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Resumo

Souza KM. Avaliacdo de danos no material genético em anestesiologistas [dissertacao].
Botucatu: Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista; 2016. 71 f.

A caréncia e a divergéncia de dados sobre o0 potencial genotdxico e mutagénico da exposicdo
ocupacional aos anestésicos inalatorios mais modernos e mais utilizados atualmente
estimularam a realizacdo da presente pesquisa, que teve como objetivos avaliar os danos
sistémicos no DNA e os diferentes tipos celulares e biomarcadores de instabilidade gendmica
em células esfoliadas da mucosa oral em anestesiologistas. O estudo foi realizado em 60
médicos que atuavam no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP, os quais foram alocados em dois grupos: exposto, constituido por anestesiologistas
expostos aos residuos de gases anestésicos (isoflurano, sevoflurano, desflurano e 6xido
nitroso — N,O) por pelo menos dois anos e controle, constituido por médicos ndo expostos
ocupacionalmente, os quais foram pareados por idade, sexo e estilo de vida com o grupo
exposto. Amostras de sangue e de células esfoliadas orais foram coletadas de todos os
participantes; os danos basais no DNA foram avaliados em linfécitos periféricos pelo teste do
cometa e o teste do micronlcleo (MN) bucal foi utilizado para avaliacdo de diferentes
parametros em células esfoliadas orais. As concentracdes de N,O e dos halogenados foram
mensuradas nas salas de operacdo com a utilizacdo de espectrofotdmetro infravermelho
portatil. As concentracGes médias de residuos de gases anestésicos para todos 0s halogenados
foi maior que 5 partes por milhdo (ppm) e superior a 150 ppm para o N,O. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos em relacdo aos danos no DNA e ndo houve influéncia
da idade, sexo e tempo de exposicdo no teste do cometa. O grupo exposto apresentou maiores
frequéncias de MN e de dois parametros de morte celular (cariorrexe e picnose), € menor
frequéncia de células basais quando comparados com o grupo controle. As anestesiologistas
foram mais sensiveis as alteracdes citotoxicas decorrentes da exposicdo ocupacional. Em
conclusdo, a exposi¢do aos residuos dos gases anestésicos determinou instabilidade genémica
e citotoxicidade, detectadas pelo MN bucal, mas ndo induziu danos sisttmicos no DNA,
avaliados pelo teste do cometa, em anestesiologistas. Assim, esses profissionais podem ser
considerados em risco de apresentarem alteracbes genéticas decorrentes de exposicdo
ocupacional.

Palavras-chave: exposicdo ocupacional, anestésicos inalatorios, poluicdo ambiental, testes de

genotoxicidade
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Abstract

Souza KM. Evaluation of DNA damage in anesthesiologists [thesis]. Botucatu: Botucatu
Medical School, Universidade Estadual Paulista; 2016. 71 f.

Due to the lack and controversial data on the genotoxic and mutagenic potential of
occupational exposure to the modern and most used inhaled anesthetics, the aim of the current
study was to evaluate the systemic DNA damage, and the different cell types and genomic
instability biomarkers in buccal exfoliated cells in anesthesiologists. The study was conducted
in 60 physicians who worked in the Hospital of Botucatu Medical School - UNESP, and were
allocated in two groups: the exposed group, consisted of anesthesiologists exposed to waste
anesthetic gases (isoflurane, sevoflurane, desflurane and nitrous oxide - N,O) at least two
years, and the control group consisted of non-exposed physicians, who were matched by age,
sex and lifestyle with the exposed group. Venous blood and buccal exfoliated cells samples
were collected from all participants; basal DNA damage was evaluated in peripheral
lymphocytes by the comet assay, and the buccal micronucleus (MN) cytome (BMCyt) assay
was used to evaluate different parameters in oral cells. The concentrations of N,O and
halogenated anesthetics were measured in the operating rooms, by using of portable infrared
spectrophotometer. The average concentrations of waste gases were greater than 5 parts per
million (ppm) for all the halogenated anesthetics and more than 150 ppm for N,O. There was
no significant difference between the groups in relation to DNA damage and there was no
influence of the variables age, sex and time of exposure in the comet assay. The exposed
group showed higher frequencies of MN and two cell death parameters (karyorrhexis and
pyknosis), and lower frequency of basal cells compared to the control group. The female
anesthesiologists were more sensitive to cytotoxic effects due to the occupational exposure. In
conclusion, the exposure to waste anesthetic gases determined genomic instability and
cytotoxicity detected by BMCyt assay, but did not induce systemic DNA damage assessed by
the comet assay in anesthesiologists. Thus, these professionals can be considered at risk of

presenting genetic alterations resulting from the occupational exposure.

Keywords: occupational exposure, anesthetic gases, environmental pollution, genotoxicity
test



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Lista de llustracoes

Representacao do teste do cometa alcalino (Tice et al., 2000)........... 19

Esquema da cavidade oral com diferenciacdo dos tipos celulares
(normais e mortes) e biomarcadores de instabilidade gendmica
detectados pelo método teste do micronucleo bucal BMCyt (Thomas
et al., 2009)......cciiiiieie s 21

Formula do TWA (Schiewe-Langgartner et al., 2005)................... 29

xii



Tabela 1
Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Lista de Tabelas

Dados demogréaficos (X = DP ou ndmero absoluto - %)................

Danos no DNA detectados em linfécitos periféricos pelo teste do
cometa e frequéncia da populacédo de células normais e anormais
e de biomarcadores de instabilidade gendmica detectados pelo
teste do micronucleo bucal — BMCyt (X £ DP).......cccccvvveviviinnnn,

Danos no DNA detectados pelo teste do cometa de acordo com
idade, tempo de eXPOSICAD € SEXO.....cveveerreereeseerreaiesseeseeeaesseaneens

Frequéncia de micronucleos em ceélulas esfoliadas orais em
ambos os grupos de acordo com idade, tempo de exposicdo e

Frequéncia de brotos nucleares e de células binucleadas e basais
identificadas e quantificadas pelo teste BMCyt nos dois grupos,
CONTFOIME 0 SEXO...vvviviiieeieeiieie ettt sttt ettt bt eneas

Frequéncia de mortes celulares em células esfoliadas orais nos
grupos estudados de acordo COM 0 SEXO........cccveerrvereereereerienneenns

Concentracdo de anestésicos halogenados e de N,O (ppm) nas
salas de operacdo (X £ DP e valores minimo e maximo; valor do
TWA Para N2O)....ooviiiiiiieieeee e

31

32

33

34

35

36

37

xiii



Dedicatoria.......cccoeeeeeeeeeeseeeen,

Sumario

AGFAAECIMENTOS. ... ettt b bbb

Epigrafe........ccooiiiinis

Lista de llustragdes............cco......
Lista de Tabelas.........c.cc.ccevvrnrnen.
1 INTRODUCAO........ccccouvuun.

Gases e anestésicos inalatorios

Exposic¢éo ocupacional aos res

iduos de gases anestesiCoS..........ccvververeerrerreane

Testes para avaliacdo de biomonitoramento humano..............cccccoevveviiierenen.

Residuos de gases anestésicos e danos no material genético............c.ccoceeveuenne,
2 OBJIETIVO... ettt ettt bbbt nne e

3 METODO......ccoooviieiereerrn.
3.1 Etica e registro...........cccoou......
3.2 CasuistiCa.........ccevveeevcviieeeeen.

3.3 Coleta de amostras DIiolOQICaS..........coevierieiieiciie s

3.4 Teste do cometa.........cooeeeee.....

3.5 Teste do micronucleo bucal (BMCYL).........cccoiveiiiieisieieeesesees e
3.6 Mensuracédo dos residuos de gases anestesicos em salas de operacéo.........

3.7 Andlise estatistica....................

4 RESULTADOS.......ccccovveveren.
5 DISCUSSAO......ccooeeeereeerennn

6 CONCLUSAO.....ccccooeeeeeann.,

7 REFERENCIAS........oiiiieieeissise sttt
ANEXO A - Aprovacgio do Comité de EtiCa..........c..ccvverveeerceeeeereceseeieneenens
ANEXO B - Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos..........cccccoevvevvniernennne
APENDICE A - Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)........

APENDICE B - Questionario

Vi

Xii
xii
Xiii
15
15
16
18
21
24
25
25
25
26
26
28
29
29
31
38
44
45
53
56
57
59

Xiv



15

1 INTRODUCAO

Gases e anestésicos inalatorios

Historicamente, 16 de outubro de 1846 é considerada a data em que se realizou a
primeira intervencdo cirdrgica sob anestesia, utilizando-se éter (Rezende, 2009). Algum
tempo depois, o cloroférmio também passou a ser utilizado, mas antes disso o 0xido nitroso
(N20) j& havia sido descoberto, porém seu primeiro uso foi como droga de abuso e ficou
conhecido como gas hilariante ou gas do riso (Boros, 2003) e, como anestésico, foi utilizado
pela primeira vez em 1884 (Smith, 2010).

O N20 é um composto inorganico com apresentacdo gasosa, inodoro, de estrutura
simples e linear, com estabilidade quimica em temperatura e pressdo ambiente. Possui
algumas vantagens de utilizacdo, dentre elas a aceleracdo do tempo de inducao anestésica e o
despertar quando associado a outros anestésicos inalatdrios, além de reduzir a concentracédo
alveolar minima (CAM) desses anestésicos e a quantidade necessaria a ser administrada, o
que favorece a reducdo de custos em anestesia (Duarte et al., 2012).

Outras substancias passaram a ser testadas devido aos efeitos maléficos como
intensa hipotensdo, batimentos cardiacos anormais e fibrilagdo ventricular, causados por
anestésicos mais antigos, como éter e cloroformio (Raventds, 1956). Dentre esses agentes
estdo os derivados halogenados (compostos organicos obtidos pela substituicdo de pelo menos
um atomo de hidrogénio de um hidrocarboneto por a&tomo de halogénio, como fluor, cloro,
bromo ou iodo) como o tricloroetileno (C,HCIs), metoxiflurano (CsH4Cl,F,0), halotano
(CoHBrCIF3) e enflurano (C3H,CIFs0).

Os anestésicos inalatorios modernos mais utilizados atualmente sdo o0s
halogenados isoflurano (CsH,CIFs0), sevoflurano (C4H3F;0) e desflurano (CsH2FsO). Com
base nos efeitos clinicos, acredita-se que os anestésicos halogenados mais novos atuem sobre
as sinapses, interferindo na memaria e no estado de alerta, no entanto, 0 mecanismo real ainda
ndo é explicado de forma clara e objetiva (Saraiva, 2002). Dentre algumas vantagens da
utilizacdo dos anestésicos halogenados mais modernos estdo a inducdo e recuperacao
anestésica mais rapidas, os baixos coeficientes de particdo sangue/gas e o baixo custo (Young
& Apfelbaum, 1995; Wolverson et al., 1998).

A metabolizacdo dos anestésicos halogenados é via citocromo P450, pela

CYP2E1 (Kharasch & Thummel, 1993) e a taxa de metabolizacdo é em torno de 5% para o


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrocarboneto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Halog%C3%AAnio
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kharasch%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8214760
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sevoflurano, 0,2% para o isoflurano e 0,02% para o desflurano (Souza & Tardelli, 2011). Em
relagdo ao N,O, este gas ndo € metabolizado e é rapidamente eliminado em forma inalterada
pelos pulmaes.

Embora a taxa de metabolizacdo dos anestésicos halogenados mais modernos seja
baixa, um estudo mostrou que o hexafluoroisopropanol, o qual é um metabolito do
sevoflurano, foi encontrado na urina de profissionais expostos a baixas concentragcdes desse
anestésico (Scapellato et al., 2014). Pouco se tem estudado sobre marcadores especificos da
metabolizacdo ou toxicidade dos anestésicos inalatérios em profissionais ocupacionalmente

expostos.

Exposicdo ocupacional aos residuos de gases anestésicos

A exposi¢do ocupacional ao N,O e aos anestésicos halogenados em profissionais
gue atuam em centro cirargico (anestesiologistas, cirurgides, enfermeiros, auxiliares e
técnicos), consultérios odontoldgicos (dentistas e auxiliares técnicos) e laboratérios de
pesquisa que realizam experimentos com anestésicos inalatérios (pesquisadores, técnicos,
alunos de graduacdo e de pds-graduacdo) pode resultar em efeitos adversos a salde. Embora
esses profissionais estejam expostos a concentracdo anestésica muito menor que a dos
pacientes, essa exposicao pode ser cronica.

Alteracdes neurocomportamentais ja foram observadas em profissionais expostos
aos anestésicos inalatérios (Lucchini et al., 1996). O N,O, embora seja rapidamente eliminado
do organismo, por apresentar baixa solubilidade sanguinea e tecidual, pode ocasionar, em
profissionais expostos, alteracbes hematopoiéticas (Sweeney et al., 1985) e inativacdo da
cianocobalamina (vitamina B12) (Krajewski et al., 2007). A exposicao cronica aos residuos
de gases anestésicos também é considerada fator de risco ao processo reprodutivo, com
aumento na incidéncia de abortos (Rowland et al., 1995; Boivin, 1997; Moppett, 2015), da
reducdo da fertilidade (Ahlborg et al., 1996) e de defeitos congénitos, especialmente
relacionados ao N,O (Bodin et al., 1999).

Sabe-se que as salas de operacdo sdo responsaveis por 30% dos residuos
hospitalares. Além disso, os residuos de gases anestésicos possuem efeitos adversos ao meio
ambiente, com danos a camada de ozénio, contribuindo para o efeito estufa (Irwin et al.,
2009). O N2O e o desflurano possuem meia vida na atmosfera de 114 e 14 anos,

respectivamente, com potencial de contribuicdo para o aquecimento global, enquanto o
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isoflurano e o sevoflurano apresentam meia vida menores, de 3,2 e 1,1 anos, respectivamente
(Sulbaek Andersen et al., 2012).

Certamente, a exposi¢do ocupacional os residuos de gases anestésicos depende
dos métodos e organizacdo do ambiente de trabalho, como a utilizagdo ou n&o de anestésicos
inalatorios e das concentracBes empregadas, do tipo de anestésico utilizado, do sistema
respiratorio empregado, 0 uso de menores ou maiores fluxos de gases frescos (FGF) que
propiciam, respectivamente, menor ou maior escape de gases anestésicos do circuito
respiratorio, da existéncia de sistema de exaustdo e renovacdo de ar da sala de operacdo, da
presenca direta do profissional junto ao paciente e/ou ao circuito respiratorio, de méscaras
faciais mal adaptadas no paciente, do uso de tubos traqueais com ou sem balonetes, entre
outros (Wiesner et al., 2001a; Oliveira, 2009).

Mesmo com a utilizacdo de sistema de exaustdo de ar ambiente nos hospitais mais
modernos, os profissionais que atuam em centros cirdrgicos ainda sdo expostos as
concentracfes residuais de N,O e anestésicos halogenados, particularmente durante as
anestesias pediatricas (Byhahn et al., 2001). A evolucdo da anestesiologia possibilitou a
utilizacdo de aparelhos de anestesia com baixo FGF e com sistema de exaustdo para residuos
de gases anestésicos e a monitorizacdo da concentracdo dos anestésicos inalatorios.
Entretanto, o assunto € ainda bastante relevante, pois a utilizagdo desses modernos aparelhos
de anestesia ainda nao é universal nos hospitais do Brasil.

Para minimizar os riscos a saude, as autoridades publicas recomendam valores
limites aos residuos de gases anestésicos. Os limites de exposicdo recomendados pelo
National Institute of Occupational Safety and Health (NIOSH, 1977) dos EUA séo de 2 partes
por milhdo (ppm) para os anestésicos halogenados e 25 ppm para 0 N,O para uma média
ponderada de tempo (time-weighted average - TWA). No entanto, os limites recomendados
diferem para cada pais e na Alemanha, por exemplo, o valor recomendado para 0s
halogenados difere para cada anestésico e para 0 N,O é de 100 ppm na média diaria de
trabalho (8 h/diaTWA) (Hoerauf et al., 1996). Por outro lado, ndo existem valores limites para
exposicao ocupacional aos residuos de gases anestésicos no Brasil e nem recomendacfes a

respeito de como proceder a monitoracdo ambiental ou sua periodicidade (Oliveira, 2009).
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Testes para avaliacdo de biomonitoramento humano

O biomonitoramento humano tem sido empregado como instrumento atil na
identificacdo e quantificacdo de riscos relacionados as exposi¢es que conferem prejuizo a
salde (Chinelato & Froes, 2002).

Existem vérias metodologias que avaliam os danos no &cido desoxirribonucleico
(DNA), desde lesdes primarias até lesdes fixadas. O teste do cometa ou eletroforese em gel de
células individualizadas (single-cell gel electrophoresis assay - SCGE) € um ensaio de
genotoxicidade que detecta quebras de fita simples e dupla do DNA, sitios &lcali-labeis e
lesbes oxidativas especificas (Tice et al., 2000). Esta técnica consiste na imersdo de células
eucaridticas em gel de agarose, lise da membrana celular por detergentes e sais alcalinos e
posterior eletroforese (Singh et al., 1988). Sob condic¢des alcalinas de eletroforese, as células
com danos no DNA apresentam maior taxa de migracdo da molécula em direcdo ao anodo,
imitando a aparéncia de um cometa (cabeca e cauda) (Figura 1). Portanto, o teste do cometa
ndo é utilizado para detectar mutacGes, mas sim lesdes gendmicas, as quais sdo passiveis de
reparo. Enquanto outras técnicas de biomonitoramento genético sao limitadas para aplicacéo
em linfécitos circulantes ou células em proliferacdo, o teste do cometa pode ser utilizado para
quaisquer tipos de células nucleadas, sendo necessario apenas um pequeno namero delas, as
quais ndo precisam estar em divisdo (Kassie et al., 2000). Além disso, € uma técnica

relativamente rapida, simples, sensivel e de baixo custo.
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Figura 1. Representacdo do teste do cometa alcalino (Tice et al., 2000).

Comparado a outros testes citogenéticos, o teste do micronicleo (MN) apresenta
vantagens como rapidez e facil anélise (Fenech, 1993; Tucker & Preston,1996). Trata-se de
ensaio de mutagenicidade ja estabelecido que detecta o potencial mutagénico de varios
agentes, entre eles os agentes fisicos e quimicos. Os MNs sdo formados durante a tel6fase da
mitose ou meiose, quando o envelope nuclear € reconstituido ao redor dos cromossomos das
células filhas, sendo resultantes dos fragmentos cromossémicos acéntricos ou de
cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no nucleo principal. Assim sendo, 0 MN
representa perda de cromatina em consequéncia de dano cromossémico estrutural ou de dano
no aparelho mitdtico. O MN constitui-se, portanto, de uma pequena massa nuclear delimitada
por membrana e separada do nacleo principal (Salvadori et al., 2003).

A técnica do MN foi inicialmente descrita na década de 1970 para rastrear,
principalmente, produtos quimicos com potencial de quebra cromossémica (Schmid, 1975).
Posteriormente, iniciou-se a técnica de MN in vitro e foi descoberto que, com a utilizagéo de
determinadas substancias durante o cultivo celular, era possivel bloquear a citocinese,
fornecendo mais parametros de genotoxicidade e citotoxicidade como avaliacdo de quebras
cromossdmicas, perda de cromossomos, rearranjo cromossémico (pontes nucleoplasmicas),

inibicdo da divisdo celular, necrose e apoptose (Fenech, 2000). Atualmente, a principal
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metodologia utilizada para verificacdo de instabilidade gendmica em seres humanos é a do
MN, o qual pode ser detectado tanto em linfocitos periféricos como em células esfoliadas.
Inclusive ja se verificou uma correlacdo positiva entre a frequéncia de MNs em linfocitos e
células esfoliadas da mucosa bucal (Ceppi et al., 2010).

O teste do MN em células epiteliais bucais, conhecido como the buccal
micronucleus cytome (BMCyt) assay (Thomas et al., 2009), € um ensaio cuja utilizagdo para o
biomonitoramento de alteracdes genéticas em seres humanos tém crescido, uma vez que
apresenta algumas vantagens por ser minimamente invasivo e de rapido preparo, sem
necessidade de cultivo celular (Bonassi et al., 2011). Ressalta-se que o ensaio BMCyt é
bastante versatil, pois podem ser feitas analises de avaliacdo de danos no DNA, proliferacdo
celular, diferenciacdo celular e morte celular (Bolognesi et al., 2015) (Figura 2).

Além disso, a mucosa oral é a primeira barreira contra substancias que podem
entrar no organismo pela via respiratéria na forma de gases e vapores. Assim como a pele, a
mucosa oral se renova de forma descamativa. H4 uma variagdo no tempo de renovacéo entre
todos os tecidos orais; o tecido de renovacdo mais rapido € o epitélio juncional (de quatro a
seis dias) e 0 que se renova mais lentamente é o palato duro (24 dias). J& a bochecha e regido
interna dos labios, os quais sdo utilizados para coleta das células utilizadas no teste do
micronucleo bucal BMCyt, possuem periodo de renovacdo em torno de 14 dias (Bath-Balogh
& Fehrenbach, 2012).



21

Oral cavaty

Stratum
granulosum
Straism
f Sprosum
1 Stratum
gemmenabvurm

0 Basal cell /é > Kanyorthectic cell
Binucleated call
O Basal call wih MN @ Cendensed chromatn call

{ @ )Differentiated cell @ Differentiated call with NBUD £ o % puinatic call
@&Hewﬂhak’d cell with MN O Karyolytic cell

Figura 2. Esquema da cavidade oral com diferenciacdo dos tipos celulares (normais e mortes)
e biomarcadores de instabilidade gendmica detectados pelo método teste do microntcleo bucal
BMCyt (Thomas et al., 2009).

Residuos de gases anestésicos e danos no material genético

Vaérios estudos tém identificado, em profissionais que trabalham em hospital
(exposicdo ocupacional), aumento de danos no material genético, especialmente os que
trabalham em centro cirdrgico, os que trabalham com radiacdo ionizante e 0s que manipulam
reagentes toxicos e drogas antineoplasicas (Bonassi et al.,1997; Lewinska et al., 2005; Baysal
et al., 2009; Ladeira et al., 2011; Mahboob et al., 2012; Sakly et al., 2012).

Ainda sdo escassos 0s dados sobre genotoxicidade e mutagenicidade dos
anestésicos em profissionais ocupacionalmente expostos no Brasil. Chinelato & Froes (2002)
avaliaram 11 anestesiologistas expostos predominantemente ao halotano, com tempo de
exposicdo superior a cinco anos e verificaram aumento na frequéncia de aberracbes
cromossémicas (AC), mas ndo de trocas entre crométides irmas (TCI). Ja Araujo et al. (2013)
avaliaram os efeitos citotoxico e mutagénicoco utilizando o teste do MN em linf6citos

periféricos de profissionais expostos a varios anestésicos (halotano, enflurano, isoflurano,
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sevoflurano, N,O, entre outros) e verificaram que o indice proliferativo ndo diferiu entre
grupo exposto e controle, no entanto, a frequéncia de MN foi maior no grupo exposto. Em
outro trabalho, Costa Paes et al. (2014) avaliaram médicos residentes (areas de anestesiologia
e cirurgia) expostos ocupacionalmente aos residuos de isoflurano e também de sevoflurano e
N.O e foi observado aumento significativo de danos no DNA no grupo exposto quando
comparado com o grupo controle. Nenhuma dessas pesquisas determinou a concentracao dos
residuos de gases anestésicos em salas de operacéo.

Trabalho realizado na Turquia mostrou aumento significativo de quebras no DNA
em anestesiologistas, enfermeiros e técnicos expostos por periodo de um a 17 anos aos
residuos de gases anestésicos halotano, isoflurano e N,O (Sardas et al.,1998). Aumento de
danos no material genético, detectados pelo teste do cometa, também foi verificado em
anestesiologistas, cirurgides, enfermeiras e técnicos expostos, em média de 19 anos, ao
halotano, isoflurano, sevoflurano e N,O no Egito (El-Ebiary et al., 2013).

Na revisdo de literatura ao nosso alcance, apenas um estudo avaliou a frequéncia
de MN em mucosa oral em profissionais expostos a varios residuos de gases anestesicos
(Chandrasekhar et al., 2006). Por outro lado, nenhum estudo avaliou, até 0 momento, 0s tipos
de células e outras alteracBes nucleares detectados pelo BMCyt ap6ds exposi¢do ocupacional
aos residuos de gases anestésicos.

Deve-se destacar que os estudos citados anteriormente avaliaram profissionais
expostos a varios anestésicos incluindo alguns halogenados mais antigos, os quais tém maior
toxicidade, como o halotano e o enflurano. Chinelato & Froes (2002) sugerem que o halotano
possa atuar de forma semelhante aos farmacos radiomiméticos, os quais induzem danos no
genoma em qualquer fase do ciclo celular. Adicionalmente, nos trabalhos citados
anteriormente, também ndo foram determinados os valores de residuos de gases anestésicos
nas salas de operacao e ha pouco relato sobre sistema de exaustdo do ar no centro cirurgico.

Estudo realizado em salas de operacdo com sistema de exaustdo mostrou
aumento na formacdo de MN em linfocitos periféricos especialmente em enfermeiros e
anestesiologistas expostos aos residuos de isoflurano, sevoflurano e N,O (Rozgaj et al.,
2009). Ja o estudo realizado por Wiesner et al. (2001b) ndo observou aumento na frequéncia
de MNs em linfécitos de profissionais expostos as concentracdes de N,O (em torno de 12
ppm) e para os anestésicos isoflurano, sevoflurano e desflurano (< 0,5 ppm) em hospital
universitario da Alemanha, o qual possuia sistema ativo de exaustdo nas salas de operagéo.
Entretanto, os autores observaram aumento significativo de MNs em profissionais atuantes

em hospital universitario do Leste Europeu, o qual era isento de sistema de exaustdo de
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gases. Esses profissionais eram expostos as concentragdes elevadas de N,O (170 ppm) e de
anestésicos halotano e isoflurano (4 ppm), quando comparados aos respectivos controles.

Por outro lado, estudo realizado na Alemanha verificou que profissionais expostos
diariamente por 8 h-TWA a 11,8 ppm de N,O e 0,5 ppm de isoflurano apresentaram aumento
de TCI, mesmo ndo sendo expostos a altas concentragdes dos residuos anestésicos (Hoerauf et
al., 1999). De maneira similar, anestesiologistas expostos por oito horas diarias a baixas
concentracdes de residuos do anestésico halogenado sevoflurano (0,2 ppm) sem exposi¢ao ao
N.O, tiveram frequéncia aumentada de TCI, mas ndao de MNs em linfocitos de sangue
periférico (Wiesner et al., 2008).

Estudo realizado em enfermeiras e anestesiologistas ocupacionalmente expostos,
em diversos hospitais com diferentes sistemas de exaustdo de residuos de gases anestésicos,
mostrou correlacdo positiva entre danos no DNA e valores de concentracdo de N,O acima do
limite de exposic¢do ocupacional recomendado na Poldnia, diferentemente do que ocorreu com
0s anestésicos isoflurano e sevoflurano, cujas concentracdes estavam abaixo do limite
recomendado (Wronska-Nofer et al., 2009).

Assim, a caréncia e a divergéncia de dados sobre o potencial genotoxico e
mutagénico da exposi¢do ocupacional aos anestésicos inalatérios mais modernos e mais
utilizados atualmente, juntamente com a auséncia de dados, na literatura nacional, quanto a
determinacdo dos valores de residuos de gases anestésicos em salas de operagdo, estimularam

a realizacdo do presente estudo.
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2 OBJETIVO

Os objetivos do presente estudo foram avaliar os danos sistémicos no DNA e o
potencial proliferativo celular, os diferentes parametros de mortes celulares e o0s
biomarcadores de instabilidade gendmica em células esfoliadas da mucosa oral em

anestesiologistas.
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3 METODO

3.1 Etica e registro

O estudo foi realizado no Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina
de Botucatu (FMB), UNESP, apds aprovacdo do Comité de Etica local (n. 417.865; Anexo
A). O estudo foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos - ReBEC (RBR-

4vrz2m; Anexo B).

3.2 Casuistica

O estudo foi realizado em 60 profissionais atuantes no HC da FMB - UNESP, de
acordo (ou ndo) com a exposicdo ocupacional aos anestésicos halogenados (isoflurano,
sevoflurano e desflurano) e ao N,O. O grupo exposto foi composto por 30 anestesiologistas
expostos por pelo menos dois anos. O grupo controle foi constituido por 30 médicos da
clinica médica, os quais foram pareados por idade, sexo e estilo de vida com o0 grupo exposto.
Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE
(Apéndice A) e responderam a um questionario detalhado (Apéndice B) sobre dados
demogréaficos (idade, sexo, indice de massa corporal - IMC, etc.), histérico médico
(vacinacdao, medicamentos, doencas, etc.), estilo de vida (dieta, exercicio fisico, consumo de
alcool, tabaco, etc.) e dados adicionais sobre exposicdo ocupacional. Para evitar possiveis
fatores de confusdo, foram excluidos do estudo as mulheres gravidas, os portadores de
doencas malignas, infecciosas ou inflamatorias, os que faziam uso de suplementos
vitaminicos, drogas, tabaco além dos individuos que consumiam alcool acima do considerado
moderado (National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism-NIAAA, 2015).
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3.3 Coleta de amostras biologicas

Para evitar possivel viés, todas as amostras foram realizadas concomitantemente
de ambos os grupos antes do periodo de férias e sempre no mesmo periodo (manhad) com oito
horas de jejum. Além disso, os participantes foram instruidos a suspender o uso de
antisséptico bucal por pelo menos trés dias antes da coleta.

Amostras de sangue venoso foram colhidas em tubos com o anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Anteriormente a coleta de células bucais, solicitou-se, a
todos os individuos, para realizarem trés bochechos vigorosos com agua morna para eliminar
possiveis residuos. As células esfoliadas da mucosa bucal foram obtidas de ambos os lados da
cavidade oral (bochecha) e do labio inferior com o auxilio de cytobrush, a qual foi colocada
em tubo de 15 ml contendo solucdo salina gelada (phosphate buffer saline - PBS). Todas as
amostras foram codificadas e imediatamente processadas sob luz amarela para evitar possiveis

danos adicionais ao material genético.

34 Teste do cometa

Apobs a coleta de sangue, as células mononucleares (constituidas especialmente de
linfocitos) foram isoladas utilizando o método de gradiente de Ficoll-Paque®, seguindo o
protocolo anteriormente descrito (Braz & Favero Salvadori, 2007): amostras (2 ml) de sangue
total foram homogeneizadas em 2 ml de tampdo fosfato salino (PBS) e colocadas,
cuidadosamente, sobre 3 ml de Ficoll-Paque®; apés centrifugacdo (30 min a 2.500 rpm, a
4°C), os linfacitos (halo branco) foram coletados com auxilio de pipeta Pasteur e transferidos
para outro tubo, no qual foram adicionados 4 ml de PBS. Ap6s nova centrifugacéo (1.500 rpm
por 15 min a 4°C), o sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi ressuspendido. Os
linfdcitos (250 ul) foram transferidos para criotubo contendo 250 pl de meio Instituto Roswell
Memorial Park (RPMI-1640), 200 pl de soro fetal bovino e 50 pl de dimetilsulfoxido
(DMSO). Os criotubos foram congelados, em duplicata, gradualmente até serem armazenados
em -80°C para avaliacdo posterior de danos no DNA, pelo teste do cometa (Risom &
Knudsen, 1999).

O descongelamento também foi feito de maneira gradual (do freezer -80°C para o
-20°C e depois a 4°C e banho-maria a 37°C de forma rapida, até restar um traco de gelo no

criotubo) para melhor preservacdo celular. Assim, os linfocitos foram transferidos para um
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tubo de 15 ml contendo 1 ml de RPMI, foram homogeneizados por inversao e os tubos foram
centrifugados (2.000 rpm por 4 min a 4°C). O sobrenadante (1 ml) foi desprezado e foi
acrescido 1 ml de RPMI, seguido de homogeneizacéao e centrifugacao. Por dltimo, 1,6 ml do
sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido e utilizado para inicio do teste do
cometa. De acordo com as técnicas descritas por Singh et al. (1988) e Tice et al. (1991) e
padronizac@es prévias, o teste do cometa foi utilizado para avaliacdo de danos basais no DNA
de ambos o0s grupos estudados.

Inicialmente, as laminas foram preparadas com gel para primeira camada
utilizando-se agarose ponto de fusdo normal (PFN). A PFN foi diluida em PBS, aquecida em
micro-ondas e mantida em banho-maria a 60°C. Com o auxilio de uma pinca, as laminas
foram mergulhadas no gel de agarose PFN e colocadas para secar.

Foram misturados, vagarosamente, 10 pl de linfécitos com 120 ul de 0,5% de
agarose baixo ponto de fusdo (BPF) diluida e mantida em banho-maria a 37°C. Essa mistura
foi pipetada sobre as laminas previamente cobertas com uma camada de 1,5% de agarose
PFN, as quais foram cobertas por laminula e colocadas na geladeira por 8 min para
solidificacdo da agarose. A laminula foi retirada cuidadosamente e as laminas foram
mergulhadas por pelo menos 2 h em solucéo de lise gelada (recém preparada com EDTA 100
mM, NaCl 2,5 M, Tris 10 mM; pH 10, com 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO). Em
seguida, as laminas foram mergulhadas em PBS (1 x) por 5 min e transferidas para cuba de
acrilico horizontal, em solucédo de eletroforese (recém-preparada com EDTA 1 mM, NaOH
300 mM, pH > 13) por 20 min. Ap6s o tempo de desespiralizacdo do DNA, a corrida
eletroforética foi conduzida a 25 V e 0,3 A por 20 min. Apds a eletroforese, as laminas foram
colocadas em solugdo de neutraliza¢do (Tris 0,4 M; pH 7,5) por 15 min, sendo em seguida
mergulhadas em alcool absoluto (etanol) para fixacdo e colocadas para secagem em
temperatura ambiente. Posteriormente, foram armazenadas em laminarios a 4°C até o
momento da coloragdo. As laminas foram realizadas em duplicata e com controle interno na
eletroforese.

No momento da analise, as laminas foram coradas com 80 ul de SYBR Gold
(1:10.000 em agua Milli-Q), cobertas com laminula e 100 nucledides (50 nucledides/Iamina)
foram analisados em microscopio de fluorescéncia acoplado a um sistema de anélise de
imagem (Comet Assay IV — Perceptive Instruments, Reino Unido), em aumento de 400x.
Como pardmetro para a avaliagdo dos danos no DNA considerou-se o tail moment — TM

(u.a.).
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35 Teste do micronucleo bucal (BMCyt)

Apbs a coleta, as células da mucosa bucal foram imediatamente transferidas para
solucdo salina gelada (5 ml) até 0 momento de processamento das amostras no laboratorio.
Em seguida, os tubos contendo solucéo salina e células foram centrifugados (1.000 rpm por 5
min a 4°C), o sobrenadante foi retirado e foi adicionada solugdo fixadora (5 ml de
metanol/acido acético na proporcdo 3:1) e os tubos foram centrifugados novamente (1.000
rpm por 5 min a 4°C). Esse processo foi repetido por mais duas vezes. Em seguida, as
amostras foram gotejadas em laminas limpas previamente, com secagem a temperatura
ambiente por 24 h seguindo o protocolo de Thomas et al. (2009), com pequenas adequacdes.
O material excedente foi mantido em freezer -20°C.

As laminas foram submetidas a coloracdo de Feulgen/Fast Green, conforme
prévia padronizagdo, iniciando-se pela etapa de hidrolise por imersdo em HCI 5 M a 37°C
durante 20 min. Em seguida, as laminas foram lavadas com &gua destilada por trés vezes e
posteriormente foram imersas em Feulgen (reativo de Schiff) durante 90 min e depois em
agua destilada durante 10 min. As laminas foram secas durante a noite e no dia seguinte
realizou-se a coloracdo com Fast Green a 3% por 20 s. As laminas foram secas em
temperatura ambiente e foram cobertas com laminulas apds a secagem. A coloracdo de
Feulgen confere ao nucleo cor lilas, que se intensifica quanto maior a concentracdo de DNA.
O corante Fast Green confere ao citoplasma a cor verde (contra coloracdo, o que diferencia o
ndcleo do citoplasma).

As laminas, em duplicata, foram analisadas de forma encoberta utilizando o
microscopio Olympus BX43 (Toquio, Japdo) com ampliacdo de 1.000x. Os MNs e toda a
populacdo celular oral foram determinados utilizando os critérios de identificacdo e
quantificacdo descritos e recomendados por Tolbert et al. (1992) e Thomas et al. (2009).
Realizou-se a analise de 1.000 células por individuo para identificar células basais,
diferenciadas e binucleadas; cromatina condensada, cariorrexe, picnose e cariélise. Para MN e

broto nuclear foram analisadas 2.000 células diferenciadas.
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3.6 Mensuracao dos residuos de gases anestésicos em salas de operacao

O HC da FMB — UNESP tem 13 salas de operagdo, com diferentes areas (23,5 m?
- 40,2 m?). Seis salas de operacdo possuem um aparelho de ar condicionado em cada sala
(portanto sem sistema de exaustdo de gases) e sete salas de operacdo possuem ar
condicionado central com sistema de exaustdo de gases, sendo que nessas salas a circulagéo
de ar ¢ feita somente com 25% de ar novo (ambiente externo), o que leva de 6 a 8 trocas de
ar/hora.

Utilizou-se o aparelho InfraRan 4-gas anesthetic specific vapor analyzer (Wilks
Enterprise, East Norwalk, EUA) para medir, em tempo real, por espectrofotometria
infravermelha, as concentracBes de anestésicos halogenados (isoflurano, sevoflurano e
desflurano) e N,O nas salas de operacdo (Pickworth et al., 2013). Antes do inicio de cada
mensuracdo, o aparelho foi calibrado, como recomendado pelo fabricante. As concentragdes
de N0 e dos halogenados foram medidas no ar, com fluxo de amostras de 10 I/min, sempre
na area de respiracdo do anestesiologista, durante cirurgias sob anestesia balanceada. Foram
realizados célculos para obtencdo das médias e valores minimo e maximo para cada
concentracdo residual de anestésico. Para o N,O também se calculou o TWA (durante
administracdo anestésica) utilizando-se a formula especifica (Figura 3).

ClEl okl + ..oy %1,
lrl +~Ir2++-+lr;r

TWA =

Figura 3. Férmula do TWA (Schiewe-Langgartner et al., 2005).

3.7 Andlise estatistica

O tamanho amostral foi calculado para os danos no DNA (teste do cometa),
estimando-se uma diferenca esperada entre o grupo controle e o0 exposto em torno de 0,20 e
com um desvio de 0,27, com poder do teste de 80%, ficando estabelecido 27 individuos.
Tanto os dados de danos no DNA como os demograficos foram analisados pelo teste t de

Student, exceto para a distribuicdo do sexo, a qual foi analisada pelo teste do qui-quadrado.
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Os tipos celulares e de danos citogenéticos na mucosa oral, além da associagcdo entre 0s
marcadores e as variaveis idade, tempo de exposicao e sexo foram analisados usando modelo
de regressdo de Poisson. Os valores foram expressos em média e desvio padrdo (X + DP) ou
em ndmero absoluto. Valores com p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4 RESULTADOS

Sessenta médicos participaram do estudo, mas houve exclusdo de trés individuos
do grupo controle (falta de dados) e os resultados foram analisados em 57 médicos. A Tabela
1 mostra os dados demogréficos e ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p >
0,05). O tempo médio de exposicao aos residuos de gases anestesicos (grupo exposto) foi de
16 anos (de 2 a 44 anos).

Tabela 1 - Dados demogréficos (X £ DP ou numero absoluto - %)

Caracteristicas Grupo controle Grupo exposto

(n=27) (n=30)
Idade (anos) 41,0+ 14,0 42,0+ 159
Sexo (masculino/feminino) 18 (67%) /9 (33%) 20 (67%) / 10 (33%)
indice de massa corpérea (kg/m?) 26,1 +4,6 26,1+ 3,3
p>0,05

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos pelo teste do cometa e pelo teste do MN
em mucosa oral (BMCyt) nos grupos estudados. Frequéncias significativamente mais elevadas
foram encontradas no grupo exposto quando comparado com o grupo nao exposto para MN (p
= 0,034), cariorrexe (p < 0,0001) e picnose (p = 0,024). Por outro lado, a frequéncia de células
basais foi significativamente menor no grupo exposto quando comparado ao grupo controle (p
= 0,0027). Os resultados ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas, entre o0s
grupos, em relagdo aos danos no DNA avaliados em linfocitos periféricos pelo teste do
cometa, assim como para broto nuclear, caridlise, cromatina condensada, células binucleadas

e diferenciadas normais pelo teste BMCyt.
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Tabela 2 - Danos no DNA detectados em linfocitos periféricos pelo teste do cometa e
frequéncia da populagdo de células normais e anormais e de biomarcadores de instabilidade
gendmica detectados pelo teste do micronucleo bucal — BMCyt (X + DP)

Grupo controle

Grupo exposto

Parametros (n = 27) (n = 30) Valor de p
Teste do cometa® 0,31+0,27 0,34 +0,30 0,72
Micronticleo” 0,33+0,55 0,77+ 1,28 0,034
Broto nuclear® 1,33+ 1,62 1,50 + 2,30 0,60
Cariolise’ 18,04 + 7,81 19,87 + 7,33 0,11
Cariorrexe® 10,67 £ 5,10 14,37 + 6,39 <0,0001
Picnose* 2,04 +1,37 3,00+1,60 0,024
Cromatina condensada® 17,78 + 8,21 19,67 £7,94 0,10
Células binucleadas® 7,41 + 3,09 6,50 + 3,88 0,19
Células basais® 24,26 + 9,08 20,50 £ 5,90 0,0027
Células diferenciadas normais* 944,72 £1,95 9349+51 0,35

a

u.a.; " por 2.000 células analisadas; ¢ por 1.000 células analisadas.



33

Quando as variaveis idade e sexo foram analisadas para o teste do cometa,
mostrou-se que ndo houve nenhuma diferenca significativa detectada tanto dentro do mesmo
grupo como entre 0s grupos. Também ndo houve diferenca significativa entre os
anestesiologistas em relacdo ao tempo de exposi¢do aos residuos de gases anestésicos por

periodo menor ou maior que 15 anos (Tabela 3).

Tabela 3 - Danos no DNA detectados pelo teste do cometa de acordo com idade, tempo de
exposicao e sexo

Grupo controle Grupo exposto Valor de p
Parametros entre 0s
n X +DP n X +DP grupos
Idade (anos)
<40 16 0,26 + 0,24 17 0,36 £ 0,35 0,36
> 40 11 0,38 +0,31 13 0,30 £0,21 0,51
p=0,28 p=0,63
Tempo de exposicdo
(anos)
<15 19 0,34 + 0,34
>15 11 0,32+0,22
p=0,88
Sexo
Masculino 18 0,28 + 0,26 20 0,33+0,28 0,55
Feminino 9 0,37 £ 0,29 10 0,37+ 0,34 0,96

p=0,43 p=0,72
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A Tabela 4 mostra a frequéncia de MNs bucais, em ambos 0s grupos, conforme as
variaveis idade, sexo e tempo de exposicdo. O grupo exposto mostrou aumento significativo
de danos citogenéticos nos profissionais com idade > 40 anos comparado aos profissionais
ndo expostos na mesma idade (p = 0,033). Entretanto, esta diferenca ndo foi devido ao maior
tempo de exposi¢do aos residuos de gases anestésicos (p > 0,05). Em relacéo a varidvel sexo,
apesar das médias de MNs do grupo exposto serem maiores que as do grupo controle, ndo

houve diferenca significativa entre 0s grupos ou intragrupo.

Tabela 4 - Frequéncia de micronucleos em células esfoliadas orais em ambos os grupos de
acordo com idade, tempo de exposicdo e sexo

Grupo controle Grupo exposto Valor de p
Parametros entre 0s
n X +DP n X + DP arupos
Idade (anos)
<40 16 0,44 + 0,63 17 0,65+1,11 0,41
> 40 11 0,18 + 0,40 13 0,92 £1,50 0,033
p=0,27 p=0,39
Tempo de exposicao
(anos)
<15 19 0,79+1,32
=15 11 0,73 £ 1,27
p=0,85
Sexo
Masculino 18 0,33+0,59 20 0,70 £1,30 0,09
Feminino 9 0,33+0,50 10 0,90 £1,29 0,13
p=1,00 p=0,55
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A Tabela 5 mostra a frequéncia de brotos nucleares, células binucleadas e células
basais analisadas pelo teste BMCyt de acordo com os grupos e sexo. O grupo controle foi
constituido por 18 homens e nove mulheres enquanto que o grupo exposto, por 20 homens e
dez mulheres. As mulheres de ambos os grupos (controle e exposto) apresentaram maior
frequéncia de brotos nucleares em comparagdo com os homens (p < 0,05), mas sem diferenca
significativa entre os grupos. Ndao houve diferencas significativas entre sexo e grupos em
relacdo aos defeitos citocinéticos avaliados por células binucleadas. A frequéncia de células
basais foi inferior nos homens expostos quando comparados com as mulheres expostas (p =

0,02) e quando em comparagdo com 0s homens ndo expostos (p < 0,001).

Tabela 5 - Frequéncia de brotos nucleares e de células binucleadas e basais identificadas e
quantificadas pelo teste BMCyt nos dois grupos, conforme o sexo

Grupo controle Grupo exposto

Parametros Sexo Valor de
p entre 0s
X +DP X +DP grupos
Broto nuclear M 0,94 +1,30 1,05+1,57 0,74
F 211+1,96 2,40 £ 3,24 0,67
p=0,01 p = 0,005
Células binucleadas M 6,78 £ 2,78 6,35 + 3,90 0,60
F 8,67 £ 3,46 6,80 + 4,05 0,14
p=0,08 p=0,64
Células basais M 24,39 + 8,42 19,20 + 5,60 0,0006
F 24,00 + 10,83 23,10 + 590 0,68
p=0,84 p=0,02

M: sexo masculino; F: sexo feminino.
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Em relacdo as mortes celulares (Tabela 6), as mulheres de ambos 0s grupos
apresentaram maiores frequéncias de cariorrexe (p < 0,05) em comparagdo aos homens. Tanto
0s homens quanto as mulheres anestesiologistas apresentaram maior frequéncia de células
cariorréticas quando comparados aos respectivos controles (p < 0,05). Em relagéo a picnose,
as profissionais expostas apresentaram maior frequéncia em comparagdo com as profissionais
ndo expostas aos residuos de gases anestésicos (p = 0,04). As mulheres expostas tiveram
maior frequéncia de caridlise quando comparadas aos homens expostos (p = 0,017) e as

médicas ndo expostas (p = 0,006).

Tabela 6 - Frequéncia de mortes celulares em células esfoliadas orais nos grupos estudados de
acordo com 0 sexo

Grupo controle Grupo exposto
Tipos de morte celular Sexo Valor de
p entre 0s
X+ DP X +DP grupos
Cariorrexe 9,67 +4,72 12,45 + 5,65 0,01
12,67 + 5,52 18,20 + 6,29 0,002
p=0,024 p < 0,0001
Picnose 2,28 +£1,36 3,00+ 1,78 0,17
1,56 +1,33 3,00+ 1,25 0,04
p=0,21 p=1,00
Caridlise 18,56 + 6,98 18,50 + 6,79 0,96
17,00 + 9,64 22,60 + 7,96 0,006
p=0,36 p=0,017

M: sexo masculino; F: sexo feminino.
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A Tabela 7 mostra os resultados das concentracfes de residuos de gases
anestésicos em salas de operagdo. Todos os halogenados (desflurano > sevoflurano >

isoflurano) e especialmente o gas N,O contribuiram para a poluicdo do ar ambiente.

Tabela 7 - Concentracéo de anestésicos halogenados e de N,O (ppm) nas salas de operagdo
(X + DP e valores minimo e méximo; valor do TWA para N,0)

Anestésicos Concentracéao (ppm)
Isoflurano 55+4,4(04-16,5)
Sevoflurano 7,7+8,7(0,2-34,4)
Desflurano 16,4 + 6,0 (8,2 —23,2)

N.O 150,3 + 135,7 (61,0 — 350,0); 178 £ 152 (TWA)
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5 DISCUSSAO

O estudo realizado em anestesiologistas expostos aos residuos de gases
anestésicos mostrou: (i) auséncia de danos sistémicos significativos no DNA, detectados pelo
teste do cometa e (ii) pela primeira vez, a ocorréncia de danos genéticos, com aumento de MN
e de anomalias nucleares tais como cariorrexe e picnose, e de menor frequéncia de células
basais, detectados em mucosa oral.

De acordo com o National Institutes of Health (NIH, 2015), foram constatados
efeitos adversos a salde decorrentes da exposicéo excessiva aos residuos de gases anestésicos,
principalmente para 0s agentes anestésicos mais antigos, os quais ndo sdo mais comumente
utilizados. No entanto, em relacdo aos anestésicos mais modernos, 0s estudos sdo
inconclusivos sobre os possiveis efeitos toxicos decorrentes da exposicdo ocupacional;
consequentemente, mais estudos devem ser realizados para melhor elucidacdo do papel dos
anestésicos inalatorios.

Segundo o NIOSH (1977), o limite de exposicao para o N,O é de 25 ppm como
TWA por tempo de exposicdo; ja para os halogenados o limite maximo recomendado € de 2
ppm como teto (ceiling) ao invés de TWA. Os halogenados descritos pelo NIOSH s&o o
metoxiflurano, halotano e enflurano, ou seja, os anestésicos inalatérios mais antigos. Portanto,
ndo ha recomendacbes de limite de exposicdo para 0s anestésicos mais modernos, como
isoflurano, sevoflurano e desflurano. Portanto, segundo a Occupational Safety and Health
Administration (OSHA, 2000) € necessario minimizar a exposi¢do ocupacional mantendo-a
em concentragdes as menores possiveis.

No presente estudo, as concentracdes residuais de N,O estiveram sete vezes acima
do limite recomendado pela NIOSH. As concentracdes de anestésicos inalatorios nos circuitos
respiratérios dos aparelhos de anestesia sdo expressas em termos da CAM, que é de
aproximadamente 6% para desflurano, seguido de 1,9% para o sevoflurano e 1,2% de
isoflurano. O desflurano evapora-se muito facilmente a temperatura ambiente por ter ponto de
ebulicio muito baixo, requerendo o uso de vaporizador especial (Saraiva, 2003).
Possivelmente isso pode ter contribuido para as concentracGes residuais mais elevadas desse
anestésico. Assim, parece haver uma relacdo entre a CAM e as concentracdes ambientais dos
halogenados. De fato, de maneira semelhante aos nossos resultados, concentracGes de
desflurano e em menor grau de isoflurano, também foram encontradas excedentes a 2 ppm em
amostras coletadas proximas de enfermeiras que trabalhavam em salas de recuperacao

anestésica mal ventiladas (Sessler & Badgwell, 1998).
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Adicionalmente, os anestesiologistas utilizaram FGF considerado médio (1 - 2
I/min) (Baker, 1994). A utilizacdo de minimo e baixo FGF (0,25 - 1 I/min) reduz a poluicdo
ambiental (Coimbra et al., 2006). Ressalta-se também que apenas metade das salas de
operacdo analisadas tinham sistema de exaustdo de gases com 75% de recirculacdo de ar (6 a
8 trocas de ar/hora) no ambiente. No entanto, os sistemas de exaustdo mais modernos e
recomendados para as salas de operacdo consistem em sistema de fluxo laminar com total
renovacdo do ar, levando a um minimo de 15 trocas de ar/h, sem recirculacdo de ar (NIOSH,
2007). Assim, esses varios fatores devem ter contribuido para as concentracfes residuais
encontradas no estudo, principalmente para o N,O.

Algumas medidas podem ser feitas para reducdo da polui¢do dos residuos dos
gases anestésicos. Certamente, a principal € a implantacdo de sistema ativo de exaustdo de
gases e de renovacdo de ar em todas as salas de operacdo. A utilizacdo de baixo FGF, a
diminuicdo ou descontinuidade do uso de N,O e 0 aumento de anestesia venosa total devem
ser estimulados para reducdo dos riscos de exposi¢do ocupacional.

Em relacdo aos estudos que avaliaram a exposi¢do ocupacional aos residuos de
gases anestésicos e danos no genoma, detectados pelo teste do cometa, os resultados sdo
controversos. Assim, alguns estudos observaram aumento significativo de danos no DNA em
diferentes profissionais ocupacionalmente expostos aos residuos de gases anestésicos (Sardas
et al., 1998; lzdes et al., 2010; El-Ebiary et al., 2013) enquanto outros trabalhos da literatura
ndo encontraram alteracdes significantes (Bozkurt et al., 2002; Szyfter et al., 2004).

Comparando-se, especificamente, anestesiologistas com um grupo controle,
também n&o se observou diferenca significativa em relacdo aos danos no DNA (Rozgaj et al.,
2009), achados que respaldam nossos resultados. Trabalho publicado recentemente também
mostrou auséncia de diferenca significativa no nivel de danos basais no DNA de 100
profissionais ocupacionalmente expostos aos residuos de gases anestésicos quando
comparados ao grupo ndo exposto (Szyfter et al., 2015). Sugere-se que uma resposta
adaptativa possa surgir frente a exposicdo prolongada, pois o0s linfdcitos circulantes
resistiriam melhor aos efeitos de possiveis agentes tdxicos como os anestésicos (Rozgaj et al.,
2009; Szyfter et al., 2015).

Possivelmente os resultados discrepantes podem ser explicados por diferentes:
profissionais expostos, cargas horarias de trabalho, tempo de exposicéo, tipos e frequéncia de
anestésicos halogenados utilizados; da presenga ou auséncia da utilizagdo do N,O; do uso e
frequéncia de utilizacdo de anestesia venosa; dos aparelhos e sistema de anestesia utilizados;

da presenca ou auséncia de sistemas de exaustdo das salas de operagdo; das concentragdes
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residuais dos gases anestésicos; e mesmo das diferengas existentes na realizacdo do teste do
cometa (tempo de eletroforese, tipo de anélise e parametro utilizado, etc).

Alguns estudos (Chandrasekhar et al., 2006; Szyfter et al., 2015) também né&o
detectaram a influéncia de variaveis como idade, sexo e tempo de exposic¢éo aos residuos de
gases anestésicos no teste do cometa, dando suporte aos nossos dados. Fazendo um paralelo,
nosso grupo de pesquisa também ndo observou aumento de danos no DNA avaliados pelo
teste do cometa quando pacientes submetidos a cirurgia foram anestesiados com isoflurano ou
sevoflurano (Braz et al., 2011).

HipoOteses sobre possiveis mecanismos de genotoxicidade dos anestésicos
halogenados incluem a interacdo destes agentes com o DNA, alquilando a posi¢do N7 das
purinas ou pela formacdo de compostos reativos, liberando espécies reativas de oxigénio
(ERO), as quais induzem varios tipos de lesdes (Jaloszynski et al., 1999). Por outro lado,
nossos dados mostram que a exposi¢do ocupacional ndo induziu quebras na fita de DNA ou
sitios alcali-labeis em linfocitos periféricos em anestesiologistas expostos aos residuos dos
halogenados mais modernos como isoflurano, sevoflurano e desflurano, além do N,O. Deve-
se ressaltar que esses halogenados sdo pouco metabolizados, diferentemente dos halogenados
mais antigos, que produziam metabdlitos reativos. J& a exposicdo ao N,O pode aumentar as
concentragbes de homocisteina e diminuir as concentragdes de metionina sintetase,
diminuindo assim a vitamina B12, podendo interferir na sintese de acidos nucleicos e
proteinas (Sanders et al., 2008). De fato, estudo realizado em enfermeiras que atuavam em
centro cirdrgico demonstrou correlacdo positiva entre danos oxidativos no DNA e niveis de
N.O no ar ambiente. Em contraste, nenhuma associacdo foi observada entre efeitos
genotoxicos com isoflurano ou sevoflurano (Wronska-Nofer et al., 2012).

Anestesiologistas que trabalhavam em salas de operacdo sem sistema ativo de
exaustdo e estiveram expostos em média de 6,5 anos aos residuos de sevoflurano e N,O
tiveram aumento da frequéncia de TCI em relagdo ao grupo ndo exposto (Eroglu et al., 2006).
Esses autores também observaram que as frequéncias de TCI desses profissionais
diminuiram para niveis semelhantes ao do grupo controle apds dois meses de afastamento do
centro cirargico. Esses dados reafirmam a importancia dos anestesiologistas tirarem periodo
de férias, pois 0s danos sistémicos podem ser reversiveis.

Estudos sobre danos citogenéticos s@o relevantes porque esses eventos estdo
relacionados com a oncogénese. De fato, Bonassi et al. (2007) afirmaram que o MN além de
ser um indicativo de dano genético (cromossdmico) também é marcador precoce de

carcinogénese. Anestesiologistas seguidos de técnicos, enfermeiras e cirurgides expostos a
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halotano, enflurano, isoflurano, sevoflurano, desflurano e N,O tiveram aumento da frequéncia
de MN bucal quando comparados ao grupo controle (Chandrasekhar et al., 2006). Esses
autores também relataram que os profissionais expostos tabagistas, usuarios de alcool e com
idade > 35 anos tiveram as maiores frequéncias de danos. De forma semelhante, também
encontramos aumento significativo de MN detectado pelo BMCyt em anestesiologistas
expostos a isoflurano, sevoflurano, desflurano e N,O, sendo que houve tendéncia dos
anestesiologistas do sexo masculino terem mais danos (MN) que o grupo controle. Também
observamos que os anestesiologistas com > 40 anos de idade tiveram maior instabilidade
gendmica quando comparados aos médicos controles na mesma faixa etéria. Dessa forma,
pode-se assumir que os anestesiologistas de idade mais avangada tém maior risco genético.
Assim como o fator idade é preditor importante na avaliacdo de MNs em linfocitos, também
parece ser para 0s MNs bucais (Bonassi et al., 2011).

Adicionalmente a andlise de indicadores de instabilidade genémica como o MN, o
teste BMCyt possibilita a anélise de broto nuclear (indicativo da amplificacdo génica/danos no
DNA) e de varios marcadores de morte celular analisados por cromatina condensada,
cariorrexe, picnose e cariolise, assim como de células basais (potencial proliferativo) e de
células binucleadas (por falha na citocinese) (Thomas et al., 2009). Portanto, nosso trabalho é
inédito ao demonstrar alteracdes pelo ensaio BMCyt em exposi¢do ocupacional aos residuos
de gases anestésicos mais modernos.

A proporc¢do de células basais juntamente com as células em processo de morte é
indicativa de capacidade regenerativa do tecido bucal (Celik et al., 2013). Sabe-se que a
capacidade de regeneracdo de tecidos e 6rgdos é fundamental para o envelhecimento
saudavel. Em relacdo as células epiteliais basais, menor frequéncia desse tipo celular foi
observada em individuos com doenca neurodegenerativa em relacdo ao grupo de individuos
saudaveis (Thomas et al., 2007). Possivelmente, a menor frequéncia dessas células em
anestesiologistas, especialmente no sexo masculino, pode indicar alteracdo de indice
proliferativo. Adicionalmente, indicadores de citotoxicidade também foram encontrados em
maior frequéncia nos anestesiologistas; 0s eventos cariorrexe e picnose estdo relacionados
com fase tardia de apoptose e morte celular, respectivamente, mas 0s mecanismos exatos
ainda n&o séo conhecidos (Thomas et al., 2007).

De forma interessante, as mulheres anestesiologistas foram mais sensiveis aos
efeitos citotoxicos, avaliados na mucosa bucal, relacionados & exposi¢cdo ocupacional.
Possivelmente, o papel dos hormdnios femininos pode ter influenciado os dados encontrados.

Estudo mostrou que mulheres expostas ocupacionalmente aos residuos de gases anestésicos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%87elik%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23474067
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apresentaram mais danos no material genético, incluindo aumento de AC, MN e TCI quando
comparadas ao grupo controle ou mesmo as radiologistas (Bilban et al., 2005).

Até o presente momento, nenhum efeito do fator sexo havia sido demonstrado
quando o teste BMCyt foi realizado em individuos com exposicao ocupacional (Bonassi et al.,
2011). No entanto, nossos dados indicam haver influéncia do sexo sobre os biomarcadores de
BMCyt em relacdo a exposi¢do ocupacional aos anestésicos. Conforme Pasquini et al. (2001),
a analise de MN em linfocitos parece ser importante para deteccdo de possiveis efeitos
genotoxicos nos anestesiologistas, e as mulheres parecem ser mais susceptiveis a esses efeitos
que os homens. Entretanto, de forma semelhante a nossa pesquisa, 0s autores também nao
observaram relacéo entre a frequéncia de MN e a duragéo da exposi¢éo ocupacional.

Acredita-se que a exposicdo repetida aos agentes citotdxicos pode resultar em
dano celular, compensacdo da proliferacao celular, hiperplasia e por dltimo desenvolvimento
tumoral (Swenberg, 1993). De fato, existem indicios da relacdo entre proliferacdo celular e
inducdo de cancer (Mally & Jagetia, 2002), pois a proliferacdo pode aumentar o risco de
mutacdes, as quais consistem em passo inicial para a tumorigénese. Certamente, a influéncia
do sistema imunoldgico, nutricional, do estilo de vida, da capacidade de reparo de DNA e
susceptibilidade genética individual deve ser levada em conta no processe de oncogénese.

E interessante notar que o teste do MN realizado em linfdcitos foi demonstrado
como o indicador mais sensivel de instabilidade gendmica causada pelos anestésicos
inalatérios (Rozgaj et al., 2001). Assim, também pode-se afirmar que o teste do MN avaliado
nas células esfoliadas orais apresenta alta sensibilidade para deteccdo de danos entre 0s
profissionais expostos e 0s ndo expostos, além de apresentar como vantagens ser menos
invasivo, possibilitar a analise de outros marcadores genéticos e maior facilidade de aplicacdo
no biomonitoramento humano. O BMCyt pode ser utilizado para monitorar eventos precoces
de genotoxicidade resultantes de potenciais agentes genotdxicos/carcinogénicos que entram
no organismo através da inalacéo e/ou ingestdo (Thomas et al., 2009). De fato, 0 BMCyt vem
tendo aceitacdo crescente como biomarcador confidvel de genotoxicidade em estudos de
exposicdo ocupacional (Salama et al., 1999). O fato dos anestesiologistas, sob as condicdes de
exposicao, terem mostrado instabilidade gendmica em mucosa bucal, sugere-se que a analise
BMCyt deve ser utilizada para monitoramento de possiveis efeitos toxicos no material
genético decorrentes da exposi¢éo ocupacional em anestesiologistas e outros profissionais que
trabalham nas salas de operacgdo. Assim, diferentemente da avaliacédo, pelo teste do cometa, de

danos passiveis de reparo em linfdcitos periféricos, as células da mucosa oral representam a
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primeira barreira por onde as substancias volateis penetram no organismo, estando expostas
ao0s agentes anestésicos.

Considerando-se que o0s residuos de gases anestésicos induzem alteracdes
genéticas em anestesiologistas, os resultados do presente estudo indicam a necessidade de

que a exposicdo ocupacional seja a menor possivel.



44

6 CONCLUSAO

A exposicao aos residuos dos gases anestésicos determina instabilidade gendmica,
alteracdes no indice proliferativo e citotoxicidade, detectadas pelo teste do micronucleo bucal
(BMCyt), mas ndo induz danos sistémicos no DNA, avaliados pelo teste do cometa, em
anestesiologistas. Assim, esses profissionais podem ser considerados em risco de

apresentarem alteracdes genéticas decorrentes de exposicdo ocupacional.
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DADOS DO PARECER

Nimere do Parecer: 417.865
Data da Relatora: 071052013

Apresentagao do Projeto:

Raros =30 os dados existentes no Brasil em relag3o ao monitoraments da exposigdo profissional aos
residuos de gases anestésicos e ndo ha dados na literatura nacional gquanto & determinagio de
concentragdo de residuos de gases anestésicos em salas de operagdo (50). O presente estudo objetiva
determinar as concentragdes de residuos de gases anestésicos em 30 e avaliar o efeito desses agentes nao
material genético de profissionais expostos. O estudo sera realizado no cenfro cirdrgico do Hospital das
Clinicas, Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, em 60 medicos, sende 30 expostos
ocupacionalmente aos residuos de gases anestésicos (anestesiclogistas), & 30 sem exposigdo, 0s quais
serdo pareados por idade, género e estilo de vida. Serdo determinados os valores das concentragies
ambientais de residuos de gases anestésicos na S0, utilizando aparelho portatil de espectrofotometria
infravermelha. Amosiras de sangue venoso & de células esfoliadas orais serdo coletadas de todos os
profissionais. Os danos no DMA serdo detectados em linfocitos pelo teste do cometa e os danos

citogenéticos em mucosa oral pelo teste do microndcleo.

Objetive da Pesquisa:
O estudo tem como objetive avaliar os danos mo material genético (teste do cometa e teste do
microniclea) em anestesiologistas atuantes. Objefivo secundario @ o de determinar as concentragbes de

residuos de gases anestésicos em salas de operagio.
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FACULDADE DE MEDICINA DE
BOTUCATU -UNESP

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Havera procedimento de coleta de sangue e cahulas de mucosa oral com minimo risco 3o0s individuos.
Beneficios:

Com os resultados obtidos nesse estudo, obter-se-30 informagdes das concentragdes de residuos de gases
anestésicos em centro cirlrgice com salas sem e com renovacio de ar e de seus possiveis efeitos no
material genético de profissionars anestesologistas. Essas avaliagies certamente contribuirdo para futuras
acdes preventivas, especiaimente na melhoria das condigdes de trabalho, visando dminur eventuais danos
3 salde dos

profissionais expestos ocupacionaimente, com impacio direto na satde plblica.

Cortinuaslo do Parecer 417 866

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O estudo & de delneamento simples (estudo observacional tipo caso-controle). O desfecho a ser estudado &
o dano genétice avaliade por meio do teste de cometa e do micronucleo. A casuistica &€ de médicos
anestesistas e 0s n3o anestesistas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

TCLE escrito de modo adequado. O grupo de estudo € composto por médicos anestesistas e ndo
anestesistas.

Recomendagoes:

nenhuma

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Estudo adequado sem problemas metodologicos ou éticos.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciag3o da CONEP:

N3o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto de Pesquisa aprovado em reunie do CEP de 07 de outubro de 2.013, sem necessidade de envio 3
CONEP.

Ao Final deste projeto os pesquisadores devem encaminhar ao CEP o respectivo Relatdric Final de
Atividades.
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ANEXO B - Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos

S TRO PRALLINO OF

© Ensaios Clinicos

NOTICIAS | SOBRE | AJUDA | CONTATO { —r

MO e TS [

REBR-4vrz2m

Avaliacio de danos no material genético em anestesiologistas
Data S registroc 17 de Fov. de 2004 0 0080

Lant Update: 13 de Marco de 2018 4 1124

Gm al I Katina Meneghettl <katinameneghetti@gmail.com>
Approved Submission - RBR-4vrz2m

3 mensagens

Rebec <rebec@icict fiocnuz.br> 25 de margo de 2015 11:24

Para: katinameneghetti@gmail.com, rebec@icict fiocruz. br, diostes@gmail.com

Message sent by the site:
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
hitp:/Aaww.ensalosclinicos.gov.br

Message:

Ul do registro(trial url):http:/iwww.ens alosclinicos.gov. brlrg/RER-4vrz 2my
Numero de Registro (Register Number):RBR-4viz2m

Prezado Reglstrante,

Temos o prazer de informar que seu estudo fol publicado no Registro Brasileiro de Ensalos Clinicos
(ReBEC).

Agradecemos por seu registro e colsborago e, desde 3. nos colocamos a disposigao para esclarecer
quaisquer ddvidas que possam surgir, seja em caso de atuslizago do registro ou, até mesmo, uma nova
submissao.

Por favor, ndo hesite em contactar-nos.
Cordialmente,

ReBEC Staff - ReBEC/ICICTILIS
Av. Brasil 4036 - Maré - sala 807
Rio de Janeiro RJ CEP: 21040-380
Tal: +55(21)3882-0227
www.ensaiosclinicos.gov.br
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

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

O sr(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa chamada “Avaliacéo
de danos no material genético em anestesiologistas”, que pretende avaliar se os residuos dos
gases anestésicos promovem algum efeito toxico sobre o DNA - material genético (o
componente que determina suas caracteristicas individuais) presente nas células do sangue.
Para checar esses efeitos, serdo realizados testes que avaliam a integridade do DNA.

O sr(a) foi selecionado(a) a participar dessa pesquisa devido a formacéo e atuagédo
na prética clinica, pois o estudo serd realizado em 60 médicos de ambos 0s sexos, expostos e
ndo expostos ocupacionalmente aos residuos de gases anestésicos (individuos saudaveis, que
ndo apresentam doenca maligna, doengas infecciosas ou inflamatérias, os que nao fazem uso
regular de 4lcool, tabaco, “drogas ilicitas”, medicamentos ou suplementa¢do vitaminica e que
ndo sdo expostos a radiacdo).

Serd realizado um questionario contendo dados pessoais (nome, data de
nascimento, sexo, peso, altura, etc), estilo de vida (alimentacdo, pratica de exercicios fisicos,
exposicdo a substancias tdxicas, uso de bebida alcodlica, tabaco e drogas ilicitas, etc) e
histéria médica (uso de medicamentos e suplementos vitaminicos, doencas, etc); todas as
informagdes sdo de carater confidencial e sua identidade sera preservada. O questionario
durard cerca de 20 minutos e sera aplicado pela propria pesquisadora com agendamento
prévio por meio de contato telefénico. Durante a aplicacdo do questionario ndo sera utilizado
qualquer tipo de recurso para armazenamento de imagem ou voz. As informacdes relatadas
pelo(a) sr(a) serdo transcritas e armazenadas para o fornecimento de dados complementares
durante a analise dos resultados da pesquisa.

Desta forma, solicitamos seu consentimento para que, logo apés a entrevista, pela
manhd, seja coletada uma amostra de 30 ml de sangue periférico e duas amostras de células
esfoliadas de ambos os lados da cavidade oral (bochecha). A coleta sera realizada por
profissional experiente, e 0 procedimento causa apenas o desconforto da picada com risco
minimo ou quase inexistente, j& que sera utilizado material estéril e descartavel. A
participacdo nesta pesquisa nao infringe as normas legais e éticas. Os procedimentos adotados
nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme
Resolucdo N° 466/12.

A realizacdo desta pesquisa permitira a melhoria das condigdes de trabalho no
sentido de minimizar os possiveis efeitos tdxicos causados pelos residuos de gases
anestésicos.

Caso o(a) sr(a) ndo queira participar da pesquisa, € seu direito e ndo havera
nenhum prejuizo. O(a) sr(a) podera retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa
sem nenhum prejuizo. Se houver interesse, o(a) sr (a) podera consultar o andamento da
pesquisa solicitando informac6es por meio do telefone ou e-mail da pesquisadora do projeto
e, se necessario por meio do telefone do Comité de Etica em Pesquisa.
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E garantido total sigilo de todos os seus dados relatados nesta pesquisa.

O(a) sr(a) recebera uma via deste termo, e outra via sera mantida em arquivo pelo
pesquisadora por cinco anos.

) Qualquer duvida adicional, o(a) Sr(a) podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Nome:

Assinatura:

Pesquisadora: Kétina Meneghetti de Souza

Fone: (14) 9793-3860

Data: / /

Assinatura:

E-mail: katinameneghetti@gmail.com

Orientadora: Mariana Gobbo Braz, Departamento de Anestesiologia, Faculdade de Medicina
de

Botucatu-UNESP, Distrito de Rubido Janior, s/n, Botucatu-SP. Fone: (14) 3880-1650
E-mail: mgbraz@fmb.unesp.br



mailto:katinameneghetti@gmail.com

APENDICE B - Questionario

QUESTIONARIO

Avaliacdo de danos no material genético em anestesiologistas

Registro hospitalar (se houver):

Cadigo do individuo no estudo:

Data [

I — Identificacéo

01-Nome:

02-Sexo: () masculino ( ) feminino
03-Raca: () branca ( )amarela ( ) parda ( ) negra ( ) outra:
04-Data nascimento )

05-ldade:

06-Peso:

07-Altura;

08-IMC (indice de massa corpérea):

09-Origem (cidade):

10-Profissao:
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Il - Informagdes gerais

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

12-Qual a frequéncia de realizacdo das refeicdes diarias? (Assinalar na tabela abaixo)

Refeicdo Frequéncia

Diariamente Néo Faz Irregularmente

Café da manha

Lanche da manha

Almoco

Lanche da tarde

Jantar

Ceia




13-Qual o consumo alimentar? (Assinalar na tabela abaixo)

. Todos os 2 a 3 vezes 1 a2 vezes Rara/
Alimento - A
dias por semana por més Nunca
Frutas
Folhosos
Legumes
Leite e Derivados

Ovos

Carne Bovina

Carne de Porco

Galinha

Peixe

Embutidos

Feijdo

Arroz

Macarrao

Pao

Bolacha

Doces

Balas e chicletes

Frituras

Salgados assados

Sanduiches

Refrigerante

Suco natural

Suco artificial

Café

14-Qual o consumo de agua diério:
( )1a3copos ( )4a6copos ( )7 oumaiscopos
*considera-se a medida aproximada de 250 ml por copo

15-Faz exercicios fisicos regularmente? ( ) sim () ndo

15.1-Se sim, qual tipo (musculagdo, caminhada, pilates etc)?

15.2-Se sim, quantas vezes por semana?
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16-Fuma? ( )Sim ( ) Nao

16.1-Ha quanto tempo?

16.2-Quantos cigarros/dia:
() menos de meio maco () de meio a um macgo
( ) 1a2macgos () mais de 2 magos

16.3-Qual tipo (cachimbo, charuto, palha, papel com filtro, sem filtro,
etc)?:

17-J& fumou alguma vez? () Sim ( ) Nao

17.1-Quantos cigarros/dia fumava:

() menos de meio maco () de meio a um macgo
( )1a2macgos () mais de 2 magos
() apenas experimentou

17.2-Durante quanto tempo fumou?

17.3-Qual tipo (cachimbo, charuto, palha, papel com filtro, sem filtro,
etc)?:

18-Fuma ou j& fumou alguma substancia utilizando o cachimbo tipo Narguile?
( )sim ( )ndo Qual substancia?
Com que frequéncia/quantas vezes fumou?

19-Consome bebida alcodlica? ( ) sim () ndo (se ndo, va para questdo 21)

20-Se sim, quantas vezes por semana:
() somente aos finais de semana () somente em eventos sociais
( )1la3dias () 4 ou mais dias

20.1-Se sim, quanto por semana (doses):
( ) ate 2 doses ( )de3addoses ( )deb5a6 doses
( )de7a9doses ( )acimade 10 doses

*considera-se a 1 dose: meia garrafa ou 1 lata de cerveja, 1 calice de vinho ou 1 dose
de bebidas destiladas (aguardente, whisky, etc)

20.2-Qual tipo de bebida (cachaga, cerveja, whisky, vinho, etc)?

21-Ja consumiu bebida alcodlica? ( ) sim () ndo
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22-Ha quanto tempo deixou de beber?

23-Consome drogas? ( ) sim () ndo

23.1-Se sim, qual tipo e por qual via?

23.2-Ha quanto tempo?

24-J& consumiu algum tipo de droga? () sim ( ) néo

24.1-Se sim, qual tipo e por qual via?

24.2-Ha quanto tempo?

25-Tem contato com substancias toxicas? ( ) sim () ndo

25.1-Se sim, qual (agrotoxicos, gasolina, tinta)?

25.2-Ha quanto tempo?

111 - Histéria Médica

26-Passou por algum estresse ultimamente? ( ) sim () ndo

27-Se sim, qual?

28-Foi submetido a raio X,tomografia e escopia recentemente (no ultimo més)?
()sim ()ndo

28.1-Quando?

28.2-Sabe quantas chapas ou tomografias foram feitas?

29-Tem alguma doenca (asma, hipertensdo, diabetes, hepatite, lGpus, artrite, cancer)? ( ) sim
( ) néo

29.1-Qual?

30-Ja teve alguma doenga grave? ( ) sim () ndo

30.1-Se sim, qual?




30.2-Ha quanto tempo?

31-Ja fez tratamento com quimioterapico ou radioterapia? ( ) sim () ndo

31.1-Se sim, qual?

31.2-Ha quanto tempo?

32-Faz ou fez uso de algum tipo de medicamento, se sim, quais:

() antibiético ( ) anti-inflamatério () analgésico

( ) anti-hipertensivo () corticdide () anti-convulsivante

() insulina () hipoglicemiante ( ) relaxantes musculares
() hormdnios () anti-histaminicos ( ) tranquilizantes
() fitoterapicos () homeopéticos () inibidores de apetite
( ) antiacidos ( ) outros — quais:

32.1-Frequéncia/dia:

33-Faz ou fez uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)? ( ) sim () ndo

33.1-Se sim, qual (is)?

33.2-Frequéncia/dia:

33.3-H& quanto tempo?

34-Tomou alguma medicacdo no ultimo més? () sim ( ) nédo

34.1-Se sim, qual (is)?

( ) antibidtico () anti-inflamatério () analgésico

( ) anti-hipertensivo ( ) corticéide () anti-convulsivante

() insulina () hipoglicemiante ( ) relaxantes musculares
() hormdnios () anti-histaminicos ( ) tranquilizantes
( ) fitoterapicos () homeopéticos () inibidores de apetite
( ) antiacidos ( ) outros — quais:

34.2-Frequéncia/dia:

34.3-Ha quanto tempo parou?

35- Teve alguma infeccdo ou inflamag&o no Gltimo més? ( ) sim () ndo

35.1- Se sim, qual (is)?
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35.2- H& quanto tempo parou?

36- Esta resfriado ou gripado? ()sim () néo
37- Ja fez alguma cirurgia? ()sim ( ) nao

37.1- Se sim, qual?

37.2-Se sim, quantas:

37.3- Ha quanto tempo foi a ultima?

38- Ja foi submetido a anestesia? () sim ( ) nao

38.1-Se sim, sabe qual tipo de anestesia (local, geral, raquidea,

regional)?

38.2-Ha quanto tempo?

39-J4 dosou vitamina B12? Se sim, o resultado estava dentro do padrdo de normalidade?
()sim ( ) ndo

() acima do recomendado (hipervitaminose)

() abaixo do recomendado (hipovitaminose)

40-Realizou exames hematol6gicos nos ultimos 12 meses? Se sim, houve algum resultado
fora dos padrdes de normalidade?

()sim ( ) ndo
Anormalidade encontrada:

V — Atividade Profissional

41-Qual é a sua especialidade médica?

42-Em qual (is) hospital (is) atua?

43-Voceé é residente? () sim ( ) ndo

43.1-Se sim, de que ano?
( )R1 ( )R2 ( )RS3 ( )R4-Dor
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44- Atua profissionalmente no centro cirargico? ( )sim () ndo (se ndo, va para a
questdo 53 mulher e 60 homem)

44.1-Se sim, qual a frequéncia/semana? horas

44.2-Se sim, ha quanto tempo? anos, meses

45-Tem exposicdo a radiacdo (raio-X, tomografia, escopia) ou outra exposi¢do ocupacional?
( )sim ( ) néo
45.1-Se sim, qual a frequéncia/semana? horas

46-Quando iniciou a carreira, qual tipo de anestesia era mais utilizado?
() inalatéria ( ) venosa

46.1-Quais anestésicos inalatorios eram utilizados?

46.2-0 sistema aberto tipo Baraka era utilizado com frequéncia? ( ) sim () ndo

47-Atualmente realiza mais anestesia inalatéria ou venosa?

48-Qual a frequéncia de cada anestesia por semana?
Venosa:
Inalatéria:

49-Quando utiliza anestesia inalatoria quais anestésicos sao mais utilizados?
( ) isoflurano () desflurano () sevoflurano
49.1-Com que frequéncia e (%) utiliza conjuntamente o N»0?

49.2-Qual o fluxo (I/min) de gas fresco utilizado durante a anestesia?
( ) Baixo (I/min) () Médio (I/min) ( ) Alto (I/min)

OBS:

50-Apds um dia de trabalho no centro cirargico realizando anestesias inalatérias sente algum
dos sintomas abaixo? () sim ( ) nédo

() ndusea () vomito ( ) fadiga () sonoléncia

( ) cansago extremo ( ) desanimo ( ) tontura () memodria fraca
( ) agitacdo () irritacéo ( ) cefaleia

( ) dificuldade de concentracdo () produtividade baixa

() dificuldade para dormir () sintomas depressivos

() infecgOes mais frequentes ( ) irritacdo das vias aéreas
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( ) outros:

50.1-Se sim, qual a frequéncia semanal?
() diariamente ( )deda6vezes ( )dela3vezes

50.2-Quando comecou a trabalhar no centro cirargico algum sintoma era mais
frequente?

()sim ( ) néo Se sim, qual:

50.3-Quando as anestesias sdo em adultos ou criangas os sintomas pioram?
()sim ( ) néo Se sim, com qual?

50.4-Sente que os sintomas diminuiram com o passar dos anos? ( )sim () ndo
51-Tira férias anualmente e fica sem exposicdo aos anestésicos? () sim () néo

51.1 Se sim, por quanto tempo:
() inferior a 15 dias ( ) inferior a 20 dias ( ) 30 dias

52-Tirou férias ou se afastou do centro cirdrgico recentemente? () sim ( ) nao

52.1- Se sim, h& quanto tempo néo esta exposto?
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Se mulher:
53-Tem ciclo menstrual regular? () sim () néo

53.1-Se ndo, qual o motivo (Se estiver em menopausa ou climatério especificar o

tempo):
() menopausa ( ) climatério
() ovarios policistico ( )cirurgico
( ) outros:

Tempo de inicio de climatério ou menopausa:

54- Faz uso de anticoncepcional? ( )sim ( ) néo
54.1-Se sim, que tipo:
() oral ( )injetavel () adesivo transdérmico

() implante subcutaneo ( ) outros:

54.2-Se sim, ha quanto tempo?

55-Faz algum tipo de reposi¢cdo hormonal? ()sim ( )néo
55.1-Se sim, que tipo:
() oral () injetavel () adesivo transdérmico

() implante subcutaneo ( ) outros:

55.2-Se sim, ha quanto tempo?

56-Tem filhos? ( )sim ( )ndo
56.1-Se sim, demorou para engravidar? ()sim ( )ndo
Se sim, precisou de algum tratamento para engravidar? ( )sim ( ) ndo
56.2-Se sim, algum apresenta algum tipo de problema? () sim () néo

Se sim, qual (is):




56.3-Se sim, teve algum problema com a gestacdo?( ) sim ( )néo

Se sim, qual (is):

56.4-Se nao, ja tentou engravidar? () sim ( ) néo

Se sim, h& quanto tempo esta tentando engravidar?
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Fez ou faz algum tipo de tratamento para engravidar? ( )sim ( )néo

Se sim, qual (is):

Ha quanto tempo?

57-Sabe se ja teve algum aborto espontaneo? ()sim ( )néo

57.1-Se sim, quantos:

H4& quanto tempo:

58-Seu parceiro tem alguma exposic¢do ocupacional? ( )sim ( )ndo

58.1-Se sim, qual:

59-Sabe se vocé ou seu parceiro tem algum problema de infertilidade? ( ) sim ( ) ndo

Se homem:
60-Tem filhos? ( )sim ( )ndo
60.1-Se sim, sua parceira demorou para engravidar? ()sim () néo
Se sim, precisou de algum tratamento para engravidar? ( )sim ( )ndo
60.2-Se sim, algum apresenta algum tipo de problema? () sim () néo

Se sim, qual (is):

60.3-Se sim,sua parceira teve algum problema com a gestacdo? ( )sim ( )néo

Se sim, qual (is):




60.4-Se ndo, sua parceira ja tentou engravidar? ( )sim ( )néo

Se sim, h& quanto tempo estdo tentando engravidar?
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Fez ou faz algum tipo de tratamento para engravidar? ( )sim ( )ndo

Se sim, qual (is):

Ha quanto tempo?

61-Sabe se sua parceira ja teve algum aborto espontaneo? ()sim ( ) ndo

61.1-Se sim, quantos:

Hé& quanto tempo:

62-Sua parceira tem alguma exposicao ocupacional? ( )sim ( )ndo

62.1-Se sim, qual:

63-Sabe se vocé ou sua parceira tem algum problema de infertilidade? ( ) sim () néo

IV- Coleta da amostra bioldgica

64-Realizou anestesia inalatoria este més?
( )sim ( ) néo Quantas vezes:

64.1-Se sim, qual anestésico?
( )N20 () isoflurano ( ) desflurano ( ) sevoflurano

64.2-Qual o fluxo (I/min) de gés fresco utilizado durante a anestesia?

( ) Baixo (I/min) ( ) Médio (I/min) () Alto (I/min)

OBS:

65-Teve exposicdo aos residuos de gases anestésicos no dia de ontem ou nesta madrugada?
( )sim ( ) nédo Se sim, por quantas horas?

65.1-Se sim, qual anestésico?
( )N20 ( ) isoflurano () desflurano () sevoflurano
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65.2-Qual o fluxo (I/min) de gés fresco utilizado durante a anestesia?

( ) Baixo (I/min) ( ) Médio (I/min) () Alto (I/min)
OBS:
66-Dormiu bem esta noite? () sim ( ) néo () passou a noite trabalhando

67-Ainda utilizam sistema aberto tipo Baraka? ()sim ( ) néo

68-Gostaria de acrescentar alguma informacao que considere importante?




