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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar danos oxidativos no material genético e
expressdo de genes relacionados ao reparo de danos oxidativos no DNA de
profissionais expostos ocupacionalmente aos anestésicos inalatorios. Participaram do
estudo 60 médicos atuantes em um hospital universitario terciario, sendo 30
anestesiologistas expostos ocupacionalmente aos residuos de gases anestésicos
mais modernos: isoflurano, sevoflurano e desflurano, além do gés 6xido nitroso (grupo
exposto) e 30 médicos sem exposicao aos anestésicos (grupo controle), os quais
foram pareados por idade, sexo e estilo de vida. Os danos oxidativos no DNA foram
detectados pelo teste do cometa enquanto que a expressao de dois genes de reparo
de danos oxidativos no DNA (hOGG1 e XRCC1) foi avaliada por reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR). N&ao houve diferencas significativas
entre 0s grupos em relacdo as caracteristicas dos participantes, quanto aos danos
oxidativos no DNA nem em relacdo a expressao de ambos os genes avaliados (p >
0,05). Desse modo, diante das condi¢cbes deste estudo, nossos achados sugerem que
a exposicao cronica aos residuos de gases anestésicos mais comumente utilizados
nao esteja associada aos danos oxidativos no genoma nem a modulacdo de
expressdo de genes relacionados ao reparo de danos oxidativos no DNA de
anestesiologistas atuantes em centro cirlrgico de hospital universitario. Porém,
ressalta-se a importancia do constante biomonitoramento humano para a identificacéo
e quantificacdo de possiveis riscos que os residuos de gases anestésicos possam
exercer sobre a saude dos profissionais. Possivelmente, outros mecanismos e vias
podem estar associados aos possiveis efeitos téxicos envolvidos na exposi¢ao

ocupacional aos anestésicos inalatérios.



1. INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

Dentre todas as descobertas da area médica, sem duvida, a descoberta de
substancias que minimizassem a dor no procedimento cirurgico foi um dos grandes
marcos da historia. Na Antiguidade, os incas utilizavam folhas de coca em feridas para
proporcionar alivio de dor, e a chicha, bebida alcodlica fermentada a base de milho,
para produzir certo torpor durante as operacdes cirurgicas (FAIRLEY, 2007; MAIA;
FERNANDES, 2002); j& os chineses utilizavam-se da acupuntura (KITZ; VANDAM,
1993; MAIA; FERNANDES, 2002). Em meados do século Xll, as cirurgias eram
realizadas em pacientes conscientes ultrapassando o limiar da dor com utilizacéo de
meétodos brutais e até mesmo de tortura, conforme relatado pelo médico e bispo
catolico italiano Theodoric (ROBINSON; TOLEDO, 2012).

O nascimento da anestesia deveu-se a utilizacdo de dietil éter em uma cirurgia
para retirada de um tumor de pescoco realizada no Massachusetts General Hospital,
em Boston, nos Estados Unidos em 1846. Relata-se que o Doutor William Morton
(Figura 1) inseriu um inalador com um fluido incolor no paciente observando
inicialmente certo rubor, bem como respiracéo irregular e rapida. Depois de algum
tempo, o paciente “caiu em sono profundo” sendo possivel a realizacdo da cirurgia
sem a sensacao de dor provocada por tal procedimento. Posteriormente, o termo
“anestesia” foi criado por Oliver Wendell Holmes com o intuito de descrever a mudanca
fisioldgica induzida apos utilizacdo do éter (ROBINSON; TOLEDO, 2012).

Apesar do grande avanco nos procedimentos cirdrgicos em decorréncia da
utilizacéo do dietil éter, este anestésico ndo era ideal devido as suas caracteristicas,
incluindo inflamabilidade, odor desagradavel e persistente, além do grande potencial
de inducdo de nauseas e vomitos. Outros anestésicos inalatorios também foram
utilizados, como o ciclopropano e o cloroférmio, porém esses agentes propiciavam
muitos efeitos colaterais ao paciente (WHALEN; BACON; SMITH, 2005). A utilizacao
de 6xido nitroso (N20), a época, era realizada em mistura quase hipdxica devido a sua
baixa poténcia anestésica (ROBINSON; TOLEDO, 2012). Assim, a pratica da
anestesiologia assistiu, desde entéo, a profunda evolucdo nesse campo a medida em

gue outros anestésicos, mais seguros, foram se consagrando.



Figura 1 — Primeira demonstrag&o publica, realizada por William Morton, da anestesia

com dietil éter.

Disponivel em: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:WTG_Morton_1859.jpg.

Acesso em: 4 out. 2019.

No final da década de 1930, a industria ja sintetizava hidrocarbonetos
halogenados cuja férmula permitia menor inflamabilidade. A aplicacdo dessa técnica,
no desenvolvimento de anestésicos, foi realizada em 1954 com a sintese do halotano.
A principio, este anestésico inalatério apresentava menor inflamabilidade, odor
agradavel e maior poténcia anestésica em comparagcdo aos anestésicos utilizados
anteriormente (ROBINSON; TOLEDO, 2012). Porém, poucos anos depois, observou-
se que este agente era bastante lipossoluvel, e que, devido a sua alta taxa de
metabolizacdo hepética, seus subprodutos/metabdlitos eram capazes de acetilar as
proteinas no figado, o que estaria relacionado com hepatotoxicidade (RESTREPO et
al., 2009).

Posteriormente, os anestésicos halogenados isoflurano, enflurano e desflurano
foram desenvolvidos e apresentavam menor nivel de toxicidade e menor risco de
inflamabilidade, além de garantirem rapida inducdo e recuperacdo anestésicas. No
final da década de 1960, o halogenado sevoflurano foi sintetizado e apresentava

caracteristicas semelhantes aos halogenados anteriores, além de proporcionar menor
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irritacdo das vias aéreas, sendo bastante utilizado em cirurgias pediatricas (VANIS-
VATRENJAK et al., 2015).

Atualmente, os anestésicos halogenados mais modernos (isoflurano,
sevoflurano e desflurano), além do gas N:20, que € utilizado em conjunto com outro
anestésico devido a sua baixa poténcia e por possuir propriedade analgésica, sédo
amplamente utilizados na pratica anestésica. Tanto a poténcia e seguranca desses
farmacos, bem como os modernos equipamentos de anestesia demonstram a
evolucdo da anestesiologia (BROWN; PURDON; VAN DORT, 2011; SCHUTTLER,;
SCHWILDEN, 2008; SLOAN, 2000). Entretanto, o modo como esses agentes
proporcionam o estado de imobilidade, inibicdo da resposta aos estimulos
nociceptivos e amnésia ainda ndo é totalmente conhecido, sendo a acao
farmacoldgica descrita apenas pelos efeitos clinicos (SARAIVA, 2002). Assim, 0s
possiveis efeitos deletérios ocasionados apds a exposi¢cao aos anestésicos inalatérios
sao desconhecidos tanto para o paciente, quem recebe altas concentragdes desses
farmacos quando submetido a cirurgia, quanto para as equipes cirargicas, as quais

sao expostas aos residuos de gases anestésicos (RGA), porém de forma cronica.

1.2 RESIDUOS DE GASES ANESTESICOS (RGA)

Conforme definido pelo National Institute for Occupational Safety and Health dos
EUA (NIOSH, 2007), os RGA sdao considerados pequenas particulas de gases que
sao liberadas do circuito respiratorio anestésico do paciente para o ambiente cirdrgico
durante ato cirlrgico ou recuperagdo anestésica. A causa da presenca dos RGA no
ambiente cirargico, que contribui para a poluicao anestésica no ambiente de trabalho,
pode-se dar, essencialmente, por trés fatores: técnicas anestésicas, equipamento de
anestesia e, principalmente, pela auséncia ou deficiéncia no sistema de
exaustao/ventilacdo de gases nas salas de operacdo - SO e salas de recuperacao
poés-anestésica - SRPA (OLIVEIRA, 2009).

Em relacdo as técnicas anestésicas, 0s principais fatores incluem: escoamento
de liquido anestésico no preenchimento do vaporizador (o desflurano, por exemplo,
pode ser rapidamente transformado de liquido para vapor em temperatura ambiente,
devido a seu ponto de ebulicdo); inducdo e/ou manutencdo da anestesia geral com

anestésicos inalatorios, principalmente na inducdo anestésica em pacientes



pediatricos utilizando-se mascara facial; e falha no desligamento das valvulas de
controle do fluxo e do vaporizador. Soma-se a isto, o0 mal acoplamento da mascara
facial no paciente em decorréncia de tamanho inadequado, material impréprio ou
dificuldades referentes a via aérea do paciente, e a utilizagdo de alto fluxo de gases
frescos (LUCIO et al., 2018; OLIVEIRA, 2009; SARAIVA, 2003). Quanto ao aparelho
de anestesia, inUmeros componentes podem ser motivo de escape de anestésicos
para o ar ambiente. Eventuais vazamentos podem ser provenientes de vélvulas e
conexdes do circuito respiratério, defeitos em pecas e baldes reservatérios (LUCIO et
al., 2018). A infraestrutura do ambiente cirargico também pode contribuir para poluicéo
anestésica pela utilizacdo ou ndo de sistemas de ventilacdo e exaustdo de gases.
Sabe-se, porém, que a maioria dos hospitais de paises em desenvolvimento e ndo
desenvolvidos ndo possui sistema de exaustdo ou quando os possuem, € de forma
parcial (o ar com gas anestésico € parcialmente eliminado para o exterior, porém ha
recirculacéo do ar poluido). Os sistemas de exaustdo mais eficientes apresentam, no
minimo, 15 trocas de ar por hora com fluxo laminar e sem recirculagdo de ar,
assegurando menores concentracfes de residuos anestésicos no ambiente cirargico
(BRAZ et al., 2017; BYHAHN et al., 2001; HOBBHAHN et al., 1998; WIESNER et al.,
2001).

No Brasil, infelizmente, ndo ha recomendacBes de limites de exposicao
ocupacional aos RGA, sendo um assunto negligenciado e ausente de regulamentacédo
trabalhista, diferentemente do que ocorre em paises desenvolvidos (LUCIO et al.,
2018). Assim, a realizacdo de estudos da exposicdo ocupacional aos RGA no
ambiente de trabalho é de extrema importancia, além da conscientizacdo dos
profissionais expostos, bem como a adocéo de praticas e regulamentacfes de um

limite de seguranga no ambiente cirargico.

1.3 EFEITOS TOXICOS DA EXPOSICAO OCUPACIONAL AOS RGA

Existem inUmeros riscos ocupacionais relacionados a pratica da anestesiologia,
especialmente a toxicidade dos anestésicos inalatérios, que tém atraido especial
atencdo em virtude da sua ampla utilizacao clinica, possibilidade de les6es no genoma
e de inducéo de estresse oxidativo (COSTA PAES et al., 2014; SOUZA et al., 2016;
WIESNER et al., 2008; WRONSKA-NOFER et al., 2012). Relatos de alteracdes



hematopoiéticas, hepaticas e renais ja foram descritas em relacdo a exposicao
ocupacional aos anestésicos inalatérios mais antigos (CACIARI et al., 2013; CASALE
et al., 2014). Também ja foram observadas alteragcbes neurocomportamentais em
profissionais expostos ocupacionalmente ao N2O e aos anestésicos inalatorios
halotano e enflurano - os quais ja estdo em desuso em varios paises (LUCCHINI et
al.,, 1996). Adicionalmente, apesar de controversa, a exposicdo cronica aos
anestésicos inalatérios também € considerada um fator de risco ao processo
reprodutivo, especialmente quando profissionais séo altamente expostos ao N2O em
salas cirurgicas sem sistema de exaustao (SHIRANGI; FRITSCHI; HOLMAN, 2009).

Assim, a exposicao ocupacional crénica ao N20 e aos anestésicos halogenados
mais antigos, em profissionais que atuam em centros cirdrgicos, consultérios
odontoldgicos e laboratorios de pesquisa, pode resultar em efeitos deletérios a saude.
O N20, embora seja rapidamente eliminado do organismo, devido a baixa solubilidade
sanguinea e tecidual, pode inativar a cobalamina (vitamina B12) (KRAJEWSKI et al.,
2007). A metionina sintetase € uma enzima que desempenha papel crucial na geracao
de S-adenosilmetionina no ciclo do folato. Como esse gas anestésico inibe a
cobalamina de agir como coenzima para a metionina sintetase, ocorre a inibicdo do
ciclo causando prejuizo na sintese de &cidos nucleicos e diversas proteinas
(SANDERS; WEIMANN; MAZE, 2008). Este parece ser um dos principais
mecanismos de toxicidade do N20 visto a importancia da cobalamina para o
organismo. Porém, a duracdo e a concentracdo de exposi¢cdo para que os efeitos
deletérios sejam observados ainda séo incertos (BECKER; ROSENBERG, 2008).

Em relacdo aos anestésicos inalatérios halogenados, os mecanismos pelos
quais eles podem causar danos no material genético (acido desoxirribonucleico -
DNA) ainda ndo sao totalmente conhecidos, mas algumas hipéteses incluem a
alquilacdo na posicdo N7 das bases puricas e/ou pelo estresse oxidativo
(JALOSZYNSKI et al., 1999). Entretanto, néo se sabe ao certo se os halogenados
mais utilizados atualmente (isoflurano, sevoflurano e desflurano) também podem

induzir esses efeitos.



1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E EXPOSICAO OCUPACIONAL AOS RGA

Acredita-se que a exposicao ocupacional aos RGA possa alterar o balango entre
a producao de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ERO) e o sistema de
defesa antioxidante, levando ao quadro conhecido como estresse oxidativo
(WRONSKA-NOFER et al., 2012). As ERO sdo geradas como subprodutos da
atividade metabdlica, sendo produzidas durante a respiracdo celular. Se néo
controladas adequadamente, a concentracdo dessas espécies reativas pode
ultrapassar a capacidade antioxidante, sendo capazes de interagir com diversas
macromoléculas, tais como acidos nucleicos (DNA), lipidios e aminoacidos/proteinas
(WHITAKER et al., 2017). O estresse oxidativo tem sido associado a diversos
processos patolodgicos, ndo necessariamente como um papel etiolégico, mas sim, na
participacdo de mecanismos fisiopatolégicos que induzem progresséo e complicacao
de doencas (GUTTERIDGE, 1993; MIGLIORE; COPPEDE, 2009; ROVER JUNIOR et
al., 2001).

A literatura € escassa quanto aos trabalhos que associam a exposi¢ao
ocupacional aos RGA e a avaliacdo do estresse oxidativo. Turkan et al. (2005)
observaram diminuicdo significativa do sistema antioxidante em profissionais
expostos aos anestésicos inalatorios em relacdo ao grupo controle. Izdes et al. (2010)
também encontraram diminui¢cdo da capacidade antioxidante, bem como da enzima
antioxidante glutationa, em enfermeiras anestesiologistas expostas aos RGA.
Contrariamente ao observado, Malekirad et al. (2005) observaram aumento da
peroxidacao lipidica plasmatica, porém nao verificaram alteracdo da capacidade

antioxidante em profissionais expostos ao halotano e N20.

Diversos biomarcadores podem ser utilizados para determinar o status do
estresse oxidativo, tais como marcadores de peroxidacao lipidica, oxidacao proteica
além de quebras de fita e oxidag&o das bases do DNA, consistindo em ferramentas
Uteis. Dentre as metodologias utilizadas, o teste do cometa € um método sensivel e
de baixo custo, que detecta quebras de fita simples e dupla do DNA, sitios alcali-labeis
e lesdes oxidativas. E um teste de screening, considerado método de escolha para
identificacdo de lesGes no DNA, principalmente em estudos epidemiologicos de
populacdes submetidas a exposi¢cdes ocupacionais (COLLINS et al., 2008).
ModificagBes no teste do cometa, com a utilizacdo de enzimas de reparo de danos

oxidativos, como a formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG), que reconhece bases



puricas do DNA oxidadas, aumentam a sensibilidade e especificidade do método,
particularmente na deteccdo de danos oxidativos no material genético (COLLINS et
al., 1997). Entretanto, h4 escassez de dados relacionados aos danos oxidativos no
DNA de profissionais expostos ocupacionalmente aos anestésicos (WRONSKA-
NOFER et al., 2012).

1.5 SISTEMAS DE REPARO DE DNA E ANESTESICOS INALATORIOS
Estima-se que danos na estrutura do DNA ocorram a uma taxa de 10*
lesbes/célula/dia, sendo principalmente desencadeados pelo estresse oxidativo
(LINDAHL; NYBERG, 1972; WHITAKER et al., 2017). As lesdes no material genético
podem alterar o emparelhamento de bases nitrogenadas e, se ndo corrigidas, levar a
parada da polimerase, quebras na fita de DNA ou serem fixadas em mutacdes

responsaveis por inumeras doengas humanas (CANNAN et al., 2017).

Assim, sistemas sofisticados de reparo foram conservados desde bactérias até
seres humanos com o objetivo de conter os potenciais efeitos prejudiciais do estresse
oxidativo (WALLACE, 2014). Dentre eles, o sistema de reparo por excisdo de bases
(base excision repair - BER) é responsavel por reparar varios tipos de danos no
material genético, incluindo as lesGes oxidativas, as quais incluem proteinas
codificadas pelos genes human 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 (hOGG1) e X-Ray
Repair Cross Complementing 1 (XRCC1). As proteinas envolvidas no mecanismo de
reparo sao reguladas em diversos niveis moleculares, compreendendo desde a
expressdo do gene até traducdo, bem como a regulacdo por pequenos RNA nédo
codificantes. A maioria das enzimas participantes do sistema reparo tipo BER também
participa de uma variedade de funcdes celulares (WALLACE, 2014).

As DNA (licosilases sao responsaveis pelo reconhecimento das lesdes
presentes no material genético, compreendendo o total de 11 glicosilases, das quais
seis sdo responsaveis pelo reconhecimento e reparo de danos oxidativos. A
glicosilase OGGL1 é caracterizada pelo formato de hélice e pela remocao de lesdes
provocadas pelo estresse oxidativo, dentre as mais comuns a modificagdo de guanina
(8-oxoguanina) e erro no emparelhamento de bases (WHITAKER et al.,, 2017).
Juntamente com essas enzimas, varias proteinas podem contribuir para a remocao

da base danificada, dentre elas destacam-se as proteinas codificadas pelo gene



XRCC1 (WHITAKER et al.,, 2017). A proteina XRCC1 possui multiplos dominios
capazes de coordenar e interagir com proteinas de reparo de quebras de fita de DNA.
Devido ao seu papel na interacdo, estabilidade e estimulo de complexos de reparo,
ela é conhecida como uma proteina “andaime” (scaffolding protein) responsavel por
proteger o material genético dos possiveis danos gerados antes e durante o

mecanismo de reparo (Figura 2).
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Figura 2 — Sistema de reparo por excisdo de bases (BER). A proteina XRCCL1 interage
com proteinas de reparo de quebras de fita de DNA, dentre elas, a glicosilase OGG1,
a qual é responsavel pela remocao de lesbes provocadas pelo estresse oxidativo.
Fonte: ABBOTTS; WILSON, 2017.

Fazendo um paralelo com pacientes submetidos a cirurgia minimamente
invasiva anestesiados com isoflurano, verificou-se menor expressao do gene hOGGL1
24 horas ap6s a cirurgia quando comparado aos momentos basal e intraoperatério, e
menor expressdao do XRCC1 quando comparado ao momento pos-operatorio com o
intraoperatorio, sugerindo alteracdes da expressédo desses importantes genes durante
ou apos exposicao a anestesia inalatéria (BRAZ et al., 2011). Por outro lado, ndo se
sabe, ainda, se a exposi¢cao ocupacional aos RGA pode interferir na expresséo desses
genes-chave. Adicionalmente, a avaliacdo de genes envolvidos no reparo de danos

oxidativos pode ser analisada por metodologia sensivel, como a reacdo em cadeia da



polimerase quantitativa em tempo real (quantitative-real time polymerase chain

reaction - qPCR) para deteccao precoce de alteracdes moleculares.

Portanto, testou-se a hipotese de que a exposi¢cao ocupacional aos RGA esteja
associada com lesBes oxidativas no material genético, bem como em modifica¢cdes no
padrao de expressdo de genes relacionados ao reparo de danos oxidativos no DNA
em anestesiologistas atuantes em hospital universitario. Dessa maneira, o presente
estudo tentou contribuir para melhor entendimento das possiveis vias e mecanismos

toxicoldgicos dos anestésicos inalatorios durante a exposi¢cao ocupacional cronica.
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2. OBJETIVO

Diante do exposto e havendo necessidade de se conhecer os possiveis efeitos
deletérios da exposicdo ocupacional aos anestésicos, o presente estudo avaliou
danos genéticos oxidativos e expressdo de genes relacionados ao reparo de danos
oxidativos no DNA em profissionais expostos ocupacionalmente aos RGA mais

utilizados.



11

3. METODOLOGIA

3.1 APROVAGAO ETICA E DELINEAMENTO

O estudo foi realizado no Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina
de Botucatu (FMB), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP)
posteriormente & aprovacéo do protocolo de estudo pelo Comité de Etica e Pesquisa
da FMB-UNESP (CAAE: 55861716.4.0000.5411).

Este estudo transversal envolveu a participacdo de 60 médicos de ambos os
sexos, todos atuantes no HCFMB-UNESP, os quais foram alocados em dois grupos
de acordo com a exposicdo ocupacional ou ndo aos RGA. O grupo exposto foi
constituido por 30 médicos anestesiologistas expostos ocupacionalmente, por no
minimo dois anos, aos residuos de isoflurano, sevoflurano, desflurano e N20,
enquanto que o grupo controle foi constituido por 30 médicos sem exposi¢ao
ocupacional (clinica médica). Houve pareamento dos grupos quanto a idade, sexo e
estilo de vida. O centro cirargico do HCFMB-UNESP tem 13 SO, com diferentes areas,
sendo sete SO com aparelho de ar condicionado em cada sala (portanto sem sistema
de exaustdo de gases) e seis SO com ar condicionado central com sistema de
exaustdo de gases, com média de sete trocas de ar por hora. Portanto, os
anestesiologistas trabalhavam em ambiente com sistema parcial de exaustdo de

gases (atuavam em todas as SO).

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
e responderam a um questionario detalhado. N&o foram incluidos no estudo os
portadores de doenca maligna, doencas infecciosas ou inflamatorias, as gestantes, os
que faziam uso de tabaco, “drogas ilicitas”, medicamentos e suplementacao

vitaminica, além dos que faziam uso abusivo de alcool.

3.2 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

As amostras de sangue venoso foram coletadas em jejum de oito horas em tubos
contendo o anticoagulante &cido etilenodiamino tetraacético (EDTA) e em tubos
contendo solugdo estabilizadora de &acido ribonucleico - RNA (PAXgene,

Qiagen/PreAnalytiX, Suica) de ambos os grupos concomitantemente. Todas as
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amostras foram codificadas e processadas sob luz amarela, e analisadas em teste
encoberto. As amostras colhidas em tubos com EDTA foram utilizadas para
isolamento de células mononucleares (~90% de linfocitos), as quais posteriormente
foram congeladas em pequenas aliquotas em freezer -80°C até avaliagdo dos danos
oxidativos no DNA. O sangue coletado em tubos PAXgene foi congelado a -80°C e
serviu para extracdo de RNA para avaliacdo da expressdo génica. Todos o0s

experimentos foram realizados em duplicata.

3.3 ISOLAMENTO CELULAR

Apéds a coleta das amostras, realizou-se o isolamento de linfécitos com Ficoll-
Paque Plus® (GE Healthcare, Suécia) conforme protocolo descrito (BRAZ; FAVERO
SALVADORI, 2007). Para isso, cada amostra de sangue foi homogeneizada
juntamente com 2 ml de solugédo salina tamponada com fosfato (PBS), depositada
sobre 3 ml de ficoll e centrifugada a 2.500 rpm a 4°C por 30 min. Em seguida, a
camada de linfocitos foi retirada com a utilizacdo de pipeta Pasteur e colocada em
tubos com 4 ml de PBS para nova centrifugacdo a 1.500 rpm, a 4°C, por 15 min. Os
linfécitos foram congelados e, posteriormente, descongelados para realizacao do teste
do cometa.

3.4 TESTE DO COMETA

Os procedimentos realizados neste teste seguiram o0s protocolos descritos por
Singh et al. (1988) e Tice et al. (1991), com algumas modificacbes (BRAZ et al., 2012).
Primeiramente, as laminas foram codificadas e pré-revestidas com agarose de ponto
de fusdo normal (1,5%). Dez microlitros de linfécitos isolados (~1 a 5 x 104células/ul)
foram adicionados em 120 pl de agarose de baixo ponto de fuséo (0,5%) a 37°C. Essa
mistura foi colocada nas laminas pré-revestidas e, em seguida, as laminas foram
cobertas por laminulas e deixadas durante 5 min para solidificar a agarose sob
refrigeracdo (4°C). As laminulas foram delicadamente retiradas e as laminas foram
imersas em uma solucao de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM a pH 10,
com Triton X-100 a 1% e dimetilsulfoxido a 10%) por 2 h a 4°C.
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Subsequente a esse periodo, as laminas foram lavadas com PBS por trés vezes
por 5 min e posteriormente lavadas com solucdo tampéo (40 mM HEPES, 100 mM
KCI, 0,2 mg/ml de albumina sérica bovina e 0,5 mM EDTA em pH 8). Duas laminas
foram incubadas com 50 ul da enzima FPG (avaliagdo de danos oxidativos) e duas
laminas com 50 pl de tampao sem enzima (controle; avaliagdo de danos basais) a

37°C por 30 min (camera umida) para cada individuo.

ApoOs esse procedimento, as laminulas foram retiradas e as laminas dispostas
em uma cuba de eletroforese horizontal, a qual foi preenchida com tampéao alcalino
preparado a fresco (EDTA 1 mM, NaOH 300 mM em pH > 13). Essa disposicao ficou
por 40 minutos para desespiralizagdo do DNA. Posteriormente, a eletroforese foi
conduzida a 25 V, 0,3 A e 7 W por 30 minutos. Apds o término, as laminas foram
colocadas em solucéo de neutralizacédo por 15 min e, em seguida, foram fixadas em

etanol absoluto e armazenadas a 4°C até o momento da andalise.

As laminas foram coradas com 50 ul de SYBR Gold® e foram avaliados 200
nucleoides por individuo (50 nucleoides por lamina/tratamento). A analise foi realizada
em microscopio de fluorescéncia acoplado a um sistema de andlise de imagem
(Comet Assay IV, Perceptive Instruments, Reino Unido) para avaliagdo de danos
basais e oxidativos no DNA. Como dois parametros avaliados tiveram resultados

semelhantes, os dados foram expressos em tail moment.

3.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

A extracdo do RNA ocorreu apés o descongelamento das amostras em
temperatura ambiente, seguindo o protocolo do kit PAXgene Blood RNA
(Qiagen/PreAnalytiX, Suica). ApOs esse procedimento, a concentracdo e a pureza
foram avaliadas em espectrofotometro Nano Drop One (Thermo Fisher Scientific,
EUA). A absorbéancia foi demonstrada pela razdo A260/A280 que variou de 1,9 a 2,1.
As amostras de RNA foram transcritas para DNA complementar (cDNA) seguindo o
protocolo do fabricante por meio da utilizagdo de High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (ThermoFisher Scientific, EUA). Primeiramente, as reagdes
permaneceram a 25°C durante 10 min sendo depois incubadas por 120 min a 37°C e,
posteriormente, a 4°C. Até a realizacdo da prOxima etapa, as amostras foram

armazenadas a -80°C.
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A gPCR foi realizada com a utilizacdo do sistema TagMan para os genes alvo;
as sondas e iniciadores foram utilizadas para os genes hOGG1 (Hs00213454 m1) e
XRCC1 (Hs00959834 m1), e como gene enddgeno selecionou-se a B-actina (ACTB
- Hs99999903_m1). As amostras de cDNA foram colocadas em placas de 96 pogos.
Ciclos térmicos e deteccdo em tempo real da fluorescéncia foram realizados em um
ABI Prism 7500 FAST (Applied Biosystems, EUA) segundo parametros de
amplificagéo: desnaturacdo a 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C
durante 15 s e 60°C durante 60 s. Em cada placa, foram utilizados controles negativos
(sem cDNA) a fim de assegurar auséncia de contaminagcédo, bem como controles por
meio de amostras de pool de cDNA de individuos saudaveis (BRAZ et al., 2011). A
andlise dos dados foi realizada pela formula 2-22Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e os

dados foram apresentados como porcentagem de expressao relativa.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para as comparacdes entre os grupos em relacdo as caracteristicas dos
participantes, danos oxidativos no DNA e expressao génica utilizou-se o teste t de
Student. A distribuicdo do sexo foi analisada pelo teste do qui-quadrado. Os resultados
foram apresentados como média e desvio-padrao (X + DP). As analises foram feitas
no programa SAS for Windows, v. 9.3, EUA. Considerou-se nivel de significancia (p)
de 5%.
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4. RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas dos médicos participantes,
mostrando a homogeneidade dos grupos estudados, j& que eles foram pareados. Os
anestesiologistas tiveram exposicdo média de 16 anos aos RGA.

Tabela 1 — Caracteristicas dos grupos avaliados

Caracteristicas

Grupos
Controle Exposto
(n =30) (n =30)
Idade (anos) 43 £ 16 42 £ 15
indice de massa corpérea (kg/m?2) 265 26 £3
Sexo (masculino/feminino) 20/10 20/10

p > 0,05

A Tabela 2 mostra os resultados da avaliacdo de danos basais e oxidativos no

DNA. Nao houve diferenca significativa entre os grupos nem entre os dois parametros
avaliados (p > 0,05).

Tabela 2 — Danos no DNA detectados pelo teste do cometa

Parametros Grupos
Controle Exposto
(n =30) (n =30)
Danos basais no DNA (u.a.) 0,6 0,3 0,6+0,4
Danos oxidativos no DNA (u.a.) 0604 0,7+0,5

u.a. = unidade arbitraria. p > 0,05
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A Figura 3 mostra que a expressado do gene XRCC1 foi similar nos dois grupos
(p = 0,94). Embora possa se observar que 0 grupo exposto teve leve aumento na
quantidade de transcritos em relagdo ao hOGG1, sua expressdo também néo diferiu
estatisticamente entre os grupos (p = 0,25).

200
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2 100
D
o
o
w
= hOGG1

50

Controle Exposto Controle Exposto

Figura 3 — Expressao relativa de genes de reparo de danos oxidativos no DNA em
ambos os grupos estudados. p > 0,05
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5. DISCUSSAO

Nossos achados mostraram que a exposi¢cao ocupacional cronica aos RGA nao
induz danos oxidativos no DNA nem altera a expressao de genes relacionados ao
reparo de lesbes oxidativas no DNA em anestesiologistas atuantes em hospital
universitario. Possivelmente, como ndo houve inducdo de estresse oxidativo no
material genético (teste do cometa), ndo houve estimulo para reparo de lesbes
oxidativas no material genético (expressao génica).

Diversos trabalhos na literatura ja observaram aumento de danos no DNA em
profissionais com exposicdo cronica aos RGA, utilizando diversos marcadores
genotoxicos e mutagénicos — teste do cometa, micronucleo (MN), aberracdo
cromossdmica (AC) e troca entre cromatides irmas (TCl) (CHANDRASEKHAR et al.,
2006; EROGLU; CELEP; ERCIYES, 2006; ROZGAJ et al., 2009). Adicionalmente,
BILBAN; JAKOPIN; OGRINC (2005) observaram aumento significativo de danos
citogenéticos (MN, AC e TCI) em médicas anestesiologistas expostas ao halotano,
isoflurano e N20O quando comparadas as tecndlogas em radiologia e mulheres nao
expostas aos RGA. Em uma revisdo sistemética, Yimaz e Calbayram (2016)
revisaram artigos publicados de 1989 a 2015 relacionados ao biomonitoramento e 0s
possiveis riscos de profissionais expostos a poluicdo anestésica e concluiram que a

exposicdo cronica a esses agentes pode causar efeitos genotdxicos cumulativos.

Em estudo mais antigo, Sardas et al. (1998) observaram que funcionarios
atuantes em SO apresentaram maior nivel de danos genéticos que 0 grupo sem
exposicdo aos RGA. Nesse estudo, também foi analisada a correlacdo entre o tempo
de exposicdo e o nivel de danos basais no DNA, porém nédo houve significancia
estatistica entre essas duas variaveis. Wronska-Nofer et al. (2012) observaram
aumento da geracdo de ERO como consequéncia da exposi¢cao ocupacional ao N20.
Por sua vez, essas moléculas reativas sao capazes de induzir danos ao genoma em
gualquer fase do ciclo celular, sendo uma justificativa para os achados nos quais foram

encontrados associagdo entre exposicdo e inducdo de danos genéticos.

Contrariamente ao observado nesses estudos, nossos resultados demonstraram
gue mesmo apos a exposicao cronica (média de 16 anos) aos RGA, esses ndo foram
capazes de induzir danos oxidativos no genoma no grupo exposto quando comparado

ao grupo controle. Vale salientar que o uso da FPG aumenta tanto a sensibilidade



18

guanto a especificidade do teste do cometa em detectar lesdes oxidativas no DNA.
Szyfter et al. (2016), por meio de um estudo observacional com 100 individuos
expostos aos RGA (isoflurano, sevoflurano, halotano e N20), também demonstraram
que as lesdes priméarias no DNA dos linfocitos (teste do cometa) desses individuos

nao diferiram estatisticamente em comparacéo ao grupo nao exposto.

A diversidade de resultados encontrados nos estudos relacionados a exposicao
ocupacional aos RGA pode ser explicada pelas diferencas no periodo de exposicéo e
anestésicos utilizados, tamanho amostral e metodologias laboratoriais aplicadas
(SZYFTER et al., 2016), além de condicbes das SO. Ressalta-se que o0s
anestesiologistas, no presente estudo, atuavam em SO com sistema parcial de
exaustdo de gases, utilizavam modernos aparelhos de anestesia além de modernos
anestésicos halogenados, utilizavam baixo ou médio fluxo de gases e administravam
bastante anestesia venosa, o que provavelmente contribui para menor poluicao
anestésica, o que pode ter contribuido para auséncia de alteragBes oxidativas no
material genético, quando avaliado em células do sangue periférico. Adicionalmente,
um terco dos anestesiologistas avaliados eram docentes e, portanto, ndo estavam
diariamente expostos aos RGA. Porém, essa realidade ndo é universal no Brasil nem
em paises em desenvolvimento ou ndo desenvolvidos, nos quais certamente a
exposicao ocupacional € mais intensa. Ressalta-se, porém, que, em mucosa bucal,
nosso grupo de pesquisa ja observou aumento na frequéncia de MN tanto em
profissionais expostos por menor tempo de exposicdo quanto em profissionais
cronicamente expostos aos RGA (SOUZA et al., 2016; BRAZ et al., 2018).

Sabe-se que os anestésicos halogenados antigos, como o halotano, tinham alta
taxa de metabolizacdo pela enzima CYP2EL e, em menor grau pela CYP2A6, sendo
relacionados com hepatotoxicidade e maior estresse oxidativo. Por outro lado, os
halogenados mais recentes e mais comumente utilizados, como o isoflurano, apesar
de apresentar estrutura quimica semelhante ao halotano, possui baixa taxa de
biotransformacao (NJOKU et al., 1997). O desflurano apresenta alta estabilidade,
sendo apenas 0,02% de seu composto biotransformado. Ja o sevoflurano difere dos
demais anestésicos em sua estrutura quimica e apresenta taxa um pouco maior de
metabolizacdo (2 a 5%). Ressalta-se que nesse estudo foram avaliados os
anestésicos halogenados modernos, os quais s&o poucos metabolizados pelo

organismo, além do N20, que € um gés e ndo é metabolizado (TORRI, 2010).
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A hipétese de que a exposicao prolongada aos RGA causaria alteracdo na
expressao de genes relacionados ao reparo de lesdes oxidativas nao foi confirmada.
Assim, demonstrou-se pela primeira vez na literatura que a exposi¢éo ocupacional em
anestesiologistas atuantes em centro cirargico de hospital universitario ndo altera a
expressdo desses genes-chave. A expressdo de XRCC1 esta envolvida no reparo
eficiente de quebras de fita simples de DNA formadas apds a exposi¢ao a ionizacao
e agentes alquilantes, sendo um gene responsavel na participacdo de reparo tipo
BER. O gene hOOG1 codifica uma enzima responsavel pela excisdo da 8-oxoguanina
que corresponde a um subproduto de base mutagénica resultante da exposicédo a
ERO (BRAZ et al., 2011). De fato, os achados de auséncia de alteracao significativa
na expressao relativa desses dois genes estudados vém de encontro a auséncia de
inducéo de danos oxidativos no DNA. Possivelmente, como n&o houve indugéo de
estresse oxidativo no material genético, ndo houve necessidade de reparo de lesGes

oxidativas no DNA.

Apesar da importancia desses genes na prevencao de mutacdes associadas a
danos oxidativos, pode ser gue outros mecanismos e vias possam estar envolvidos
em relacdo aos possiveis efeitos toxicos implicados na exposi¢cdo ocupacional aos
RGA. Ressalta-se a importancia da suscetibilidade individual e da capacidade de
reparo, as quais sdo influenciadas por polimorfismos génicos. Portanto, investigar as
variacfes individuais e a frequéncia da instabilidade genética em profissionais
ocupacionalmente expostos pode ser ferramenta Util na identificacdo e quantificacdo
do risco dos RGA a saude desses individuos.

Além disso, outras medidas como a regulamentacdo de limites de exposicao,
desenvolvimento de medidas educativas e politicas de manutencéo preventiva dos
equipamentos de anestesia e instalacdo de sistemas adequados de exaustdo de
gases no centro cirdrgico poderiam minimizar a poluicdo anestésica e
consequentemente reduzir a exposicdo desses profissionais até que mais estudos

sejam realizados.
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6. CONCLUSAO

Diante das condi¢des do estudo, sugere-se que a exposi¢cao cronica aos RGA
mais comumente utilizados n&o esteja associada aos danos oxidativos no genoma
nem a modulacéo de expressao de genes relacionados ao reparo de danos oxidativos
no DNA de anestesiologistas atuantes em centro cirdrgico de hospital universitario.
Porém, ressalta-se a importancia do constante biomonitoramento humano para a
identificacdo e quantificacdo de possiveis riscos que os RGA possam exercem sobre

a saude dos profissionais expostos.
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