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1. INTRODUGAO

O transtorno do espectro do autismo (TEA) € um grupo de disturbios do
neurodesenvolvimento e condi¢cdes caracterizadas por deficiéncias nas interacbes
sociais, comunicagao, comportamentos restritivos e repetitivos (SCHAAF et al.,
2020; LORD et al, 2020). A complexibilidade da etiologia do TEA inclui fatores de
risco genéticos e ambientais, porém, variaveis ligadas a genética sdo encontradas
em apenas 30% dos pacientes diagnosticados com a doenga (SCHAAL et al., 2020;
LYALL et al., 2017; MODABBERNIA et al., 2017).

Diversos estudos demonstram a associagao entre idade paterna com o risco
de autismo, e em menor grau também a idade avangada materna, fatores que
implicam no envelhecimento das células germinativas (BOTLE et al., 2019; LORD
et al., 2020).

Em um trabalho publicado por Jill Escher e colaboradores (2022), se ressalta
a possibilidade de interrupgado do epigenoma das células germinativas, induzidos
por alguma substancia toxica exégena durante o desenvolvimento dos gametas dos
pais. Semelhante a casos de mutagdo germinativa, essas influéncias externas
podem desregular a transcrigdo de genes relacionados ao cérebro no
desenvolvimento fetal e inicial da vida, resultando em fenétipos anormais.

Evidéncias recentes sugerem uma importante associagao entre a exposi¢cao
a anestésicos inalatorios, alteracao no cérebro, alteragdes de comportamento e
desenvolvimento, mudangas comportamentais, dificuldade cognitiva e de
linguagem (VUTZKITS & XIE, 2016; BRIONI et al., 2017).

O sevoflurano é um anestésico inalatério mais utilizado em humanos
(CESAROQVIC et al. 2010) que vem sendo usado a mais de vinte anos. Sua
segurancga e eficacia sdo bem estabelecidas e continuam sendo estudadas mais
precisamente para definir seus efeitos em diferentes populagdes, pacientes e
organismos (BRIONI et al. 2017). Diversos estudos veem mostrando que
anestésicos inalatorios podem causar danos ao sistema reprodutor masculino,
toxicidade reprodutiva e danos na espermatogénese possivelmente causados pelo
sevoflurano, e podem estar relacionados a exposi¢ao precoce (BADEN et al., 1979;
CEYHAN et al., 2005; COATE et al., 1979).

Portanto, o objetivo do estudo sera avaliar a influéncia do sevoflurano na
prole dos animais expostos de forma aguda e crbnica, e sua possivel correlagéo
com alteragbes epigenéticas das células germinativas e alteragdes
comportamentais ligadas a TEA.
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2. METODOLOGIA

O experimento sera conduzido no biotério da Universidade Federal de
Pelotas, ja aprovado pelo comité de ética sob numero 23110.022342/2023-33, onde
serao utilizados 15 camundongos swiss albino macho de aproximadamente 5
semanas de vida. Os animais permaneceram 7 dias em aclimatag&o no Biotério da
UFPel recebendo ragao de acordo com a idade e espécie, agua ad. libitum e ciclo
de iluminacéo 12 horas claro,12 horas escuro.

Os camundongos serao divididos aleatoriamente em trés grupos de cinco
individuos cada, grupo controle (GO) e grupo cronico (G1) e grupo agudo (G2).
Todos os grupos serdo acomodados durante 20 dias consecutivos, 5 horas por dia,
em uma caixa acrilica de 28 litros (L) com entrada e saida de ar através de um
orificio de 2 centimetros, sendo abertura da caixa coberta por filme plastico. O
grupo GO sera exposto apenas a oxigénio em uma taxa de 1 L/minuto, enquanto o
grupo G1 além do oxigénio sera exposto ao sevoflurano na concentracéo de 25
partes por milhdo (ppm), e o grupo G3 sera submetido a anestesia geral durante
60 minutos a uma concentragédo de 2.5% de concentragao alveolar minima (CAM)
de sevoflurano.

ApOs a exposigao ao anestésico, os animais serao colocados para reprodug¢ao
com fémeas que ndo foram expostas, por acasalamento poligdmico, um macho
para duas fémeas conforme o CONCEA/2023. Serao utilizados cinco animais dos
tratamentos de exposi¢ao controle, aguda e crénica, para dez fémeas cada.

Na prole sera feita a avaliacdo da distancia urogenital ao nascimento, relagéo
de machos e fémeas, com 21, 25, 29 e 33 dias de vida, sera avaliado a interacao
social e avaliagdes comportamentais através dos testes de sociabilidade de trés
camaras, discriminacgao olfativa, medida de resposta nociceptiva a estimulo térmico
nocivo, modelo de avaliagcdo de resposta alodinica mecanica e teste de campo
aberto. No 33 dia, sera realizada a eutanasia dos animais para coleta de cortex
cerebral, hipocampo, cerebelo, analise estresse oxidativo e superoxido dismutase.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A relagao entre a exposicao do sevoflurano e o autismo tem sido investigada
em alguns trabalhos, principalmente em modelos de animais, onde a influéncia do
anestésico em momentos cruciais de desenvolvimento pode estar associada a
alteracbes comportamentais semelhantes as do espectro autista.

No estudo conduzido por Ju et al., (2018), onde ratos Sprague-Dawley com 5
dias de vida foram expostos ao sevoflurano durante 357 minutos a uma
concentracao de 2.1% CAM e recuperados, posteriormente no seu 90° dia de vida
foram colocados para acasalamento com animais nao expostos para a avaliacédo
posterior da prole. Em todos os animais foram realizados testes comportamentais
e coleta de amostras como cérebro, gametas e sangue.

Foi observado que os animais expostos ao seu 5° dia de vida apresentaram
maiores niveis de produgao de cortisol em testes de restricdo quando comparados
com o grupo controle, e os machos demonstraram alteragdes comportamentais em
todos os testes, enquanto as fémeas nao. Os resultados comportamentais na prole
foram identificados em somente aqueles animais provindos dos pais, machos,
expostos.
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Além disso, os pesquisadores analisaram a metilagdo do DNA em relagao a
expressao de dois genes, Kcc2 e Nkcc2, que desempenham papéis fundamentais
no sistema GABAérgico e na homeostase do cloro nos neurénios. Observou-se um
aumento na expressao génica tanto em machos quanto em fémeas expostos
durante o periodo neonatal. No entanto, entre os descendentes, apenas os
oriundos dos machos expostos apresentaram alteragbes na metilacdo do DNA.
Esses resultados, segundo os autores, sustentam fortemente a hip6tese de que
mecanismos epigenéticos estdo envolvidos nos efeitos da exposicdo ao
sevoflurano, sendo esses efeitos transmitidos a préxima geragao.

Em outro trabalho realizado por Wang, Forestier e Corses (2021),
camundongos fémeas adultas foram expostas ao sevoflurano a uma concentragao
de 3% CAM durante a gestagéo, sendo um grupo com exposi¢ao de 2 horas por 7
dias e o outro grupo com exposigao de apenas um dia. Da progénie das fémeas
expostas (denominado grupo F0), os machos (F1) foram cruzados com fémeas nao
expostas, e 0 mesmo replicado por duas vezes (F2 e F3). Testes comportamentais
foram aplicados em todas as progénies na sua fase adulta, e o sémen foi coletado
para avaliagdo epigenética.

Na avaliagao dos testes comportamentais, alguns machos F1 demonstraram
alteracdes sociais e movimentos repetitivos, mesmo aqueles provindos das fémeas
expostas apenas um unico dia da gestagéo. Cerca de 37 a 40% do grupo F1 foi
classificado como animais TEA. Na préxima geragao, os machos F2, foi possivel
identificar que os animais que apresentaram caracteristicas TEA eram filhos dos
pais que também apresentaram as caracteristicas relacionadas ao TEA, sugerindo
que a linha germinativa de seus pais foi alterada epigeneticamente pela exposi¢cao
ao sevoflurano, e essas alteracao passadas para a préxima geragdo. Em contraste,
os machos F2 que ndao demonstraram alteracdo de comportamento e sociais,
provinham de camundongos F1 n&o relacionados ao TEA.

O grupo F3 seguiu a mesma linha dos anteriores, onde filhos ligados a
caracteristicas TEA, tinham pais com as mesmas dificuldades comportamentais.
Portanto, os resultados sugerem que exposi¢cdo no utero, de embrides de
camundongos a doses relevantes de sevoflurano podem levar a transmissao
intergeracional e transgeracional de fenétipos semelhantes aos do TEA, sugerindo
que a exposicao ao sevoflurano altera o conteudo epigenético da linha germinativa
masculina.

4. CONCLUSOES

Com a utilizagdo ampla de anestésicos inalatérios, como o sevoflurano, em
pacientes gestantes e pediatricos, e com 0 aumento de procedimentos cirurgicos
principalmente em pessoas jovens, a condug¢ao de mais estudos abordando o tema
se faz necessario para reduzir os possiveis riscos em individuos expostos. Neste
projeto é esperado que a influéncia do sevoflurano na exposicao aguda e crénica
promova uma alteragdo de comportamentos que sao relacionados com o TEA,
assim como achados de relevancia nas amostras bioldgicas coletadas.
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