Rev Bras Anestesiol. 2019;69(1):58-63

REVISTA BRASILEIRADE

ANESTESIOLOGIA

jueli  BRASILEIRA DE
ANE S TE S IOL O GIA Publicagao Oficial da Sociedade Brasileira dvive‘;\/.e:bl:.sgzll:%ar

ARTIGO CIENTIFICO

Efeitos da exposicao repetida a diferentes L)

Check for

concentracdes de sevoflurano sobre o hipocampo |
de ratos neonatos

Omid Azimaraghi?, Maryam Nezhad Sistani®, Mohammad-Amin Abdollahifar®,
Ali Movafegh?, Anahid Maleki, Ebrahim Soltani¢, Alireza Shahbazkhani*
e Reza Atef-Yekta®*

a Tehran University of Medical Sciences, Dr. Shariati Hospital, Department of Anesthesiology and Critical Care Medicine, Teerd, Ird
b Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Department of Anatomical Sciences, Teerd, Ird

¢ Tehran University of Medical Sciences, Children Medical Center Hospital, Department of Anesthesiology, Teerd, Irda

d Tehran University of Medical Sciences, Dr. Ali Shariati Hospital, Anesthesiology Research Development Center, Teerd, Ird

Recebido em 14 de novembro de 2017; aceito em 4 de setembro de 2018
Disponivel na Internet em 13 de novembro de 2018

PALAVRAS-CHAVE Resumo

Sevoflurano; Justificativa e objetivos: O cérebro em desenvolvimento é mais vulneravel ao risco ambiental
Hipocampo; do que o cérebro ja desenvolvido. Avaliamos os efeitos da exposicdo repetida a diferentes
Ratos neonatais; concentracées de sevoflurano sobre o hipocampo de ratos neonatos com o uso de métodos
Estereologia; estereologicos.

Neurotoxicidade Métodos: Dezoito ratos neonatos foram divididos aleatoriamente em trés grupos. O Grupo A

foi submetido a inalacao de sevoflurano a uma concentracao de 1,5%; o Grupo B foi submetido
a inalacao de sevoflurano a uma concentracao de 3%; o Grupo C (controle) foi submetido a
inalacao de apenas oxigénio a 100%. Os tratamentos foram aplicados durante 30 minutos por
dia, durante sete dias consecutivos. Volume do hipocampo, comprimento do dendrito, nimero
de neur6nios e nimero de células gliais foram avaliados em cada grupo com o uso de estimativas
estereologicas.

Resultados: Identificamos uma reducao de ~2% no volume do hipocampo no Grupo A em
comparacao com o Grupo C. O volume médio do hipocampo foi ~11% menor no Grupo B do
que no Grupo C. Entretanto, essas diferencas no volume do hipocampo entre os grupos nao
foram estatisticamente significativas (p>0,05 para todos). Quanto ao nimero de neurdnios,
encontramos um namero significativamente menor de neurénios no Grupo A (~29% menos) e no
Grupo B (~43% menos) do que no Grupo C (p<0,05 para ambos). O comprimento do dendrito
foi ~8% menor no Grupo A e ~1% menor no Grupo B que no Grupo C.
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Conclusées: A exposicao repetida ao sevoflurano, independentemente da concentracao, redu-
ziu o volume do hipocampo neonatal de camundongos, bem como o nimero de neurdnios e o
comprimento dos dendritos.

© 2018 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Effects of repeated exposure to different concentrations of sevoflurane
on the neonatal mouse hippocampus

Abstract

Background and objectives: Developing brain is more vulnerable to environmental risk than is
the developed brain. We evaluated the effects of repeated exposure to different concentrations
of sevoflurane on the neonatal mouse hippocampus using stereological methods.

Methods: Eighteen neonatal male mice were randomly divided into three groups. Group A,
inhaled sevoflurane at a concentration of 1.5%; Group B, inhaled sevoflurane at a concentration
of 3%; and Group C (control group), inhaled only 100% oxygen. Treatments were applied for
30min a day for 7 consecutive days. The hippocampal volume, dendrite length, number of
neurons, and number of glial cells were evaluated in each group using stereological estimations.
Results: We identified a ~2% reduction in the volume of the hippocampus in Group A compared
to Group C. Mean hippocampal volume was ~11% smaller in Group B than it was in Group C.
However, these differences in hippocampal volume between the groups were not statistically
significant (p>0.05 for all). As for the number of neurons, we found significantly fewer neurons
in Group A (~29% less) and Group B (~43% less) than we did in Group C (p <0.05 for both). The
dendrite length was ~8% shorter in Group A and ~11% shorter in Group B than it was in Group C.
Conclusions: Repeated exposure to sevoflurane, regardless of the concentration, reduced the
volume of the neonatal mouse hippocampus, as well as the number of neurons and dendrite
length.

© 2018 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introducao

0 desenvolvimento normal do cérebro depende da formacao
apropriada de sinapses neuronais e do fluxo adequado de
informagdes entre os neurdnios durante o processo de
sinaptogénese.' O periodo de crescimento rapido do cérebro
(PCRC) é um periodo extenso de crescimento e maturacao
cerebral que ocorre durante o desenvolvimento do cére-
bro de mamiferos. Em humanos, o PCRC comeca durante o
ultimo trimestre de gravidez e se estende ao longo dos dois
primeiros anos de vida.? Em roedores, o PCRC ocorre durante
o periodo neonatal.® Pesquisas mostram que a exposicdo
neonatal a xenobioticos durante o PCRC pode afetar negati-
vamente o desenvolvimento do cérebro neonatal, resultar
em prejuizo da funcdo cognitiva em rato adulto.* Con-
tudo, os efeitos de agentes anestésicos especificos, como o
sevoflurano, sobre o desenvolvimento do cérebro ainda sao
obscuros.

0 sevoflurano é um éter metil isopropilico altamente flu-
orado, de cheiro adocicado, nao inflamavel que é frequente-
mente usado como agente anestésico inalatoério para induzir
anestesia através de uma mascara facial em criangas, devido
ao seu rapido inicio de acao e curta duracdo.® A caracteris-
tica mais importante do sevoflurano, em comparacao com
anestésicos mais antigos como isoflurano ou halotano, é a
sua menor solubilidade no sangue, o que permite que o

nivel de sevoflurano no cérebro aumente mais rapidamente
durante a inducdo anestésica.®’ A concentracdo alveolar
minima (CAM) de sevoflurano, ou seja, a concentracao de
sevoflurano nos pulmées necessaria para impedir o movi-
mento (resposta motora) em 50% dos individuos em resposta
a um estimulo cirdrgico (dor), diminui a medida que a idade
aumenta. CAMs maiores sao necessarias quando se admi-
nistra sevoflurano durante os periodos neonatal e infantil.®
Infelizmente, os efeitos que exposicoes repetidas a diferen-
tes concentracdes de sevoflurano podem ter no cérebro em
desenvolvimento permanecem desconhecidos.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos que exposicoes repetidas a diferentes concentracoes
de sevoflurano tém no hipocampo de ratos neonatos com o
uso de estimativas estereologicas.

Métodos

Preparacao dos animais e dos cérebros

Dezoito ratos machos neonatos foram obtidos do IR Instituto
Pasteur Iraniano (Teera, Ira). Todos os ratos experimentais
eram produto do acasalamento entre ratos adultos machos
e fémeas que foram mantidos em abrigos para animais sob
condicoes-padrao em temperatura de 22-24°C e em um
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ciclo claro-escuro de 12 horas com livre acesso a alimen-
tos e agua. Apos o acasalamento, o processo de gravidez foi
acompanhado até o parto.

Quarenta e oito horas ap6s o nascimento, os ratos neona-
tos foram colocados em caixas plasticas conectadas a uma
maquina anestésica através de um tubo. Os animais foram
alocados aleatoriamente em trés grupos: o Grupo A (seis
ratos neonatos machos com 48h de vida) recebeu sevo-
flurano a 1,5% durante 30 minutos por dia por sete dias
consecutivos; o Grupo B, (seis ratos neonatos machos com
48 h de vida) recebeu sevoflurano a 3% durante 30 min/dia
por sete dias consecutivos; os seis ratos do Grupo C (con-
trole), também com 48 h de vida, receberam oxigénio a 100%
durante 30 min/dia por sete dias consecutivos. Vinte e qua-
tro horas apos o ultimo tratamento com sevoflurano, os ratos
foram decapitados e os cérebros completamente extirpados
através de uma incisao na linha média do cranio. Em seguida,
os hemisférios direitos foram imersos em formalina tampo-
nada neutra. Posteriormente, os tecidos foram processados,
embebidos em parafina, seccionados através de cortes coro-
nais seriados (26-um de espessura) e corados com violeta
de cresila (1% de acetato de cresila violeta em agua desti-
lada). Além disso, os blocos dos hemisférios esquerdos foram
processados para o procedimento de impregnacao de Golgi.
Neurodnios necroticos foram estudados através da coloracao
com hematoxilina e eosina.

Determinacao do volume hipocampal com o uso
de estereologia

A localizacao do hipocampo em varias sec¢des foi iden-
tificada com o Atlas Paxinos. A técnica de Cavalieri foi
usada para determinar o volume do hipocampo. Primeiro,
o tecido foi seccionado em série. Em seguida, 10 cortes
de tecido foram selecionados aleatoriamente. Um micros-
copio de projecao (Nikon®, Japao) com ampliacdo final de
100x e uma ponta de prova foram usados para determi-
nar o volume do hipocampo (em pwm?3). A ponta de prova
tinha uma grade de pontos, que foi sobreposta aleatoria-
mente sobre as secdes de tecido em trés regides (CA1, CA2
e CA3), e o volume foi estimado com a seguinte equacao:
V = Ip x (a/p) x d, onde =p é o nimero de pontos que atin-
gem o volume do hipocampo, a/p é toda a superficie do
ponto, conforme calculado com a equagao abaixo e um com-
passo no microscopio, e d é a distancia entre as secoes
amostradas a/p = (Ax x Ay)/M?.

Na equacdo acima, Ax e Ay sdo as distancias entre os
pontos nos eixos x e y e M? é o quadrado da ampliacdo do
microscopio.

Determinacao do niumero de neurdnios
no hipocampo

A técnica do dissecador dtico foi usada para determinar o
numero de células no hipocampo, inclusive o nimero de
neuronios, células gliais e neurdnios degenerativos. Uma
estrutura de contagem projetada especificamente para con-
tagem de células foi usada. Todo o campo visual de cada
seccao (25-um de espessura) foi avaliado com um micros-
copio com o uso de uma lente objetiva de 40x (BX41TE;
Olympus, Japao). De acordo com o método de contagem

de grade, as células com seus nlcleos dentro da grade
ou na borda da grade foram contadas, enquanto aquelas
com os nucleos fora das linhas da grade nao foram con-
tadas. Entdao, a densidade numérica das varias células do
hipocampo foi calculada com a seguinte equacao: Nv =
O, Q)/(hx >°1p x a/f),onde Y ", Q éasomadas célu-
las contadas, ZLP € a soma dos pontos que atingem os
campos de selecao, h é a altura a partir da qual a contagem
foi feita e a/f é a proporcao da area enquadrada em relacao
ao tecido real.

Determinacao do comprimento dendritico
do neurdnio hipocampal

Os cortes de tecido (26-pm de espessura) que foram cora-
dos pelo método de Golgi foram usados para estimar o
comprimento dendritico dos neurénios do hipocampo. Algu-
mas regides do hipocampo foram projetadas no monitor
com o uso de um microscopio (E-200; Nikon) equipado com
uma lente objetiva (40x e 1,4 de abertura numérica).
Entdo, o comprimento do dendrito foi medido com o uso
de uma grade cicloide, que foi colocada sobre os dendritos
hipocampais paralelamente ao eixo vertical. Para estimar
o comprimento do dendrito, todos os cortes transversais
entre os eixos dos dendritos e os cicloides foram medidos
e entdo estimados com o uso da usando a seguinte equacao:
Ty = 2x(a/l) x (1/asf)M~' X1, na qual a/l é a area de exame
ao longo de cada cicloide, asf é uma area relacionada a
grade do cicloide, M é a ampliagcdo a 4000x e I é a soma
dos cortes transversais entre os dendritos e a grade cicloide.

Analise estatistica

Os dados coletados foram comparados entre os grupos por
meio de testes estatisticos nao paramétricos, como os tes-
tes de Kruskal-Wallis e U de Mann-Whitney, que foram feitos
com o software SPSS. As diferencas foram consideradas sig-
nificativas em p < 0,05.

Resultados
Volume do hipocampo

Nossas analises revelaram que o volume médio do hipocampo
foi ~2% menor no Grupo A (inalacao de sevoflurano a 1,5%) e
11% menor no Grupo B (inalacao de sevoflurano a 3%) do que
no Grupo C (grupo controle, inalacdo de oxigénio) (fig. 1).
No entanto, as diferencas no volume do hipocampo entre
os grupos nao foram estatisticamente significativas (p > 0,05
para todos).

Comprimento do dendrito

As analises revelaram que os dendritos eram ~8% menores
no Grupo A e ~11% menores no Grupo B do que no Grupo C
(fig. 2). As diferencas entre os grupos nao foram estatistica-
mente significativas (p> 0,05 para todos).
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Figura 1  Distribuicdo do volume do hipocampo dos grupos

de estudo. Grupo Experimental A: ratos neonatos que inalaram
sevoflurano a 1,5%. Grupo Experimental B: ratos neonatos que
inalaram sevoflurano a 3%; e Grupo C (controle): ratos neona-
tais que inalaram oxigénio a 100%. A figura mostra a diferenca
média no volume do hipocampo. O volume médio do hipocampo
foi menor no Grupo A e no Grupo B em comparacdo com o grupo
controle (>0,05).
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Figura 2  Distribuicées dos comprimentos dos dendritos de

neuronios hipocampais no estudo. Grupo Experimental A: ratos
neonatos que inalaram sevoflurano a 1,5%. Grupo Experimental
B: ratos neonatos que inalaram sevoflurano a 3%; e Grupo C (con-
trole): ratos neonatos que inalaram oxigénio a 100%. A figura
mostra a diferenca média entre os comprimentos dos dendritos
nos grupos de estudo. As analises revelaram que os dendritos
foram menores no Grupo A e no Grupo B em comparacao com
o Grupo C. As diferencas entre os grupos nao foram estatistica-
mente significativas (p > 0,05).

Contagens de células neuronais e gliais

Comparado ao Grupo C, ~29% e ~43% menos neuronios
foram encontrados nos Grupos A e B, respectivamente,
e essas diferencas foram estatisticamente significati-
vas (p< 0,05 para ambos). No entanto, as contagens de
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Figura 3  Distribuicdo do nimero de neurdnios do hipocampo

nos grupos de estudo. Grupo Experimental A: ratos neonatos
que inalaram sevoflurano a 1,5%. Grupo Experimental B: ratos
neonatos que inalaram sevoflurano a 3%; e Grupo C (controle):
ratos neonatos que inalaram oxigénio a 100%. Menos neurdnios
foram encontrados nos Grupos A e B e essas diferencas foram
estatisticamente significativas (p <0,05).
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Figura 4 Numeros de células gliais do hipocampo nos grupos
de estudo. Grupo Experimental A: ratos neonatos que inalaram
sevoflurano a 1,5%; Grupo Experimental B: ratos neonatos que
inalaram sevoflurano a 3%; e Grupo C (controle): ratos neonatos
que inalaram oxigénio a 100%. Quanto a contagem de células gli-
ais, nossas analises demonstraram mais células gliais no Grupo
A e no Grupo B em comparacao com o Grupo C. No entanto, as
diferencas entre os grupos nao foram estatisticamente signifi-
cativas (p>0,05).

neurdnios dos Grupos A e B ndo foram significativamente
diferentes (p>0,05) (fig. 3).

Quanto a contagem de células gliais, nossas analises
demonstraram ~12% a mais de células gliais no Grupo A e
~2% a mais de células gliais no Grupo B em comparagao com
o Grupo C. No entanto, as diferencas entre os grupos nao
foram estatisticamente significativas (p>0,05 para todos)
(fig. 4).
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Discussao

O presente estudo determinou os efeitos que a exposicao
repetida a diferentes concentracdes de sevoflurano teve
no hipocampo de ratos neonatos com o uso de usando
estimativas estereoldgicas. Os resultados sugerem que a
exposicao repetida ao sevoflurano, independentemente da
concentracao, reduz o volume do hipocampo, o numero
de neur6nios e o comprimento dos dendritos em ratos
neonatos. Também descobrimos que todas essas reducdes
foram um pouco mais acentuadas quando uma concentracao
maior de sevoflurano foi usada. Embora os volumes do
hipocampo, a contagem de neur6nios e o comprimento
dos dendritos ndao tenham sido significativamente diferen-
tes entre as duas concentracdes de sevoflurano testadas,
as diferencas podem ser importantes clinica e fisiologica-
mente.

Muitos estudos abordaram os efeitos em curto e longo
prazo dos anestésicos volateis sobre a neurogénese e
as fungdes neurocognitivas. Embora varios pesquisadores
tenham sugerido que o sevoflurano possa ter efeitos preju-
diciais no cérebro durante a infancia, existem discrepancias
em relacdo a dose, duracao e tempo de exposicao que
podem causar efeitos prejudiciais.””'> Em estudo ante-
rior, Zhou et al. avaliaram os efeitos da administracao
de diferentes doses de sevoflurano sobre o cérebro em
desenvolvimento e mostraram que doses mais altas de
sevoflurano levam a alteracdes histopatologicas e apop-
tose no hipocampo de ratos neonatos, bem como déficits
neurocognitivos temporais.”> Nossos dados sdo consisten-
tes com esses achados anteriores, embora tenhamos usado
diferentes concentracdes de sevoflurano e diferentes méto-
dos de avaliacao das alteracées no hipocampo. Em outro
estudo, Wang et al. verificaram que ratos com sete dias
de vida expostos ao sevoflurano a 2,5% por 4h apresenta-
ram comprometimento significativo da memaria espacial e
da memoria, conforme determinado pelo teste do labirinto
aquatico de Morris.' Além disso, Fang et al. descobriram
que mdultiplas exposicdes maternas ao sevoflurano inibi-
ram a neurogénese nos cérebros em desenvolvimento de
fetos de ratos e revelaram que essa inibicao era regulada
pela via Pax6."” Em contraste, Chen et al. demonstraram
que a exposicao a uma baixa concentracao de sevoflurano
realmente aumenta a neurogénese do hipocampo em ratos
neonatos. '

A maioria dos estudos acima mencionados sustenta que a
exposicao precoce ao sevoflurano pode induzir déficits neu-
rocognitivos em longo prazo, potencialmente por meio de
apoptose neuronal. No entanto, um estudo conduzido por
Lu et al. sugeriu que a apoptose neuronal pode nao contri-
buir para a disfuncao cognitiva em longo prazo, observada
apos a exposicao ao sevoflurano a 2%, mas sim que os efeitos
do neurodesenvolvimento induzido por sevoflurano podem
depender de varios fatores."”

Neste estudo, avaliamos as alteracdes do hipocampo
induzidas por sevoflurano com o uso de estimativas
estereoldgicas. Essa abordagem provavelmente produziu
estimativas mais precisas do volume do hipocampo, da con-
tagem de células neuronais e gliais e dos comprimentos dos
dendritos do que as estimativas identificadas em relatos
anteriores.

Do ponto de vista clinico, os efeitos mais pronuncia-
dos de estresse precoce mostraram efeitos nas estruturas
anatémicas do hipocampo que afetam a saiide humana mais
tarde.'® Estudos anteriores relataram pequenos volumes
hipocampais antes da manifestacdo dos sintomas clinicos no
transtorno depressivo maior.’® Atrofia do hipocampo e seus
correlatos clinicos também foi relatada em individuos com
doenca de Alzheimer, com comprometimento cognitivo leve
e em idosos controle, o que denota a importancia da estru-
tura anatomica do hipocampo na manifestacdo de varias
doencas.?

Varias limitacdes de nosso estudo devem ser observadas.
Primeiro, examinamos apenas o hipocampo. Assim, estudos
adicionais sobre as mudancas que ocorrem em resposta ao
sevoflurano em outras regides do cérebro sdo necessarios.
Especialmente, estudos que enfocam os possiveis efeitos em
curto e longo prazo da exposicao precoce ao sevoflurano
no desenvolvimento dos sistemas motor e sensorial devem
ser feitos. Em segundo lugar, estudamos apenas camundon-
gos neonatos masculinos para reduzir a possibilidade de
viés relacionado ao sexo no desenvolvimento do cérebro.
Portanto, estudos que avaliem ambos os sexos sao neces-
sarios para ajudar a esclarecer os efeitos do género nas
alteracdes neuronais induzidas por sevoflurano. Finalmente,
nao investigamos os mecanismos subjacentes as alteracoes
que observamos no hipocampo induzidas por sevoflurano.
Embora as evidéncias adquiridas sobre as mudancas que
ocorrem nos modelos animais em desenvolvimento apos a
exposicao ao sevoflurano sejam certamente inegaveis, estu-
dos continuos sobre os mecanismos da apoptose induzida
pela anestesia sao essenciais.

Conclusao

Com o uso de estimativas estereoldgicas, o presente estudo
revelou que a exposicao repetida ao sevoflurano, indepen-
dentemente da concentracao, induziu reducées no volume
do hipocampo, no nimero de neurénios € no comprimento
dos dendritos de ratos neonatos. Dado que o sevoflurano
é usado diariamente para induzir e manter a anestesia em
salas cirtrgicas pediatricas e dado o numero crescente de
bebés prematuros submetidos a uma variedade de cirurgias,
é essencial entender os possiveis efeitos que a anestesia e
a cirurgia podem ter em bebés e criancas pequenas para
determinar até que ponto os riscos superam os beneficios
e a cirurgia nao deve ser feita. Nosso estudo fornece dados
que aumentam nosso conhecimento sobre os efeitos que os
agentes anestésicos exercem sobre o cérebro em desenvol-
vimento.
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