 8B-F, tabela 3). Entretanto, os
grupos ISO1h, 1ISO2h e ISO3h ndo apresentaram diferencas quando comparados
entre si. O mesmo aconteceu para 0os grupos DES1h, DES2h e DES3h, que foram
semelhantes entre si em relacdo a presenca de edema intersticial. Os animais
expostos ao sevoflurano, nos trés tempos de exposicao, ndo apresentaram diferencas
significativas em relagdo ao edema intersticial quando comparados aos seus controles

ou entre si (Figura 7, tabela 4).
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A congestdo, processo passivo resultante de obstrucdo venosa local e
caracterizado pelo aumento do volume sanguineo com consequente dilatacdo
vascular, foi observada no parénquima renal de alguns animais expostos por 1,2 e 3
horas ao isoflurano, com score variando entre 0 - 2,25, e ao desflurano, com score
variando entre 0 - 1, mas ndo nos expostos ao sevoflurano, apesar de estarem
presentes nesses animais, ndo houve diferenca significativa em relacdo a congestéo
guando comparados com 0s seus respectivos controles ou entre si (Figuras 6E, 8D,
tabela 4).

Outra alteracdo detectada no parénquima renal de todos 0s grupos expostos
aos trés anestésicos foi a presenca de reacao inflamatéria, em sua maioria em
pequenos focos de inflamacéo, havendo alguns focos maiores (Figuras 6, 7, 8, tabela
4). Essa leséo foi mais intensa em 1ISO1h (p = 0,017), 1ISO2h (p < 0,001) e ISO3h (p =
0,002), quando comparados ao GC (Figuras 6 B-G, tabela 4). A reacao inflamatoria
também foi mais intensa em SEV1h (p < 0,001), SEV2h (p < 0,001) e SEV3h (p <
0,001) quando comparados ao GC (Figuras 7 B-D, tabela 4). Em relacdo ao
desflurano, houve mais focos de inflamagéo em DES1h (p = 0,022), DES2h (p = 0,022)
e DES3h (p < 0,001) em relacdo ao GC (Figuras 8 B-G, tabela 4). Nao houve diferenca
significativa quando comparados os diferentes periodos de exposi¢cao entre si, para
os trés anestésicos. Nao houve reacdo inflamatoria nos grupos controles, esses
grupos apresentaram apenas células inflamatérias residentes (Figuras 6A, 7A, 8A,
tabela 4).
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Figura 6: Alteracdes histopatoldgicas dos rins de camundongos C57BL/6 expostos ao

isoflurano.

Grupo Controle (GC) (A), grupo ISO1h (B e C), grupo ISO2h (D), grupo ISO3h (E, F e G). Tubulos
proximais (TP), Tubulos distais (TD), glomérulo (g). Coloragado: Hematoxilina-eosina. Barra: 20 pm.
Ampliacéo de 400x. A) Rim com parénquima bem preservado. B) Parénquima renal do grupo 1ISO1h
com edema intersticial (setas finas em B) provocando o aparecimento de espagos entre os tubulos
renais, que contém células inflamatérias em pequenos infiltrados (cabecgas de seta em B). Observe
infiltrado inflamatorio relativamente intenso em C (cabe¢a de seta). D) Observe no grupo ISO2h
presenca de edema intersticial (seta fina) contendo células inflamatérias em pequenos infiltrados
(cabeca de seta) ou em infiltrados maiores (cabec¢a de seta no inserto). E, F e G) No grupo ISO3h,
observe edema intersticial (setas finas em E e F), infiltrados inflamatérios (cabecas de setas em E, F e
G). Alguns animais nos trés periodos de exposicdo ao isoflurano apresentaram congestao,
representada no inserto em E.
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Figura 7: Alteragdes histopatolégicas dos rins de camundongos C57BL/6 expostos ao
sevoflurano.

Grupo Controle (GC) (A), grupo SEV1h (B), grupo SEV2h (C), grupo SEV3h (D). Tubulos proximais
(TP), Tlabulos distais (TD), glomérulo (g). Coloragcao: Hematoxilina-eosina. Barra: 20 um. Ampliacéo
de 400x. A) Rim do grupo controle com parénquima bem preservado. B, C e D) Parénquima renal dos
grupos SEV1h (B), SEV2h (C) e SEV3h (D) com caracteristicas semelhantes aquelas dos grupos
controles, exceto pela presenga de focos inflamatérios menores ou maiores (cabecas de seta em B, C,

D e insertos).
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Figura 8: Alteracdes histopatoldgicas dos rins de camundongos C57BL/6 expostos ao
desflurano.

Grupo Controle (GC) (A), grupo DES1h (B), grupo DES2h (C e D), grupo DES3h (E, F e G). Tubulos
proximais (TP), Tabulos distais (TD), glomérulo (g). Coloragcédo: Hematoxilina-eosina. Barra: 20 pm.
Ampliacéo de 400x. A) Rim com parénquima bem preservado. B) Parénquima renal do grupo DES1h
com edema intersticial (setas finas) provocando o aparecimento de espagos entre os tdbulos renais,
gue contém células inflamatérias em pequenos infiltrados (cabecas de seta). Observe infiltrado
inflamatorio relativamente intenso no inserto (cabecas de seta). D) Observe no grupo ISO2h presenca
de edema intersticial (seta fina) contendo células inflamatérias em pequenos infiltrados (cabeca de seta)
ou em infiltrados maiores (cabeca de seta no inserto). E, F e G) No grupo ISO3h, observe edema
intersticial (setas finas em E e F), infiltrados inflamatérios (cabecas de setas em E, F e G). Alguns
animais nos trés periodos de exposicdo ao desflurano apresentaram congestéo, representada no
inserto em D (seta espessa).
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Tabela 4. Valores de score (percentil 25%—percentil 75%) das principais alteragdes histologicas
encontradas nos rins dos animais dos grupos experimentais.

LesOes Isoflurano
GC ISO1h ISO2h ISO3h
Edema intersticial 0 (0-0,25) 1(0,75-2) @ 1,5(0-2)@ 1(1-2)2
Congestao 0 (0-0) 0 (0-2,25) 0,5(0-2) 0 (0-
intertubular (0-2)
Reac&o inflamatoria 0 (0-0) 1(0,75-1)2 1(1-2)2 1(0,75-2) @
Sevoflurano
GC SEV1h SEV2h SEV3h
Edema intersticial 0 (0-0,25) 0 (0-1) 1(0-1,25) 1(0-1,25)
Corgestt 000 00D 00D g
Reacdao inflamatoria 0 (0-0,25) 1(1-1)° 1(1-1)@ 1(1-1)°
Desflurano
GC DES1h DES2h DES3h
Edema intersticial 0 (0-0) 1(1-1,25)2 2(0,75-2)2 2(0-2)2
iﬁfer;?ue;ltj"f‘; 0 (0-0) 0 (0-0,5) 0 (0-0,25) 0 (0-1)
Reacdo inflamatoria 0 (0-0) 1(0-1)® 1(0-1)@ 1(1-1,25)@

GC: grupo controle; 1SO: grupo isoflurano; SEV; grupo sevoflurano; DES: grupo desflurano. (a)
representa diferenca significativa quando comparado ao GC; (b) representa diferenca significativa
guando comparado aos grupos anestésicos por 1 h; (c) representa diferenca significativa quando
comparado aos grupos expostos aos anestésicos por 2 h. (d) representa diferenca significativa quando
comparado aos grupos expostos aos anestésicos por 3 h. Os dados foram expressos como mediana e
intervalo interquartil (25-75%) e foram analisados por Kruskal-Wallis seguido do p6s-teste de Dunn’s (p
< 0,05). n =10 animais por grupo.

A maioria dos estudos envolvendo a exposicdo aos anestésicos inalatorios em
modelos de lesdo renal, destacam seus efeitos protetores em relacdo a diminuicédo de
mediadores pro-inflamatdérios, apoptoticos e oxidativos (FUKAZAWA, LEE, 2014; LEE;
OTA-SETLIK; FU; NASR et al., 2004; ZHENG; LU; HUANG, 2020). Aléem disso, os
anestésicos inalatérios sdo capazes de promover uma regulacéo de vias inflamatorias
como a do NF-kB e da imunidade adaptativa levando a producdo de mediadores anti-
inflamatdérios em modelos de lesdo renal aguda (FUKAZAWA,; LEE, 2014). Entretanto,

o perfil dos anestésicos inalatorios parece diferir de acordo com o local da sua acao,
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em um ambiente com lesdo ou sem lesdo, como descrito anteriormente (STOLLINGS;
JIA; TANG; DOU et al.,, 2016). Em nosso estudo, os resultados sugerem gue 0S
anestésicos inalatorios sdo capazes de promover alteragcdes morfoldgicas evidentes,
mesmo que a principio em grau moderado. Evidenciando de maneira inédita que em
modelos com auséncia de lesdo renal, esses anestésicos halogenados sdo capazes
de desempenhar um efeito deletério, como relatado no estudo envolvendo o pulméo
(MACHADO-JUNIOR; DE SOUZA; CASTRO; PERUCCI et al., 2022).

6.10 Analises morfométricas do parénquima renal

A densidade glomerular foi realizada no parénquima renal dos animais na
objetiva de 4x, enquanto a area do glomérulo e a cavidade capsular foram analisadas
na objetiva de 40x. A andlise da contagem de glomérulos ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupos dos animais expostos aos anestésicos em diferentes
periodos. A area do glomérulo e da cavidade capsular diminuiram significativamente
(p < 0,05) nos animais expostos ao isoflurano por 1h (ISO 1H), quando comparado ao
grupo controle, ja os demais grupos ndo demonstraram diferenca significativa quando

comparados ao grupo controle ou entre si (Tabela 5).
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Tabela 5 — Anéalises morfométricas dos animais expostos aos diferentes anestésicos inalatérios.

Isoflurano
GC ISO1h ISO2h ISO3h
Densidade 32,41 +6,76 29,59 + 8,86 29,78 +11,58 33,75+ 18,70
glomerular
Area do 622,4 481,8 528,4 470,3
glomérulo (533 5.656,8)  (429,5-4855)2 (506,10 -560,00) (450,8 — 565,8)
Area da 236,7 170,3 191,6 185,5
cavidade
capsular  (242-8220)  (1657-1920)° (1821-2207)  (171,8-1909)
Sevoflurano
GC SEV1h SEV2h SEV3h
Densidade
glomerular 32,89 + 9,66 30,43 +11,14 41,87 +12,78 36,73 + 13,05
Area do
glomérulo 488,5 + 50,76 454.3 + 55,94 457,7 + 63,56 487,5 + 57,35
Areada
cavidade 160,8 + 81,77 203,3 + 30,50 187,3 + 42,18 181,0 + 24,66
capsular
Desflurano
GC DES1h DES2h DES3h
Densidade 35,00 39,88 45,00 42,67
glomerular (31 36.70,06) (30,58-54,00) (28,08-57,42)  (34,00-57,25)
Area do 453,4 + 36,48 420,8 + 46,14 4422 +4129 4598 + 77,08
glomérulo
Areada
cavidade 192,1 + 26,80 197,1 + 12,93 179,3 + 32,32 215,5 + 45,66
capsular

GC: grupo controle; 1ISO: grupo isoflurano; SEV; grupo sevoflurano; DES: grupo desflurano. Letra (a)

representa uma diferenca significativa entre os grupos quando comparado ao GC. Para os resultados

paramétricos, os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média e foram analisados

por one-way ANOVA seguida pelo pds-teste de Tukey. Para os resultados paramétricos, os dados

foram expressos como mediana e intervalo interquartil (25-75%) e foi analisado por Kruskal-Wallis

seguido do poOs-teste de Dunn'’s, n = (9 - 10) animais por grupo (p < 0,05).
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A diminuicdo da area glomerular é associada a perda progressiva da funcéo
renal e pode levar a insuficiéncia renal crénica (ROBBINS, 2010). Em nossos
resultados, foi observado uma diminuicdo na area glomerular com a diminuicdo da
area da cavidade capsular nos animais expostos ao isoflurano por 1h, baseado nos
resultados da histopatologia e dos niveis de citocinas, hipotetizamos que a diminui¢éo
nesses parametros ocorreu em resposta da reacao inflamatdria presente nesse grupo,
como j& descrito em outro estudo, que mostrou o aumento da presenca de células
inflamatoérias no rins induzida por esse anestésico (FRITHIOF; SOEHNLEIN;
ERIKSSON; FENHAMMAR et al., 2011), entretanto a alteracdo na area dos
glomérulos ndo foi suficiente para causar alteracdes na funcao renal desses animais

nesse periodo de exposicao.

7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o0s anestésicos inalatérios isoflurano,
sevoflurano e desflurano sdo capazes de alteraram a homeostase renal em animais

sem leséo prévia, promovendo desequilibrio redox e inflamacéao.
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Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 5899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Anvmal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committae on Animal Use of the Ouro Preto Federal Univarsity
[CEUA/UFOP) in the meeting of 06/19/2020

Finoiidade da Proposta: Pesquisa (Acedémica)

Vigéncia da Propasta: de 09/2020 a 092021 Area: Ciéncias Biologicas

Origem:  Centro de Ciéncia Animal

Espécie:  Camundongos sogénices sexo: Machos idade: 4 a5 semanas N 224
Linhagem: C57BLS Pesoc  15al6g

Local do experimento. Laboratdnio de Fisiopatologia Experimental (LAFEx), Sala 53, ICEB 2 - Telefone: (31) 3559-1216

Ouro Preto, 19 de junho de 2020

Profa. Dra. Paula Melo de Abreu Vielra Prof. Dr, Leonardo Maximo Cardoso
Ceoorgenadora da Comissdo de Etica ne Uso de Animais Vice-Conrgenador da Comissao de £tica no Uso de Animais
Universidade Federal de Quro Preto Universadade Federal e Oura Préto
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XXXVII Reuniao Anual da FeSBE
LVIII Congresso Anual da SBFis
XLVI Reunidao Anual da SBNeC

XVIII Reunidao Anual da BRAVO
XIV Congresso da SBBN
II Congresso DOHaD Brasil

Certificado

Certificamos que o resumo intitulado

08.004 - RENAL EFFECTS OF INHALED ANESTHETIC EXPOSURE IN HEALTHY ADULT MICE - Nogueira-Silva
L, Machado-Junior P, Souza ABF, Mota AT, Cangussu SD, Bezerra FS, Departamento de Ciéncias
Biolégicas - UFOP

foi apresentado em forma de Painel durante a XXXVII Reunido Anual da FeSBE realizada no periodo 27 a 30 de agosto de
2023, no Hotel Atiantico Buzios, em Buzios, RJ.
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Prof. Dr. Eduardo Colombari
/ Presidente da FeSBE
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ANEXO Il = Encontro de saberes

Republica Federativa do Brasil
Ministério da Educagdo
Universidade Federal de Ouro Preto
Pro-Retiora de Pesqusa, Pos-Graduacdo @ hovagdo
Fro.Ratora de Gracuagdo

Pro-fedoria de Extensdo e Cubiers
Pro-Ruiors do Assuntos Comuntarns & Essasantis UFOP
Diswkeia dw Rulgies inlamacenas

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho POSSIVEIS EFEITOS RENAIS DA EXPOSICAO DE ANESTESICOS
INALATORIOS EM CAMUNDONGOS ADULTOS SAUDAVEIS.. de autoria de LUDMILA NOGUEIRA
SILVA, PEDRO ALVES MACHADO JUNIOR. ANA BEATRIZ FARIAS DE SOUZA, ANANDA TOLENTINO
MOTA, SILVIA DANTAS CANGUSSU ¢ FRANK SILVA BEZERRA, foi apreseatado no XXXI SEMINARIO
DE INICIACAO CIENTIFICA do ENCONTRO DE SABERES — UFOP, realizado de 20 a 24 de Novembro de 2023.

Ouro Preto. 24 de Novembro de 2023,

Codigo: 1702303576857717581f7cd
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ANEXO Ill - Menc¢ao Honrosa

Universidade Federal de Ouro Preto
Pro-Rofiors de Pesquisa, Poe-Graduacdo o inovagdo
#ro-Retoda de Gracuagso
Pro-Reitoris oo Extensto e Cultuen

Republica Federativa do Brasil
Ministério da Educagao

Pro-Risorsy de Assiinios Comuneanos e Estasntis
Dirukaria dw Ralidos Infamaconas

CERTIFICADO

i de ési inalatérios em

Certificamos que o trabalho Possiveis efeitos renais da g
adultos saudaveis de auloria de: LUDMILA NOGUEIRA SILVA, orientador(a) Frank Silva Bezerra, coorientador(a)
Pedro Alves Machado Junior e coautoria de Ana Beatriz Farias de Souza, Ananda Tolentino Mota e Silvia Dantas
Cangussu, recebeu o PREMIO MENGAO HONROSA, entre os trabalhos da 4rea de CIENCIAS DA VIDA, apresentado
no XXXI SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA do XV Encontro de Saberes da UFOP, realizado de 20 a 24 de

Novembro de 2023.
Ouro Preto, 24 de Novembro de 2023. Aiseriicicade:
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