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Resumo

Silva MAP. Avaliacdo toxicogenética, oxidativa e dmica da exposi¢do ao sevoflurano: estudo
experimental [Tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista -
UNESP; 2026.141 f.

Dado o seu amplo uso clinico, ¢ fundamental avaliar os efeitos biologicos atribuiveis ao
sevoflurano, um anestésico inalatorio mundialmente utilizado. Nesse contexto, modelo animal
constitui plataforma controlada para investigar possivel toxicidade, minimizando fatores de
confusdo cirurgicos, e permitindo a obtencao de achados translacionais. No presente estudo,
utilizamos modelos experimentais para caracterizar, de forma integrada, os efeitos sistémicos
e orgao-especificos da exposicdo aguda ao sevoflurano. Camundongos e ratos foram expostos
durante 2 h, por meio de sistema de inalagao de baixo fluxo (40% de oxigénio), a concentragdes
clinicamente relevantes correspondentes a anestesia de manutencao (3,3% em camundongos e
3,5% em ratos), anestesia profunda (4,5% em camundongos ¢ 4,8% em ratos) e concentracao
supraterapéutica (6,0% em ambas as espécies), além de grupo controle ndo exposto. Nos
camundongos, as avaliagdes foram realizadas 2 e 24 h apds anestesia. As analises tecido-
especificas demonstraram respostas redox e transcricionais distintas entre os 6rgdos. No
pulmao, as concentragdes de 4,5% e 6,0% reduziram a capacidade antioxidante (p=0,01),
enquanto 6,0% aumentou os danos ao DNA (p=0,008), acompanhado por maior expressao
génica de Ogg! (p=0,002) e redugdo de Sirt/ Pareto(p=0,004). No figado, embora ndao tenham
sido observadas alteragdes nos biomarcadores de estresse oxidativo ou danos genéticos,
verificou-se modulagdo transcricional caracterizada por redugdo da expressdo de Oggl no
grupo 6,0% (p=0,0002), aumento de Cyp2el nas maiores concentragdes (p<0,0001), aumento
de Nat2 em todos os grupos expostos (p=0,001), hiperexpressao de Apoa5 em 6,0% (p=0,03)
e reducdo de Nrf2 nas concentracdes de 4,5% e 6,0% (p=0,003). No rim, a concentracdo de
4,5% promoveu aumento da oxidagdo proteica (p=0,01) e danos ao DNA (p=0,001),
acompanhado por hiperexpressao de Nrf2 nas concentragdes de 3,3% e 4,5% (p=0,004) e de
Ppargcla em todas as concentragdes avaliadas (p=0,002). Adicionalmente, a metabolomica
plasmatica revelou respostas sistémicas dependentes da concentragdo e do tempo. Apds 2 h da
exposi¢do, a concentragdo de 3,3% promoveu remodelamento lipidico e modulagdo de
oxilipinas, associados ao aumento do lactato, compativeis com reprogramacdo metabolica
transitoria em dire¢do ao metabolismo glicolitico. Na concentracdo intermedidria houve
deplecdo de 4cidos graxos, acimulo de metilglioxal, alteragdes no metabolismo de
nucleotideos e aumento dos danos ao DNA (p=0,01). Na maior concentragdo, verificaram-se
deple¢do acentuada de metabdlitos lipidicos, alteragcdes em intermediarios glicoliticos e do
ciclo do acido tricarboxilico, enriquecimento de vias relacionadas ao metabolismo de
aminoacidos, homeostase redox e metabolismo do nitrogénio, além de aumento dos danos ao
DNA (p=0,01). Um dia apo6s a exposi¢do, observou-se recuperagao metabodlica parcial na
concentracdo de 3,3%, embora o aumento persistente de metilglioxal e de marcadores de
estresse oxidativo sugerisse resolucao incompleta, acompanhado por reducao dos triglicerideos
plasmaticos (p<0,001 vs. 2 h; p=0,003 vs. controle). Na concentracao de 4,5%, niveis elevados
de S-lactoilglutationa indicaram ativagdo da via da glioxalase, enquanto a concentraciao de
6,0% manteve o remodelamento lipidico, a reducdo dos triglicerideos (p<0,001 vs. 2 h) e a
persisténcia dos danos ao DNA (p=0,004). Para ampliar a compreensdao das alteracdes
metabolicas imediatamente apds a exposi¢do ao sevoflurano, realizou-se metaboldmica nao
direcionada em plasma e multiplos tecidos de ratos.A exposicdo induziu remodelamento
metabolico sistémico e orgao-especifico, caracterizado pelo enriquecimento consistente das
vias do metabolismo do acido linoleico e do glioxilato/dicarboxilato no plasma, acompanhado
por aumento da glutationa oxidada. No pulmao, observou-se enriquecimento da biossintese de



acidos graxos insaturados; no cérebro, alteracdes no metabolismo de glutamato, glutamina e
triptofano; no figado, extensa reorganizagdo metabolica, incluindo reducdo de metabolitos do
ciclo da ureia; e, no rim, enriquecimento das vias de glicina, serina, treonina, alanina, aspartato
e glutamato, associado a reducdo dos niveis de taurina. As respostas de taurina e glutamina
diferiram entre os tecidos, evidenciando adaptagdes metabolicas oOrgao-especificas. Em
conjunto, os resultados demonstram que uma unica exposi¢cdo por 2 h ao sevoflurano ¢
suficiente para induzir respostas bioldgicas dependentes da concentragdo e do tempo de
avaliagdo, envolvendo remodelamento lipidico, alteragcdes bioenergéticas, modulacao do
metabolismo de nucleotideos, desequilibrio redox e genotoxicidade. Concentragdes proximas
as utilizadas na pratica clinica desencadearam adaptagdes metabdlicas transitorias, enquanto
exposi¢des mais elevadas produziram alteragdes mais intensas e persistentes, incluindo danos
genéticos e remodelamento metabolico multiorganico. Esta tese fornece a primeira
caracterizacao integrada dos efeitos metaboldmicos, moleculares e toxicoldgicos sistémicos e
orgao-especificos do sevoflurano em modelos experimentais, estabelecendo uma base
mecanistica para compreender tanto os eventos iniciais desencadeados imediatamente apos a
exposicao quanto as adaptagdes metabodlicas relevantes ao contexto perioperatdrio.

Palavras-chave: Sevoflurano, Genotoxicidade, Estresse oxidativo, Expressdo génica,
Metabolomica



Abstract

Silva MAP. Toxicogenetic, oxidative, and omics evaluation of sevoflurane exposure: an
experimental study [PhD thesis]. Botucatu: Medical School, Sdo Paulo State University -
UNESP; 2026. 141 p.

Given its widespread clinical use, it is essential to investigate the biological effects directly
attributable to sevoflurane, one of the most commonly used volatile anesthetics worldwide. In
this context, experimental animal models provide a controlled platform for evaluating its
potential toxicity by minimizing surgery-related confounding factors while enabling the
generation of translational insights. In the present study, experimental models were used to
comprehensively characterize the systemic and organ-specific effects of acute sevoflurane
exposure. Mice and rats were exposed for 2 h using a low-flow inhalation system (40% oxygen)
to clinically relevant concentrations corresponding to maintenance anesthesia (3.3% in mice and
3.5% in rats), deep anesthesia (4.5% in mice and 4.8% in rats), and a supratherapeutic
concentration (6.0% in both species), together with an unexposed control group. In mice,
evaluations were performed 2 and 24 h after anesthesia. Tissue-specific analyses revealed distinct
redox and transcriptional responses among organs. In lungs, exposure to 4.5% and 6.0% reduced
antioxidant capacity (p = 0.01), whereas 6.0% increased DNA damage (p=0.008), accompanied
by upregulation of gene expression Ogg! (p=0.002) and reduced Sirt/ expression (p=0.004). In
the liver, although no changes were observed in oxidative stress biomarkers or genetic damage,
transcriptional modulation was evident, including reduced Ogg! expression in the 6.0% group
(p=0.0002), increased Cyp2el expression at the higher concentrations (p<0.0001), increased
Nat?2 expression in all exposed groups (p=0.001), Apoa5 overexpression at 6.0% (p=0.03), and
reduced Nrf2 expression at 4.5% and 6.0% (p=0.003). In kidneys, exposure to 4.5% increased
protein oxidation (p=0.01) and DNA damage (p=0.001), accompanied by upregulation of Nrf2 at
3.3% and 4.5% (p=0.004) and upregulation of Ppargcla across all exposure concentrations
(p=0.002). Plasma metabolomics further demonstrated concentration- and time-dependent
systemic responses. Two h after exposure, 3.3% sevoflurane induced lipid remodeling and
oxylipin modulation, accompanied by increased lactate levels, consistent with transient metabolic
reprogramming toward glycolytic metabolism. At the intermediate concentration, depletion of
fatty acids, accumulation of methylglyoxal, alterations in nucleotide metabolism, and increased
DNA damage (p=0.01) were observed. At the highest concentration, marked depletion of lipid
metabolites, alterations in glycolytic and tricarboxylic acid cycle intermediates, enrichment of
pathways associated with amino acid metabolism, redox homeostasis, and nitrogen metabolism,
together with increased DNA damage (p=0.01), were identified. Twenty-four h after exposure,
partial metabolic recovery was observed in the 3.3% group; however, the persistent elevation of
methylglyoxal and oxidative stress markers suggested incomplete resolution, accompanied by
reduced plasma triglyceride levels (p<0.001 vs. 2 h; p=0.003 vs. control). At 4.5%, increased S-
lactoylglutathione levels indicated activation of the glyoxalase pathway, whereas exposure to
6.0% maintained lipid remodeling, reduced plasma triglycerides (p<0.001 vs. 2 h), and persistent
DNA damage (p=0.004). To further characterize the immediate metabolic alterations induced by
sevoflurane exposure, untargeted metabolomics was performed in plasma and multiple tissues
from rats. Sevoflurane exposure induced both systemic and organ-specific metabolic remodeling,
characterized by consistent enrichment of linoleic acid metabolism and glyoxylate/dicarboxylate
metabolism in plasma, accompanied by increased oxidized glutathione levels. In the lung,
enrichment of unsaturated fatty acid biosynthesis was observed; in the brain, alterations in
glutamate, glutamine, and tryptophan metabolism were identified; in the liver, extensive
metabolic reorganization included reduced urea cycle metabolites; and in the kidney, enrichment
of glycine, serine, threonine, alanine, aspartate, and glutamate metabolism was associated with
decreased taurine levels. Tissue-specific differences in taurine and glutamine responses further
highlighted distinct metabolic adaptations across organs. Collectively, these findings
demonstrate that a single 2-h exposure to sevoflurane is sufficient to induce concentration- and



time-dependent biological responses involving lipid remodeling, bioenergetic alterations,
modulation of nucleotide metabolism, redox imbalance, and genotoxicity. Concentrations
comparable to those used in clinical practice primarily elicited transient metabolic adaptations,
whereas higher exposures produced more pronounced and persistent alterations, including
genetic damage and multiorgan metabolic remodeling. This thesis provides the first integrated
characterization of the systemic and organ-specific metabolomic, molecular, and toxicological
effects of sevoflurane in experimental models, establishing a mechanistic framework for
understanding both the early biological events triggered immediately after exposure and the
subsequent metabolic adaptations relevant to the perioperative setting.

Keywords: Sevoflurane; Genotoxicity; Oxidative stress; Gene expression; Metabolomics.



Historico, perfil farmacocinético e aspectos toxicologicos do sevoflurano

Atualmente, aproximadamente 313 milhdes de procedimentos cirtrgicos sao realizados
anualmente em todo o mundo, envolvendo amplo uso de anestésicos inalatorios (Meara et al., 2016).
Destaca-se que o desenvolvimento desses anestésicos foi marcado pela halogenacdo de
hidrocarbonetos precursores (halogenados), estratégia quimica fundamental para reduzir sua
inflamabilidade e aumentar a estabilidade e seguranga de uso clinico (Larson, 2010). Entre esses
agentes, o sevoflurano consolidou-se como um dos mais amplamente empregados na pratica anestésica
contemporanea, sobretudo em razdo de seu perfil farmacocinético. Patenteado em 1970, o composto
recebeu essa denominagdo devido a presenga de sete atomos de flior em sua estrutura molecular (Ikeda
e Makino, 2022).

Estudos iniciais em modelos animais descreveram o sevoflurano como um anestésico de odor
ndo irritante ¢ demonstraram discreto aumento da excrecdo urinaria de fluoreto inorganico nas
primeiras 24 horas ap0s a exposi¢ao anestésica (Wallin et al., 1975). Quanto ao perfil farmacocinético,
o sevoflurano ¢ administrado por via inalatoria, sendo absorvido através da membrana alvéolo-capilar
e distribuido pela circulacdo sistémica. Em razdo do seu baixo coeficiente de particdo sangue/gés e
0leo/gés, o anestésico atinge a circulagdo arterial e distribui-se para 6rgaos perfundidos, especialmente
o sistema nervoso central, principal alvo de seus efeitos anestésicos (Patel e Goa, 1996). Essas
caracteristicas contribuem para a rapida indugdo e recuperagio anestésica observadas, especialmente
em anestesia pedidtrica (Yasuda et al., 1989; Apai et al., 2021; Huang et al., 2021).

Os anestésicos inalatdrios também podem influenciar a dindmica cerebrovascular por meio de
acdes concomitantes sobre o metabolismo cerebral e o tonus vascular. Em comparagdo com outros
anestésicos halogenados, o sevoflurano apresenta menor efeito vasodilatador cerebral relativo,
caracteristica frequentemente associada a manuten¢do mais estavel da perfusdo cerebral e da
estabilidade cardiovascular durante o procedimento anestésico (McCulloch e Young, 2010).

Adicionalmente, esse anestésico exerce importantes efeitos hemodinamicos por meio da
modulagdo do sistema nervoso autdnomo, com atenuacao da atividade simpatica cardiovascular. Nesse
sentido, Kurosawa et al. (1989) demonstraram, em ratos Wistar, que o aumento da concentracao do
sevoflurano promove reducao da atividade do nervo simpético cardiaco, sem alteragdes significativas

na atividade do nervo parassimpatico cardiaco, bem como do nervo simpatico renal. Esses achados



reforcam o papel do sevoflurano na regulagdo da resposta cardiovascular durante a anestesia,
contribuindo para maior estabilidade hemodinamica intraoperatoria.

Além disso, evidéncias recentes demonstram que o sevoflurano pode exercer efeitos diretos
sobre células endoteliais vasculares, promovendo aumento concentracdo-dependente da
permeabilidade vascular pulmonar (Li et al., 2025a), o que reforg¢a o potencial impacto sistémico desse
anestésico sobre a homeostase vascular e tecidual. Ademais, durante a anestesia, ocorre
simultaneamente captacdo pulmonar continua e eliminag@o expiratoria do anestésico, estabelecendo
equilibrio dindmico entre absorcdo, distribuicao tecidual e eliminacdo. Esse processo resulta em um
estado estacionario farmacocinético, no qual as pressdes parciais do anestésico tendem a permanecer
relativamente equilibradas entre pulmdes, sangue e cérebro, permitindo maior estabilidade da
profundidade anestésica ao longo do procedimento (Dale ¢ Brown, 1987).

Embora quantitativamente reduzido, o metabolismo do sevoflurano apresenta relevancia
bioldgica. Aproximadamente 5% do anestésico sofre biotransformacdo hepatica mediada
principalmente pela isoenzima citocromo P450 2E1 (CYP2E1), originando hexafluoroisopropanol
(HFIP) e ions fluoreto inorganico (Kharasch et al., 1995). O HFIP ¢é rapidamente conjugado, sendo
que mais de 85% circula no plasma sob a forma de glicuronideos (Kharasch, 1995). Em relagdo aos
ions fluoreto, concentragdes séricas maximas foram descritas ao final da exposi¢do anestésica e
durante o primeiro dia apés a anestesia (Holaday e Smith, 1981), evidenciando a persisténcia
transitoria dos metabdlitos circulantes mesmo apods a interrup¢do da administragdo do anestésico.
Destaca-se que ambos os metabolitos sdao eliminados pelos rins.

Adicionalmente, sabe-se que anestésicos volateis podem sofrer degradagdo quimica na presenga
de absorvedores de diéxido de carbono (CO:), resultando na formagdo de subprodutos potencialmente
toxicos, incluindo monéxido de carbono — CO (Coppens et al., 2006). Entre eles, o principal produto
de degradagdao do sevoflurano ¢ o fluorometil-2,2-difluoro-1-(trifluorometil) vinil éter, conhecido
como composto A (Hanaki et al., 1987). Em ratos Wistar, a exposi¢ao ao composto A foi associada a
lesdes renais, evidenciadas histologicamente por necrose corticomedular dos tubulos proximais (Morio
et al., 1992). Entretanto, esses achados experimentais nao foram confirmados em estudos clinicos. Na
revisdo sistematica realizada por Ong et al. (2017), adultos sem doenga renal pré-existente submetidos
a anestesia com sevoflurano nao apresentaram elevagdes clinicamente relevantes nos niveis séricos de
creatinina ou nitrogénio ureico sanguineo, indicando auséncia de comprometimento significativo da
funcao renal.

Embora estudo clinico tenha demonstrado auséncia de alteragdes significativas da creatinina
sérica ap6s a anestesia com sevoflurano (Mazze et al., 2000), a creatinina ¢ considerada um marcador

tardio de lesdo renal, podendo permanecer dentro dos valores de referéncia mesmo na presenga de



alteragdes estruturais iniciais do tecido renal (Bedford e Ives, 2000). De maneira geral, as evidéncias
disponiveis indicam que o sevoflurano nao estéa associado a toxicidade renal clinicamente significativa
em individuos com fun¢do renal preservada, independentemente da profundidade ou da duragdo da
anestesia, desde que a exposi¢do ao composto A permaneca inferior a 150 partes por milhdo-hora
(ppm/h) (Bedford e Ives, 2000). Dessa forma, a utilizacdo de biomarcadores mais sensiveis e de
avaliacdes histopatologicas torna-se relevante para a deteccdo precoce de potenciais efeitos
nefrotoxicos.

Adicionalmente, Lockwood (2010) destacou que, apesar da recuperagdo clinica apos a anestesia
com sevoflurano ocorrer de maneira relativamente rapida, a elimina¢ao completa do composto pode
ser mais lenta em decorréncia de sua redistribuicdo gradual a partir de tecidos adiposo e muscular.
Dessa forma, concentracdes residuais do anestésico podem permanecer detectaveis por dias apds a
interrupcdo da administragdo, sugerindo persisténcia da exposicdo tecidual e manutengdo do
metabolismo residual mesmo apods o término do procedimento anestésico.

A determinacdo da profundidade anestésica ¢ fundamental para a pratica clinica e para a
padronizagdo de modelos experimentais, considerando a dindmica de absorcdo, distribui¢do e
eliminagdo do sevoflurano. Nesse contexto, o conceito de concentragao alveolar minima (CAM) foi
introduzido em 1965 como método padronizado para avaliagdo da poténcia dos anestésicos inalatorios
com base na imobilidade frente a estimulos nociceptivos (Eger et al., 1965; Lobo et al., 2024). A CAM
¢ definida como a concentracdo alveolar necessaria para impedir movimento em 50% dos individuos
expostos a um estimulo doloroso.

Os valores de CAM variam entre as espécies, refletindo diferengas fisiologicas, metabdlicas e
farmacodindmicas. Em humanos, 1 CAM de sevoflurano corresponde a aproximadamente 2% de
concentracdo inspirada, enquanto em camundongos, especialmente da linhagem C57BL/6, valores
proximos de 3,3% tém sido descritos (Sonner et al., 1999). De forma consistente, Cesarovic et al.
(2012) demonstraram que, para garantir tolerancia cirurgica e imobilidade em praticamente todos os
animais durante procedimentos experimentais, foi necessaria a utilizagdo de aproximadamente 1,5 X
CAM, ou seja, valores proximos de 5% de sevoflurano. J& em ratos Wistar, a CAM do sevoflurano
apresenta valores proximos a 3,0% (Steffey et al., 2003). Dessa forma, a CAM permite comparagdes
da poténcia anestésica entre diferentes espécies, mas valores equivalentes ndo representam exposi¢oes
fisiologicas idénticas entre modelos bioldgicos distintos, aspecto particularmente relevante em estudos
toxicoldgicos e translacionais envolvendo anestésicos inalatérios. A Figura 1 apresenta uma sintese
esquematica do perfil farmacocinético do sevoflurano.

Por precaugdo, especialmente diante das incertezas relacionadas ao potencial nefrotoéxico do

sevoflurano, a Food and Drug Administration (FDA) recomenda que sua exposi¢do nao exceda 2 CAM



em fluxos de gases frescos entre 1 e <2 L.min™', além de contraindicar fluxos inferiores a 1 L.min™’
em humanos, enquanto as autoridades regulatorias brasileiras ainda ndo estabeleceram recomendagdes
formais (Lineburger et al., 2023).

Destaca-se que o sevoflurano foi originalmente aprovado pela FDA em 1995 (Ikeda e Makino,
2022), permanecendo desde entdo sob continuas revisdes regulatorias de seguranca (FDA, 2025). Os
estudos utilizados em sua avaliacao toxicologica nao identificaram evidéncias de atividade mutagénica
no teste de Ames, no ensaio de micronticleo (MN) em camundongos, no ensaio de mutagenicidade em
linfoma murino e em culturas de linfocitos humanos. De maneira semelhante, também nio foram
observadas aberracOes cromossomicas em células de mamiferos cultivadas. Entretanto, as
investigacdes  toxicoldgicas  descritas na  documentacdo  regulatoria  concentraram-se
predominantemente em desfechos relacionados a neurotoxicidade, especialmente alteracdes cognitivas
associadas a processos de aprendizagem e memoria, enquanto outros possiveis efeitos biologicos
sist€émicos permanecem menos explorados.

Mais recentemente, um Grupo Consultivo composto por 28 cientistas definiu prioridades para
futuras avaliagdes de carcinogenicidade no Programa de Monografias da International Agency for
Research on Cancer (IARC) para o periodo de 2025-2029, incluindo o sevoflurano entre os agentes
previamente avaliados pela agéncia (Berrington de Gonzalez et al., 2024). Até o momento, o anestésico
permanece classificado no Grupo 3 da IARC, categoria destinada a agentes “nao classificaveis quanto
a carcinogenicidade em humanos” (IARC, 1987). Esse cenario ressalta a persisténcia de lacunas
cientificas quanto aos seus possiveis efeitos biologicos, refor¢ando a necessidade de estudos adicionais

sobre seus potenciais mecanismos de toxicidade, genotoxicidade, bem como carcinogenicidade.
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