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Resumo

Profissionais expostos ocupacionalmente a longos periodos de exposicdo aos
residuos de gases anestésicos apresentam alteracbes no genoma. Os dados
existentes na literatura em relacdo ao estresse oxidativo desses profissionais sao
escassos. O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a genotoxicidade e o estresse
oxidativo em profissionais recém-expostos aos residuos de gases anestésicos. O
estudo foi realizado em 15 médicos residentes da Anestesiologia e Cirurgia, de ambos
0S Sexos, 0S quais estiveram sob exposicdo aos residuos de gases anestésicos
isoflurano, sevoflurano e éxido nitroso (N.O). Como grupo controle, 15 voluntérios que
nao frequentavam o ambiente hospitalar foram avaliados. Coletas de sangue foram
realizadas apds oito, 16 e 22 meses de exposicdo No grupo exposto e uma vez no
grupo controle. Para avaliacdo da genotoxicidade, utilizou-se o teste do cometa para
deteccdo de quebras de fitas no DNA. Para avaliacdo de estresse oxidativo foram
determinados o conteudo total de tidis e as proteinas carboniladas, além das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-Px). A exposicdo ocupacional aos residuos de gases anestésicos mostrou-se
genotdxica nos trés periodos de exposicdo avaliados em relagdo ao grupo controle.
Quanto as proteinas carboniladas, houve diminuicdo significativa de seus valores no
grupo de residentes ap0s 16 meses de exposicdo em relacdo ao grupo controle. O
conteudo total de ti6is foi significativamente maior no grupo exposto apds 22 meses de
exposicao, quando comparado ao grupo controle. Em relagdo ao sistema de defesa
antioxidante, ndo foram detectadas diferencas significativas de SOD e CAT entre os
grupos. A GSH-Px aumentou no grupo exposto nos dois ultimos periodos de avaliacdo
dos residentes, comparado ao grupo controle. Em conclusdo, o presente estudo
mostrou, pela primeira vez, que residentes expostos aos residuos de gases
anestésicos apresentam aumento de danos no DNA e alteracdo no sistema de defesa

antioxidante.

Palavras chaves: Genotoxicidade, estresse oxidativo, risco ocupacional, gases

anestésicos.



Abstract

Professionals occupationally exposed for several years to waste anesthetic
gases present damages in the genome. Literature data regarding oxidative stress in
operating room personnel are scarce. The aim of this study was to evaluate the
genotoxicity and oxidative stress in professionals newly exposed to waste anesthetic
gases. The study was conducted in 15 residents of Anesthesiology and Surgery, of both
sexes, who were exposed to the following waste anesthetic gases: isoflurane,
sevoflurane and nitrous oxide (N,O). As a control group, 15 volunteers who did not
attend to the hospital were evaluated. Blood samples were collected after eight, 16 and
22 months of exposure in the medical residents and at once in the control group. For
genotoxicity, the comet assay was utilized to detect DNA breaks. For oxidative stress,
carbonyl protein and total thiols, besides antioxidant enzymes superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) were evaluated.
Occupational exposure to waste anesthetic gases shown to be genotoxic in all exposure
times compared to the control. A significant decrease of carbonyl proteins after 16
months of exposure was detected in the group of residents, when compared to the
control group. The thiols were significantly higher in the exposed group after 22 months
of exposure, when compared to the control group. Regarding the antioxidant defense
system, no significant differences were found in SOD and CAT between groups. GSH-
Px increased in the exposed group after 16 and 22 months compared to the control
group. The current study showed for the first time that waste anesthetic gases increased
DNA damage and changed antioxidant defense in medical residents exposed up to 2

years.

Keywords: Genotoxicity, oxidative stress, occupational risk, anesthetic gases
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1 INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas tem aumentado o interesse da comunidade
cientifica e das agéncias regulatérias em relacdo a deteccdo, conhecimento e controle
sobre 0s agentes ambientais responsaveis por danos a saude humana. Os impactos
causados por agentes toxicos ambientais na saude, muitas vezes, ndo podem ser
observados e medidos diretamente. A informacéo obtida nas analises de risco nos
permite estimar e comparar esses impactos (Silva & Fonseca, 2003).

Todos 0s organismos vivos estdo em interacdo com o meio ambiente, sendo o
seu genoma exposto as interacdes que esse meio sofre. Assim, o DNA celular é
submetido a uma série de agressdes, tanto de natureza enddgena quanto exdgena.
Como consequéncia principal da exposicdo aos agentes agressores, tem-se a inducdo
de efeitos toxicos e mutagénicos que, no entanto, sdo passiveis de serem minimizados
por mecanismos de defesa celular (Sakamoto-Hojo et al., 2003).

Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese parecem estar interligados. A
mutacdo € uma consequéncia do dano no DNA e este pode ser o estagio inicial no
processo pelo qual a maioria dos carcinégenos quimicos inicia a formacdo do tumor
(Salvadori et al., 2003).

= Quimico ‘ E
z o
S i m - Ativagao de Alteracoes Expiosic P
8 Fisico Biolégica —» N = — = e —*| Clonal |—
zZ - Proto-oncogenes Genéticas > 5 |
= Efetiva A Seletiva
g : i
Biolégico
< 8 S
g [ ]~ o
3 = P a
Inativacao T OMasn0 A
Eliminacio Instabilidade
Genomica
Dano Reordenamento Alteracoes
Oxidativo Cromossomico Enzimaticas
ALTERACOES CELULARES

Figura 1: Etapas da carcinogénese (adaptado de INCA, 2002)
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1.1 Efeitos da Exposi¢cdo Ocupacional aos Anestésicos

Nas décadas de 1940 e 1950 houve grande evolucédo na sintese de anestésicos
inalatorios a partir de hidrocarbonetos. A halogenacéo destes compostos, que consiste
em substituir &tomos de hidrogénio por atomos de fluor ou cloro, resulta na formacéo
de substancias com propriedades anestésicas (Saraiva, 2003).

A exposicdo ocupacional aos anestésicos halogenados e ao 6xido nitroso (N2O)
em profissionais que atuam no centro cirdrgico (anestesiologistas, -cirurgides,
enfermeiros e auxiliares técnicos) e consultérios odontolégicos (dentistas e auxiliares
técnicos) pode resultar em efeitos adversos a saude. Embora esses profissionais
estejam expostos as concentracfes anestésicas muito menores do que 0s pacientes,
essa exposicdo pode se estender por muitos anos. Os anestésicos atualmente
utilizados, embora sejam rapidamente eliminados do organismo, por apresentarem
baixa solubilidade no sangue e tecidos, podem ocasionar alteragcdes hematopoiéticas
(Sweeney et al., 1985), hepaticas e renais (Cohen et al., 1980; Green et al., 1981;
Franco et al., 1991), alteracGes neurocomportamentais (Lucchini et al., 1996), além de
irritabilidade, fadiga e cefaléia (ISSA, 2002).

Vaisman (1967) relatou, pela primeira vez, efeitos adversos dos anestésicos
inalatorios relacionados a reproducdo humana, com aumento da ocorréncia de aborto
espontaneo em anestesiologistas. Outros autores também observaram que a continua
exposicdo aos gases anestésicos € fator de risco ao processo reprodutivo, com
reducdo da fertilidade e aumento de defeitos congénitos (Tannenbaum & Goldberg,
1985; Guirguis et al., 1990; Rowland et al., 1992; Rowland et al., 1995; Boivin, 1997).

Vérias analises foram realizadas na tentativa de se estimar a frequéncia de
cancer em profissionais expostos aos anestésicos. Uma delas foi a da American
Society of Anesthesiologists (ASA, 1974) que realizou estudo retrospectivo em 49.595
individuos que trabalhavam em centros cirdrgicos em todos os estados norte
americanos. Verificou-se aumento de 1,3 a 2 vezes na frequéncia de céancer em
mulheres expostas quando comparadas ao grupo nao exposto.

Para minimizar os riscos a saude, as autoridades publicas recomendam valores
limites aos residuos de gases de anestésicos inalatérios. Os limites de exposicéo
recomendados pelo National Institute of Occupational Safety and Health (NIOSH), dos
EUA, sdo de 25 ppm para o 6xido nitroso (N2O) e de 2 ppm para 0s anestésicos
halogenados. O valor limite para os anestésicos volateis € reduzido com o emprego

concomitante de N,O (NIOSH, 1977). Ja os limites recomendados para 0s anestésicos
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inalatorios na Europa sdo consideravelmente maiores, de 5 a 50 ppm na média de
trabalho de 8 horas diarias (Hoerauf et al., 1996). No entanto, concentracdes dentro
dos limites estabelecidos (11,8 ppm de N,O e 0,5 ppm de isoflurano) durante média de
8 horas diarias, aumentou a frequéncia de troca entre cromatides irmas (TCI) (Hoerauf
et al., 1999a).

No Brasil, ndo existem valores limites para exposicdo ocupacional aos gases
anestésicos e nem recomendacdes a respeito de como proceder a monitoracdo
ambiental ou sua periodicidade (Oliveira, 2009).

Embora sem comprovacgdo clinica direta, a exposi¢do cronica as concentracoes
ambientais de N,O e de anestésicos halogenados tem sido associada a
genotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade (Corbett, 1976; Baden & Simmon,
1980; Sardas et al., 1992; Wiesner et al., 2001).

A associacdo entre a exposicdo aos residuos de gases anestésicos e a
incidéncia de alteracdes no genoma tem sido avaliada. Véarios autores (Sardas et al.,
1998; 2006; Chandrasekhar et al., 2006; Wronska-Nofer et al., 2009), ao utilizarem o
teste do cometa, verificaram aumento significativo de quebras no DNA em linfocitos de
profissionais expostos aos residuos de gases anestésicos.

Varios estudos em profissionais que trabalham em centros cirdrgicos
identificaram aumento da frequéncia de aberracdes cromossémicas (AC) (Bonassi et
al., 1997; Rozgaj et al., 1999; 2001; 2009; Rozgaj & Kasuba, 2000; Chinelato & Froes,
2002, Chandrasekhar et al., 2006), assim como de micronucleos (MN) (Chang et al.,
1996; Bilban et al., 2005; Lewinska et al., 2005; Chandrasekhar et al., 2006; Rozgaj et
al., 2009).

Por outro lado, Wiesner et al. (2001) ndo observaram aumento significativo da
frequéncia de MNs em profissionais expostos a residuos de gases anestésicos com
baixas concentracdes de N,O (12 ppm) e dos anestésicos inalatérios isoflurano,
sevoflurano e desflurano (<0,5 ppm), mas observaram aumento da frequéncia de MNs
em concentragfes elevadas de N,O (170 ppm) e de anestésicos inalatérios (4 ppm).
De maneira semelhante, Wiesner et al. (2008), em anestesiologistas expostos a baixas
concentracbes de residuos do anestésico halogenado sevoflurano (0,2 ppm), néo
observaram aumento significativo na frequéncia de MNs, mas apenas de trocas entre
cromatides irmas (TCIl). Por outro lado, Hoerauf et al. (1999b) verificaram, em
cirurgides veterinarios que trabalhavam em salas de operacdo contendo, em média, 25
ppm de N,O e 2 ppm de isoflurano, que ndo houve aumento na frequéncia de MNs,

mas sim de TCI em linfécitos de sangue periférico, em relacdo ao grupo de voluntarios
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nao exposto. De forma semelhante, Eroglu et al. (2006) verificaram aumento na
frequéncia de TCl em anestesiologistas que trabalharam em salas de operacdo com
N,O e sevoflurano com valores superiores aos do limite recomendado de residuos dos
anestésicos, em relacdo aos profissionais ndo expostos. Esses mesmos autores
observaram diminuicéo na frequéncia de TCI dos anestesiologistas apds dois meses de
afastamento do trabalho. Por outro lado, outros trabalhos n&o verificaram aumento
significativo na frequéncia de TCI em profissionais expostos (Husum & Wulf, 1980;
Bozkurt et al., 2002; Chinelato & Froes, 2002; Bilban et al., 2005).

1.2 Estresse Oxidativo e Exposicdo Ocupacional aos Anestésicos

O metabolismo humano produz espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN), as quais tém importante funcéo biolégica, como
na fagocitose, fenbmeno em que essas espécies sdo produzidas para eliminagdo do
agente agressor. Por outro lado, quando sua producdo € exacerbada, o organismo
dispbe de eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o
equilibrio (Vasconcelos et al., 2007).

A formacao de radicais livres (RL))ERO e o0s mecanismos antioxidantes
bioldgicos estdo apresentados na Figura 2. As RL/ERO mais importantes sdo o
peroxido de hidrogénio (H,0,), o radical hidroxila (OH") e o anion superéxido (02"),
gue sdo altamente reativos. Antioxidantes sdo quaisquer substancias que, quando
presentes, retardam ou inibem a oxidacdo (Halliwel & Gutteridge, 1999). Podem ser de
dois tipos principais, os enzimaticos (superoxido dismutase-SOD, catalase-CAT,
glutationa peroxidase-GSH-Px) e 0s ndo enzimaticos (carotenodides, tocoferol, acido
ascorbico, selénio, acido Urico, etc).

O estresse oxidativo é decorrente do desequilibrio entre a formacdo de RL ou
ERO e o sistema de defesa antioxidante. As ERO interagem com as macromoléculas,
isto &, proteinas, lipidios e bases de DNA, modificando sua estrutura ou funcéo,

podendo levar as anormalidades celulares (Kehrer, 2000).
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Figura 2: Formacdo de radicais livres (espécies reativas do oxigénio) e mecanismos

antioxidantes bioldgicos. Adaptado de www.medstudents.com.br

A SOD foi a primeira enzima metabolizadora de ERO a ser descoberta (McCord
& Fridovich, 1969). A conversdo de O, em H,0O, e O, (dismutacdo) pela SOD é
frequentemente chamada de defesa primaria contra o estresse oxidativo, porque o
anion superoxido é forte iniciador de reacdes em cadeia.

Embora o H,O, ndo seja um verdadeiro ERO, pode reagir com metais redox
ativos como ferro e cobre, produzindo novos ERO. Além disso, tem meia vida longa e
grande capacidade de se difundir através das membranas celulares (Andrade Junior et
al., 2005). A CAT localiza-se predominantemente em peroxissomos, onde catalisa a
decomposicdo do H,O, em H,0 e O..

A GSH-Px é encontrada principalmente no citosol e nas mitocéndrias e é a
principal enzima de remogao do H,O, produzido fora dos peroxissomas. Ela cataliza a
redugéo de H,O, em H,O utilizando glutationa, na sua forma reduzida (GSH) como
substrato. Quando a GSH é oxidada na reagcdo, haver4d a formagdo de GSSG
(glutationa oxidada).

Assim, o equilibrio entre a atividade das trés principais enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GSH-Px é de extrema importancia para a remocao dos intermediarios

toxicos de oxigénio dos sistemas biolégicos. A atividade da SOD deve ser
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complementada pela CAT e GSH-Px, gerando H,O e O, ou GSSG (Simon-Giavaraotti,
2001). A Figura 3 esquematiza a acao das enzimas antioxidantes sobre os RL/ERO.

o, W) DANO

Superoxido
dismutase

H,0, ‘OH ) DANO
W‘
Glutationa H,0+C,
peroxidase

H,O

Figura 3: Defesa antioxidante enzimatica exercida pelas enzimas SOD, CAT e GSH-Px.

Adaptado de www.ebi.ac.uk

As proteinas também podem ser alvos de atague dos RL/ERO. A oxidacao de
alguns aminoacidos - como lisina e arginina - resulta na formacdo de derivados
carbonilicos, tidis oxidados, entre outras modificacdes que alteram a funcdo normal da
proteina. Desse modo, o conteudo de carbonila significativo no plasma humano pode
ser considerado importante marcador de presenca de ERO e de possivel estresse
oxidativo.

Ha fortes evidéncias de que o estresse oxidativo tenha grande importancia nos
processos de transformacdo e morte celular, envelhecimento, doencas crbnicas e
cancer (Vasconcelos et al., 2007).

Poucos séao os trabalhos na literatura que avaliaram o estresse oxidativo em
profissionais expostos aos residuos de gases anestésicos. Recentemente, em
enfermeiras expostas a concentragcbes elevadas de N-,O, verificou-se diminuicdo da
atividade antioxidante e aumento de danos oxidativos no DNA (Wronska-Nofer et al.,
2012). Turkan et al. (2005) verificaram diminuicdo significativa do sistema de defesa
antioxidante plasmatica e eritrocitaria em profissionais expostos aos residuos de gases
anestésicos por no minimo trés anos em relagdo ao grupo controle. Diferentemente,

Malekirad et al. (2005) observaram em profissionais expostos, que houve aumento da
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peroxidacdo lipidica plasmatica mas ndo da capacidade antioxidante. Baysal et al.
(2009), em profissionais expostos a diferentes halogenados e ao N,O, com atuacéo de
trés a 11 anos em centro cirargico, verificaram que houve correlacdo negativa entre
danos no DNA e capacidade antioxidante. Apesar de controversa e pouco estudada, a
suplementacao da dieta com vitaminas C (500 mg/dia) e E (300 mg/dia), por periodo de
12 semanas, diminuiu os danos no DNA em profissionais que atuam em centro

cirdrgico (Sardas et al., 2006).

1.3 Relevancia da Avaliacao da Exposicdo Ocupacional aos Anestésicos

O biomonitoramento humano tem sido empregado como instrumento Gtil na
identificacdo e quantificacdo de risco com relacdo as exposi¢cdes que conferem riscos a
saude. S&8o escassos o0s dados existentes na literatura que consideram o
monitoramento citogenético e a exposi¢cao profissional aos gases anestésicos. No
Brasil, em especial, hd apenas um trabalho referente a este tipo de estudo (Chinelato &
Froes, 2002). Adicionalmente, devem-se considerar as diferencas existentes entre os
procedimentos anestesiolégicos e as condi¢cdes de trabalho entre os diferentes paises.
Assim, os profissionais que atuam em centro cirlrgico estdo expostos a quantidade
variavel de residuos anestésicos por periodos também variaveis.

A totalidade das pesquisas que envolvem a exposicdo ocupacional aos
residuos de gases anestésicos foi realizada em anestesiologistas e outros profissionais
que atuam em centros cirlrgicos por periodos de tempo variaveis, mas sempre iguais
ou superiores a trés anos, tendo a maioria de 10 a 20 anos de atuagao profissional. Em
duas pesquisas que incluiram também profissionais com atuacao recente (um ano) no
centro cirargico, foram também incluidos profissionais com longo tempo de atuacéo,
sem que houvesse diferenciacdo dos resultados por ano de atuacdo (Sardas et al.,
1998; Eroglu et al., 2005).

Dessa forma, é importante a realizacdo de estudo para o biomonitoramento em
profissionais recém-expostos (residentes) atuantes em centro cirargico. Assim, com a
hipotese de que a exposicdo aos residuos de gases anestésicos determina alteracdes
no material genético e induz estresse oxidativo mesmo em profissionais recentemente

expostos (residentes), foi proposto a realizagao do presente estudo.
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2 OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a genotoxicidade e o estresse
oxidativo em residentes de Anestesiologia e Cirurgia, expostos aos residuos de gases

anestésicos.
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3 METODO

Apos aprovacdo do protocolo de estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa
Humana da Universidade Federal do Amazonas - UFAM (0044.0.115.000-10) e obtido
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE; apéndice a), o estudo
prospectivo foi realizado em 15 médicos residentes da Anestesiologia e Cirurgia
(Cirurgia geral, Neurocirurgia e Ortopedia), do sexo feminino e masculino, que tiveram
exposicdo ocupacional aos residuos de gases anestésicos (isoflurano, sevoflurano e
N,O) durante o periodo de dois anos no centro cirdrgico, e em 15 voluntarios
(universitarios da UFAM) que néo frequentavam o ambiente hospitalar.

A todos os participantes foi aplicado questionario (apéndice b) sobre historia
médica e estilo de vida. Para o grupo exposto também foram feitas questdes relativas
ao tempo de exposicao ocupacional e periodo de trabalho semanal no centro cirargico.
Foram excluidos do estudo portadores de qualquer doenca e os que faziam uso regular
de alcool, tabaco e “drogas ilicitas”.

O centro cirargico do Hospital Universitario Getulio Vargas da UFAM, em
Manaus, onde foi realizado o estudo, possui sete salas de operacdo sem sistema
scavenging ativo (exaustao e renovacao de ar) dos gases anestésicos.

3.1 Coleta do Material Biolégico

Amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos com EDTA de ambos
0S grupos. Para o grupo controle, apenas uma coleta foi realizada, enquanto que para
0 grupo exposto as coletas foram realizadas apés oito, 16 e 22 meses do inicio da
exposicdo aos residuos de gases anestésicos. Todas as amostras foram codificadas e
as analises foram realizadas sem que o avaliador soubesse a que grupo e tempo de

exposicao pertenciam.

3.2 Técnicas Utilizadas

3.2.1 Teste do cometa

Para o isolamento de linfécitos, foram adicionados 3ml de sangue em tubo

Falcon e no mesmo tubo foram adicionados 5ml de solugcéo salina (PBS). Transferiu-
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se, lentamente, a mistura para um segundo tubo contendo 3ml de ficol. As amostras
foram centrifugadas por 30 minutos a 1500 rpm. Apés a centrifugacdo, observou-se a
formacdo de trés camadas: plasma, linfécitos e hemacias; transferiu-se o halo
esbranquicado contendo os linfécitos para um tubo Falcon. Completou-se o volume
para 11ml com PBS e centrifugou-se por 20 minutos a 1000rpm. Observou-se a
formacdo de um pool de células no fundo do tubo. Retirou-se o sobrenadante e
acrescentou-se 2ml de PBS.

O teste cometa foi realizado de acordo com Singh et al. (1988), com algumas
modificacdes, sempre com protecdo da luz. Para o pré-tratamento das laminas,
dissolveu-se a agarose (ponto de fusdo normal), que em seguida foi colocada em
banho-maria a 60°C. As laminas foram mergulhadas em agarose e, apds secagem, as
laminas foram armazenadas para utilizacdo posterior.

Preparou-se solucdo de lise-estoque (2,5M NaCl, 10mM tris, 100mM EDTA,
NaOH) duas horas antes do uso, que foi armazenada em geladeira. Dissolveu-se a
agarose baixo ponto de fusdo (LMP) e manteve-se a 37°C. Vinte microlitros de
linfécitos foram misturados a 90ul da agarose LMP em tubo tipo eppendorf e transferiu-
se a mistura para lamina previamente preparada, cobrindo-a com laminula. As laminas
permaneceram a 4°C para solidificacdo da agarose; em seguida, as laminas foram
colocadas em solucéo de lise (1ml de triton X-100, 10ml de DMSO e 89ml de solucdo
de lise estoque, pH10) por, no minimo, uma hora em geladeira.

Apos a lise, as laminas foram transferidas para a cuba de eletroforese contendo
tampédo (300mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13) recém preparada e gelada. Para o
relaxamento da molécula do DNA, as laminas permaneceram por 20 minutos na cuba
antes da corrida de eletroforese, que foi conduzida por 20 minutos, a 25 V e 300 mA.
Ao fim da eletroforese, as laminas foram lavadas com PBS, adicionadas a solucédo de
neutralizacéo (tris 0,4M e HCI, pH 7,5) por 15 minutos, fixadas em etanol a 100% por
10 minutos e armazenadas até o momento da analise. As etapas do ensaio cometa
estdo demonstradas na Figura 4.

Para a analise, as laminas foram coradas com sybr green (1:500 concentracao
inicial de 10000 X, 0,06 pl por lamina). Cinquenta nucle6ides foram analisados em
microscopio de fluorescéncia invertido (Leica DMIL LED 6000, Sui¢ca) na objetiva de
400X. A analise foi realizada de acordo com escores, sendo o0s nucledides classificados
de acordo com a percentagem de DNA na cauda, indicando o grau de quebra do DNA
nas seguintes categorias: 0 = sem danos (<5%); 1 = baixo nivel de danos (5% — 20%);
2 = meédio nivel de danos (20% a 40%); 3 = alto nivel de danos (40% a 95%); 4 = dano
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total (>95%). Para o célculo do indice de Dano admite-se a seguinte férmula: ID = [(N°
de nucledides classe 0 x 0) + (N° de nucledides classe 1 x 1) + (N° de nucledides

classe 2 x 2) + (N° de nucledides classe 3 x 3) + (N° de nucledides classe 4 x 4)].

Refrigerador por S minutos

Preporagde de Laminas l

Colorogso E s } - !\

brometo de etidio s 5

Coster fotegrofodas Laminas rubmetidar
a cletroforese

Figura 4: Protocolo do teste cometa e escore dos nucledides analisados (0: sem danos
a 4. maximo de danos) - modificado de http://biorocha.blogspot.com.br

3.2.2 Testes bioquimicos

Utilizaram-se testes bioquimicos para avaliagdo do estresse oxidativo e do

sistema de defesa antioxidante dos profissionais expostos e controle.

3.2.2.1 Proteinas carboniladas

As dosagens das proteinas foram feitas de acordo com Bradford (1976). Para
determinacdo de proteinas carboniladas, o sangue foi centrifugado por 3000 rpm a 20
minutos em 4°C. Em tubo eppendorf foram colocados 800ul de 24 -
dinitrofenilhidrazina (DNPH) e 200ul do plasma para que ocorresse a rea¢cao do DNPH
com as carbonilas. Para cada amostra foi utilizado outro eppendorf com plasma,
denominado branco ou controle, cuja finalidade foi determinar a proteina total da
amostra. Utilizou-se 200ul de plasma e 800ul de HCI (2,5M). Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 300 rpm por um minuto, incubados por uma hora em temperatura

ambiente e ao abrigo da luz, sendo agitados a cada 15 minutos. Adicionou-se um ml de
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acido tricloroacético (TCA) a 20% nos tubos contendo amostra e o branco (controle), e
os tubos foram agitados com auxilio de vortex e acondicionados em gelo por 10
minutos. Em seguida, foram centrifugados por 5 minutos a 500 rpm. Foi descartado o
sobrenadante de cada um dos tubos, restando apenas o precipitado branco ou
controle. O pellet do controle foi diluido em 100ul de agua destilada para posterior
analise das proteinas. Foram acrescentados, ao pellet da amostra, 800ul de TCA a
10%, sendo o tubo agitado em vértex. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 4°C
por cinco minutos a 5000 rpm. O pellet da amostra foi lavado trés vezes com um ml de
etanol/acetato de etila (1:1). Em cada lavagem, o pellet foi dissolvido com auxilio de
uma espatula e os tubos foram agitados em voértex. Em seguida, foram centrifugados
por 10 minutos a 3500 rpm (etapa repetida duas vezes). Apds a Ultima lavagem,
adicionou-se 500ul de hidroclorido de guanidina a cada um dos tubos, sendo apés
agitados e centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm. Transferiu-se 220ul do
sobrenadante da amostra e do controle para dois pocos de microplaca contendo 96
pocos e analisou-se em leitor Elisa (Beckman Coulter DTX — 800 Multimode detector,
Alemanha). Os resultados das absorbancias (Abs) foram transformados de nmol/ml em

mg/ml.

Para os calculos, utilizou-se:

Proteinas Carboniladas (PC) (nmol/ml) = CA X 2,5
0,022*
* & 0 coeficiente para dinitrofenilhidrazina em 370 nm

Onde] CA = Abs. amostra — Abs. controle
REFERENCIA: 0,5 — 4,0 nmol/ml

3.2.2.2 Conteudo total de tidis

Trés tubos eppendorf foram utilizados respectivamente para teste, padréo e
branco. Em cada tubo acrescentou-se 300ul de tampéo (0,25mM Tris, 20mM EDTA,
3mg de TRIS e 0,75g de EDTA para 100ml de agua miliQ, pH 8,2). Apss, foram
acrescentados 3,8l de DTNB (0,1M DTNB diluido em 3ml de etanol a 96%). No tubo
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teste, adicionou-se 7,5ul da amostra (plasma), no tubo padréo adicionou-se 7,5ul de
GSH (0,5mM GSH - pesou-se 1,5mg do padréao e diluiu-se em 10ml do tampéo). No
tubo branco adicionou-se 7,5yl de agua destilada. Os tubos foram incubados a
temperatura ambiente por 15 minutos. Apds, foram transferidos para microplaca de 96
pocos e o teste foi lido em absorbancia em 412nm- Leitor de microplaca com filtro para
405nm (£10) no aparelho Elisa (Beckman Coulter DTX — 800 Multimode detector,

Alemanha).

Para o calculo, utilizou-se a féormula:

(500/abs Padréo) x abs Amostra = concentragcdo amostra em pmol/l.

3.2.2.3 Glutationa peroxidase (GSH-Px)

A metodologia da GSH-Px foi realizada conforme proposicdo de Paglia &
Valentine (1967), utilizando-se o kit Ransel (Randox, Reino Unido).

Reconstituiu-se o reagente 1 (glutationa 4mmol/l), glutationa redutase (>0,5U/1),
NADPH (0,34mmol/l) com volume apropriado no tampao (tampéo fosfato 0,5mol/l; pH
7,2 e EDTA 4,3mmol/l). Preparou-se o hidroxido de cumeno diluindo 10ul em 10ml de
agua redestilada sob forte agitacdo. Reconstituiu-se o agente diluente 4 (4x200ml) com
200ml de agua redestilada. Diluiu-se 0,05ml da amostra (sangue total) com 1ml de
agente diluente (solucéo 4) seguido de incubacgéo por 5 minutos. Apos, acrescentou-se
1ml do reagente de Drabkin (Cat. niumero SC 181 previamente diluido em 480ml de
agua redestilada).

No teste, utilizou-se o comprimento de onda de 340nm, uma cubeta com 1lcm
para fluxo de luz, temperatura de 37°C. Nas cubetas macro (amostra diluida) foram
acrescentados 0,05ml da amostra diluida, glutationa 2,5ml e hidroxido de cumeno
0,10ml. No reagente branco acrescentaram-se 0,05ml de agua destilada, 2,50ml da
glutationa e hidroxido de cumeno 0,10ml. Na cubeta semi-micro (amostra diluida)
acrescentaram-se 0,02ml da amostra diluida, da glutationa 1ml e hidroxido de cumeno
0,04ml. Foram adicionados, no reagente branco, 0,02ml de agua destilada, 1ml de
glutationa e 0,04 ml de hidréxido de cumeno.

Apbs homogeneizacdo, fez-se a leitura da absorbancia inicial das amostras e do
reagente branco. Ap6s um minuto foi iniciado o tempo da reagdo. Simultaneamente,
apos 1 e 2 minutos leu-se e subtraiu-se o valor do reagente branco com o valor da

amostra. A determinacdo ocorre com a diminuicdo da absorbancia no comprimento de
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onda de 340nm. O teste foi lido em espectrofotdmetro UV/Visible Spectrophotometers

model T70 PG instruments Limited (Inglaterra).

A concentracao de glutationa peroxidase foi calculada pela férmula:

U/l de hemolisado = 8412 x AA 340 nm/min

Referéncias: 27,5-73,6 U/g Hb
4171 -10881 U/l

3.2.2.4 Catalase (CAT)

A metodologia da CAT foi realizada conforme proposto por Aebi (1984).
Utilizaram-se as solucdes tampéo fosfato 50mM, pH 7,0, dissolvido 6,81g de KH,PO4 e
8,90g de NayHPO,4.H,O para 1000ml de dgua destilada. As solu¢des foram misturadas
nas propor¢cbes de 1:1,5. Diluiu-se 30 mM de peroxido de hidrogénio (0,34ml de
peréxido de hidrogénio a 30% com tampéo fosfato 50mM, pH 7,0 para 100ml). Utilizou-
se tampao fosfato a 0,1M, pH 7,4 (tamp&o de lavagem).

Apbs cada coleta de sangue, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5
minutos. Retirou-se o plasma e a camada de leucdcitos e preparou-se o concentrado
de hemécias, o qual foi lavado por trés vezes com solucdo gelada de tampao fosfato
0,1M, pH 7,4 na proporcdo de 1:1. Centrifugou-se novamente a 3000 rpm por 5
minutos, desprezando-se o sobrenadante. O hemolisado foi preparado na proporcao
1:2, pela mistura de aliquotas de 0,5ml de concentrado de hemacias e agua destilada.

Para a dosagem, preparou-se a amostra na proporcao de 1:500, adicionando-se
4,9ml de tampéo fosfato 50mM, pH 7,0, em 0,2dml do hemolisado. O aparelho
UV/Visible Spectrophotometers model T70 PG instruments Limited (Inglaterra) foi
zerado com o branco contendo 3,5ml do tampé&o e 0,5ml da amostra, gerando uma
diluicdo 1:2000. Para a preparacédo do teste, adicionou-se 0,5ml da amostra em 2,5ml|
da solucdo tampdo 50 mM, pH 7,0, acrescentando 1ml da solucdo de peroxido de
hidrogénio (30mM). Homogeneizou-se diretamente na cubeta e iniciou-se a contagem

do tempo a partir do momento em que a absorbancia indicou valor positivo. As



29

amostras foram lidas em tempo 0 segundo no comprimento de onda de 240nm e no
tempo 15 segundos. As amostras foram mensuradas entre 5 a 10 minutos.

Céalculo: 2,3/ At).(a/b).(logA1/A2)

At = variagao do tempo (15 s)

a= fator de diluicdo final do teste ( a = 2000)

b= concentracdo da hemoglobina da amostra em g/dI
Al= valor da absorbancia em tempo 0s

A2= valor da absorbancia em tempo 15s

A unidade expressa de catalase é k/ghb/min.

A determinacdo da concentracdo de Hb no hemolisado é fundamental para
obtencéo dos valores finais de CAT. Adicionou-se 100ul da amostra preparada a partir
do hemolisado (1:10) e 2ml do reagente de Drabkin (bicarbonato de sodio, cianeto de
potdssio, ferrocianeto de potadssio e agua destilada). O composto formado
(cianometahemoglobina) foi lido em 540nm, onde o coeficiente de extingdo milimolar é
11,5 M/cm.

3.2.2.5 Superoéxido dismutase (SOD)

Para a deteccdo da SOD, utilizou-se o kit Ransod (Randox, Inglaterra). Como
reagente, utilizou-se o substrato misto (xantina, (2,4-iodofenil)-3- (4-nitroferol)-5- cloreto
de feniltetrazdlio), tampao (CAPS, EDTA), xantina oxidase e o padrdo. As amostras
foram preparadas, lavando-se as heméacias com tampéao (0,01M), havendo formacéod
de um concentrando de hemécias. Em um tubo, as hemacias foram lisadas com 40pl
de 4gua destilada gelada. Diluiu-se o hemolisado com tampao fosfato 0,01M pH 7,0 na
proporcao de 495ul de tampao para 5ul de amostra. Todas as diluicdes do preparo da
amostra geraram um fator de diluicdo 1:400, que foi utilizado no célculo final. O teste foi
lido no comprimento de onda de 505nm, sendo a 1? leitura anotada em 30s e a 22
leitura em 10min. O teste foi lido em espectrofotdmetro UV/Visible Spectrophotometers
model T70 PG instruments Limited (Inglaterra).

Para o calculo, realizou-se delta para amostra, padrdo e branco
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Delta/min= A, —A4/10

Posteriormente, realizou-se o calculo de % de inibigéo:

% de inibicdo = 100 — (Delta amostra ou padrdo/min x 100)

Delta/ min branco

A curva padrao foi plotada com os valores encontrados e depois comparados a
porcentagem de inibicdo da amostra. O valor encontrado, em U/ml, foi multiplicado por
400 (fator de diluicdo da amostra).

3.3 Analise Estatistica

O tamanho amostral baseou-se em estudos prévios (Chinelato & Froes, 2002;
Braz et al., 2009). Utilizou-se o teste t de Student para comparacdo das caracteristicas
dos grupos, assim como para comparacdo dos grupos em relacdo aos parametros
relacionados ao estresse oxidativo (dados bioquimicos). A distribuicdo de frequéncia
dos individuos segundo o sexo foi determinada pelo teste do qui-quadrado. Para os
dados bioquimicos do grupo exposto foi utilizada analise de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey. Para os dados ndo paramétricos (teste do cometa),
utilizou-se o teste de Mann-Whitney para comparacdo entre grupos e o teste de
Friedman para comparacdo de periodos de exposicdo (grupo exposto). O teste de
Pearson foi utilizado para correlacdo de dados. Os dados paramétricos estédo
apresentados como média (X) + desvio padrdo (DP) e os ndo paramétricos em
mediana, 25% (1° quartil) e 75% (3° quartil). Estabeleceu-se como nivel de

significancia p < 0,05.
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4 RESULTADOS
As variaveis de caracterizacdo dos grupos nao apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05), exceto a variavel idade, com 0 grupo exposto apresentando

valores superiores ao do grupo controle (n&o exposto) (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas das populacdes estudadas, com indicacao do valor de p

Grupos
Variaveis Exposto Controle Valor de p
Idade (anos) 28+2 234 <0,001
Altura (m) 1,74+0,1 1,71+0,1 0,2
Peso (kg) 78 £ 14 75+£19 0,7
indice de massa
2554 2565 0,9

corpérea (kg/m?)

A distribuicdo de frequéncia de sexo nao diferiu entre os grupos (p > 0,05)
(Tabela 2).

A média de atuacdo no centro cirargico do grupo exposto foi de 30 horas

semanais.

Quanto as proteinas carboniladas, houve diminuicdo significativa de seus
valores no grupo de residentes ap0s 16 meses de exposicdo em relagdo ao grupo
controle (Figura 5). Nao se observou diferenca entre os trés periodos de exposi¢cdo no

grupo de residentes (p = 0,47).
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Tabela 2 — Distribuicdo de frequéncia dos individuos segundo 0 sexo nos grupos

estudados
Sexo

Feminino Masculino Total

Controle (n) 4 11 15

% 27 73 100

Exposto (n) 1 14 15
% 7 93 100

Total 5 25 30

p=0,14

1.4 -

1.2 4

0.8 I
0.6

0.4 4

0.2 4

Proteinas Carboniladas (nmol/mg)

0 . T
Controle 8 meses 16 meses 22 meses

Exposto
Figura 5: Valores (X + DP) de proteinas carboniladas segundo grupos e momentos. *p

= 0,008 em relagcé&o ao grupo controle.

O conteudo total de tibis foi significativamente maior no grupo exposto apos 22

meses de exposicdo, quando comparado ao grupo controle (p < 0,05). No grupo
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exposto, os valores foram significativamente maiores ap0s 22 meses de exposi¢cdo em

relacdo aos demais periodos de exposicéo (Figura 6).

2500 -
2000 -

1500 +

SH (nmolll}

1000 - '|'

500 +

Controle 8 meses 16 meses 22 meses

Exposto

Figura 6: Contetdo total de tidis-SH (X + DP) segundo grupos e momentos. *p < 0,001
em relacao ao grupo controle. * p < 0,001 em relacdo a exposicdo apos 8 e 16 meses.

Em relacdo as enzimas antioxidantes, néo foi detectada diferenca significativa
de SOD entre grupos e momentos (p > 0,05) (Figura 7). Para a CAT, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05), mas houve reducao significativa de
seus valores apds exposicdo de 22 meses em relacdo aos demais periodos de
exposicao (Figura 8). A GSH-Px aumentou no grupo exposto apés 16 (p = 0,03) e 22 (p
< 0,001) meses da exposi¢cao, comparado ao grupo controle. No grupo dos residentes
houve, também, elevacdo significativa de seus valores ap6s 22 meses de exposicao

em relacdo aos outros periodos de exposicao (Figura 9).
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Figura 7: Atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase (X + DP), segundo

grupos e momentos. p > 0,05.
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Figura 8: Atividade da enzima antioxidante catalase (X = DP), segundo grupos e

momentos. * p = 0,012 em relagcéo a exposi¢cao apos 8 e 16 meses.
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Figura 9: Atividade da enzima glutationa peroxidase (X = DP), segundo grupos e
momentos. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle; * p < 0,001 em relacdo & exposi¢do

apos 8 e 16 meses.

Houve aumento significativo de danos no DNA no grupo exposto, em todos os
periodos, em relacdo ao grupo controle (p < 0,05). No grupo dos residentes houve
aumento significativo dos danos no DNA no periodo de exposicdo de 16 meses em

relacdo ao periodo de 8 meses (p < 0,05) (Figura 10).

Houve correlacdo negativa entre os danos no DNA e a GSH-Px (p < 0,05) e com
o conteudo total de tidis (p < 0,05) (Figura 11 e 12, respectivamente). Nao houve
correlacao significativa entre danos no material genético e proteinas carboniladas (p =
0,6), CAT (p=0,7) e SOD (p =0,2).
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Figura 10: Danos no DNA (boxplot) de linfécitos, avaliados pelo teste do cometa, em
ambos os grupos avaliados. * p = 0,001 em relacdo ao grupo controle; * p < 0,01 em

relacdo a exposicao apos 8 meses.
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Figura 11: Correlagdo de danos no DNA e valores de enzima antioxidante GSH-Px no

grupo de residentes expostos durante o periodo de 22 meses.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que individuos recém-expostos aos residuos de
gases anesteésicos, por periodo de oito a 22 meses, apresentam alteracdes no material
genético, em proteinas e no sistema de defesa antioxidante.

Apesar dos grupos estudados terem apresentado diferenca significativa em
relacdo a idade, ressaltamos que em ambos 0s grupos os individuos eram adultos
jovens (18-32 anos) ndao fumantes e sem comorbidades associadas. Portanto, essa
diferenca de idade possivelmente nao interferiu em nossos resultados. A idade mais
avancada e as doencas, além de uso de tabaco, podem levar a instabilidade gendmica
e ao estresse oxidativo (Fenech 1998; Piperakis et al., 2009; Massudi et al., 2012;
Sundar et al., 2012). Em nosso estudo houve nitido predominio do sexo masculino. Ha
controversias com relacdo a influéncia do sexo no nivel de danos no DNA, pelo teste
do cometa, em profissionais expostos aos residuos de gases anestésicos. Assim,
aumento de danos no sexo masculino (El-Ebiary et al., 2012), no sexo feminino (Rozgaj
et al., 2009) e auséncia de influéncia do sexo (Chandrasekhar et al., 2006) ja foram
relatados.

Varios estudos na literatura tém demonstrado que profissionais expostos por
longos periodos aos anestésicos inalatérios em salas de operacdo sem renovacédo de
ar apresentam alteracdo genética (Sardas et al., 1998; Rozgaj et al.,, 2001,
Chandrasekhar et al., 2006; Wronska-Nofer et al., 2009; El-Ebiary et al., 2012). Nossos
dados demonstram que, mesmo em periodo curto, mas com relevante exposicao aos
anestésicos, os residentes de anestesiologia e cirurgia tém aumento de quebras de
fitas simples, duplas e sitios alcali-labeis no DNA. Portanto, a exposi¢cao aos residuos
de varios anestésicos (isoflurano, sevoflurano e N,O) em ambiente cirdrgico sem
adequado sistema de renovacdo de ar é genotdxica, ja a partir de poucos meses de
exposicdo. No Unico estudo nacional encontrado na literatura, observou-se efeito
clastogénico (AC), mas néo de formacédo de TCI, em linfocitos de sangue periférico de
anestesiologistas expostos, por pelo menos cinco anos, predominantemente ao
halogenado halotano (Chinelato & Froes, 2002).

Aumento de lesdes no DNA, detectadas pelo teste do cometa, foram
encontradas em anestesiologistas, enfermeiros e técnicos expostos ao halotano,
isoflurano e N,O (Sardas et al.,, 1998). Similarmente, aumento de danos no material
genético também foi verificado, no Egito, em anestesiologistas, cirurgides, enfermeiras

e técnicos expostos ao halotano, isoflurano, sevoflurano e N,O (El-Ebiary et al., 2012).



39

Estudo realizado em profissionais croatas expostos em média por 13 anos aos
residuos de isoflurano, sevoflurano e N,O mostrou que houve aumento na frequéncia
de MN e de AC em linfocitos periféricos de enfermeiros, anestesiologistas e técnicos
(Rozgaj et al., 2001). Chandrasekhar et al. (2006) verificaram que profissionais indianos
expostos, em média por 11 anos, aos anestésicos halotano, enflurano, isoflurano,
sevoflurano, desflurano e N,O apresentam aumento de danos no DNA (ensaio cometa)
e formacédo de MN e AC.

Entretanto, essas pesquisas ndo determinaram a concentracdo dos residuos de
gases anestésicos em salas cirargicas, assim como no presente estudo. Wiesner et al.
(2001) demonstraram que baixa exposicdo (< 0,5 ppm de isoflurano, sevoflurano e
desflurano e 12 ppm de N,O) ndo aumentou a frequéncia de MN em profissionais,
diferentemente do que ocorreu em profissionais expostos a altas concentracdes (4 ppm
de halotano e isoflurano e 170 ppm de N,O) por 20 horas semanais, quando houve
aumento significativo na formacdo de MN. Assim, € de grande importancia a
determinacdo das concentracdes de residuos de gases anestésicos em salas de
operacao.

Os mecanismos pelos quais os anestésicos halogenados induzem lesdes no
DNA néo estdo totalmente elucidados. Sugere-se que os halogenados possam ser
genotoxicos por reagirem diretamente com a molécula de DNA, alquilando a posicao
N7 das purinas e/ou pela liberacdo de ERO, que induzem varios tipos de lesdes no
material genético (Jaloszynski et al., 1999). Chinelato & Froes (2002) sugerem gue 0S
anestésicos halogenados podem agir de forma semelhante aos farmacos
radiomiméticos, ou seja, podem induzir quebras e AC em diferentes fases do ciclo
celular (GO, G1, S, G2). Dessa forma, os anestésicos inalatorios poderiam ser
classificados como compostos quimicos do tipo S-independentes, podendo induzir
aberracdes em todas as fases do ciclo.

Raros sdo os dados presentes na literatura em relacdo a avaliacdo de estresse
oxidativo em profissionais expostos aos residuos de anestésicos. Malekirad et al.
(2005) avaliaram profissionais expostos principalmente ao halotano e N,O com alto
fluxo de O, (4 I/min) e observaram aumento de peroxidacédo lipidica (TBARS) e
diminuicdo de conteudo de tidis, sem que houvesse alteracdo de capacidade
antioxidante (FRAP), quando comparado ao grupo ndo exposto. Anestesiologistas e
enfermeiros expostos por 6 horas diarias, por no minimo trés anos aos anestésicos
halogenados (halotano, enflurano, isoflurano, sevoflurano e desflurano) em sistema

fechado, em salas sem sistema scavenging, mas com ar condicionado, apresentaram
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diminuicao significativa de enzimas antioxidantes (SOD e GSH-Px) e micronutrientes
(cobre e selénio), com excecdo de zinco plasmético que se elevou (Turkan et al.,
2005).

Semelhante ao nosso estudo, Baysal et al. (2009), em anestesiologistas,
cirurgides e enfermeiros, expostos em média por sete anos aos anestésicos halotano,
isoflurano, sevoflurano e desflurano, além de N,O, observaram aumento de danos no
DNA, pelo teste do cometa, e aumento do indice de estresse oxidativo, mas com
diminuicdo da capacidade antioxidante plasmatica.

Técnicos em anestesia expostos aos residuos de gases anestésicos
apresentaram, pela metodologia do teste do cometa, elevacdo no nivel de danos no
DNA, quando comparados ao grupo controle ndo exposto (Sardas et al., 2006). Apos
suplementacédo da dieta com vitaminas C (500 mg/dia) e E (300 mg/dia), por periodo de
12 semanas, houve reducdo significativa dos danos nos individuos expostos, mas
ainda com niveis aumentados em relac&o ao controle.

Recentemente, em enfermeiras expostas por cinco a 27 anos aos residuos de
N.O e de halogenados isoflurano e sevoflurano, verificaram-se aumento de danos
oxidativos em purinas no DNA e de peroxidacgéo lipidica, com diminuicdo da atividade
de glutationa peroxidase e sem que houvesse alteracao significativa de alfa-tocoferol
em relagcdo ao grupo controle (Wronska-Nofer et al., 2012).Considerando-se que
apenas as concentracfes de N,O estavam acima do limite recomendado (> 180
mg/m?), mas ndo as dos halogenados, os autores atribuiram apenas a exposicéo ao
N,O as alteracbes observadas. Correlacdo positiva entre concentracdo de N,O e
quebras de fita e danos oxidativos no DNA foi observada pelos autores.

Na presente pesquisa, também se encontrou aumento de danos no DNA em
relacdo ao grupo controle. Porém, diferentemente do encontrado por Malekirad et al.
(2005), observou-se aumento do conteudo total de tidis no grupo exposto apos 22
meses de exposi¢cao, mas com diminuicdo de proteinas carboniladas apés 16 meses
de exposicdo, em relagdo ao controle, mostrando que os residuos de gases
anestésicos levaram a alteragfes protéicas.

A monoxigenase citocromo P450, isoforma 2E1 (CYP2E1), é a enzima mais
importante (fase 1) para a metabolizacdo dos anestésicos halogenados: halotano
(20%), desflurano (9%), sevoflurano (~5%), enflurano (2%) e isoflurano (0,2%). Durante
0 metabolismo dos anestésicos, a CYP2E1 é capaz de produzir ERO, como O," e
H,O, (Bezerra et al., 2010). Assim, uma vez produzidos, os RL/ERO reagem com 0s

componentes celulares formando crosslinks de proteinas e enzimas, auto-oxidacao
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lipidica e danos em &cidos nucleicos, levando as quebras e/ou degradacéo de anéis de
purinas e pirimidinas. Tais lesdes podem causar lesbes celulares, mutagenicidade e
carcinogenicidade (Baden & Rice, 2000).

A reducdo mediada pela transferéncia de um unico elétron de N,O em nitrogénio
leva a producdo de ERO (0O,") (Nair et al., 1995). Além disso, o0 N,O também pode
oxidar o atomo de cobalto da cobalamina (vitamina B12), reduzindo a atividade de
metionina sintetase, enzima fundamental para formacdo de mielina e sintese de acidos
nucleicos, além de aumentar as concentracdes plasmaticas de folato e hemocisteina,
podendo determinar alteracdes mutagénicas (Ermens et al., 1991; Rozgaj et al., 2001).
Estudo realizado por Krajewski et al. (2007) observaram diminuicdo de cobalamina e
aumento de homocisteina plasmética em enfermeiras expostas ocupacionalmente a
elevadas concentracdes de N,O.

A maioria dos trabalhos na literatura mostra reducdo do sistema de defesa
antioxidante em individuos expostos ocupacionalmente aos anestésicos (Turkan et al.,
2005; Baysal et al.,, 2009; Wronska-Nofer et al.,, 2012). Entretanto, observou-se
aumento de GSH-Px apos 16 e 22 meses de exposi¢cdo, quando comparado ao grupo
nao exposto. Por outro lado, no grupo dos residentes, houve consumo de CAT no
altimo periodo de exposicdo avaliado. Assim, podemos notar que tanto a GSH-Px
guanto a CAT, mas ndo a SOD, estao diretamente envolvidas no metabolismo de H,0,,
levando a alteracdo do sistema de defesa antioxidante. Possivelmente, diferentemente
do resultado encontrado por alguns autores (Turkan et al., 2005; Wronska-Nofer et al.,
2012) que observaram diminuicdo de GSH-Px plasmatica e/ou eritrocitaria, 0 aumento
encontrado no presente estudo pode estar associado a maior atividade dessa enzima e
ao maior consumo de CAT, frente aos danos em &cido nucleico e de proteinas, como o
aumento de tidis. Dessa forma, os danos gerados em macromoléculas parecem
estimular o sistema de defesa do organismo, como a exposi¢cdo ocupacional aos
residuos de gases anestésicos. Ressalte-se que, diferentemente das pesquisas
realizadas, foram avaliados individuos jovens, sem comorbidades, e recém-expostos
aos anestésicos e, que, portanto apresentam maior possibilidade de adequada
resposta do sistema antioxidante.

Certamente, a exposicdo ocupacional aos anestésicos inalatérios depende dos
meétodos e da organizacdo do ambiente de trabalho, como a utilizacdo ou ndo de gases
anestésicos e das concentragcbes empregadas, do tipo de sistema respiratorio
empregado (fechado, semifechado ou aberto), de menores (< 11/min) ou maiores fluxos

de gases frescos que propiciam, respectivamente, menor ou maior escape de gases
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anestésicos, do sistema de scavenging ativo de ambiente, da presenca direta do
profissional junto ao paciente e/ou ao circuito respiratério, de mascaras faciais mal
adaptadas, do uso de tubos traqueais sem balonetes, da realizacdo de “lavagem” do
circuito respiratério com fluxos elevados de gases, da forma e dos cuidados durante o
enchimento dos vaporizadores com 0s anestésicos halogenados, do uso frequente de
sistemas respiratérios pediatricos, da amostragem sidestream dos analisadores de
gases e do escape de gases no circuito respiratorio de baixa pressdo, como
reservatorio de absorvedores de CO,, dos anéis de vedacédo e das mangueiras (ASA,
2004).

Entretanto, mesmo com a utilizacdo de sistemas de scavenging ativos nos
hospitais mais modernos, os profissionais que atuam em centros cirlrgicos ainda séo
expostos as concentragcdes residuais de N;O e anestésicos halogenados,
particularmente durante as anestesias pediatricas (Chang et al., 1997).

Segundo a Portaria n° 485 do Ministério do Trabalho - Norma Regulamentadora
n° 32 (Brasil, 2005), todos os equipamentos utilizados para a administracdo dos gases
ou vapores anestésicos devem ser submetidos a manutencdo corretiva e preventiva,
dando-se especial atencdo aos pontos de vazamento para o ambiente de trabalho,
buscando sua eliminacdo. A manutencdo consiste, no minimo, na verificacdo dos
cilindros de gases, conectores, conexdes, mangueiras, balGes, tragueias, valvulas,
aparelhos de anestesia e mascaras faciais para ventilacdo pulmonar. Além disso, os
locais onde sao utilizados gases ou vapores anestésicos devem ter sistemas de
ventilacdo e exaustdo com o objetivo de manter concentragdo ambiental sob controle,
conforme previsto na legislagéo vigente.

Segundo Xelegati et al. (2006), os profissionais de saude demonstram
insuficiente conhecimento sobre os fatores de risco ocupacional aos quais estao
submetidos. Para que essa situacao seja minimizada, esse tema deveria ser incluido
no curriculo dos cursos de graduacdo e especializagdo, ocasidao em que medidas de
seguranca apropriadas a diminuicdo dos riscos ocupacionais devem ser apresentadas
e discutidas, bem como os efeitos adversos a saude dos trabalhadores.

Considerando-se que os residuos de gases anestésicos podem induzir lesdes no
material genético e induzir estresse oxidativo, os resultados do presente estudo
indicam a necessidade de que seja minimizada a exposi¢cao e assegurada melhores
condicdes de trabalho para os médicos residentes. Assim, a medida mais importante
para se diminuir a concentracao residual de gases anestésicos residuais € implantar

sistema ativo de exaustdo e de renovacao de ar das salas de operacao. Além disso,
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deve-se aumentar a disponibilidade de oferecimento de melhores e mais modernos
aparelhos de anestesia com manutencgéo e revisdo regular dos mesmos, bem como
dos sistemas de ventilacdo e exaustdo. O uso de baixo fluxo de gases frescos e a
utilizacao de anestesia venosa total devem ser estimulados para reducéo dos riscos de

exposi¢cao ocupacional.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou, pela primeira vez, que residentes das areas de
Anestesiologia e Cirurgia, expostos aos residuos de gases anestésicos, apresentam
aumento de danos no DNA e alteracéo no sistema de defesa antioxidante.
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a) Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UFAM
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

FACULDADE DE MEDICINA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr(a). para participar do Projeto de Pesquisa “Avaliacdo de Genotoxicidade e Estresse
Oxidativo em Profissionais Recém-Expostos aos Residuos de Gases Anestésicos”, que sera realizado
na Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e pretende avaliar o risco de exposi¢cdo a anestésicos
inalatérios, utlizando o sangue de pessoas saudaveis. O(s) pesquisador(es) Ellen Paes, José Reinaldo
Cerqueira Braz e Marne Vasconcellos, responséveis pelo projeto, pedem autorizagdo para coletar seu
sangue (dez mililitros), para realizar esta avaliacdo. O Sr.(a) foi escolhido porque esta exposto aos gases
anestésicos .Se o (a) Sr(a) autorizar esta coleta, seu sangue sera utilizado como sangue de pessoa
exposta a gases anestésicos . O que nao for usado, ndo sera guardado, sendo descartado conforme
legislagéo vigente no Brasil. A coleta do sangue sera feita em uma veia do brago, podendo causar um
leve incomodo no momento da coleta. Se depois de autorizar a coleta, o (a) Sr(a) ndo quiser que seu
sangue seja usado, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, seja antes ou depois da coleta do sangue, independente do motivo. O (a) Sr(a) néo tera
nenhuma despesa e também néo tera nenhuma forma de compensacao financeira. A sua participacdo é
importante para o melhor conhecimento da exposi¢do aos gases anestésicos e de como pode ocorrer a
prevencdo a genotoxicidade causada pela exposicdo a esses gases. Os resultados da pesquisa seréo
analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em segredo
permanente. Para qualquer outra informagdo, o (a) Sr.(a) poderd entrar em contato com o (a)
pesquisador(a) pelo telefone (92) 3305-5000/ 81545421 ou pelo e-mail: ellenpaes@ufam.edu.br

Consentimento Pés—Informacao
Eu, , fui informado

sobre o0 que o (a) pesquisador (a) desenvolverd no projeto e porque precisa da minha colaboracéo, e
entendi a explicagdo.Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que n&o vou ter nenhum
tipo de compensagéo financeira e que posso sair do projeto quando quiser. Estou recebendo uma coépia

deste documento, assinada, que vou guardar.

Assinatura do participante Data

Pesquisadora Responséavel Data


mailto:ellenpaes@ufam.edu.br

b) Questionario
QUESTIONARIO

Registro hospitalar (se houver):

Cddigo do individuo no estudo:
Data I

| - Identificacdo
01-Nome:

02-Sexo: () masculino ( ) feminino

03-Raca: () branca ( )amarela ( ) parda ( ) negra ( ) outra:
04-Data nascimento /[
05-Idade:

06-Peso:

07-Altura:

08-IMC (indice de massa corporea):
09-Origem (cidade):

10-Profissao:

Il - Informacdes gerais

11-Considera sua alimentagdo saudavel? ( ) sim () ndo
12-Come frutas? ( ) sim () ndo

13-Se sim, com que frequéncia?

14-Come verduras? ( ) sim () ndo

15- Se sim, com que frequéncia?

16-Come carboidratos? ( ) sim () ndo

17-Se sim, com que frequéncia?

18-Come frituras? ( ) sim () ndo

19-Se sim, com que frequéncia?

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

21-Se sim, qual tipo (musculagéo, caminhada, etc)?

22-Se sim, quantas vezes por semana?

23-Fuma? ( ) sim () nédo

24-Se sim, ha quanto tempo?

25-Quantos cigarros/dia?

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




27-Ja fumou? ( ) sim () ndo

28-H& quanto tempo deixou de fumar?

29-Quantos cigarros/dia fumava?

30-Durante quanto tempo fumou?
31-Tipo:
32-Consome bebida alcodlica? ( ) sim () ndo

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

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

35-Ja consumiu bebida alcodlica? ( ) sim () ndo

36-H& quanto tempo deixou de beber?

37-Consome drogas? ( ) sim () ndo

38-Se sim, qual?

39-H4 quanto tempo?

40-Tem contato com substancias toxicas? ( ) sim () ndo
41-Se sim, qual (produtos de limpeza, agrotéxicos, gasolina, tinta)?

42-H4 quanto tempo?

43-Foi submetido a raio X recentemente (dentario ou antes da cirurgia)?
()sim ()néo

44-Quando?

45-Sabe quantas chapas de RX foram feitas?

46- Ja fez tratamento com quimioterapico ou radioterapia? ( ) sim () néo

47-Se sim, qual?

48-H& quanto tempo?

49-Tem alguma doenca (asma, hipertensao, diabetes, hepatite, lGpus, artrite, cancer)?
()sim ()néo
50-Qual?

51-Jé& teve alguma doencga grave? ( ) sim () n&o

52-Se sim, qual?

53-Ha quanto tempo?

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

55-Se sim, qual?

[l - Historia Médica
56-E alérgico a algum tipo de medicamento? ( ) sim () n&o

57-Se sim, qual?

58-Faz uso regular de algum tipo de medicamento (antibiético, anti-inflamatério, analgésico,
anti-hipertensivo, corticéide, anti-convulsivante, insulina, hipoglicemiante)?
()sim ()néo

59-Se sim, qual (is)?

56



57

60-Frequéncia/dia:

61-Faz uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)? ( ) sim ( ) nao

62-Se sim, qual (is)?

63-Frequéncia/dia:

64-Ha quanto tempo?
65-Tomou alguma medicacao no ultimo més (remédio para presséo, antibiético, tranquilizantes,
remédio para tirar a dor, antidcidos, anti-histaminicos, corticoides, anti-inflamatorios)? (
) sim () ndo

66-Se sim, qual (is)?

67-Frequéncia/dia:

68-Ha quanto tempo parou?

69- Teve alguma infec¢do ou inflamagé&o no ultimo més? ( ) sim () néo

70- Se sim, qual (is)?

71- Ha quanto tempo parou?

72- Esta resfriado ou gripado? ( )sim ( )nao
73-Ja fez alguma cirurgia? ( ) sim ( ) nao

74-Se sim, quantas?

75-H& quanto tempo foi a dltima?

76-Ja foi submetido a anestesia? ( )sim () nao
77-Se sim, sabe o tipo de anestesia (local, geral, raquidea, regional)?
78-Ha quanto tempo?

79-Se sim, vocé sabe se é mais resistente ou sensivel a algum anestésico?

IV — Atividade Profissional

80-Qual é a sua especialidade médica?

81-Vocé é residente? ( ) sim ( ) nao

82-Se sim, de que ano?

()R ()R2 ()R3 ()R4 ()RS

83-Atua profissionalmente no centro cirdrgico? () sim ( ) nédo
84-Se sim, qual a frequéncia/semana? horas

85-Se sim, h& quanto tempo? anos, meses

86-Tem exposicao profissional a radiacao (raio-x, tomografia, ressonancia)?
() sim ( ) néo

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




c) Proteinas carboniladas

Valores das proteinas carboniladas nos grupos controle e exposto

Proteinas Carboniladas (nmol/mg)

Controle Exposto 8 meses 16 meses -

1 0,6 1 0,3 0,9 0,8
2 1,2 2 1,1 0,2 0,4
3 0,9 3 1,6 0,5 0,3
4 0,5 4 1,2 0,6 1,2
5 1,6 5 0,3 0,7 0,9
6 0,9 6 0,7 0,5 0,6
7 0,5 7 0,4 1,0 0,7
8 1,1 8 0,4 0,4 0,2
9 1,1 9 0,2 0,9 1,2
10 0,6 10 0,7 0,4 0,7
11 0,8 11 0,7 0,5 0,5
12 1,2 12 0,9 0,5 1,0
13 0,5 13 0,8 0,5 0,8
14 0,9 14 0,7 0,9 0,6
15 0,9 15 0,9 0,4 0,6
MEDIA 0,8 0,7 0,6 0,7

DP 0,3 0,4 0,2 0,3




d) Conteldo total de tidis

Valores de tidis nos grupos controle e exposto

Conteudo total de tidis (umol/l)

Exposto 8 meses 16 meses -

Controle

1 656,9 1 518,9 679,6 1465,4

2 791,8 2 770,5 840,3 1546,6

3 766,8 3 735,5 762,2 1356,8

4 560,5 4 490,3 893,8 1612,2

5 877,6 5 1020,3 766,4 1498,6

6 624,6 6 957,5 1253,0  1605,3

7 757,2 7 693,9 724,4 1447,8

8 788,1 8 679,6 724.8 1855,9

9 896,6 9 933,9 1169,9  3029,1
10 843,5 10 470,4 7221 1560,9
11 462,6 11 864,3 136,2 1747,0
12 618,2 12 453,8 763,6 1563,2
13 481,9 13 580,8 734,0 2000,0
14 610,8 14 490,3 620,5 1757,6
15 354,6 15 631,6 457,5 457,5
MEDIA 672,8 686,1 749,9 1633,6
DP 162,2 190,4 259,8 515,4
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e) Enzima antioxidante catalase

Valores de catalase nos grupos controle e exposto
Catalase (k/gHb/min)

Controle  Resultado  Exposto 8 meses 16 meses-

1 3,4 1 2,9 3,7 1,8
2 2,5 2 1,6 2,5 3,0
3 2,5 3 5,2 7,2 1,5
4 1,4 4 4,0 4,4 3,0
5 7,5 5 7.4 5,6 1,8
6 8,8 6 4,4 10,3 4,3
7 4,4 7 5,1 6,1 6,2
8 2,1 8 8,1 12,5 4,3
9 5,2 9 3,2 6,7 2,5
10 4,7 10 4,9 3,3 2,4
11 3,9 11 10,6 4,8 3,9
12 2,9 12 4,4 2,7 2,5
13 4,8 13 7,3 2,7 2,5
14 2,9 14 6,3 7,0 3,3
15 5,2 15 6,2 2,3 4,8
MEDIA 4,2 55 55 3,2

DP 2,0 2,3 2,9 1.3




f) Enzima antioxidante superoxido dismutase

Valores de superoxido dismutase nos grupos controle e exposto

Superdéxido dismutase (U/ml)

16
Controle Resultado Exposto 8 meses  meses
1 740 1 1240 768 688
2 872 2 592 504 532
3 648 3 880 504 1188
4 424 4 1080 808 552
5 328 5 868 612 404
6 596 6 664 500 456
7 688 7 648 809 288
8 620 8 672 534 268
9 756 9 428 748 956
10 872 10 528 508 252
11 632 11 1168 788 324
12 660 12 508 880 540
13 500 13 488 612 452
14 644 14 608 532 872
15 676 15 452 812 632
MEDIA 643,7 721,6 661,3 560,3

DP 146,6 264,6 142,8 270,9




g) Enzima antioxidante glutationa peroxidase

Valores de glutationa peroxidase nos grupos controle e exposto

Glutationa peroxidase (U/l)

Controle  Resultado @ Exposto 8 meses 16 meses-

1 2695,2 1 4996,7 5195,3 1559,6

2 3134,3 2 5874,9 4330,5 6662,3
3 5208,7 3 3179,7 4285,0 7419,4
4 3543,1 4 3696,5 3967,1 6238,3
5 2907,2 5 5405,5 4285,0 7676,8
6 5405,5 6 2952,6 6677,4 6738,0
7 5505,2 7 4572,7 5042,1 5708,4
8 5507,2 8 3755,1 3982,2 7919,1
9 3194,8 9 4118,5 5314,7 7222,5
10 4133,6 10 2952,6 5223,8 5753,8
11 3088,9 11 4042,8 3951,9 7116,5
12 3361,4 12 3770,3 3785,4 6995,4
13 2013,2 13 45727 5193,6 6268,6
14 3785,4 14 4481,9 6132,3 5874,9
15 4466,7 15 2876,9 3361,4 3906,5

MEDIA 3863,4 4083,3 4715,2 6204,0
DP 1123,3 910,9 923,4 1625,5




h) Danos no DNA no grupo controle

Danos no DNA avaliados no grupo controle (sem exposi¢ao aos residuos de gases

anestésicos)

Escore
Controle 0 1 2 3 4
1 38 12 0 0 0
2 46 4 0 0 0
3 43 2 0 0
4 25 15 10 0 0
5 42 8 0 0 0
6 34 10 6 0 0
7 47 3 0 0 0
8 35 13 2 0 0
9 41 0 0 0
10 45 2 0 0
11 36 14 0 0 0
12 40 4 0 0
13 48 0 0 0
14 37 10 3 0 0
15 32 11 7 0 0
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i) Danos no DNA ap0s oito meses de exposicao

64

Danos no DNA avaliados no grupo exposto (residentes) apds oito meses de exposicao

aos residuos de gases anestésicos

Escore

Residentes 0 1 2 3 4
1 26 13 9 2 0
2 24 14 4 8 0
3 35 10 5 0 0
4 40 4 5 1 0
5 33 15 5 0 0
6 40 9 4 0 0
7 40 5 3 2 0
8 46 3 1 0 0
9 41 3 2 2 2
10 30 8 3 7 2
11 29 30 1 1 0
12 32 15 3 0 0
13 45 4 0 0 1
14 45 0 4 0
15 35 11 7 0 0




j) Danos no DNA apds 16 meses de exposicao
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Danos no DNA avaliados no grupo exposto (residentes) apds 16 meses de exposicéo

aos residuos de gases anestésicos

Escore

Residentes 0 1 2 3 4
1 25 5 9 8 3
2 20 7 10 11 2
3 34 10 2 0
4 43 6 2 2
5 8 6 26 10 0
6 35 4 8 3 0
7 39 6 2 2 0
8 41 5 2 1 1
9 40 3 1 1 5
10 33 5 3 6 3
11 32 8 8 2 0
12 25 5 9 8 3
13 20 7 10 11 2
14 34 10 4 2 0
15 38 5 2 2




k) Danos no DNA ap0s 22 meses de exposicao

Danos no DNA avaliados no grupo exposto (residentes) apds 22 meses de exposi¢ao
aos residuos de gases anestésicos

Escore

Residentes 0 1 2 3 4
1 3 41 5 9 8
2 2 39 6 2 2
3 0 35 5 4 3
4 2 39 3 4 2
5 0 40 2 2 4
6 0 38 7 5 2
7 0 34 12 5 1
8 1 36 9 2 1
9 5 34 4 2 2
10 3 38 6 2 2
11 0 42 7 2 4
12 3 41 5 1 2
13 2 39 6 9 8
14 0 35 5 2 2
15 31 9 3 5 2
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