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Resumo

Nogueira FR. A anestesia inalatoria com desflurano associada ou nao ao 6xido nitroso é
genotdxica e induz estresse oxidativo em pacientes? [tese]. Botucatu: Faculdade de
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista; 2017. 79 f.

O presente estudo teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos genotoxicos e de
estresse oxidativo do anestésico inalatorio halogenado desflurano, associado ou ndo ao
gés 6xido nitroso (N20). O estudo foi realizado em 40 individuos, de ambos 0s sexos,
com estado fisico classificado pelo American Society of Anesthesiologists (ASA) I, com
idade de 18 a 50 anos. Os pacientes foram aleatoriamente alocados em dois grupos de 20,
sob desflurano (6%) ou desflurano com N2O (60%) e foram submetidos a cirurgia
minimamente invasiva (septoplastia) com duracdo minima de 90 minutos. Amostras
sanguineas foram coletadas antes dos pacientes receberem medicacao pré-anestésica (Mo-
controle), aos 90 minutos ap6s o inicio da anestesia inalatéria (M1) e na manhd do dia
posterior ao ato anestésico-cirdrgico (Mz). Os danos basais e oxidativos no acido
desoxirribonucleico (DNA) foram avaliados pelo teste do cometa; o estresse oxidativo foi
avaliado por marcadores de peroxidacdo lipidica como malonaldeido (MDA) pelo método
de High Performance Liquid Chromatography (HPLC), 4-hidroxinonenal (4-HNE) e 8-
isoprostano pelo método de imunoensaio; a oxidacdo proteica foi avaliada por proteinas
carboniladas por imunoensaio e o teste de defesa antioxidante plasmética analisado por
fluorometria e pelo Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), por espectrofotometria.
N&o houve diferenca significante em relacdo os dados demograficos, tempo de cirurgia
ou doses dos farmacos administrados entre os grupos. Os resultados de genotoxicidade,
estresse oxidativo e da capacidade antioxidante nédo diferiram estatisticamente entre os
dois grupos. Entretanto, na manha do dia posterior ao ato anestésico-cirurgico, a anestesia
mantida com desflurano mostrou aumento de danos no DNA (p = 0,01) e peroxidacao
lipidica por 4-HNE (p = 0,03). Por outro lado, os marcadores de danos oxidativos no
DNA, peroxidacdo lipidica (MDA e 8-isoprostano), proteinas carboniladas e FRAP ndo
se alteraram nos grupos desflurano e desflurano/N2O (p > 0,05). Dessa forma, 0 N2O néo
intensificou os efeitos genotdxicos nem de estresse oxidativo do halogenado desflurano,
revelando ser técnica anestésica segura em individuos higidos submetidos a cirurgia
minimamente invasiva com dura¢do minima de 90 minutos.

Palavras-chave: anestésicos inalatorios, Oxido nitroso, procedimentos cirdrgicos
eletivos, genotoxicidade, estresse oxidativo.
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Abstract

Nogueira FR. Does desflurane anesthesia associated or not with nitrous oxide induce
genotoxicity and oxidative stress in patients? [thesis]. Botucatu: Botucatu Medical
School, Universidade Estadual Paulista; 2017. 79 p.

The current study aimed to evaluate the possible genotoxic and oxidative stress effects of
the inhalational halogenated anesthetic desflurane, associated or not with nitrous oxide
(N20). The study was conducted in 40 patients of both sexes, with physical status
classified by the American Society of Anesthesiologists (ASA) I, aged 18 to 50 years.
Patients who underwent minimally invasive surgery (septoplasty) lasting at least 90
minutes were randomly allocated into two groups of 20 under desflurane (6%) or
desflurane with N2O (60%). Blood samples were collected before the patient received the
pre-anesthetic medication (To-baseline), 90 minutes after the beggining of inhalation
anesthesia (T1) and on the morning of the postoperative first day (T2). The basal and
oxidative damages in deoxyribonucleic acid (DNA) were evaluated by the comet assay;
oxidative stress was evaluated by lipoperoxidation markers as malonaldehyde (MDA)
assessed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), 4-hydroxynonenal (4-
HNE) and 8-iso-prostaglandin F2a. (8-isoprostane) by immunoassay; for protein
oxidation, the carbonylated proteins were evaluated by immunoassay, and plasma
antioxidant defense was analyzed by fluorometry and also by the Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP), detected by spectrophotometry. There were no significant
differences between the groups regarding demographic data, time of surgery or doses of
the drugs administered. The results of genotoxicity, oxidative stress and antioxidant
capacity did not differ statistically between both groups. However, on the morning of the
postoperative first day, anesthesia with desflurane showed increase of DNA damage (p =
0.01) and lipid peroxidation by 4-HNE (p = 0.03). On the other hand, markers of oxidative
damage in DNA, lipid peroxidation (MDA and 8-isoprostane), protein carbonyl, and
FRAP changed neither in the desflurane nor in the desflurane/N20O group (p > 0.05). Thus,
N-0 did not intensify genotoxic and oxidative stress effects of the halogenated desflurane,
proving to be a safe anesthetic technique in healthy individuals who undergo minimally
invasive surgery lasting at least 90 minutes.

Keywords: inhalation anesthetics, nitrous oxide, elective surgical procedures,
genotoxicity test, oxidative stress.
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1  INTRODUCAO

Mundialmente, milhdes de pessoas sdo submetidas anualmente a
procedimento cirdrgico sob anestesia geral (Schifilliti et al., 2011). Ao mesmo tempo, um
grande numero de profissionais que trabalha no centro cirdrgico estd exposto
ocupacionalmente aos residuos de gases anestésicos. Embora haja grande diferenca em
termos de concentracdo e duracdo da exposi¢do, todos esses individuos estdo sujeitos ao
potencial risco relacionado a exposicdo aos anestésicos. Enquanto os pacientes sao
expostos a altas concentracdes anestésicas, mas de forma aguda, quando submetidos ao
ato cirdrgico, os profissionais que atuam em centro cirdrgico sdo expostos a
concentracdes anestésicas muito menores que a dos pacientes, mas em exposi¢do que

pode se estender por muitos anos e décadas.

1.1 Anestesia inalatoria

A utilizagdo de anestésicos inalatérios comecou em meados de 1.800
(Stachnik, 2006) e a demonstracdo publica bem-sucedida com dietil éter, em 1.846 em
Boston (EUA), sinalizou o nascimento de uma era moderna em anestesiologia (Chang et
al., 2015). Varios outros compostos surgiram posteriormente, mas o dietil éter manteve-
se como padrdo de referéncia nas décadas seguintes por ser seguro e de facil utilizacéo,
mas com inconvenientes como elevada inflamabilidade, alta solubilidade sanguinea e
lipidica e inducdo recorrente de nauseas e vomitos (Sakai et al., 2005; Chang et al., 2015).

Outro agente com importante papel na histéria da anestesiologia é o 6xido
nitroso (N20), o qual tem sido utilizado desde 1.844 inicialmente por odontologistas, mas
que ganhou espaco na area cirurgica alguns anos mais tarde, com a possibilidade de
apresentacdo em cilindros de metal, 0 que aumentou a sua disponibilidade e utilizac&o
generalizada, inicialmente, como adjuvante da anestesia geral inalatéria com dietil éter e,
posteriormente, com os anestésicos halogenados (Hopkins, 2005).

Avancos em quimica, apo0s a segunda guerra mundial, permitiram o
desenvolvimento de anestésicos halogenados, 0s quais sdo mais estaveis e potentes, ndo

inflaméveis e menos toxicos que o dietil éter (Stachnik, 2006). Assim, a introducdo dos
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anestésicos halogenados representou avanco significante no desenvolvimento da
anestesia (Jakobsson, 2012). Em 1.956, o halotano, um alcano fluorado, foi introduzido e
rapidamente substituiu o dietil éter como anestésico de escolha. Porém, seu uso foi
limitado devido a sua associagdo com hepatotoxicidade e cardiotoxicidade (Stachnik,
2006). Entretanto, esse anestésico ainda é utilizado em paises em desenvolvimento.
Véarios compostos halogenados com ligagdes éter foram introduzidos na préatica
anestesiologica, como: enflurano em 1.972, isoflurano em 1.981, desflurano em 1.992 e
sevoflurano em 1.995 (Stachnik, 2006). Os halogenados sevoflurano e desflurano
representam os anestésicos mais modernos, de terceira geracdo (Jakobsson, 2012). O uso
do desflurano se tornou generalizado nos Estados Unidos e em partes da Europa (Young
& Apfelbaum, 1995), mas seu lancamento, no Brasil, foi feito recentemente,

principalmente pela necessidade de ser utilizado em vaporizador especial.

1.2 Propriedade farmacoldgica dos anestésicos e gases inalatorios

O sevoflurano e o desflurano sdo agentes que tém propriedades fisico-
quimicas mais favoraveis que os halogenados mais antigos, por terem baixas solubilidade
sanguinea e taxa de metabolizacdo (Stachnik, 2006). A solubilidade sanguinea do agente
anestésico é representada pelo coeficiente de particdo sangue/gas, que € a razdo entre a
concentracdo do anestésico no sangue com a concentracdo do anestésico em fase gasosa.
Os agentes com menor coeficiente de particdo sangue/gds sdo mais rapidamente
absorvidos e eliminados, produzindo, portanto, rapida inducéo e recuperagédo anestésicas
(Stachnik, 2006). Assim, a solubilidade dos anestésicos inalatdrios varia de 0,45 para o
desflurano a 2,4 para o halotano (Tabela 1). Semelhantemente ao N2O, o desflurano é o
anestésico halogenado com menor solubilidade sanguinea. Assim, sua concentracdo
alveolar tende a se aproximar da concentracédo inspirada muito mais rapidamente do que
qualquer outro agente volatil e o tempo de recuperacao do desflurano é aproximadamente
metade do tempo do isoflurano (Stachnik, 2006). Entretanto, o desflurano é extremamente
volatil em temperatura ambiente devido a sua alta pressdo de vapor e baixo ponto de
ebulicdo (Tabela 1), razdes pelas quais, diferentemente dos demais halogenados, houve a

necessidade do desenvolvimento de vaporizador especial para sua utilizacdo. Também
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pela sua elevada pungéncia, o desflurano provoca irritacdo das vias aéreas, o que

impossibilita seu uso como indutor anestésico (Saraiva, 2003).

Tabela 1 - Coeficiente de solubilidade sanguinea, pressao de vapor e ponto
de ebulicdo dos anestésicos inalatorios (adaptado de Saraiva, 2003)

Anestésico Coeficiente Pressdo de Vapor  Ponto de Ebulicéo
Sangue/Gés (mmHg a 20°C) (°C)

Oxido Nitroso 0,47 - -

Halotano 2,4 244 50,2

Isoflurano 1,4 240 48,5

Sevoflurano 0,65 170 58,5

Desflurano 0,45 600 22,8

Os anestésicos inalatérios sdo absorvidos a partir dos alvéolos para a
circulacdo sisttmica e a principal via de eliminacdo € pulmonar, com taxa de
metabolizacdo hepética varidvel de acordo com os halogenados (Sakai et al., 2005;
Stachnik, 2006). Na Tabela 2 é mostrada a taxa de degradacdo metabdlica desses agentes.
Ressalte-se que o N2O praticamente ndo é metabolizado e o desflurano tem a menor
metabolizacdo dentre os halogenados, com minima formacdo de metabdlitos (Njoku et
al., 1997). Assim, essas propriedades farmacocinéticas do desflurano em conjungdo com
sua baixa solubilidade lipidica (a menor entre os halogenados), fazem com que este

anestésico tenha rapida recuperacdo anestésica (Morgan Jr & Mikhail, 2003).
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Tabela 2 - Porcentagem de degradacdo metabdlica e
concentracdo alveolar minima (CAM) dos anestésicos
inalatorios (Saraiva, 2003)

Anestésico Degradacdo metabdlica (%) CAM (%)
Oxido Nitroso 0,004 104,0
Halotano 20,0 0,8
Isoflurano 0,2 1,2
Sevoflurano 3,0 2,0
Desflurano 0,02 6,0

Os anestésicos halogenados mais modernos e mais utilizados mundialmente
(isoflurano, sevoflurano e desflurano) tém estruturas moleculares diferentes e estdo
associados com menor hepatotoxicidade que o halotano (Safari et al., 2014). O desflurano
(2-[difluorometoxi]-1,1,1,2-tetrafluoro-etano) apresenta estrutura quimica semelhante a
do isoflurano, com as duas moléculas diferindo somente pela substituicdo de um atomo
na posi¢ao do carbono a; enquanto o desflurano tem um atomo de fldor, o isoflurano tem
um de cloro (Morgan Jr & Mikhail, 2003) (Figura 1). No entanto, essa alteracdo pelo
atomo de fluor diminui, de forma significante, a metabolizagdo do desflurano, com
consequente diminuicdo de formacdo de fluoreto (Martin Jr & Njoku, 2005a). Os
halogenados sdo metabolizados pelo citocromo P4502E1 e, embora a producdo de
metabolitos hepéaticos do desflurano seja extremamente baixa (Njoku et al., 1997), ha
raros relatos de caso sobre dano hepatico induzido por esse anestésico (Anderson et al.,
2007). Apesar de a lesdo hepatica induzida por anestesia ndo ser ocorréncia comum, deve-
se estar ciente de sua associacdo com o uso de anestésicos halogenados (Safari et al.,
2014).
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Figura 1 - Férmula estrutural dos anestésicos inalatérios mais recentes e do 6xido
nitroso.

A concentracdo alveolar minima (CAM) de um agente anestésico inalatorio
é definida como a concentracdo minima do anestésico que determina auséncia de
movimentacdo em resposta a um estimulo doloroso em 50% dos pacientes e se trata de
nomenclatura padréo utilizada por anestesiologistas para comparagdo da poténcia de
agentes anestésicos (Prielipp, 2010). O desflurano apresenta CAM de 6% a 7%, sendo a
mais elevada entre os anestésicos halogenados, enquanto a do N2O é a mais elevada entre
todos os inalatorios (Saraiva, 2003; Eger, 2004) (Tabela 2). Assim, o N2O é um fraco
agente anestésico por apresentar CAM muito elevada, o que impossibilita a sua utilizacéo
plena em anestesiologia (1 CAM), pois determinaria hipdxia nos pacientes, obrigando o
uso desse agente em concentracbes menores do que a sua CAM. Dessa forma, ele é
utilizado em associagdo com outros anestésicos mais potentes, possibilitando que haja

diminuicdo da concentragdo dos anestésicos halogenados (Rampil et al., 1991).
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1.3 Uso clinico do éxido nitroso

O N20 néo é apenas 0 mais antigo, mas também um dos anestésicos mais
utilizados em todo o mundo (Nagele et al., 2013). Apesar de néo ser irritante para as vias
aéreas, possuir baixa solubilidade sanguinea e minima metabolizagdo hepética, ha alguns
casos em que a utilizagdo de N2O deve ser limitada, como por exemplo, em pacientes
com deficiéncia no metabolismo de cobalamina (vitamina B12), considerando que a
exposicdo ao N2O pode diminuir as concentragbes de metionina sintetase, com
diminuicdo importante da cobalamina, podendo alterar as concentragdes plasmaticas de
folato e homaocisteina, interferindo na sintese de &cidos nucleicos e proteinas (Sanders et
al., 2008). A inibicdo da metionina sintetase em populac6es vulneraveis anestesiadas com
N20 pode induzir efeitos hematologicos e neurologicos (Sanders et al., 2008). Myles et
al. (2008) observaram que o uso prolongado do N>O aumenta a concentragdo de
homocisteina, sugerindo que, especialmente pacientes idosos, vegetarianos/veganos e
cronicamente deficientes em dieta com folato e cobalamina podem ter risco
cardiovascular aumentado devido a hiperhomocisteinemia. Por outro lado, esses mesmos
autores mostraram auséncia de evidéncia de aumento do risco de complicagOes
cardiovasculares e mortalidade, assim como de infeccdo, pds cirurgias de grande porte
ndo cardiacas (Myles et al., 2014). Além disso, o uso de N2O pode aumentar a incidéncia
de nauseas e vOmitos, porém esse efeito indesejavel pode ser controlado com

administracdo preventiva de drogas antieméticas (Buhre et al., 2015; Myles et al., 2016).

1.4 Genotoxicidade dos gases e anestésicos inalatdrios

Muitos agentes sdo utilizados na anestesiologia sem que haja entendimento
completo dos potencias efeitos secundarios. Uma compreensdo dos possiveis efeitos
deletérios dos anestésicos € essencial para se entender possiveis mecanimos de toxicidade
e também para auxiliar na decisdo sobre a técnica anestésica mais adequada para 0s
pacientes submetidos a cirurgia (Schifilliti et al., 2011).

O monitoramento genético de populagdes expostas aos agentes anestésicos é

importante para avaliacdo dos possiveis efeitos lesivos ao genoma. Biomarcadores como
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aberrac6es cromossémicas (AC), micronucleo (MN) e troca entre cromatides irmés (TCI)
sdo os marcadores de mutagenicidade mais utilizados, enquanto o teste do cometa € o
teste de genotoxicidade mais utilizado em estudos epidemioldgicos (Chandrasekhar et al.,
2006).

Na ultima década, o teste do cometa (single gel cell electrophoresis assay)
tornou-se método padréo para avaliacdo de danos no acido desoxirribonucleico (DNA)
passiveis de reparo (Collins, 2004). Trata-se de teste relativamente simples, o qual é
sensivel para avaliar quebras de fita de DNA (quebras de fita simples, dupla e sitios alcali-
l&beis) em pequeno nimero de células (Dusinska & Collins, 2008). As células nucleadas
séo colocadas em laminas e mergulhadas em solugéo de lise para exposi¢do do material
genético (nucleoides). Em seguida, as laminas séo submetidas a incubacao alcalina, a qual
permite o relaxamento da molécula de DNA, para em seguida se iniciar a corrida
eletroforética, na qual quebras de fita no DNA fragmentado mover-se-&o em dire¢do ao
anodo (pélo positivo), formando imagem semelhante a um cometa (Figura 2). Quanto
maior sua cauda, maior o dano no DNA (Figura 3). Para aumentar a sensibilidade do teste
do cometa, enzimas de reparo podem ser adicionadas entre as etapas de lise e eletroforese
e sdo utilizadas para deteccdo de dados oxidativos, como a formamidopirimidina DNA
glicosilase (FPG) que reconhece purinas oxidadas e endonuclease Il (ENDO I1l1I) que

reconhece pirimidinas oxidadas.



23

Células sao colocadas em lamina

e

Digestao enzimatica (ENDO III e FPG)

!

Tratamento com solucdo de lise —_— Eletroforese

Cabeca Cauda o ' l

A tg G = 5 Z
ST =2~ = /
A

Figura 2 - Esquema representando as etapas do teste do cometa. ENDO IlI =
endonuclease 111, FPG = formamidopirimidina DNA glicosilase. Fonte: Figura adaptada
de Gunasekarana et al., 2015.

Figura 3 - Microscopia fluorescente dos nucleoides avaliados pelo teste do cometa.
Fonte: Collins, 2004.
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N&o sdo totalmente conhecidos 0os mecanismos pelos quais 0s anestésicos
podem induzir lesdes no material genético. Sugere-se que 0s anestesicos inalatdrios
possam ser genotdxicos por reagirem diretamente com a molécula de DNA, alquilando a
posicdo N7 das purinas ou formando compostos reativos, liberando espécies reativas de
oxigénio (ERO), as quais induzem vérios tipos de lesdes (Jaloszynski et al., 1999).
Chinelato & Froes (2002) sugerem que 0s anestésicos halogenados, como o halotano,
podem atuar de forma semelhante aos farmacos radiomimeticos, induzindo danos no
genoma em qualquer fase do ciclo celular.

Ja em relacdo ao N2O, este gés inibe a cobalamina de atuar como coenzima
da metionina sintetase, com a oxidagdo do cobalto | (Co") da cobalamina em Co®*.
Também ha evidéncias de que a oxidagdo da cobalamina, pelo N2O, envolva a geragédo
de radical hidroxila (Sanders et al., 2008). A metionina sintetase € uma enzima citosolica
com papel crucial na geragdo de grupos metil, primordiais para sintese de DNA, &cido
ribonucleico (RNA), catecolaminas e mielina. Adicionalmente, sugere-se que o estresse
oxidativo desempenhe importante papel intermediario na genotoxicidade (danos no
material genético) frente a exposicdo ocupacional ao N.O (Wronska-Nofer et al., 2012).

Poucos sdo o0s relatos existentes sobre possivel genotoxicidade e
mutagenicidade do anestésico desflurano. O desflurano néo foi considerado mutagénico
no teste de Ames - Salmonella enterica serovar Typhimurium (Martin Jr & Njoku,
2005b). Entretanto, trabalhos conduzidos in vitro, em células linfocitarias, mostraram
efeito genotdxico do desflurano pelo teste do cometa (Karpinski et al., 2005; Kaymak et
al., 2012). Pelo fato do desflurano ser um dos anestésicos mais novos introduzidos na
pratica clinica, ainda ndo ha resultados experimentais avaliando seu potencial efeito
genotoxico (Braz & Karahalil, 2015). Estudos clinicos observaram mutagenicidade (TCI)
do desflurano (6%) (Akin et al., 2005; Aydinli et al., 2011). Conforme Venkatesan &
Amar (2006), ha poucos dados em relagdo aos danos no material genético de pacientes
submetidos ao desflurano até os dias atuais. Os autores destacam a importancia e a
necessidade de estudos serem conduzidos para determinacdo da possivel genotoxicidade
do desflurano na pratica clinica.

Em relacéo a possivel genotoxicidade do N20O, estudo conduzido in vitro com
50% de N2O mostrou aumento de TCI em linfocitos expostos (Hoerauf et al., 1999)

enguanto ndo houve evidéncia de mutagenicidade (teste de Ames) quando se utilizou 80%


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Venkatesan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16643244
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de N2O (Baden & Monk, 1981). Estudo clinico conduzido por Krause et al. (2013) ndo
observou mutagenicidade, pelo teste de TCI, em criancas submetidas a cirurgia
minimamente invasiva sob anestesia com sevoflurano associado ao N2O.

O Unico trabalho clinico, na literatura ao nosso alcance, que avaliou a
genotoxicidade da anestesia mantida com N2O (70%) juntamente ao sevoflurano, foi
realizado em pacientes com estado fisico classificado pelo American Society of
Anesthesiologists (ASA) I-1V submetidos a cirurgias invasivas e de grande porte, que
tiveram aumento de danos no DNA 24 horas apds o procedimento anestésico-cirargico
(Chen et al., 2013). Os autores também observaram que quanto maior o tempo de
exposicdo ao N2O, maior o dano no material genético. Em editorial publicado no
conceituado periddico Anesthesiology, Hogan (2013) ressaltou a necessidade de trabalhos
clinicos avaliarem a possivel genotoxicidade do N-O, pelo teste do cometa, devido a suas
vantagens, por escassez de dados nessa area.

Assim, ndo ha trabalhos existentes que avaliaram a genotoxicidade, pelo teste
do cometa, da anestesia mantida com desflurano, associada ou ndo ao N2O, em pacientes

higidos (ASA 1) submetidos a cirurgia minimamente invasiva.

1.5 Estresse oxidativo dos gases e anestésicos inalatorios

O estresse oxidativo é evento decorrente do desequilibrio entre a formacéo de
ERO e o sistema de defesa antioxidante. As espécies reativas interagem com as
macromoléculas, isto é, aminoacidos/proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucleicos,
como as bases de DNA, modificando sua estrutura ou funcdo, podendo determinar

anormalidades celulares (Kehrer, 2000) (Figura 4).
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Figura 4 - Fontes e respostas as espécies reativas de oxigénio enddgenas e exdgenas
e sistema de defesa antioxidante. Quando em equilibrio, h4 homeostase, porém
qguando néo eficiente, pode diminuir a resposta proliferativa e defesa do organismo
ou permitir a instalacdo de estresse oxidativo. NADPH = Nicotinamide Adenine
Dinucleotide PHosphate, ERO = espécies reativas de oxigénio, ONNO™ = peroxinitrito,
*NO = o6xido nitrico, *O2 = radical superoxido, *O2 = oxigénio singlete, *OH = radical
hidroxila, H202 = perdxido de hidrogénio, *NO- = diéxido de nitrogénio, DNA = 4cido
desoxirribonucleico. Fonte: Figura adaptada de Finkel & Holbrook, 2000 e Vasconcelos
et al., 2007.

Em relacdo aos acidos nucleicos, a utilizacdo das enzimas FPG e ENDO IlI,
em linfocitos periféricos, pelo teste do cometa, fornece indice de estresse oxidativo em

bases do DNA de forma sistémica (Collins et al., 2008). As ERO atacam o agUcar
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desoxirribose e as bases puricas (adenina e guanina) e pirimidicas (timina e citosina).
Como resultado, ocorre quebra da cadeia do DNA, ligacdo cruzada entre as fitas e
modificacdes em suas bases que podem levar a apoptose e mutacgdes (Vasconcelos et al.,
2007). Na literatura ao nosso alcance, ndo se encontrou nenhum trabalho que tenha
avaliado os danos oxidativos no DNA em pacientes cirurgicos sob manutencgdo anestésica
com desflurano associado ou ndo ao N20.

A peroxidacdo lipidica (ou lipoperoxidacdo) € mecanismo bem estabelecido
de dano celular em animais e plantas, sendo as membranas celulares muito susceptiveis a
acdo de ERO (Lee et al., 2015). Os fosfolipidios da membrana celular s&o particularmente
susceptiveis ao processo de peroxidagdo, o que acarreta alteracGes na estrutura e na
permeabilidade da membrana, resultando em perda da seletividade da troca idnica,
liberacdo do conteudo de organelas, tais como as enzimas hidroliticas dos lisossomas e
formacdo de produtos citotoxicos. Os fosfolipidios da membrana celular podem ser
hidrolisados pela enzima fosfolipase, produzindo &cido araquidénico ndo-esterificado,
que pode sofrer peroxidacdo por duas vias: a via enzimatica, envolvendo as ciclo-
oxigenases e as lipoxigenases e a via ndo-enzimatica, por meio da participacéo de ERO,
metais de transicdo e outros radicais livres (Lima & Abdalla, 2001). Perédxidos lipidicos
sdo indicadores instaveis de estresse oxidativo em células, sendo transformados em
compostos mais complexos e reativos como o malonaldeido (MDA) e 4-hidroxinonenal
(4-HNE), os quais sdo bi-produtos naturais da peroxidacdo lipidica. Em relacdo aos
isoprostanos, sugere-se que a formacgdo de 8-iso-prostaglandina F2-o (8-isoprostano)
encontra-se alterada em situagdes clinicas associadas a inflamacao e ao estresse oxidativo
(Pratico et al., 2004). Os isoprostanos pertencem a familia de eicosandides e séo
produzidos ndo enzimaticamente por meio de ERO que induzem peroxidacdo de
fosfolipidios e lipoproteinas em tecido, plasma e urina e sdo compostos estaveis que
podem ser detectaveis em situacdo inicial de estresse oxidativo (Roberts & Morrow,
2000). A formacéo de isoprostano tem sido comparada ao MDA, que é o método mais
utilizado para avaliacdo de peroxidacdo lipidica (Yin, 2008). Os produtos finais da
peroxidacao lipidica mediada por espécies reativas incluem, portanto, 0o MDA, o 4-HNE
e 0s isoprostanos como o 8-isoprostano. Estudo experimental observou peroxidagéo

lipidica em suinos expostos ao desflurano (Allaouchiche et al., 2001). Ha controveérsias



28

quanto aos resultados de lipoperoxidagdo em pacientes submetidos a cirurgia sob
anestesia com desflurano associado ao N2O (Sivaci et al., 2006; Ceylan et al., 2009).

A oxidacdo proteica é definida como modificacdo covalente de proteina
induzida por ERO por via direta ou por rea¢cbes como sub-produtos secundarios do
estresse oxidativo, resultantes da modificacdo de uma série de aminoacidos. O
aparecimento de grupos carbonilas (como grupos aldeidos e cetonas) em proteinas é
decorrente de varias reacdes oxidativas e constituem marcador padrdo do estresse
oxidativo. As proteinas carboniladas representam forma irreversivel de modificacdo
proteica e demonstraram ser relativamente estaveis, com depuragdo levando horas e até
mesmo dias para serem eliminadas, diferentemente do que ocorre com o0s produtos de
peroxidacdo lipidica, que sdo removidos em minutos (Dalle-Donne et al., 2002; Weber et
al., 2015). Assim, Sivaci et al. (2006) observaram aumento de proteinas oxidadas no pos-
operatdrio de pacientes submetidos a cirurgia laparoscépica anestesiados com desflurano
associado ou ndo ao N20 (60%).

Dessa forma, é essencial o equilibrio entre os agentes pré-oxidantes e o
sistema de defesa antioxidante. Os antioxidantes protegem o sistema biolégico contra os
efeitos da oxidagdo excessiva (Ferreira & Matsubara, 1997). A primeira linha de defesa
contra os danos oxidativos sdo os antioxidantes enddgenos enzimaticos (glutationa
peroxidase [GPX], superdxido dismutase [SOD] e catalase [CAT]) e 0s ndo enzimaticos,
que podem ser lipossoluveis (tocoferois, carotenos, retinol, flavonoides) e hidrossollveis
(&cido ascérbico, acido drico, albumina), sendo possivel a mensuracao individual desses
antioxidantes (Vasconcelos et al., 2007). Pode-se avaliar, também, a acdo cumulativa de
todos os antioxidantes presentes no plasma ou no soro, proporcionando assim um
parametro integrado ao invés da simples soma de antioxidantes mensuraveis isoladamente
(Ghiselli et al., 2000). Entre as metodologias estdo o teste de capacidade antioxidante
plasmatica, no qual o plasma é colocado em contato com gerador de radicais e substancia
lipofilica fluorescente a ser oxidada e o Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) que,
em baixo potencial hidrogenibnico (pH), o complexo Fe3*-2,4,6-TriPyridyl-S-TriaZine
(Fe**-TPTZ) é reduzido a forma ferrosa (Fe**) na presenca de agentes redutores
(antioxidantes) no plasma/soro. Estudo clinico mostrou que anestesia com 6% de
desflurano néo alterou GPX nem capacidade antioxidante (Erbas et al., 2015). Em outro

estudo, observou-se aumento de estresse oxidativo, mas néo pela alteracéo de capacidade
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antioxidante, em pacientes submetidas a cesariana com desflurano associado ao N20O
(Yalcin et al., 2013). Da mesma forma, ndo houve diferenca significante em parametros
de defesa antioxidante em pacientes submetidos a colocistectomia laparoscépica, quando
anestesiados com desflurano associado a 50% de N.O (Karabayirli et al., 2016).

Assim, poucos sdo os trabalhos existentes na literatura que avaliaram o status
antioxidante e oxidativo em pacientes submetidos a procedimentos cirargicos sob
anestesia com o desflurano associado ou ndo ao N2O. E importante ressaltar que os
estudos existentes diferem no tipo e/ou duracdo de cirurgia, no tipo de paciente e
anestésicos e outros farmacos administrados, fatores que podem influenciar os resultados
obtidos.

1.6 Justificativa do estudo

Desde o inicio da introducdo dos anestésicos na pratica clinica houve a
preocupacdo em relacdo a toxicidade organica desses agentes. Atualmente, com a
evolucdo dos métodos de deteccdo de estresse oxidativo e genotoxicidade, tornou-se
possivel o estudo dos anestésicos em nivel sistémico e celular e, principalmente, no
material genético. Infelizmente, poucos grupos, em nivel mundial, tém estudado esse
assunto e, até onde sabemos, o estudo proposto é pioneiro.

Nosso grupo de pesquisa tem avaliado os efeitos dos anestésicos no material
genético e em relacdo ao estresse oxidativo em pacientes submetidos a anestesia geral
venosa e inalatoria (Braz et al., 2009; 2011a; 2011b; 2012; 2013; Orosz et al., 2014; Braz
et al., 2015). Assim, a realizacdo do presente estudo vem contribuir para verificacdo de
possivel efeito toxico do desflurano, um anestésico inalatério moderno recentemente
introduzido em nosso pais, sobre o status oxidativo e material genético de pacientes
expostos. Alem disso, o estudo também contribui para melhor entendimento do papel do
N2O utilizado concomitantemente com a anestesia inalatoria com desflurano. Deve-se
destacar que ha escassez de dados quanto a genotoxicidade e estresse oxidativo do
desflurano e N2O avaliados durante e ap6s procedimento cirdrgico minimamente invasivo

em pacientes sem comorbidades associadas.
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A hipotese da presente pesquisa é que a associagdo de N2O ao desflurano pode
potencializar os efeitos do halogenado sobre o genoma e status redox. Assim,
considerando a importancia e a relevancia da seguranca do paciente neste contexto, o
estudo contribui para avaliacdo dos efeitos do desflurano, associado ou ndo ao N,O, em

pacientes higidos submetidos a cirurgia minimamente invasiva.
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2 OBJETIVO

O objetivo do estudo foi avaliar a possivel genotoxicidade e o estresse
oxidativo (marcadores oxidativos em &cido nucleico, lipidios e proteinas, além de
capacidade antioxidante) durante e apds manutencdo anestésica com desflurano,
associada ou ndo ao N2O, em pacientes sem comorbidades associadas e submetidos a

cirurgia minimamente invasiva.
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3 METODO

3.1 Etica e registro

O recrutamento de pacientes foi realizado no periodo de abril de 2014 a
outubro de 2015 no Hospital das Clinicas (HC), Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB), Universidade Estadual Paulista (UNESP) apds aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da FMB - UNESP (n. 363.695; 16/08/2013 - Anexo A) e do Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos - ReBEC (RBR-6jg23g; 08/11/2013 - Anexo B).

3.2 Casuistica

O estudo aleatorizado e duplo-cego envolveu a participacao de pacientes com
estado fisico ASA | (individuos saudaveis, que nao apresentam outra doenca a ndo ser a
condigdo cirargica). Dessa forma, foram recrutados, no HC/FMB-UNESP, apenas adultos
higidos, com faixa etéria de 18 a 50 anos, de ambos 0s sexos, submetidos a cirurgia
minimamente invasiva de clinica otorrinoldgica (septoplastia) com duracdo minima de 90
minutos.

Todos os pacientes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - TCLE (Apéndice A) e responderam a um questionario detalhado com
questdes sobre dados demogréaficos (idade, sexo, indice de massa corporal - IMC, etc),
questdes de historia médica (exposicdo a radiacdo, medicacdo, doencas, etc) e estilo de
vida (dieta, exercicio fisico, uso de alcool e tabaco, etc) (Apéndice B). O fluxograma dos
pacientes do estudo esté ilustrado na Figura 5.

Foram excluidos fumantes, usuarios de drogas ilicitas e de bebidas alcodlicas,
usudrios de suplementos vitaminicos e/ou medicamentos diarios, 0s ocupacionalmente
expostos, 0s que receberam radiacdo ionizante ou fizeram ressonancia magnética em
periodo inferior a 30 dias, 0s que ja foram submetidos a quimioterapia ou radioterapia, e

os portadores de qualquer doenga ou em processo infeccioso ou inflamatorio.
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[ Recrutamento ]

Pacientes elegiveis (n=60)

Excluidos (n=16)
Nio entraram no critério de inclusio (n=14)
Nao aceitaram participar (n=2)

Aleatorizacido (n=44)

!

[ Aleatorizacio J

A\ 4 v

Grupo Desflurano (n=22) Grupo Desflurano / N2O (n=22)
Receberam interven¢ao anestésica (n=21) Receberam interven¢do anestésica (n=22)
Naio receberam intervengéo anestésica
(n=1; cirurgia cancelada) .

l Analise ] l
Analisados (n=20) Analisados (n=20)
Excluidos da andlise (n=1; amostra Excluidos da analise (n=2; amostras
sanguinea hemolisada) sanguineas hemolisadas)

Figura 5 - Fluxograma dos pacientes do estudo.

3.3 Aleatorizagéo dos grupos

Previamente ao inicio do estudo, foram preparados envelopes opacos
contendo a indicacdo do grupo de estudo pela colocacdo do nome do anestésico inalatério
(desflurano ou desflurano associado ao N2O). Os envelopes foram lacrados, misturados e
numerados sequencialmente. Cada um deles foi fixado ao protocolo de estudo, sendo
aberto na sala de operacdo (SO) pelo anestesiologista responsavel, de acordo com a
numeragéo sequencial, garantindo, dessa forma, a aleatorizacdo dos grupos.

Foram recrutados para o estudo 60 pacientes, sendo que 16 foram excluidos
por ndo entrarem no critério de inclusdo ou por ndo aceitarem participar do estudo. Assim,
44 pacientes foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, qos quais se
diferenciaram pelo uso de desflurano ou de desflurano associado ao N2O: grupos

desflurano e desflurano/N20O, respectivamente.
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3.4 Monitorizacdo e procedimento anestesioldgico

Apbs insercdo intravenosa (IV) de cateter 18G, instalou-se terapia fluida
intravenosa com 4 ml/kg/h de Ringer com lactato. Os pacientes receberam medicacao
pré-anestésica com midazolam (3 mg IV) na SO, foram monitorizados com
eletrocardioscopia (ECG) nas derivagdes Dy e Vs, pressdo arterial nédo invasiva
automatica, frequéncia cardiaca e saturacdo periférica de oxigénio (Sp0O3), utilizando-se
biomonitor (Dixtal, Brasil) e receberam aquecimento por convec¢édo da parte inferior do
corpo, utilizando-se manta e aparelho especifico (Bair Hugger®, model 750, Arizant
Healthcare, EUA). Utilizou-se também monitoriza¢do do blogqueio neuromuscular por
meio da sequéncia de quatro estimulos (Tof Guard®, Biometer International, Finlandia).

A inducdo anestésica foi realizada com o opioide fentanil (5 ug/kg) e o
anestésico venoso propofol, na dose de 2 mg/kg, e com brometo de rocurénio (0,6 mg/kg),
como bloqueador neuromuscular. Ap6s intubacdo traqueal, os pulmdes dos pacientes
foram ventilados mecanicamente, utilizando-se 0 modo de controle a volume do aparelho
de anestesia Drager Primus (Drager Medical, Alemanha). Os pacientes também
receberam monitorizacdo da temperatura central, com sensor colocado no esdfago
inferior e conectado a monitor de temperatura (Mallinckrodt Medical, EUA). Foram
monitoradas as concentracfes inspirada e expirada de oxigénio, N2O (grupo
desflurano/N20), desflurano e a presséao expiratoria final de dioxido de carbono (PetCO>),
utilizando-se o biomonitor integrado ao aparelho de anestesia Drager Primus.

A manutenc&o anestésica foi feita com desflurano (Desforane, Baxter, EUA)
utilizando-se, inicialmente, uma concentracdo de 6%, correspondente a 1,0 CAM e a
seguir esta concentracdo foi alterada para mais ou para menos em conjuncdo com
reinjecdes de fentanil (2 ug/kg), caso houvesse necessidade, baseando-se em resposta
hemodinamica (x 20% da presséo arterial e frequéncia cardiaca iniciais). Doses adicionais
de brometo de rocurénio (0,2 mg/kg) foram utilizadas sempre que necessario. O fluxo de
gases frescos foi de 2 I/min em ambos 0s grupos, com mistura de oxigénio e ar
comprimido no grupo desflurano e de oxigénio e N2O (60%) no grupo desflurano/N20,
com fixacdo da fracdo inspirada de 40% de O independentemente do grupo estudado

(Apéndice C). Utilizou-se circuito respiratorio semifechado com cal sodada para absorgado
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de CO.. A PerCO; foi mantida de 30 a 35 milimetros de mercurio (mm Hg) por meio de
alteracdes na frequéncia respiratoria, baseadas na leitura da PetCO2, com manutencéo de
volume corrente fixo de 8 ml/Kkg.

No final da cirurgia, analgesia pos-operatoria foi feita com tramadol (100 mg)
e dipirona (1 g) IV e como antiemético foi utilizada a ondansetrona (8 mg) e os pacientes
receberam ou ndo reversdo do blogueio neuromuscular com sugamadex (2 a 4 mg/kg) 1V,
se houvesse necessidade, de acordo com a monitorizacdo do bloqueio neuromuscular. A
extubacdo traqueal ocorreu sempre na SO quando o paciente apresentou suficiente estado
de alerta (abertura ocular, protrusdo da lingua e condicGes de apertar a mao) e relagéo de,
pelo menos, 0,9 entre a primeira e quarta resposta a estimulacdo neuromuscular. Em
seguida, o paciente foi encaminhado a Sala de Recuperacdo POs-Anestésica, onde
permaneceu até a alta para o leito da Enfermaria.

Os dados hemodinadmicos foram obtidos nos momentos: controle (antes da
inducdo anestésica), e apds 30, 60 e 90 minutos da indugdo da anestesia. Os dados de
SpO2 e PerCO», concentragdo expirada de desflurano e temperatura esofagica foram

obtidos nos momentos: 30, 60 e 90 minutos apos a inducdo da anestesia.

3.5 Coleta de material bioldgico

Todas as amostras de sangue venoso foram coletadas dos pacientes em jejum,
sob luz indireta, em trés momentos do estudo: Mo - antes do paciente receber a medicagéo
pré-anestésica (controle), M1 - 90 minutos apds o inicio da anestesia inalatoria e M -
manhd do dia posterior ao ato anestésico-cirargico (~ 17 horas), em tubos contendo
anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e com gel separador. Todas as
amostras foram codificadas, resfriadas e levadas imediatamente ao laboratério para
processamento.

Todo processamento e metodologias foram realizados sob ar condicionado e
luz amarela, para se evitar possivel indugdo de danos no DNA ou inducdo oxidativa. Parte
do sangue coletado com EDTA foi utilizada para isolamento de células mononucleares,
assim como para a separacdo do plasma. Os tubos com gel separador foram utilizados

para obtencdo do soro. Plasma e soro foram obtidos por meio de centrifugacéo refrigerada
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a 4°C por 15 minutos a 3.500 rotagOes por minuto (rpm) e foram armazenados em
aliquotas em freezer -80°C para avaliacdo de estresse oxidativo. Amostras dos trés
momentos de pacientes de ambos os grupos foram utilizadas, sempre que possivel, para
cada metodologia a fim de se evitar possivel viés.

Ressalte-se que o processamento e a maioria das metodologias foram
realizados no Laboratério GENOTOX e em outros laboratorios da Unidade de Pesquisa
Experimental (UNIPEX, FMB-UNESP), enquanto que o teste FRAP foi realizado no
Antioxidants Research Laboratory, Jean Mayer USDA Human Nutrition Research Center

on Aging, na Tufts University (Boston, EUA).

3.6 Avaliacdo de danos basais e oxidativos no DNA

As células mononucleares (~ 95% de linfécitos) foram isoladas seguindo o
protocolo anteriormente descrito (Braz & Favero Salvadori, 2007) utilizando-se 0 método
de gradiente Ficoll-Paque Plus® (GE Healthcare Bio-Sciences, Suécia). Amostras (2 ml)
de sangue total foram homogeneizadas com 2 ml de phosphate buffered saline (PBS) e
colocadas, cuidadosamente, sobre 3 ml de ficol e centrifugadas por 30 minutos, a 4°C, a
2.500 rpm. Posteriormente, coletou-se o halo branco (linfocitos) com auxilio de pipeta
Pasteur, o qual foi transferido para outro tubo, no qual foram adicionados 4 ml de PBS.
Apo6s nova centrifugacdo (1.500 rpm por 15 minutos a 4°C), o sobrenadante foi
desprezado e o pellet de células foi ressuspendido.

Apbs isolamento celular, realizou-se o teste do cometa tanto para avaliacdo
de danos basais no material genético (genotoxicidade), quanto de danos oxidativos
(utilizacdo das enzimas FPG e ENDO I11). Antes da realizagdo de cada teste do cometa
(Tice et al., 2000; Braz et al., 2012) foi necessaria a preparacdo dos reagentes, além das
laminas de microscopia, utilizando-se agarose ponto de fusdo normal (PFN) para
preparacgéo de gel de primeira camada. Adicionalmente, a agarose do tipo baixo ponto de
fuséo (BPF) foi feita e armazenada a 4°C. Também foi autoclavado o material e reagentes
necessarios para utilizacdo das enzimas.

No dia de cada coleta de amostra, foi preciso, previamente, diluir a agarose

BPF e manté-la em banho-maria a 37°C, além de preparar a solucdo de lise (2,5 M de
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cloreto de sddio [NaCl], 100 mM de EDTA, 10 mM de tris, pH 10; 1% de triton-X e 10%
de dimetilsulfoxido foram adicionados), a qual foi armazenada a 4°C. Ap6s cada
isolamento celular, foram misturados 10 pl de linfécitos frescos com 120 pl de agarose
BPF (37°C), pipetados sobre laminas de primeira camada, as quais foram cobertas com
laminula e colocadas, por 5 minutos, a 4°C. Em seguida, as laminulas foram retiradas
cuidadosamente e as laminas foram mergulhadas em solucdo de lise por duas horas.
Posteriormente, as laminas que receberiam tratamento enzimatico foram retiradas da
solucdo de lise e colocadas em PBS (1x) por 5 minutos, sendo transferidas para outra
cubeta contendo solucdo de Flare 1x (40 mM de Hepes, 0,1 M de cloreto de potassio, 0,2
mg/ml de albumina do soro bovino e 0,5 mM de EDTA em pH 8 ajustado com hidréxido
de potassio) por 15 minutos. De acordo com o tratamento enzimatico (FPG e ENDO I -
50 pl, a 1:1.000) as laminas foram cobertas com laminulas e colocadas em camara imida,
a 37°C, por 30 minutos. Apds esse periodo, as laminas foram colocadas por 10 minutos,
a 4°C, para solidificagdo da agarose e as laminulas foram retiradas. Nesse tempo, as
laminas que ndo receberam tratamento (controle) foram lavadas com PBS (1x) por 5
minutos. A seguir, todas as laminas foram transferidas para cuba de acrilico horizontal,
em solucdo de eletroforese (1 mM de EDTA, 300 mM de hidrdéxido de s6dio [NaOH] em
pH > 13), por 40 minutos. Ap6s o tempo de desespiralizacdo do DNA, a corrida
eletroforética foi conduzida a 25 V, 0,3 A por 30 minutos. Apds a eletroforese, as laminas
foram colocadas em solugédo de neutralizacdo (0,4 M de tris em pH 7,5) por 15 minutos,
sendo em seguida mergulhadas em alcool absoluto (etanol) para fixacdo e colocadas em
tabuleiro para secagem. Posteriormente, as laminas foram armazenadas em laminarios a
4°C até o momento da coloracdo. Todas as laminas foram confeccionadas em duplicata e
com controle interno.

Imediatamente antes da anélise, as ldminas foram coradas com SYBR Gold e
os nucleoides foram visualizados em microscépio de fluorescéncia acoplado ao sistema
de andlise de imagem (Comet Assay IV - Perceptive Instruments, Reino Unido). Por
lamina, 50 nucleoides foram analisados, totalizando 100 nucleoides/tratamento/momento
de paciente. Apos analise das laminas realizou-se a tabulacdo dos dados e o pardmetro

tail intensity (%) foi considerado para avaliacdo de danos no DNA.
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3.7 Avaliacdo de marcadores oxidativos em lipidios e proteinas

Utilizou-se pool de amostras controle plasmatica ou sérica para controle de
qualidade, a partir do qual se calculou o coeficiente de variacdo (CV) intraensaio e
interensaio. Admitiram-se valores de CV < 10% e para as curvas-padréo, valores de R?>
0,99.

3.7.1 Avaliacédo de peroxidacao lipidica

Os produtos finais da peroxidacéo lipidica avaliados foram o MDA, o 4-HNE
e 0 8-isoprostano.

O MDA foi detectado por High Performance Liquid Chromatography
(HPLC-LC-10AD model, Shimadzu, Japdo), considerado método padrao-ouro, conforme
protocolos de Tatum et al. (1990) e Nielsen et al. (1997). Foram adicionados 100 ul de
plasma (de cada momento/paciente) com 700 ul de acido ortofosforico 1% em tubos. As
amostras foram agitadas vigorasamente e ap0s acréscimo de 200 ul de é&cido
tiobarbitdrico (42 mmol/l) as amostras foram agitadas novamente. Os tubos foram
aquecidos, por uma hora, a 100°C, sendo posteriormente resfriados por 10 minutos.
Duzentos ul foram transferidos para tubo de 1,5 ml contendo 200 pl de NaOH (2 M),
diluido em metanol. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por trés
minutos e 200 pl de sobrenadante foram colocados em vial, sendo 50 pl injetados no
equipamento. A fase movel constituiu-se de fosfato de potassio monobasico (KH2PO.) a
1 mM e metanol com fluxo de 1,2 ml/min, utilizando-se coluna C18 em fase reversa
(Gemini model, Phonomenex, EUA; 5 um, 150 x 4,6 mm) com detector de fluorescéncia
(RF535 model, Shimadzu, Japao) com excitagdo em 525 nanémetros (nm) e emissao em
551 nm. Realizou-se entdo o calculo por meio da curva-padrdo utilizando-se o
tetraetoxipropano (TEP) e os resultados de MDA foram expressos em pumol/l.

Tanto o 4-HNE (plasma) quanto o 8-isoprostano (soro) foram padronizados e
avaliados, em duplicata, de ambos os grupos de pacientes utilizando-se Kits
comercialmente disponiveis, conforme instrugcdes do fabricante (OxiSelect™ HNE
Adduct Competitive ELISA kit e OxiSelect™ 8-iso-Prostaglandin F2a ELISA kit, ambos
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da Cell Biolabs, EUA). Os resultados do 4-HNE foram expressos em pg/ml enquanto que

0s de 8-isoprostano foram expressos em pg/ml.

3.7.2 Avaliacdo de proteinas carboniladas

Anteriormente a avaliagdo de proteinas carboniladas (expressas em
nmol/mg), realizada segundo instrucdes do fabricante (OxiSelect™ Protein Carbonyl
ELISA kit, Cell Biolabs, EUA), foi necesséaria a determinacdo das concentracdes de
proteinas totais nas amostras plasmaticas pelo método bicinchoninic acid (BCA). Assim,
as amostras foram inicialmente diluidas em PBS (1x) na proporcdo de 1:100 e foram
pipetadas (10 ul, em triplicata) em placa de 96 pocos. Também foram pipetados 10 pl dos
standards, em triplicata, e 200 pul da mistura dos reagentes BCA protein assay reagent A
e BCA protein assay reagent B na proporcéo de 1:50 em toda placa, a qual foi incubada
em estufa por 30 minutos a 37°C. Em seguida, as amostras ficaram por 10 minutos em
temperatura ambiente e depois foram lidas em espectrofotdmetro Synergy HT (Biotek,
EUA) a 562 nm. Com os resultados obtidos, conheceu-se a quantidade de proteina de
cada amostra, para entdo, realizar o teste de proteinas carboniladas, o qual exige

concentracdo proteica de 10 pg/ml em cada amostra.

3.8 Avaliagéo de defesa antioxidante

Utilizou-se pool de amostras de controle plasmatica ou sérica para controle

de qualidade, a partir do qual se calculou o CV, admitindo-se valores < 5%.

3.8.1 Capacidade antioxidante

Para avaliacdo de capacidade antioxidante, seguiu-se protocolo descrito

anteriormente (Aldini et al., 2001) com pequenas modificacOes (Braz et al., 2013).

Resumidamente, foram adicionados, em tubos de ensaio, 100 pl de plasma e 100 pl de


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=prote%C3%ADnas&lang=3
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controle phosphatidylcholine (PC) em 300 ul de PBS. Em seguida, 30 pl da sonda
lipofilica BODIPY foram diluidas em 3 ml de PBS (1x) e 100 pl foram adicionados em
cada tubo, sendo as amostras colocadas em banho-maria (37°C) por 10 minutos. Durante
esse periodo, pesou-se 271 mg do iniciador de radicais 2,2 -azobis (2-amidinopropane)
dihydrocloride (AAPH), o qual foi diluido em 2 ml de PBS. Logo apds, foram adicionados
PBS (485 pl) a cada tubo de amostra e, em seguida, adicionou-se, vagarosamente, 80 pl
do AAPH. Volume de 200 ul por amostra, em triplicata, foi pipetado, assim como o PC,
em placa preta de 96 pocos. A placa foi colocada no aparelho Wallac Victor 2
(PerkinElmer, EUA) a 37°C por aproximadamente quatro horas e a oxidacdo da amostra
foi monitorada por meio de produto de oxidacdo de fluorescéncia do BODIPY. Os dados
foram tabulados e os célculos da triplicata foram realizados para obtencdo dos resultados,
segundo a formula: (média da area do PC - média da &rea da amostra)/(média da area do
PC) x 100. Os resultados foram expressos em porcentagem de defesa antioxidante.

3.8.2 Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

Para realizacdo do FRAP, utilizou-se protocolo adaptado de Benzie & Strain
(1996). Para a curva-padrdo, utilizou-se solucdo Trolox (5 mM dissolvido em metanol)
em diluicdo seriada, em seis concentragdes (de 31,25 uM a 1.000 uM). Amostras de soro
foram descongeladas, mantidas em gelo e diluidas em &gua deionizada (H20Od) em
proporcdo de 1:4. Foram adicionados, em cubetas individuais ndo sensiveis aos raios
ultravioleta (UV), 30 ul de cada amostra diluida, os pontos da curva-padrdo de Trolox e
0 blank (somente H>Od). Em cada cubeta, incluindo o padrdo e o blank, foram
adicionados 90 ul de H20d e, em seguida, 900 pl de solucdo coquetel (300 mM de tampéo
de acetato em pH 3,6; 10 mM de TPTZ em 40 mM de acido cloridrico [HCI]; 20 mM de
cloreto de ferro [FeCls.6H20] em 10 ml de H>Od na propor¢do de 10:1:1). Ap6s 60
minutos de incubacdo em temperatura ambiente, as cubetas foram lidas em
espectrofotdmetro (UV-1601 model, Shimadzu, Japdo) na absorbancia (ABS) de 593 nm.

O célculo do valor do FRAP, em uM/Trolox, foi calculado com base na equacéo da curva



41

padrdo linear de Trolox (y = a.x + b), onde y = ABS da média das duplicatas e x = valor

do FRAP, multiplicando-se o valor final por 4 (corre¢édo da diluicéo inicial da amostra).

3.9 Analise estatistica

O tamanho amostral foi calculado baseado no teste do cometa, em estudos
prévios (Ceylan et al., 2011; Braz et al., 2011a), sendo que 20 pacientes por grupo foram
necessarios para um erro de tipo | (o) de 0,05 e um erro de tipo II (B) de 0,10 (poder do
teste de 90%).

Os dados foram tabulados em software excel 2011 e analisados
estatisticamente utilizando o Pacote Estatistico para as Ciéncias Sociais (Windows
Software, versdo 17.1, SPSS Inc., Chicago, EUA). Para o parametro sexo o teste do qui-
quadrado foi utilizado; para as varidveis paramétricas (X + DP) realizou-se andlise de
variancia de medidas repetidas (ANOVA) para compara¢ao dos momentos em cada grupo
e o teste t de Student para comparacdo dos grupos em cada momento. Ja para as variaveis
ndo paramétricas (medianas, primeiro e terceiro quartis) realizou-se o teste de Friedman
para comparagdo dos momentos e o teste de Mann-Whitney para comparac¢ao dos grupos

em cada momento, sendo que o nivel de significancia utilizado foi menor que 5%.
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4 RESULTADOS

Quarenta e quatro pacientes foram recrutados para o estudo, porém um
paciente do grupo desflurano teve a cirurgia cancelada apds a aleatorizacéo e outro foi
excluido no momento da anélise devido a amostra de sangue estar hemolisada, enquanto
que no grupo desflurano/N2O dois pacientes foram excluidos no momento da anélise
devido as amostras hemolisadas. Assim, 40 pacientes foram analisados, sendo 20
pacientes por grupo (Figura 5). Nenhum dos pacientes teve complicacdo cirdrgica ou
clinica e todos receberam alta do hospital de acordo com as diretrizes estabelecidas. Néo
houve diferenca significante (p > 0,05) entre 0s grupos de pacientes do estudo em relagdo

aos dados demograficos (Tabela 3).

Tabela 3 - Dados demogréficos dos pacientes dos dois grupos avaliados

Caracteristicas Desflurano Desflurano/N20  Valor de
(n=20) (n=20) p

Idade (anos) 30+£11 28+ 8 0,56

IMC (kg/m?) 25+5 24 +3 0,50

Sexo (masculino/feminino) 10 (50%) / 10 (50%) 9 (45%) / 11 (55%) 0,75

IMC = indice de massa corporal. Dados apresentados como X = DP ou nimero absoluto e
frequéncia (%).

A Tabela 4 mostra que ndo houve diferenca significante em relacdo a duragéo
da cirurgia nem das doses de farmacos administrados no intraoperat6rio entre 0s grupos,

mostrando homogeneidade entre os grupos (p > 0,05).

Tabela 4 - Dados relativos a anestesia e cirurgia

Variavel Desflurano Desflurano/N2O  Valor de p
(n=20) (n=20)

Duracéo da cirurgia (minutos) 142 + 43 135+ 58 0,64

Dose total de propofol (mg) 144 + 26 147 £ 23 0,70

Dose total de fentanil (ug) 466 + 222 429 + 210 0,60

Dose total de sugamadex (mg) 189 + 30 195+ 74 0,84

Dose total de rocurdnio (mg) 48 + 20 40+ 10 0,12

Dados apresentados como X + DP.
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A Tabela 5 mostra que a frequéncia cardiaca teve redugdo de seus valores
durante toda a cirurgia em ambos 0s grupos (p < 0,001) em relacdo ao momento anterior
a inducdo anestésica. De forma semelhante, as pressdes arteriais sistolica e diastolica
tiveram diminuicdo de seus valores (p < 0,001) durante toda a cirurgia em relagéo ao
momento anterior & inducao anestésica em ambos 0s grupos, porém sem diferenca entre

0s grupos (p > 0,05).

Tabela 5 - Dados hemodinamicos dos pacientes dos grupos estudados

Antes da Momento ap6s a inducéo Valor
Parametro  Grupos inducéo - .
. anestésica (minutos) dep
anestésica
30 60 90

*

FC Desflurano 80+12 75%12 67+ 11" 66+7" < 0,001
(bpm) Desf/N.O 83+16 71+11 70+13" 71+12° <0,001
p=053 p=0,33 p=0,38 p=0,09

*

PAS Desflurano  125+18 96+11° 100+11° 99+9" <0,001
(mmHg) Desf/N,O 121+13 98+13° 100+12° 121+12° <0,001
p=044 p=0,78 p=0,94 p=0,52

PAD Desflurano 73+ 11 51+8" 51+8~ 56+9° <0,001
(mmHg) Desf/N2O 73+8 53+10° 57127 54+9" <0,001
p=086 p=0,50 p=0,09 p=0,43

FC = frequéncia cardiaca, bpm = batimento por minuto, PAS = pressao arterial sistlica, PAD =
pressdo arterial diastélica, mm Hg = milimetros de mercurio, Desf./N,O = desflurano associado
ao Oxido nitroso. "Difere estatisticamente do momento antes da inducdo anestésica. Dados
apresentados como X + DP.

Os resultados da Tabela 6 mostram que houve aumento significante da
concentragédo expirada de desflurano ao longo da cirurgia em ambos os grupos (p < 0,05).
A saturacdo periférica de oxigénio e a pressdo expiratoria de dioxido de carbono néo se
alteraram significantemente entre momentos e grupos (p > 0,05). A temperatura esofagica

aumentou gradativamente, porém de forma significante somente aos 90 minutos apds a
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inducdo anestésica em comparacdo ao momento 30 minutos de indugdo anestésica em

ambos os grupos (p < 0,001). Ndo houve diferenca significante entre 0s grupos em

nenhum desses parametros avaliados (p > 0,05).

Tabela 6 - Valores de saturacgdo periférica de oxigénio (SpO3), pressédo expirada de
diéxido de carbono (PerCOz2), concentracdo expirada de desflurano (DESexp) e

temperatura esofagica (Tesor) segundo momentos e grupos avaliados

Momento apos a inducgdo anestésica

Parametro  Grupos (minutos) Valor de p
30 60 90
DESexr  Desflurano 50+0,9 53+1,1° 57+13" 0,002
(%) Desf./N,O 53+0,8 6,1+1,5" 6,6+1,7" < 0,001
p=0.26 p=0,08 p=0,09
PerCO2 Desflurano 33,9+2,2 33215 33,722 0,18
(mmHg) Desf/N.O  351+31 344+31 346+27 0,26
p=0,17 p=0,13 p=0,26
Tesor Desflurano 36,1+0,5 362+06 363+06" < 0,001
(°C) Desf./N.O 36,3+0,9 36,6+11" 367+10° < 0,001
p=0,34 p=0,14 p=0,12
SpO:2 Desflurano 9+1 9+1 9+1 0,27
(%) Desf./N2O 99 +2 9=+1 9+1 0,92
p=0.83 p=0,79 p=0,89

Desf./N2O = desflurano associado ao 6xido nitroso. “Difere estatisticamente dos 30 minutos apos
inducdo anestésica. Dados apresentados como X + DP.

O teste do cometa mostrou aumento progressivo dos danos basais no DNA
em ambos o0s grupos ao longo dos momentos, que se tornou significante apenas no grupo
desflurano no dia seguinte ao ato anestésico-cirargico em relacdo ao momento basal (p =

0,01), mas sem diferenca significante entre os grupos (p > 0,05) (Figura 6).
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Figura 6 - Danos basais no DNA (quebras de fita e sitios alcali-labeis) segundo
momentos e grupos. Mo = antes do paciente receber medicacdo pré-anestésica, M1 = 90
minutos apos o inicio da anestesia inalatoria, M2 = manhd do dia posterior ao ato
anestésico-cirargico. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados (p > 0,05).

Em relagdo aos danos oxidativos no material genético, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significantes entre grupos e momentos em relacdo as
pirimidinas e purinas oxidadas (Tabela 7).

Em relacdo aos marcadores de lipoperoxidacdo, a Figura 7 mostra 0s
resultados de 4-HNE. Observou-se aumento de seus valores, em ambos 0S grupos ao
longo dos momentos, que se tornaram significantes apenas no grupo desflurano no dia
seguinte ao ato anestésico-cirargico em relacdo ao momento basal (p = 0,03), mas sem
diferenca significante entre os dois grupos (p > 0,05).
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Tabela 7 - Danos oxidativos em bases do DNA segundo momentos e grupos
apresentados como tail intensity (%0)

Danos Grupos Momentos valor de
oxidativos b Mo M1 M2 P
Pirimidinas  Desflurano 36,9+186 39,7+190 398+175 0,68

Desf./N.O 435+136 41,0+16,2 37,2+17,1 0,49
p=0,29 p=0,84 p=0,69

Purinas Desflurano 55,1+175 528+16,6 50,1+19,3 0,47

Desf/NoO 56,8+17,1 50,4+129 565+174 0,36
p=0,81 p=0,70 p=04

Desf./N-O = desflurano associado ao 6xido nitroso, Mo = antes do paciente receber medicacéo
pré-anestésica, M; = 90 minutos ap6s o inicio da anestesia inalatoria, M, = manhd do dia posterior
ao ato anestésico-cirargico. Dados apresentados como X + DP.
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Figura 7 - Valores de 4-HNE de pacientes submetidos a manutengdo anestésica com
desflurano ou desflurano associado ao N20, nos trés momentos avaliados. Mg = antes
do paciente receber medicacao pré-anestésica, M1 = 90 minutos apds o inicio da anestesia
inalatdria, M2 = manha do dia posterior ao ato anestésico-cirargico. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos avaliados (p > 0,05).
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Os resultados de MDA, 8-isoprostano e proteina carbonilada (Tabela 8)

mostraram que ndo houve alteracéo significante entre momentos e grupos (p > 0,05).

Tabela 8 - Marcadores de estresse oxidativo em lipidios e proteina carbonilada de
pacientes submetidos a manutencdo anestésica com desflurano ou desflurano
associado ao N20 nos trés momentos avaliados

Momentos Valor
Mo M1 M2 dep
Malonaldeido  Desflurano 0,49 £ 0,22 0,45 +0,17 0,43 +0,21 0,25

(umol/l) Desf./N.O 0,47 £0,16 0,43 + 0,07 0,41 +0,20 0,20
p=0,84 p=0,54 p=0,46

Parametro Grupos

8-isoprostano  Desflurano 5729 +£3199 7009 £ 5429 8453 £ 9772 0,48
(pg/ml) Desf./No,O 5818 +3509 6703+5336 7024 + 6356 0,38
p=0,90 p=0,90 p=0,60

Proteina Desflurano 3,3(24-6,4) 35(26-7,0)0 29(21-55) 093
carbonilada Desf./N.O 2,8(25-59) 3,7(29-85) 3,0(22-55) 0,13
(nmol/mg) p=0,85 p=0,81 p=0,75

Desf./N,O = desflurano associado ao 6xido nitroso, Mo = antes do paciente receber medicacao
pré-anestésica, M; = 90 minutos apds o inicio da anestesia inalatéria, M, = manhé do dia posterior
ao ato anestésico-cirargico. Dados apresentados como X + DP ou mediana (primeiro quartil -
terceiro quartil).

Em relacdo aos valores de defesa antioxidante, os resultados de FRAP
mostraram que ndo houve alteracdo significante entre momentos e grupos (p > 0,05)
(Tabela 9). Para capacidade antioxidante, observou-se que no grupo desflurano ndo houve
alteracéo significante entre momentos enquanto no grupo desflurano associado ao N2O
houve diminuicdo da capacidade antioxidante no dia seguinte ao ato anestésico-cirurgico
quando comparado ao intraoperatorio (p = 0,02), mas sem diferenca significante entre os

grupos (p > 0,05).
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Tabela 9 - Parametros de defesa antioxidante avaliados em pacientes submetidos a
manutenc&o anestésica com desflurano ou desflurano/N20 nos trés momentos avaliados

Momentos Valor
Mo M; M, dep
FRAP Desflurano 572 (526 - 642) 592 (527 - 736) 567 (482 - 666) 0,21
(umol/l) Desf./N2O 551 (431 - 628) 659 (486 - 770) 585 (524 - 626) 0,70
p=0,28 p=0,91 p=0,90
Capacidade Desflurano 50,5 (48,5 -56,6) 51,2 (44,9 -57,2) 48,0 (44,1 - 56,1) 0,28
antioxidante  Desf./N.O 46,4 (44,7-55,7) 50,7 (47,1-54,5) 46,0(43,9-50,1)" 0,02
(%) p=0,18 p=0,85 p=0,32
FRAP = Ferric Reducing Antioxidante Power, Desf./N,O = desflurano associado ao 6xido nitroso, Mo = antes do
paciente receber medicagdo pré-anestésica, M1 = 90 minutos apos o inicio da anestesia inalatoria, M, = manha do

dia posterior ao ato anestésico-cirlrgico. "Difere estatisticamente de M;. Dados apresentados como mediana
(primeiro quartil - terceiro quartil).

Parametro Grupos
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5  DISCUSSAO

No presente estudo, a populacdo avaliada incluiu adultos jovens, sem
comorbidades associadas e com propor¢do semelhante de ambos 0s sexos, mostrando
homogeneidade dos grupos. Em relagdo aos dados hemodinamicos, a diminuicdo
significante de frequéncia cardiaca e pressao arterial, em ambos os grupos, durante a
cirurgia foi importante para a realizacdo de septoplastia para evitar excessivo
sangramento no campo operatorio. Os pacientes, em ambos 0s grupos, mantiveram-se em
normotermia. Além disso, houve similaridade entre os grupos em relagdo a duragdo
cirtrgica e aos farmacos utilizados no intraoperatério, minimizando possivel interferéncia
desses fatores em nossos resultados.

Considerando que a associa¢do de N2O ao anestesico inalatorio diminui a
concentracdo necessaria dos anestésicos halogenados (Rampil et al., 1991), esperava-se
que no grupo desflurano/N2O fosse utilizada menor concentracdo do halogenado, o que
ndo ocorreu. Provavelmente, isso foi devido ao fato de que a adequacéo da profundidade
anestésica se baseou em alteracGes hemodinamicas e ndo no indice bispectral (BIS), que
é considerado método ideal para avaliacdo da profundidade anestésica (Oliveira et al.,
2017). No6s tentamos, na presente pesquisa, 0 uso do BIS, mas isto ndo foi possivel, pois
a cirurgia incluida no estudo foi realizada na regido facial dos pacientes, interferindo na
adequada fixacdo dos eletrodos do monitor do BIS e, consequentemente, evitando
adequada monitorizacdo com esse método. Os modernos anestésicos halogenados, como
sevoflurano e desflurano, diminuem a pressdo arterial de maneira concentracéo-
dependente por reduzirem a resisténcia vascular sisttmica e ndo por alteracdo do débito
cardiaco (Pagel & Farber, 2015). Por outro lado, 0 N2O aumenta o tono venoso e diminui
a capacitancia venosa. Assim, o uso concomitante de desflurano e N>.O aumenta a
resisténcia vascular sistémica e, consequentemente, a pressao arterial sisttmica quando
comparado ao uso isolado do desflurano (Pagel & Farber, 2015). Assim, para manutengéo
de valores adequados de pressao arterial para a cirurgia proposta no estudo e respeitando
a administracdo fixa de 60% de N2O no grupo, houve necessidade de manutencdo de
concentracdes mais elevadas de desflurano no grupo desflurano/N2O.

Em relacdo a possivel genotoxicidade do desflurano, trabalho realizado in

vitro demonstrou que este anestésico aumentou a migracdo de danos no DNA quando
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linfocitos foram expostos nas concentragdes de 10 mM e 1 mM em comparagdo com a de
0,1 mM, mas ndo houve aumento significante de danos ao longo do tempo de exposicdo
- de cinco a 60 minutos (Karpinski et al., 2005). Ja em outro trabalho in vitro, somente
houve aumento de danos no DNA de linfdcitos na concentracdo maxima de 100 mM em
comparacgdo as de 0,1 mM, 1 mM e 10 mM, entretanto, em células espermaticas, o
desflurano aumentou os danos no DNA somente na maior concentracdo (100 mM) em
comparacdo a menor concentracdo (Kaymak et al., 2012). Em trabalhos clinicos,
utilizando-se o marcador TCI, Akin et al. (2005) observaram aumento significante de
danos genéticos em 15 mulheres com estado fisico ASA | e Il durante a anestesia mantida
com desflurano (5%-6%) e até o sétimo dia do po6s-operatorio em relagdo ao momento
anterior a anestesia; ja pacientes com estado fisico ASA | e Il submetidos a cirurgia
uroldgica e gastroenterolégica que receberam 0,5 CAM (3%) de desflurano ndo tiveram
aumento de danos citogenéticos, diferentemente do que ocorreu em pacientes que
receberam 1 CAM (6%) do halogenado ap06s trés horas da anestesia (Aydinli et al., 2011).
E importante pontuar que esses dois trabalhos clinicos incluiram pacientes com
comorbidades associadas (classificados com estado fisico ASA 1) e que foram submetidos
a cirurgias de grande porte, utilizando o tiopental como agente hipndtico, além de baixas
doses do opidide fentanil, pratica anestesioldgica que ndo é mais utilizada atualmente.
Nossos achados, de forma inédita, mostraram que pacientes higidos (somente ASA 1)
submetidos a cirurgia minimamente invasiva, 0s quais receberam manutencao anestésica
com desflurano a 6% (1 CAM), tiveram aumento de danos basais no DNA, detectados
pelo teste do cometa, no dia seguinte ao ato anestésico-cirurgico (Nogueira et al., 2016).
A CAM do desflurano é muito maior que a dos outros anestésicos halogenados. Assim,
sugere-se que a CAM elevada do desflurano pode contribuir para sua genotoxicidade
(Chortkoff et al., 1995; Aydinli et al., 2011), uma vez que este anestésico apresenta
minima biotransformacéao hepatica (Njoku et al., 1997).

A presente pesquisa mostrou a mesma tendéncia de resultado para a anestesia
mantida em associagédo de desflurano e N2O, sem diferenca significante entre os grupos.
O N20 tem sido utilizado em anestesiologia ha mais de 150 anos, entretanto ha muitas
controvérsias em relacdo ao seu possivel efeito genotoxico/mutagénico/carcinogénico.
Ha relato que este gas, a 50%, induziu danos genéticos (TCI) quando administrado em

linfécitos (Hoerauf et al., 1999). Por outro lado, outros estudos conduzidos in vitro
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indicaram que o N2O ndo tem efeito direto no DNA, pelos resultados negativos obtidos
no teste bacteriano de Ames e em teste para deteccdo de mutacdo em células pulmonares
de hamster chinés (O’Donovan & Hammond, 2015). Reforgando nossos achados,
trabalho realizado em criangas com estado fisico ASA I-1l, submetidas a cirurgias
minimamente invasivas, induzidas com 8% de sevoflurano e mantidas com sevoflurano
e 65% de N20O, ndo mostrou alteracdo dos danos por TCI no final da anestesia, com
duracdo inferior a 60 minutos (Krause et al., 2003). Conforme revisdo de O’Donovan &
Hammond (2015), os autores ressaltam a escassez e controvérsias dos dados sobre o tema
em relagdo a possivel genotoxicidade do N2O e sugerem que ha somente fraca evidéncia
de genotoxicidade desse gas. Assim, nossos dados corroboram tais evidéncias,
especialmente em adultos jovens, sem comorbidades, submetidos a cirurgias pouco
invasivas com média pouco superior a duas horas de duracdo. Ressalte-se também que o
N2O néo é metabolizado.

Por outro lado, estudo clinico realizado por Chen et al. (2013) mostrou, em
pacientes com estado fisico ASA I-1V submetidos a cirurgia colorretal, sob anestesia com
sevoflurano associado ou ndo ao N.2O, que somente houve aumento de danos basais no
DNA (teste do cometa) no dia posterior a cirurgia no grupo que recebeu N2O e, quanto
mais longa foi a duragdo cirdrgica, maior foi o nivel de danos observados. Os autores
demonstraram, também, que a administracdo superior a duas horas de duracdo de N.O
estd associada ao aumento de infec¢do pos-cirdrgica em pacientes submetidos a grandes
cirurgias sob N2O a 70%, quando comparados aos pacientes que receberam oxigénio em
concentracdo de 30% ou 80%. Ressalta-se que ha diferencas entre os achados de Chen et
al. (2013) e os nossos, uma vez que utilizamos menor porcentagem de N2O (60%), com
40% de oxigénio em manutencdo com desflurano e ndo com sevoflurano, além de tipos
diferentes de pacientes, cirurgia e momentos de coleta, além do tempo de cirurgia.
Adicionalmente, os autores ndo avaliaram purinas e pirimidinas oxidadas. Dessa forma,
nosso trabalho avaliou, pioneiramente, tanto danos basais quanto oxidativos no material
genético em cirurgias minimamente invasivas com coleta de amostra bioldgica aos 90
minutos de anestesia, demonstrando que ndo houve diferenca significante entre os dois
grupos em relacéo as lesdes no DNA. Portanto, mesmo com o aumento da sensibilidade
do teste do cometa em detectar dano oxidativo no DNA (Dusinska & Collins, 2008), ndo

observamos alteracdo nos niveis de purinas ou pirimidinas oxidadas tanto no grupo que
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recebeu N2O quanto no grupo que ndo o recebeu. Fazendo um paralelo com nossos
trabalhos publicados anteriormente (Braz et al., 2011a; Orosz et al., 2014), também em
pacientes com estado fisico ASA | submetidos a cirurgia eletiva, com 0s anestésicos
inalatorios isoflurano e sevoflurano respectivamente, também n&o se observou aumento
de danos oxidativos no DNA. Assim, possivelmente, os anestésicos halogenados mais
modernos nao induzem oxidagdo no material genético.

As condicdes fisioldgicas celulares exigem equilibrio entre os processos pro-
oxidante e antioxidante (Ribeiro et al., 2005). A producdo de espécies reativas de
nitrogénio (ERN) e de oxigénio (ERO) é parte integrante do metabolismo humano, tendo
importante fungdo bioldgica, como na fagocitose, fendmeno em que essas espécies séo
produzidas para eliminar o agente agressor (Vasconcelos et al., 2007). Quando em
desequilibrio, sabe-se que as ERO/ERN podem atacar, além do DNA, os lipidios e as
proteinas.

Todos 0s componentes celulares sdo susceptiveis a acao das espécies reativas,
porém a membrana € um dos mais atingidos acarretando alteragdes em sua estrutura e
permeabilidade (Cohen, 1989). O 4-HNE ¢é o produto majoritario da oxidacdo de acidos
graxos poli-insaturados (Vasconcelos et al., 2007), enquando que o MDA é um dos
marcadores mais frequentemente utilizados na peroxidacéo lipidica (Yin, 2008). Em
relacdo a peroxidacao lipidica avaliada com o desflurano, em estudo realizado em suinos,
a anestesia inalatoria mantida com desflurano (10%), mas nao com sevoflurano, induziu
lipoperoxidacdo (MDA) duas e quatro horas ap6s a exposi¢do, de maneira progressiva
(Allaouchiche et al., 2001). J& em trabalho clinico, ndo se observou inducdo de
peroxidacdo lipidica em pacientes com estado fisico ASA | e Il submetidos a cirurgia
eletiva durante (60 minutos) ou ap6s 24 horas da anestesia mantida com 6%-8% de
desflurano (Cinnella et al., 2007). J& nossos dados mostraram aumento significante de 4-
HNE, mas ndo de MDA nem de 8-isoprostrano, no grupo que recebeu anestesia com
desflurano no dia seguinte ao ato anestésico-cirargico. Assim, de forma interessante,
observamos tanto aumento de oxidagdo lipidica quanto aumento de lesdes no material
geneético apos horas da exposicdo ao desflurano. Possivelmente, 0 marcador 4-HNE é
mais sensivel que o MDA plasmatico ou o 8-isoprostano sérico na deteccdo de
lipoperoxidacdo pos exposicdo ao desflurano. Referente aos trabalhos clinicos que

realizaram comparacao de peroxidacéo lipidica em pacientes que receberam desflurano e
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desflurano associado a 50% de N-O, tanto Ceylan et al. (2009) quanto Akin et al. (2015)
ndo observaram alteracdo nas concentracfes de MDA em pacientes. Assim, de acordo
com a literatura, também nédo encontramos alteracdes significantes de MDA plasmatico
durante e ap0Os anestesia mantida com desflurano ou desflurano com N20O (60%).
Adicionalmente, também ndo foi observada diferenca entre os grupos avaliados em
relacdo ao 8-isoprostano e ao 4-HNE. Fazendo um paralelo com trabalho realizado com
exposicdo ocupacional, observou-se aumento de 8-isoprostano urinario em enfermeiras
expostas aos anestésicos N20O, isoflurano e sevoflurano em comparagdo ao grupo nao
exposto (Wronska-Nofer et al., 2012). Apesar desse marcador ser detectavel em todos os
fluidos e tecidos (Roberts & Morrow, 2000), possivelmente sua deteccdo na urina seja
método mais sensivel que no soro.

Deve ser enfatizado que ndo foram encontrados, na literatura ao nosso
alcance, trabalhos que comparam pacientes mantidos com desflurano com os que foram
mantidos com desflurano associado ao N2O em relacdo aos marcadores de estresse
oxidativo (danos oxidativos no DNA, 4-HNE e 8-isoprostano), mostrando a originalidade
da presente pesquisa, na qual se realizou amplo espectro de marcadores de estresse
oxidativo desde acido nucleico até proteina, para se entender possiveis mecanismos
toxicos dos anestésicos.

Todos os aminoacidos também sdo susceptiveis a oxidacdo, principalmente
0s aromaticos, que séo os alvos preferidos de ataque. A oxidacdo direta de aminoacidos
fornece derivados carbonilicos (Weber et al., 2015). Além disso, grupos carbonila podem
ser introduzidos em proteinas via reacdo com aldeidos derivados da peroxidacao lipidica
(Vasconcelos et al., 2007). Sivaci et al. (2006) observaram, em pacientes com estado
fisico ASA I-11l submetidos a laparoscopia, aumento significante de estresse oxidativo
(MDA e proteinas carboniladas) ap6s seis horas e 24 horas do ato cirtrgico sob anestesia
com desflurano associado ou ndo ao N2O. Diferentemente, nossos dados mostraram que,
na comparagéo de anestesia com desflurano com anestesia associada a 60% de N2O néo
houve inducdo de oxidacdo lipidica ou proteica em pacientes higidos submetidos a
cirurgia minimamente invasiva, sem lesdo de isquemia e reperfusdo, como pode ocorrer
na cirurgia laparoscopica, até o dia posterior do ato anestésico-cirurgico (~ 17 horas).

Ao analisarmos a defesa antioxidante, observou-se diminuicdo da capacidade

antioxidante no pds-operatorio comparado ao intraoperatorio, mas ndo ao momento basal,
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nos pacientes avaliados sob desflurano associado ao N2O, porém sem diferenga
significante entre os grupos. De forma semelhante, apesar do pequeno, mas ndo
significante aumento da capacidade antioxidante, avaliada pelo FRAP, durante o ato
anestésico-cirargico, ndo houve diferenca entre momentos e grupos avaliados. Dados
prévios de nosso grupo de pesquisa mostraram semelhante perfil de status antioxidante
em pacientes submetidos a cirurgias eletivas que receberam anestesia com isoflurano ou
sevoflurano livre de N>.O (Braz et al., 2013; Orosz et al., 2014). Yalcin et al. (2013)
também ndo relataram alteracdo significante de capacidade antioxidante no pds-
operatério em mulheres com estado fisico ASA | e 1l submetidas a cesarea sob anestesia
geral com desflurano. De forma semelhante, Turkan et al. (2011) n&o observaram
alteracdo de enzimas antioxidantes SOD e GPX em pacientes submetidos a anestesia com
desflurano no intra ou no pos-operatdrio. Ja outros autores, ao avaliarem pacientes
submetidos a cirurgia laparoscopica, com coletas sanguineas anteriormente e ao final da
cirurgia, notaram que 0s pacientes que receberam anestesia com 6% de desflurano, em
fluxo de gases frescos de 6 I/min, tiveram aumento de oxidantes, entretanto GPX e
capacidade antioxidante se mantiveram inalteradas (Erbas et al., 2015). Em relacéo as
enzimas antioxidantes avaliadas em pacientes sob desflurano com 50% de N2O, ndo
houve alteragcdes de GPX e/ou de SOD (Ceylan et al., 2009; Eroglu et al., 2010; Akin et
al., 2015), reforcando que o uso concomitante de N2O com desflurano ndo altera a
capacidade antioxidante dos pacientes durante ou apds a anestesia. Karabayirli et al.
(2016) também ndo observaram alteracdo de status antioxidante no pré- e pos-operatério
de pacientes que receberam (4%-6%) desflurano associado ao N20O, em cirurgias de
colecistectomia laparoscépica com duracdo inferior a 60 minutos.

E importante ressaltar que nosso estudo incluiu apenas pacientes adultos com
estado fisico ASA | submetidos a cirurgia minimamente invasiva, minimizando assim
possiveis fatores de confusdo. Procedimentos cirdrgicos menos invasivos levam a menor
trauma cirurgico e tém menor impacto na inflamacdo e no estresse oxidativo do que
cirurgias de grande porte e invasivas (Desborough, 2000; Kurosawa & Kato, 2008). Uma
possivel limitacdo deste estudo é que se utilizou o propofol para inducdo da anestesia,
uma vez que este agente hipndtico possui propriedade antioxidante (Vasileiou et al.,
2009; Braz et al., 2015), o que poderia alterar os resultados. No entanto, além de ser o

agente intravenoso mais seguro e mais utilizado para inducdo anestésica, o propofol foi
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administrado de forma semelhante em ambos os grupos em dose Unica e, levando em
conta sua depuracdo elevada, parece ter tido minima influéncia sobre o status
antioxidante/oxidativo. Adicionalmente, os farmacos utilizados no intraoperatorio, como
0 opioide fentanil e o bloqueador neuromuscular brometo de rocurénio, ndo sao
considerados genotoxicos ou indutores de estresse oxidativo (Brambilla & Martelli, 2009;
Braz et al., 2013; Orosz et al., 2014). Em relacdo aos outros farmacos, o antiemético
ondansetrona ndo é considerado genotdxico, o analgésico tramadol ndao se mostrou
genotoxico em humanos e na maioria dos testes realizados de genotoxicidade e
mutagenicidade e o analgésico dipirona tem resultados controversos de genotoxicidade,
apesar de ter propriedade antioxidante (Tucker et al., 1989; Matthiesen et al., 1998; Costa
et al., 2008; Brambilla & Martelli, 2009). Esses farmacos somente foram utilizados no
final da cirurgia, em doses semelhantes aos pacientes de ambos 0s grupos, minimizando
possivel interferéncia nos resultados.

Portanto, o presente trabalho clinico contribuiu para preencher importante
lacuna em relacéo aos anestésicos utilizados em associagdo. Os resultados sugerem que a
associacdo anestésica estudada € uma opcdo adequada para cirurgias minimamente
invasivas em pacientes sem comorbidades associadas. A associagio de 60% de N2O com
desflurano nédo potencializou os efeitos do halogenado tanto no material genético quanto

no estado redox.
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6 CONCLUSAO

A comparacdo da manutencao anestésica com desflurano, associada ou nédo
ao N20, ndo mostrou diferenca de genotoxidade e de estresse oxidativo em pacientes com
estado fisico ASA | submetidos a cirurgia minimamente invasiva de pelo menos 90
minutos de duracdo. Entretanto, observou-se que pacientes que receberam o anestésico
desflurano tiveram aumento de danos basais no DNA e lipoperoxidacdo (4-HNE) no dia
seguinte ao ato anestésico-cirargico. Se ha outras consequéncias adversas desses efeitos
da anestesia mantida com desflurano, isso certamente merece mais estudos. Assim, a
utilizacdo de N2O ndo potencializou os efeitos do desflurano e parece ser técnica
anestésica segura em relacdo ao material genético e status oxidativo em individuos

higidos submetidos a septoplastia.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUCAO 466/12-
CNS-MS)

O(a) sr(a) estd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa chamada “A anestesia
inalatéria com desflurano associada ou ndo ao éxido nitroso é genotoxica e induz estresse
oxidativo em pacientes?”, que pretende estudar se o anestésico desflurano (via inalatoria)
associado ou ndo ao 6xido nitroso (via inalatoria) que serdo utilizados durante a cirurgia,
tém algum efeito sobre 0 DNA - material genético (0 componente que determina suas
caracteristicas individuais) presente nas células do sangue. Serd avaliado se esses
anestésicos podem causar danos diretamente na estrutura do DNA. Deve ser ressaltado
que os anestésicos desflurano e 6xido nitroso ja sdo utilizados durante o procedimento
cirdrgico ndo sé no Brasil, mas em varios paises no mundo.

O(a) sr(a) foi selecionado(a) a participar dessa pesquisa por ter o estado fisico
classificado pela Sociedade Americana de Anestesiologistas como ASA | (individuos
saudaveis, que ndo apresentam outra doenca a ndo ser a condicao cirdrgica). Serdo adultos
entre 18 e 50 anos, submetidos a cirurgia eletiva minimamente invasiva (septoplastia).

O questionario consta de algumas perguntas sobre vida pessoal (nome, data de
nascimento, sexo, peso, altura, etc), algumas informacdes gerais (alimentacao, exercicio,
exposicao a substancias toxicas, uso de bebida alcoolica e cigarro e drogas ilicitas, etc) e
histéria médica (uso de medicamentos e suplementos vitaminicos, doencas, etc). O
questionario sera aplicado pelo préprio pesquisador e ndo sera gravado, e as respostas ao
questionario terdo duracdo de aproximadamente 15 minutos. O questionario é de carater
confidencial e serd aplicado antes da realizacdo da cirurgia. Sua identificacdo sera
preservada e somente os pesquisadores envolvidos no trabalho terdo conhecimento de
suas informacdes, com o comprometimento de manté-las em sigilo. Na apresentacao e
publicacdo dos resultados da pesquisa ndo haverd identificacdo dos pacientes
selecionados.

Desta forma, solicitamos seu consentimento para que sejam coletadas 3 amostras de
20 ml de sangue periférico: a primeira sera realizada no momento imediatamente antes
do inicio da cirurgia, a segunda durante a cirurgia e a terceira um dia apos a cirurgia (pos-
operatério). A quantidade de sangue que sera coletada ndo afetara sua recuperacao pos-
cirurgica, pois o volume a ser coletado é muito pequeno em relagcdo ao volume total de
sangue do seu organismo. A coleta sera realizada por profissional experiente e 0
procedimento pode causar desconforto pela picada da agulha, mas com risco minimo ou
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quase inexistente, j& que sera utilizado material estéril e descartavel. Ao participar desta
pesquisa, 0(a) senhor(a) ndo tera nenhum beneficio direto. Entretanto, esperamos que este
estudo traga informacGes importantes sobre a acao do anestésico desflurano associado ou
ndo ao o0xido nitroso no material genético. O pesquisador se compromete a divulgar 0s
resultados obtidos, respeitando-se o sigilo das informacdes coletadas, conforme previsto
no item anterior.

O projeto contribuird para melhor entendimento do papel do anestésico inalatorio
Oxido nitroso e do desflurano no material genético dos pacientes submetidos a anestesia.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, isto ndo trarda nenhum prejuizo no seu
tratamento médico. Sempre que quiser, podera pedir mais informacdes sobre a pesquisa
por meio do telefone da pesquisadora do projeto e, se necessario, por meio do telefone do
Comité de Etica em Pesquisa. Vocé podera retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa sem nenhum prejuizo.

E garantido total sigilo do seu nome, do questionario aplicado ou dos resultados dos
testes em relacéo aos dados relatados nesta pesquisa.

Vocé recebera uma via deste termo, e a outra via sera mantida em arquivo pelo
pesquisador por cinco anos.

Qualquer duvida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, pelo telefone: (14) 3880-1608 / 1609.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Nome: Assinatura:

Pesquisadora: Flavia Ribeiro Nogueira

Data: / / Assinatura:

E-mail: flaviarnogueira@hotmail.com

Orientadora: Mariana Gobbo Braz, Departamento de Anestesiologia, Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP, Distrito de Rubido Junior, s/n, Botucatu-SP. Fone: (14)
3880-1650

E-mail: mgbraz@fmb.unesp.br
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APENDICE B
QUESTIONARIO

A anestesia inalatoria com desflurano associada ou ndo ao 6xido nitroso é genotdxica
e induz estresse oxidativo em pacientes?

Registro hospitalar do paciente:

Cadigo do individuo no estudo:
Data: [

I — Identificacéo

01-Nome:

02-Sexo: () masculino ( ) feminino
03-Raca: () branca ( )amarela ( ) parda ( ) negra ( ) outra:
04-Data de nascimento: /[
05-1dade (anos):

06-Peso (kg):

07-Altura (cm):

08-IMC (indice de massa corporal):

09-Origem (cidade):

10-Profisséo:

Il - Informagdes gerais

11-Considera sua alimentacdo saudavel? ( ) sim () ndo

Consome:

Alimento Sim Nao Frequéncia
Frutas
Verduras e legumes
Carboidratos
Frituras
Leite e derivados
Carnes
Acgucares e doces




12- Quantos copos de &gua ingere por dia?

13-Faz exercicios regularmente? ( ) sim () ndo

14-Se sim, qual tipo (musculacgdo, caminhada, etc)?
15-Quantas vezes por semana?

16-Fuma? ( )sim () néo

17-Se sim, h& quanto tempo?

18-Quantos cigarros/dia?

19-Quial tipo (cachimbo, charuto, palha, papel com filtro, etc)?:
20-J&4 fumou? ( )sim () ndo

21-Ha quanto tempo deixou de fumar?

22-Quantos cigarros/dia fumava?

23-Durante quanto tempo fumou?

24-Qual tipo (cachimbo, charuto, palha, papel com filtro, etc)?:
25-Consome bebida alcodlica? ( ) sim () ndo

26-Se sim, quanto por semana (copos)?:

27-Tipo de bebida (cachaca, cerveja, uisque, vinho, etc)?

28-J& consumiu bebida alcodlica? ( ) sim () ndo

29-Ha quanto tempo deixou de beber?

30-Consome drogas? ( )sim  ( )ndo  Qual?

31-Ha quanto tempo?

32-Tem contato com substancias toxicas? ( ) sim () néo
33-Se sim, qual (produtos de limpeza, agrotoxicos, gasolina, tinta)?

34-Ha quanto tempo?
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35-Foi submetido a raio X recentemente (dentario ou antes da cirurgia)?
()sim ()ndo Quando?

36-Sabe gquantas chapas de RX foram feitas?

37- Foi submetido a ressonancia magnética nos ultimos 30 dias?
( )sim ( )néo Quando?

38- J4 fez tratamento com quimioterapico ou radioterapia? ( ) sim () ndo
39-Se sim, qual?
40-Ha quanto tempo?

41-Tem alguma doenca (asma, hipertensao, diabetes, hepatite, lUpus, artrite, cancer)?
()sim ()néo

42-Qual?
43-Ja teve alguma doenca grave? ( ) sim () ndo Qual?
44-Ha quanto tempo?

45-Passou por algum estresse ultimamente? ( ) sim () ndo Qual?

11 - Histéria Médica

46-E alérgico a algum tipo de medicamento? ( ) sim () ndo

47-Se sim, qual?

48-Faz uso de algum tipo de medicamento (antibidtico, anti-inflamatdrio, analgésico,
anti-hipertensivo, corticoide, anti-convulsivante, insulina, hipoglicemiante)?

()sim ()néao

49-Se sim, qual (is)?

50-Frequéncia/dia:

51-Faz uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)? ( ) sim () ndo

52-Se sim, qual (is)?
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53-Frequéncia/dia:

54-Ha quanto tempo?

55-Tomou alguma medicacdo no dltimo més (remédio para pressdo, antibiotico,
tranquilizantes, remédio para tirar a dor, antidcidos, anti-histaminicos, corticéides, anti-
inflamatdrios)?

()sim ( )nédo

56-Se sim, qual (is)?

57-Frequéncia/dia:

58-Ha quanto tempo parou?

59- Teve alguma infeccdo ou inflamagao no ultimo més? ( ) sim () ndo

60- Se sim, qual (is)?

61- H& quanto tempo parou?

62- Esté resfriado ou gripado? ( ) sim () ndo

63-Ja& fez alguma cirurgia? ( ) sim () ndo

64-Se sim, quantas?

65-Ha quanto tempo foi a ultima?

66-Ja foi submetido a anestesia? ( ) sim ( ) ndo

67-Se sim, sabe o tipo de anestesia (local, geral, raquidea, regional)?

68-Ha quanto tempo?

69-Se sim, voceé sabe se € mais resistente ou sensivel a algum anestésico?
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APENDICE C

PROTOCOLO DA PESQUISA

A anestesia inalatéria com desflurano associada ou ndo ao 6xido nitroso é genotoxica
e induz estresse oxidativo em pacientes?

Data:
NuUmero do paciente:
Anestesia (de acordo com o protocolo): () Desflurano
( ) Desflurano + Oxido nitroso

NOME: RG DO HOSPITAL:
ASA: SEXO:

IDADE: ALTURA:

PESO: NUMERO DO LEITO HOSPITALAR:

TIPO DE CIRURGIA:

Participarao deste estudo pacientes com indicacdo de anestesia para septoplastia,
com duracao de, pelo menos, 90 minutos

Critérios de Inclusdo: pacientes ASA I, de ambos 0s sexos, entre 18-50 anos de idade e
ndo fumantes

Critérios de exclusdo: recusa em participar, portadores de doenca maligna ou genética,
diabéticos, pacientes que receberam radiacdo recente, pacientes que fazem uso regular de
alcool ou alguma medicacéo ou droga ilicita, fumantes e expostos a poluentes ambientais
(ver questionario)

Aparelho de Anestesia: Primus (Dréager)
Monitorizacao: incluir também o BNM

Etiquetagem dos tubos de coleta:

Numero do paciente (101, 102, 103,...), momento da amostra (Mo, M1 ou M), data
e nome dos responsaveis.

Apbs as duas coletas de sangue, avisar Flavia Nogueira (996167780 ou 3880-1632) para
vir buscar os tubos de sangue. Colocar o protocolo preenchido de volta na pasta azul, que
tem o titulo da pesquisa “A anestesia inalatoria com desflurano associada ou ndo ao 6xido
nitroso é genotoxica e induz estresse oxidativo em pacientes?”’, bem como o nome do Dr
Braz. Qualquer davida conversar com o Dr Braz (99682 3026) ou Dr Leandro (99739
1712) ou Dra Mariana (99775 7936).

Ap0s a puncao venosa:
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* 12 coleta de sangue venoso (20 ml): primeiramente despejar os 8 ml nos 2 tubos
com EDTA (tampa roxa - 4 ml/tubo) e homogeneizar lentamente 5x. Depois despejar
12 ml em 3 tubos com gel separador (tampa amarela - 4 ml/tubo) e, por ultimo,
despejar exatamente 2,5 ml no outro tubo com estabilizador de RNA (tampa
vermelha-PAXgene - até a marcacdo!), e homogeneizar, lentamente, o tubo por 10x.
Marcar a hora da coleta e colocar os tubos no isopor (na estante, em cima do gelinho)
e tampa-lo. Avisar a Flavia Nogueira (telefone acima).

Apds a coleta de sangue:
MPA: midazolam (3 mg) IV
Hidratacdo: RL — 4 ml/kg/h

GRUPO DESFLURANO

Inducéo:

propofol: 2 mg/kg

fentanil: 5 pg/kg (inducdo) e manutencdo com doses adicionais (s/n) de 1 a 2 pg/kg
rocurénio: 0,6 mg/kg (inducdo) e manutencdo com 0,2 mg/kg (s/n) — de acordo com o
BNM

Manutencéo:

fentanil: 1 a 2 ug/kg s/n

rocurénio: 0,2 mg/kg s/n (de acordo com o0 BNM)

desflurano:_1 CAM (6%) inicialmente e alterando de acordo com a necessidade do
paciente

Fluxo de gases frescos: 2 L/min, fixando 40% de Oz - NAO USAR N:O!
VC: 8 ml/kg PeTrCOz2: 30-35 mm Hg

GRUPO DESFLURANO + OXIDO NITROSO
Inducéo:

propofol: 2 mg/kg

fentanil: 5 pg/kg

brometo de rocurénio: 0,6 mg/kg

Manutencgéo:

fentanil: 1 a 2 pg/kg s/n

rocurénio: 0,2 mg/kg s/n (de acordo com 0 BNM)

desflurano:_1 CAM (6%) inicialmente e alterando de acordo com a necessidade do
paciente
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Fluxo de gases frescos: 2 L/min, fixando 40% de O, e 60% de N2O
VC: 8 ml/kg PeTrCOz2: 30-35 mm Hg

Apo6s 90 min do inicio da inducéo anestésica, puncionar veia em membro oposto ao da
infuséo de liquidos e realizar:

* 22 coleta de sangue venoso (20 ml): primeiramente despejar os 8 ml nos 2 tubos
com EDTA (tampa roxa - 4 ml/tubo) e homogeneizar lentamente 5x. Depois despejar
12 ml em 3 tubos com gel separador (tampa amarela - 4 ml/tubo) e, por altimo,
despejar exatamente 2,5 ml no outro tubo com estabilizador de RNA (tampa
vermelha-PAXgene - até a marcacao!), e homogeneizar, lentamente, o tubo por 10x.
Marcar a hora da coleta e colocar os tubos no isopor (na estante, em cima do gelinho)
e tampé-lo. Avisar a Flavia Nogueira (telefone acima).

Final da cirurgia:

Analgesia pds-operatoria: tramadol (100 mg) e dipirona (1 g) IV

Antiemético: ondansetrom (8 mg) IV

Descurarizacdo: sugamadex (2 a 4 mg/kg), se houver necessidade, de acordo com a
resposta ao BNM

Inicio da anestesia:--------- Inicio da cirurgia:--------
Fim da anestesia:--------- Fim da cirurgia:----------

Duracao (min) da anestesia:----------
Duracéao (min) da cirurgia: ----------
Dose total de propofol (mg):---------- Dose total de sugamadex (mg) --------
Dose total de fentanil (ug):---------- Dose total de rocurdnio (mg):---------

Medicacdes no pré-operatério (farmaco e dose):

Medicagdes no intraoperatorio (farmaco e dose):

* 32 coleta de sangue venoso (20 ml) - DIA SEGUINTE A CIRURGIA, DE MANHA:
primeiramente despejar os 8 ml nos 2 tubos com EDTA (tampa roxa - 4 ml/tubo) e
homogeneizar lentamente 5x. Depois despejar 12 ml em 3 tubos com gel separador
(tampa amarela - 4 ml/tubo) e, por ultimo, despejar exatamente 2,5 ml no outro tubo
com estabilizador de RNA (tampa vermelha-PAXgene - até a marcacgdo!), e
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homogeneizar, lentamente, o tubo por 10x. Marcar a hora da coleta e colocar 0s
tubos no isopor (na estante, em cima do gelinho) e tampa-lo. Avisar a Flavia
Nogueira (telefone acima).

Medicacbes no pos-operatorio (farmaco e dose):

Atributos
Pexp PAsist. |[PAdiast.| FC |SpOz| PerCO2 | Temp.

\ Hora | desflurano | (mm Hg) | (mm Hg) | (bpm) | (%) |[(mm Hg) | Central
(%) (°C)

Momentos

Antes da - -
inducéo

Apos a -
inducéo

Apds a
intubacéao
traqueal

15 min apos
a inducao

30 min

45 min

60 min

75 min

90 min

Final da
cirurgia




