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Resumo

Figueiredo DBS. Avaliacdo de instabilidade genética e citotoxicidade em
profissionais expostos ao residuo de anestésico isoflurano que atuam em centro
cirargico de hospital veterinario [Dissertacéo]. Botucatu: Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP; 2020. 123 f.

Hé& escassez de dados cientificos em relacdo aos possiveis efeitos toxicos no material
genético e em nivel celular frente a exposi¢cdo ocupacional aos residuos do anestésico
inalatério isoflurano em profissionais atuantes em salas cirurgicas veterinarias (SCV).
Assim, considerando a relevancia do tema, o presente estudo objetivou, de forma inédita,
monitorar a poluicdo anestésica em SCV e avaliar os impactos bioldgicos dessa exposi¢do
nos profissionais. Foram recrutados para o estudo do tipo transversal profissionais
atuantes em SCV expostos no minimo ha um ano aos residuos de isoflurano (grupo
exposto) e individuos sem exposic¢ao ocupacional a anestésico (grupo controle), os quais
foram pareados com o grupo exposto. Realizou-se a avaliacdo de danos basais no acido
desoxirribonucleico (DNA) e do sistema de reparo do DNA em células mononucleares
pelo teste do cometa e, por citometria de fluxo, foram analisados viabilidade e processo
apoptotico em células mononucleares bem como as fases do ciclo celular em
mononucleares e polimorfonucleares. Concomitantemente, células esfoliadas orais foram
coletadas para realizacdo do buccal micronucleus cytome assay para identificagcdo de
marcadores de instabilidade genética (incluindo o microndcleo - MN), proliferacéo e
morte celular. As concentraces residuais de isoflurano foram mensuradas em SCV sem
sistema de exaustdo de gases por espectrofotdmetro infravermelho portatil e a
concentracdo média de isoflurano foi de 11 partes por milhdo, excedendo em 5,5 vezes o
limite de recomendacdo internacional. Ndo houve diferencas significativas entre os dois
grupos para os parametros avaliados do teste do cometa, exceto que os profissionais com
menor faixa etaria apresentaram maior nivel de danos basais no DNA que os controles da
mesma faixa etaria, e em relacéo ao grupo exposto, os individuos mais jovens (com maior
carga horaria semanal) e individuos mais experientes com mais tempo (anos) de
exposicdo apresentaram 0s maiores niveis de danos no DNA. Também ndo houve
diferencas significativas entre os grupos em relacdo as anéalises de citometria de fluxo.
Por outro lado, o grupo exposto apresentou maior frequéncia de MN, broto nuclear,
células binucleadas, cariorrexe e caridlise, e menor frequéncia de células basais que o

grupo controle. As mulheres expostas foram mais susceptiveis a instabilidade genética e
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indice proliferativo enquanto que os homens expostos apresentaram mais alteracdes de
citotoxicidade. Adicionalmente, o grupo exposto com faixa etaria mais jovem apresentou
maior frequéncia de MN tanto quando comparado com individuos com > 31 anos de idade
expostos por até cinco anos como comparado com individuos da mesma faixa etaria
expostos por > 5 anos devido a maior carga horaria semanal, portanto com maior
exposicdo residual ao isoflurano. Concluindo, a alta exposi¢cdo ao isoflurano estd
associada aos danos no material genético, processo citotoxico e alteracdo proliferativa na
mucosa bucal, mas néo altera o sistema de reparo do DNA, o ciclo celular e a frequéncia
de apoptose, quando avaliados em células do sangue periférico. Assim, é necessario
mitigar a poluicdo anestésica no ambiente de trabalho para reduzir a exposicéo
ocupacional em profissionais atuantes em SCV com o intuito de se minimizar o impacto

da toxicidade anestésica.

Palavras-chave: exposicdo ocupacional, anestésico inalatério, genotoxicidade,

instabilidade genémica, apoptose.



Xii

Abstract

Figueiredo DBS. Evaluation of genetic instability and cytotoxicity in professionals
who work in veterinary surgical center and are exposed to isoflurane anesthetic
[Master]. Botucatu: Botucatu Medical School, Sdo Paulo State University - UNESP;
2020. 123 p.

Scarce literature is found about possible toxic effects on genome and cell concerning the
occupational exposure to waste anesthetic isoflurane in professionals who work in
veterinary operating room (VOR). Because of the relevance of this issue, this is the first
study to monitor anesthetic pollution in VOR and assess the biological impact of this
exposure on professionals. This cross-sectional study recruited professionals who have
been exposed for at least one year to waste anesthetic gas isoflurane (exposed group) and
subjects without occupational exposure to anesthetics (control group), who were matched
with the exposed group. We evaluated basal deoxyribonucleic acid (DNA) damage and
DNA repair system in mononuclear cells by the comet assay, and by flow cytometry,
viability and apoptosis were assessed in mononuclear cells and cycle cell phases were
detected in both mononuclear and polymorphonuclear cells. Concomitantly, oral
exfoliated cells were collected to evaluate the buccal micronucleus cytome assay to detect
markers of genetic instability (including micronucleus - MN), cell proliferation and cell
death. Concentrations of waste isoflurane were measured in the VOR lacking scavenging
system to assess anesthetic pollution by infrared spectrophotometry, and the mean
concentration was 11 parts per million, which is 5.5 times higher than the international
recommended threshold. There were no significant differences between groups for comet
assay parameters, with the exception that younger exposed professionals presented higher
basal DNA damage than the matched controls; regarding the exposed group, the younger
professionals (with higher week workload) and older professionals with greater time of
exposure (years) showed the highest DNA damage levels. No significant differences were
also found to analyses obtained by flow cytometry. Differently, the exposed group had
higher frequency of MN, nuclear bud, binucleated cells, karyorrhexis and karyolysis, and
lower frequency of basal cells than the control group. The exposed women were more
vulnerable to genetic instability and proliferative index while the exposed men presented
more cytotoxicity. Additionally, the exposed group with lower age range had a higher
frequency of MN when compared with both older professionals (> 31 years) exposed for

up to five years and professionals with the same age range exposed for > 5 years; this
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might be explained due to higher week workload, therefore they were more exposed to
isoflurane. In conclusion, the high exposure to isoflurane is associated with DNA damage,
apoptosis and proliferative changes in buccal cells, but does not impair the DNA repair
capability, cell cycle or apoptosis rate when analyzed in peripheral blood cells. The
findings highlight the need to mitigate anesthetic pollution in the work environment to
reduce occupational exposure in professionals who work in VOR to minimize the impact

of anesthetic toxicity.

Keywords: occupational exposure, inhalation anesthetics, genotoxicity, genomic

instability, apoptosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historia da anestesiologia veterinaria

A historia da anestesiologia teve inicio com William Thomas Green Morton em
16 de outubro de 1846 quando demonstrou, pela primeira vez em publico, a anestesia
geral com éter (Carter & Story, 2013). Desde entdo os anestésicos inalatorios (Al) séo
utilizados em salas cirurgicas (SC) por todo o0 mundo ha mais de 150 anos. Durante este
periodo os anestésicos mais antigos foram entrando em desuso, por apresentarem
toxicidade orgéanica, e novas substancias foram surgindo na década de 1950, sendo os
compostos organicos de flior a base para o desenvolvimento de Al mais modernos.
Atualmente, os Al halogenados isoflurano, sevoflurano e desflurano sdo amplamente
utilizados na anestesiologia humana.

Em conjunto com os avancos no desenvolvimento da anestesiologia humana
houve o desenvolvimento da anestesiologia veterinaria. Existem escassos relatos sobre
farmacos e técnicas sobre o0s procedimentos anestésicos em modelos animais até o seculo
XIX (Carter & Story, 2013). Em 1800, Humphrey Davy descreveu o uso do gas anestésico
6xido nitroso (N20) em porcos da india (Stevenson, 1963; Thurmon & Short, 2007). Um
ano ap6s a demonstracdo, com sucesso, da anestesia realizada por Morton, apareceram
relatos do uso de éter em animais (Smithcors, 1957; Stevenson, 1963). Acredita-se que
George Dadd foi o primeiro médico veterinario a utilizar o éter e o cloroférmio em
procedimentos cirargicos (Carter & Story, 2013).

Devido aos efeitos colaterais, incluindo mortalidade, associados ao uso do éter e
do cloroférmio na pratica anestesioldgica veterinaria, comegaram a surgir, no final do
século XIX, relatos do uso de hidrato de cloral, um composto ndo inalatorio, em caes,
cavalos e bois e, mais adiante, comegou-se a utilizar a cocaina como anestésico local em
cirurgias oftalmoldgicas e em anestesia raquidiana e peridural em cdes (Stevenson, 1963;
Thurmon & Short, 2007).

Apesar da evolucdo na area da anestesiologia veterinaria no século XIX, o uso de
anestésicos em pacientes veterinarios ainda era incomum e muitos veterinarios nunca
haviam realizado anestesia geral em cirurgias (Merillat, 1915). O avanco nesta area foi
devido, especialmente, ao desenvolvimento da anestesiologia veterinaria advinda de
universidades da América do Norte e da Europa (Tranquilli & Grimm, 2015). Em 1941,
John George Wright publicou o livro Veterinary Anaesthesia, que foi dedicado

inteiramente a anestesiologia veterinaria, o qual serviu como base para a difusdo dessa
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area do conhecimento em diversos paises. Em 1943 descobriu-se a lidocaina, um
anestésico local, e, a partir da década de 1950, o Al halogenado halotano comegou a ser
empregado na anestesiologia veterindria e posteriormente outros halogenados, mais
modernos, foram introduzidos na préatica veterinaria (Spinosa et al., 2011). Assim, 0
notdrio avanco da anestesiologia veterinaria ocorreu nas ultimas trés décadas do século
XX (Tranquilli & Grimm, 2015).

No Brasil, os primeiros relatos do uso rotineiro de Al na veterinaria encetaram em
1946 (Massone, 2002). Considerou-se um marco para a anestesiologia veterinaria
brasileira quando foi criada, em 1975, a primeira disciplina de anestesiologia veterinaria
na Universidade Estadual Paulista — UNESP (Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — FMVZ, campus de Botucatu). Nesta mesma Universidade, alguns anos
depois, houve a criagcdo do primeiro programa de residéncia em anestesiologia veterinaria.
Em 2003 houve o reconhecimento da anestesiologia veterinaria como especialidade pelo
Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Atualmente, a anestesiologia veterinaria
continua a evoluir como ciéncia e especialidade, tendo como impulsionador os avangos
tecnoldgicos e farmacéuticos (Tranquilli & Grimm, 2015).

Assim como na anestesiologia humana, os Al halogenados sdo amplamente
utilizados para anestesia geral na anestesiologia veterinaria por terem baixo custo e néo
necessitarem de bomba de infusdo venosa (Carter & Story, 2013). Na anestesiologia
veterinaria, o halotano, o isoflurano e o sevoflurano sdo os Al mais utilizados, sendo o
isoflurano o anestésico de maior preferéncia (Steffey et al., 2015).

O isoflurano (Figura 1) passou a ser utilizado na prética clinica em 1980 nos EUA.
Por ter baixa solubilidade sanguinea, acarreta rapida recuperagdo anestésica, além de ter
biotransformacdo hepéatica menor (< 0,2%) que o sevoflurano (3%) e o halotano (20%)
(Safari et al., 2014). H& demonstracao de beneficios do uso do isoflurano em relacdo aos
efeitos hemodindmicos quando comparados a outros halogenados (Grubb et al., 1999;
Raisis et al., 2000) e também acredita-se que o isoflurano seja o agente de manutencao
anestésica mais seguro visto que apresenta menor taxa de mortalidade por parada
cardiorrespiratoria em animais jovens (principalmente em cavalos) e em pacientes de alto
risco (com doenga pré-existente) quando comparado com o halotano (Johnston et al.,
2004; Polis et al., 2001).
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Figura 1. Estrutura quimica do isoflurano.

1.2 Risco ambiental dos residuos de gases anestésicos (RGA)

Quando os Al halogenados sdo administrados, a contaminacdo do ar ambiente é
inevitavel (Hoerauf et al., 1997). Deve-se notar que além da polui¢do nas SC, os residuos
de gases anestésicos (RGA) também sdo eliminados para a atmosfera. Pelo fato de
conterem compostos halogenados que se assemelham aos clorofluorocarbonos, os RGA
podem apresentar efeitos deletérios na camada de ozbnio. Assim, eles sdo objeto de
debate devido aos seus potenciais de efeito estufa e contribuicdes para destruicdo da
camada de 0zbnio, o que contribui para as mudancas climaticas, as quais sao apontadas
como a maior ameaca a saude publica da humanidade (Vollmer et al., 2015).

Os danos ao meio ambiente advindos dos RGA dependem do seu peso molecular,
da meia-vida na atmosfera e do potencial de aquecimento global (Ishizawa, 2011). Dessa
forma, os Al comumente utilizados s@o gases de efeito estufa que possuem de centenas a
milhares de vezes o impacto do aquecimento global comparado com o diéxido de carbono
(CO2) (Ryan & Nielsen, 2010). A meia-vida atmosférica do isoflurano é de 3,2 anos
(maior que o sevoflurano e menor gque o desflurano), porém esse anestésico tem potencial
de aquecimento global superior ao sevoflurano e ao N2O (Sulbaek Andersen et al., 2010).
Um estudo mostrou que o impacto climatico médio por procedimento anestésico na
Universidade de Michigan, nos EUA, é 0 mesmo que a emissdo de 22 kg de CO; e
estimou-se que as emissdes anuais de RGA sdo equivalentes as emissdes de CO2 de uma
usina de carvéo (Sulbaek Andersen et al., 2010).

De fato, o0 impacto dos Al € pequeno frente a outros poluidores, mesmo assim tem
grande relevancia se considerarmos o grande nidmero de SC (humanas e veterinarias)

existentes mundialmente. Em estudo multicéntrico, envolvendo hospitais universitarios
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dos EUA, Canada e Reino Unido, os quais utilizavam os anestésicos isoflurano,
sevoflurano e desflurano, relatou-se que as SC séo fonte importante de emissdo de gases
de efeito estufa pois estimou-se emissdo, nesses trés paises, de 9,7 milhdes de toneladas
de CO2 por ano ou o equivalente a 2 milhdes de veiculos de passageiros (MacNeill et al.,
2017). Recentemente, diante do impacto do aquecimento global, autores britanicos tém
destacado a oportunidade de os profissionais da area contribuirem com a sustentabilidade
ambiental na anestesiologia veterinaria (Jones & West, 2019).

Portanto, os anestésicos halogenados podem ser importantes alvos para mitigacao
do impacto ambiental; mudancas em seu uso rotineiro podem reduzir tanto a poluicédo
interna (SC) como externa (meio ambiente), como por exemplo, a utilizagdo de baixo
fluxo de gases frescos (FGF) (Sherman & Berkow, 2019).

1.3 Exposicdo ocupacional aos RGA

Quando se utiliza Al, consequentemente diversos individuos sao
ocupacionalmente expostos aos RGA, especialmente 0s que atuam em centro cirurgico,
como os médicos e médicos veterindrios anestesiologistas e cirurgides, enfermeiros,
técnicos, pessoal de limpeza, além de estudantes e residentes.

A presenca dos RGA no ambiente cirlrgico se deve a trés causas principais:
sistema de exaustdo das SC, técnicas anestésicas e equipamentos de anestesia
empregados. A auséncia de sistema de exaustdo de gases/ar nas SC é um dos principais
fatores que contribui para altas concentracfes residuais anestésicas no ambiente de
trabalho (Braz et al., 2017; Yasny & White, 2012). De forma interessante, segundo um
estudo publicado no inicio da década de 1990, no Reino Unido, ja se relatava que as
condicdes ventilatorias e de exaustdo das SC veterinarias eram precarias e geralmente
piores que as condi¢des encontradas em centro cirirgico humano (Gardner et al., 1991).
De fato, a exposicdo aos RGA é importante fator de risco para ocorréncia de parto
prematuro e aborto espontaneo em médicas veterinarias atuantes em SC sem sistema de
exaustdo (Shirangi et al., 2008, 2009a,b). Ainda em relacdo aos efeitos reprodutivos,
estudo conduzido em ratos expostos a altas concentracbes de isoflurano mostrou
diminuicdo significativa na producgéo de espermatozoides e danos testiculares (Xu et al.,
2012) e outro estudo mostrou que mulheres anestesiologistas e esposas de
anestesiologistas tém maior risco de ocorréncia de aborto que a populacdo em geral
(Nagella et al., 2015).
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Outros estudos também sugerem que a exposicao aos RGA pode constituir riscos
para a saude dos profissionais expostos, incluindo aparecimento de cefaleia, nausea,
sonoléncia e tontura (Epp & Waldner, 2012; Jeyaretnam et al., 2000; OSHA, 2006).
Profissionais expostos a diferentes Al demonstraram prejuizo no desempenho
neurocomportamental (Lucchini et al., 1996; Vouriot et al., 2005). Hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade também foram associadas a exposi¢do ocupacional aos RGA (Casale et
al., 2014; Neghab et al., 2020; Safari et al., 2014). Entretanto, a maioria desses estudos
foi realizada em profissionais atuantes em SC humanas; assim, sdo limitados os estudos
que se referem aos possiveis efeitos toxicos em profissionais expostos aos RGA atuantes
em SC veterindrias.

Dessa forma, para reduzir o impacto da exposicéo aos anestésicos na saude dos
profissionais, varios paises estabeleceram seus proprios limites de exposicdo ocupacional
aos Al (Molina Aragonés et al., 2016). No Brasil, infelizmente, ndo ha qualquer
recomendacdo sobre os valores limites para exposi¢do ocupacional aos RGA e o pais
carece de regulamentacéo da legislacao trabalhista. O National Institute of Occupational
Safety and Health dos EUA (NIOSH, 2007) recomenda o limite de até 2 partes por milhdo
(ppm) para os anestésicos halogenados. O American College of Veterinary
Anesthesiologists (ACVA, 1996) publicou diretrizes e recomendacdes sobre o controle de
RGA nas SC veterinarias como manutencao rotineira dos vaporizadores, atualizacdo de
procedimentos anestésicos que deveriam ser descontinuados na rotina cirdrgica,
utilizacdo de sistemas de eliminacdo de gases e instalacdo, nas SC, de sistema de
ventilacdo/exaustdo de gases sem recirculacdo de ar com 15 a 21 trocas de ar por hora.

Estudos realizados em SC veterinarias de paises desenvolvidos, na década de
1990, mostraram que as concentracdes residuais de isoflurano, halotano e N2O excederam
o limite maximo em 30% a 50% das medic¢des (Gardner et al., 1991; Korczynski, 1999).
Segundo um estudo portugués, as concentracBes residuais médias de isoflurano
encontradas em SC com exaustédo de gases foram menores que 2 ppm enquanto que na
auséncia de sistema de exaustdo de gases essas concentra¢fes médias subiram para 5,8
ppm durante anestesia em cdes (Macedo et al., 2018). J4 em estudo conduzido em animais
de experimentacdo (roedores) anestesiados com isoflurano em laboratorios de pesquisa,
observou-se baixas concentragdes residuais anestésicas, uma vez que as condicGes das
salas eram apropriadas conforme a regulamentacéo australiana, com boa ventilagdo e

sistema efetivo de exaustao de gases (27 trocas de ar/hora com renovagao de 100% do ar)
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em adicdo a utilizacdo de modernos equipamentos de anestesia, acarretando minima
exposicao ocupacional aos anestésicos (Johnstone et al., 2017).

Tragando um paralelo com centro cirirgico humano, nosso grupo de pesquisa
mostrou, de forma inédita em hospital pdblico universitario brasileiro, que as
concentracdes residuais de isoflurano excederam o limite internacional recomendado
(NIOSH) durante anestesia em SC com sistema de fluxo turbulento que produzia sete
trocas de ar por hora, com recirculagdo, mesmo utilizando modernos equipamentos de
anestesia e baixo FGF (Braz et al., 2017).

Considerando-se as condicGes das SC veterinarias, especialmente as de paises em
desenvolvimento/subdesenvolvidos, as quais geralmente ndo possuem sistema de
exaustdo eficiente, e pela auséncia de estudo brasileiro que tenha avaliado o nivel de
exposicdo ocupacional aos RGA em profissionais atuantes em centro cirdrgico
veterinario, destaca-se a importancia e a originalidade em se conhecer a exposi¢do aos

RGA e seus possiveis efeitos deletérios em profissionais ocupacionalmente expostos.

1.4 Anesteésicos inalatdrios, genotoxicidade e citotoxicidade

Biomarcadores genéticos tém sido empregados para a monitorizacdo da exposi¢ao
a agentes genotoxicos e/ou mutagénicos com potencial efeito carcinogénico (Norppa,
2004). Assim, com a evolucdo de ferramentas e marcadores genéticos e celulares de
toxicidade, hd a possibilidade de melhor compreensdo dos possiveis efeitos
toxicos/deletérios dos Al.

A genotoxicidade é a capacidade que algumas substancias tém de induzir
alteracbes no material genético. Quando estas alteracfes passam a ser permanentes e
transmissiveis, utiliza-se o termo mutagenicidade, assim, todo agente mutagénico é
genotoxico (Sasaki et al., 2000). Durante a mitose nas células somaticas, as mutacdes
decorrentes séo capazes de se propagar pelo organismo levando a consequéncias como a
morte celular, formagdo de tumores e envelhecimento (Disman et al., 2012).

O teste do cometa detecta quebras de fita simples e dupla do acido
desoxirribonucleico (DNA), sitios alcali-labeis além do sistema de reparo do DNA; é
método sensivel e de baixo custo, sendo importante ferramenta de avaliacdo de
genotoxicidade (Collins et al., 2008). A metodologia consiste em imersdo de células
eucarioticas em gel de agarose, lise da membrana celular e eletroforese (Figura 2), na qual
0s nucleoides que apresentarem danos no DNA terdo migracdo da molécula em direcdo

ao anodo, imitando a aparéncia de um cometa (cabeca e cauda) (Figura 3). Trata-se de
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um teste de screening, considerado o método de escolha para identificacdo de lesdes no
DNA, principalmente em estudos epidemioldgicos de popula¢es submetidas a diferentes
exposi¢cOes ocupacionais (Azqueta et al., 2020; Vodicka et al., 1995).

C oloraciio

l‘l\aca’ao

» 1
C olula
< / Neutralizacao (pll 7

Eletroforese em meio alcalino (pH 13)

Lamlna contendo
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Figura 2. Representacao das etapas do teste do cometa alcalino.

Figura 3. Imagens representativas de nucleoides (A) sem danos e (B) com danos

avaliados pelo teste do cometa. Fonte: Speit & Hartmann (2005).
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Ha controversias sobre o possivel potencial genotoxico dos Al halogenados,
quando estudados in vitro ou em modelo animal. Utilizando o teste do cometa, linfocitos
humanos foram expostos a diferentes concentragdes (de 0,1 a 1 mM) de isoflurano e
halotano; somente na maior concentracéo o isoflurano induziu danos no material genético
enquanto o halotano foi capaz de induzir danos ja& na menor concentracdo testada
(Jaloszynski et al., 1999). Por outro lado, o isoflurano (0,1 mM a 100 mM), de forma
semelhante ao sevoflurano, foi capaz de induzir danos no DNA tanto de linfocitos como
de células espermaticas (Kaymak et al., 2012). Um estudo conduzido em ratos Wistar
mostrou que o sevoflurano, mas nédo o isoflurano, foi capaz de induzir danos no DNA,
detectados pelo teste do cometa, em células de sangue periférico (Rocha et al., 2015).
Diferentemente, ratos Sprague-Dawley expostos ao isoflurano tiveram aumento de lesdes
no DNA, avaliadas pelo teste do cometa, em linfocitos e nos tecidos hepético e pulmonar
de maneira dose dependente (Kim et al., 2006). Tanto o isoflurano quanto o sevoflurano
foram genotdxicos em células renais de camundongos suicos albinos, os quais foram
expostos repetidamente aos anestésicos (Brozovi¢ et al., 2017). Assim, 0s mecanismos
pelos quais 0s Al podem induzir lesdes no DNA nao sao completamente conhecidos, mas
sugere-se que esses compostos possam ser genotoXxicos por reagirem diretamente com a
molécula do DNA ou pela formagao de metabolitos reativos (Jaloszynski et al., 1999).

Os micronucleos (MN) séo formados durante a divisdo celular, sendo resultantes
de fragmentos dos cromossomos ou cromossomos inteiros ou mesmo de dano no aparelho
mitotico; assim, representam perda de cromatina (Salvadori et al., 2003). Alguns estudos
tém evidenciado que a frequéncia de MN pode estar associada ao desenvolvimento de
cancer (Bonassi et al., 2005; Fenech, 2002). Segundo Bonassi et al. (2007), ha correlacdo
positiva entre a frequéncia de MN e o aumento do risco relativo de ocorréncia de
neoplasias malignas principalmente do sistema urogenital (bexiga e rim) além do trato
gastrintestinal, apesar de mais estudos serem necessarios para validar o MN como
marcador de risco para cancer.

Além de detectar instabilidade genética, com o teste do MN também é possivel
avaliar citotoxicidade pelos indices mitotico e de proliferacdo em diferentes tipos
celulares (ICH, 1997). Assim, a principal metodologia utilizada atualmente para
verificagdo de mutagenicidade e instabilidade gendmica em seres humanos é a do MN, o
qual pode ser detectado tanto em linfocitos periféricos como em células esfoliadas. De
fato, verificou-se correlagdo positiva entre a frequéncia de MN em linfdcitos e células

esfoliadas da mucosa bucal (Ceppi et al., 2010). O teste Buccal Micronucleus Cytome
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(BMCyt) tem sido amplamente difundido na ultima década por estudos de
biomonitoramento humano (Bolognesi et al., 2015; Bonassi et al., 2011) por apresentar
diversas vantagens, como ser pouco invasivo, ter rapida preparacdo sem necessitar de
cultivo celular, além de ser versatil, ja que diversos parametros podem ser analisados,

incluindo danos no DNA, diferenciacao/proliferacéo celular e morte celular (Figura 4).
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Figura 4. Esguema representativo da cavidade oral com os dois tipos celulares e
diferentes parametros que podem ser analisados, com 0s possiveis mecanismos para sua

origem, detectados pelo teste BMCyt. Fonte: adaptada de Holland et al. (2008).

Trabalhos in vitro e in vivo reportando mutagenicidade por Al s&o escassos. Efeito
mutagénico foi observado quando o halotano, mas nédo o isoflurano, foi exposto por uma
hora em moscas de fruta (Drosophila melanogaster) (Kundomal & Baden, 1985).
Camundongos machos albinos expostos ao sevoflurano por duas horas por dia, por trés
dias, apresentaram frequéncia aumentada de MN em reticulocitos periféricos (Brozovic
et al., 2010). Halotano, sevoflurano e isoflurano apresentaram efeito clastogénico ao
formarem MN em células renais de ratos Sprague-Dawley, os quais receberam dose oral
Unica de anestésico (Robbiano et al., 1998).

O acumulo de danos no material genético pode ser reparado; caso isso ndo ocorra,

estas lesdes podem ser fixadas, acarretando em mutagdes, morte celular ou neoplasias
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(Anazetti & Melo, 2007). A apoptose é o contrapeso bioldgico a mitose na regulagéo
celular e é a forma mais comum de morte celular programada; trata-se de processo
complexo que pode ser induzido por vérios fatores e que desempenha papel importante
em processos como inflamacéo, tolerancia imunologica e hematopoiese (Henry et al.,
2013; Tyther et al., 2002).

A citometria de fluxo é uma técnica quantitativa de analise celular desenvolvida
na década de 1970, que mede de maneira simultanea multiplas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas de células em suspensdo, marcadas com anticorpos monoclonais
especificos, que se ligam a fluorocromos permitindo a identificacdo e quantificacdo por
tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia (Faldyna et al., 2003; Roitt et al.,
1999). A viabilidade/citotoxicidade celular detectada utilizando o marcador anexina V
(marcada com Fluorescein IsoThioCyanate - FITC) € uma das ferramentas mais sensiveis
e amplamente utilizadas para detectar e distinguir entre apoptose precoce e morte
avancada. A fosfatidilserina (fosfolipidio de membrana) estd ubiquamente presente na
membrana de células procariontes e eucariontes; em células viaveis a fosfatidilserina
permanece na camada interna da membrana celular; ja em células em inicio de processo
apoptotico (apoptose precoce), a membrana celular ainda permanece intacta, mas sofre
desorganizacdo e a fosfatidilserina é translocada para a superficie exterior da bicamada
(Vance & Steenbergen, 2005). Portanto, a anexina V é uma proteina que se liga a
superficie dos fosfolipidios de carga negativa e dependente de célcio (Ca?*) (Brumatti et
al., 2008).

Dentre os marcadores nucleares e os corantes fluorescentes geralmente utilizados
para analise e quantificacdo de apoptose pela citometria de fluxo destaca-se o 7-Amino-
Actinomycin D (7-AAD). Trata-se de um corante vital intercalante de DNA; enquanto a
célula estiver com a membrana integra, o 7-AAD ndo pode se ligar e/ou intercalar ao
DNA; no entanto, quando a integridade da membrana é perdida, o 7-AAD passa a ter
acesso a0 DNA (Zimmermann & Meyer, 2011). Dessa forma, a avaliagdo com anexina
V/7-AAD por citometria de fluxo permite a identificacdo celular em: 1) anexina V
negativa e 7-AAD negativo (células vivas/viaveis), 2) anexina V positiva e 7-AAD
negativo (células em apoptose precoce) e 3) anexina V positiva ou negativa e 7-AAD

positivo (morte celular avancada) (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo de células viaveis, em apoptose precoce e em morte celular
avancada por ligacdo a anexina V e 7-AAD. Fonte: Zimmermann & Meyer (2011).

Ha evidéncia que os Al podem interferir no processo de citotoxicidade por
apoptose, mas mais estudos na area sdo necessarios para melhor entendimento. Ja foram
relatados que os Al podem causar alteracfes imunoldgicas, incluindo linfocitopenia. De
fato, em estudo realizado in vitro, a exposicdo ao sevoflurano e ao isoflurano se mostrou
citotoxica por aumentar a apoptose celular em linfécitos de maneira tanto dose como
tempo dependentes (Matsuoka et al., 2001). Em outro estudo, relatou-se inducdo de
apoptose pela exposicao ao sevoflurano e, em menor extenséo pelo isoflurano, mas néo
pelo desflurano, em linfécitos T em cultura celular (Loop et al., 2005). Sugere-se que 0
isoflurano possa induzir apoptose via ativacdo de receptores no inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) na membrana do reticulo endoplasmatico, produzindo liberagdo demasiada de Ca?*
(Wei et al., 2008). Esse anestésico mostrou ser citotdxico por causar apoptose de
neurdnios e oligodendrocitos de macacos Rhesus expostos aos isoflurano por cinco horas,
(Schenning et al., 2017). Por outro lado, in vitro, o isoflurano se mostrou protetor em
cardiomidcitios de ratos contra apoptose induzida por hipoxia, aumentando a expressao
da proteina bcl-2, responsavel pelo equilibrio entre proliferacdo e morte celular
programada (Jamnicki-Abegg et al., 2005).

Em relacdo a vivacidade de uma célula, esta é ritmada pelo seu ciclo celular, no
qual cada célula sofre alteragdes ciclicas que a conduzem a diviséo celular. O ciclo celular
(Figura 6) é dividido em quatro fases: G1 (G = gap = intervalo) - a célula cresce devido

as sinteses proteicas; nesta fase as células estdo sujeitas as influéncias externas sobre o
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ciclo celular, principalmente durante a transicdo G1/S (S = sintese); na fase S ocorre a
duplicacdo do DNA celular; a fase G2 representa a segunda fase de intervalo, no qual a
célula tem maior crescimento e passa a produzir proteinas e organelas e se reorganiza
preparando-se entdo para a fase M (M = mitose), a qual representa a divisdo celular
propriamente dita (Alberts et al., 2002). A transmisséo de informacdes genéticas de uma
geracdo de celula para a proxima requer replicacdo do genoma durante a fase S e sua
segregacado para as duas novas células filhas durante a mitose ou a fase M. As fases S e
M sdo eventos cruciais rigorosamente ordenados em um processo ciclico que permite a
duplicacdo correta da célula sem o acumulo de anormalidades genéticas. Assim, a
citotoxicidade tem influéncia na cinética de divisdo celular e nos sistemas controladores

do ciclo celular.
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Figura 6. Fases do ciclo celular.

A andlise do ciclo celular por citometria de fluxo permite revelar a distribuicéo
das ceélulas nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 7) e determinar a cinética da
progressao dessas fases (Darzynkiewicz et al., 2001). A avaliacdo do ciclo celular pela
citometria pode ser realizada utilizando-se o corante fluorescente iodeto de propideo (IP),
o qual é o fluorocromo mais comumente usado devido a sua 6tima capacidade de ligacao
ao DNA em uma variedade de diferentes tipos de células. O principio da analise consiste
no fato do contetdo de DNA ser um marcador de maturidade celular (Henry et al., 2013).
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Figura 7. Histograma que ilustra as diferentes fases do ciclo celular com o contetdo de
DNA. As populagdes GO0/1, S e G2/M séo representadas por picos. As porcentagens de
celulas nas fases G1, S e G2/M sdo estimadas integrando as areas sob os picos. Fonte:
Darzynkiewicz et al. (2001).

Chinelato & Froes (2002) sugeriram que o halotano, um Al halogenado, possa
atuar de forma semelhante aos farmacos radiomiméticos, os quais induzem danos no
genoma em qualquer fase do ciclo celular. O N2O, mas ndo o sevoflurano, reduziu a
proliferacdo de células mononucleares in vitro (Schneemilch et al., 2005). Engquanto o
isoflurano, in vitro, aumentou o potencial de malignidade de células ovarianas tumorais
(Luo et al., 2015), o sevoflurano foi capaz de induzir parada no ciclo celular e promover
apoptose em células cancerigenas de ovario, mostrando atividade antitumoral (Zhang et
al., 2019). O sevoflurano também suprimiu a proliferacdo de células tumorais mamarias
por parar o ciclo celular na fase G1 (Liu et al., 2018).

Estudo recente demonstrou que camundongos recém-nascidos expostos ao
isoflurano por seis horas continuas resultou em aumento na expressao de marcadores
relacionados ao ciclo celular, como a ciclina B1 (proteina responsavel pela transi¢éo para
fase G2/M), em amostras de cérebro (Huang et al., 2019). O isoflurano também
influenciou a proliferacdo celular de linhagens de carcinoma de cabeca e pescogo, por

aumentar a malignidade dessas células in vitro (Jun et al., 2011).

1.5 Impacto da exposi¢éo ocupacional aos RGA na toxicidade genetica e celular
Ha algumas décadas tem se observado aumento no ndmero dos trabalhos

cientificos em relacdo a exposicdo aos RGA e 0s possiveis efeitos no genoma dos
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profissionais expostos, demonstrando uma preocupacdo no que se refere aos possiveis
efeitos toxicos frente a exposicdo ocupacional aos RGA, uma vez que milhdes de
profissionais tém exposicéao diaria aos RGA em todo 0 mundo. Deste modo, estudos nesta
area sdo relevantes e tém carater multidisciplinar, envolvendo toxicologia, genética,
anestesiologia e saude publica.

Um trabalho esloveno mostrou, de forma interessante, que médicas
anestesiologistas expostas ao halotano, isoflurano e N2O tiveram maior frequéncia de
danos citogenéticos, tais como MN, aberracbes cromossdmicas (AC) e troca entre
cromatides irmas (TCI), quando comparadas com tecndlogas em radiologia € com
voluntarias ndo expostas aos RGA (Bilban et al., 2005). J& estudo realizado por Wiesner
et al. (2001) ndo demonstrou aumento significativo na frequéncia de MN linfocitario em
anestesiologistas e enfermeiros alemaes expostos a baixas concentragdes residuais dos
halogenados isoflurano, sevoflurano e desflurano além do N.O. Entretanto, 0s mesmos
autores observaram aumento na frequéncia de MN em profissionais expostos as
concentragOes elevadas desses halogenados e de N2O, demonstrando que quanto maior a
poluicdo anestésica e consequentemente a exposi¢do ocupacional, maior a chance de
ocorréncia de danos no genoma. Estudo iraniano observou frequéncia aumentada de AC
e MN em linfocitos de profissionais (enfermeiros, técnicos e cirurgides) expostos
ocupacionalmente ao isoflurano, sevoflurano e N2O quando comparada a um grupo nao
exposto aos RGA (Kargar Shouroki et al., 2019).

Ha controvérsias na literatura quanto aos resultados de danos no DNA, detectados
pelo teste do cometa, em profissionais que trabalham em SC humanas (Chandrasekhar et
al., 2006; Souza et al., 2016; Szyfter et al., 2016; Wronska-Nofer et al., 2009). Em estudo
longitudinal ndo se observou, no primeiro ano de residéncia médica em anestesiologia e
cirurgia, aumento de danos no material genético nos profissionais expostos a mistura de
RGA (Aun et al., 2018). Por outro lado, houve associacdo de inducéo de danos primarios
em médicos residentes expostos aos RGA quando comparados a um grupo ndo exposto
(Costa Paes et al., 2014). Observou-se, em estudo observacional transversal, associacdo
entre alta exposic¢do aos Al halogenados e N2O e aumento de danos genéticos detectados
pelo teste do cometa bem como inducéo de MN bucal em profissionais expostos por trés
anos a esses RGA (Braz et al., 2018, 2020).

Pelo fato de médicos anestesiologistas cronicamente expostos terem mostrado
alterac6es em mucosa bucal (proliferagéo celular, citotoxicidade e instabilidade genética),

sugere-se que a analise de BMCyt deva ser utilizada para biomonitoramento de possiveis
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efeitos toxicos no material genético decorrentes da exposicao ocupacional aos RGA em
todos os profissionais expostos (Souza et al., 2016). Este fato se torna mais relevante uma
vez que ainda ndo se investigou biomarcadores genéticos e celulares detectados pelo teste
do BMCyt em profissionais expostos aos RGA que atuam em SC veterindrias. De fato,
em referéncia aos possiveis efeitos genotoxicos e mutagénicos em relacdo a pratica
veterinaria, na literatura ao nosso alcance, ha somente um estudo publicado no final da
década de 1990 realizado em cirurgides veterinarios expostos ao isoflurano e N2O, o qual
demonstrou aumento na formacéo de TCI, mas ndo de MN nem de indice proliferativo
ou mitético, quando analisados em linfocitos periféricos (Hoerauf et al., 1999),
evidenciando a escassez de artigos em relacdo aos possiveis danos genéticos e celulares
em profissionais expostos aos RGA em centro cirdrgico veterinario.

Sdo escassos e divergentes os estudos cientificos que investigaram a possivel
associacdo entre exposi¢cdo ocupacional aos RGA e apoptose em leucocitos. Um estudo
conduzido na Irlanda investigou a taxa de apoptose em neutr6filos, mantidos em cultura,
de profissionais da saude expostos cronicamente a baixas concentracdes dos residuos de
N20, sevoflurano e isoflurano; os resultados mostraram que houve inibi¢do de apoptose
celular mantida em cultura por 24 horas, mas ndo por uma hora ou 12 horas, em
comparacao aos neutrdfilos de voluntarios ndo expostos (Goto et al., 2000). Em estudo
semelhante, contudo, observou-se, em 12 anestesiologistas expostos a mistura de RGA,
em comparagdo com 12 voluntarios ndo expostos, diminuicdo significativa somente de
apoptose de neutrdfilos cultivados por uma hora, mas nao os cultivados por 12 horas ou
24 horas (Tyther et al., 2002). Aun et al. (2018) ndo observaram, no primeiro ano de
residéncia, citotoxicidade avaliada por apoptose precoce em células mononucleares de
jovens médicos expostos a mistura de RGA. Por outro lado, tanto médicos no periodo de
especializacdo bem como 0s cronicamente expostos a mistura de RGA apresentaram
indicios de citotoxicidade avaliada em mucosa oral (Braz et al., 2018; Souza et al., 2016).
Em nosso conhecimento, ndo ha estudos na literatura em relacao a exposi¢do ocupacional
aos RGA e avaliacdo de ciclo celular em leucdcitos periféricos, demonstrando que a

literatura carece de trabalhos sobre a tematica.

1.6 Justificativa do estudo
Sempre houve a preocupagdo com 0s possiveis efeitos toxicos de farmacos,
incluindo os anestésicos. Uma vez que milhdes de pessoas ao redor do mundo estdo

continuamente expostas ocupacionalmente aos RGA, é relevante e necessario entender o
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impacto do residuo de isoflurano em profissionais que atuam em centro cirirgico
veterinario. Considerando-se também a auséncia de regulamentacdo da exposicao
ocupacional aos RGA em nosso pais, € fundamental a avaliacdo dos possiveis riscos a
que estdo sujeitos os profissionais expostos, para conscientizacdo e possiveis melhorias
no ambiente de trabalho.

Nosso grupo de pesquisa tem avaliado os possiveis efeitos deletérios da exposicéo
ocupacional aos RGA em profissionais que atuam em centro cirargico humano (Aun et
al., 2018; Braz et al., 2018, 2020; Chaoul et al., 2015; Costa Paes et al., 2014; Lucio et
al., 2018; Souza et al., 2016). Portanto, considerando a escassez de dados na literatura no
que tange a temética da anestesiologia veterinaria, este estudo foi pioneiro em mensurar
o residuo de isoflurano (e ndo uma mistura de RGA, como descrito na maioria dos artigos
cientificos) em ambiente de trabalho, contribuindo assim para conhecimento da exposicédo
anestésica de profissionais atuantes em SC bem como avaliar marcadores de
genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade, para melhor compreensdo dos possiveis
efeitos deletérios/toxicos da exposicdo ocupacional ao RGA isoflurano, o halogenado
mais utilizado na anestesiologia veterinaria a fim de se contribuir para o avanco cientifico
da area.

Assim, a hipdtese do estudo é que, de forma semelhante aos profissionais que
atuam em SC humanas, nas quais em sua maioria, no Brasil, sdo desprovidas de sistema
de exaustdo/eliminacdo de gases, os profissionais atuantes em SC veterinarias estdo
expostos a elevadas concentracdes residuais anestésicas, com possibilidade de

apresentarem instabilidade genética.
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2 OBJETIVO

Frente & escassez de dados e considerando a relevancia do tema, o presente estudo,
de forma pioneira, teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos toxicos (genético e
celular) frente a exposicdo ocupacional ao RGA isoflurano em profissionais atuantes em

SC veterinarias.
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3 METODO

3.1 Etica e delineamento do estudo

O estudo do tipo observacional transversal foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP (n° 2.422.128; CAAE
79843317.8.0000.5411 - Anexo Aen®4.107.984; CAAE 79843317.8.0000.5411 - Anexo
B), sequido do Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos - ReBEC (RBR-3yb4b9 - Anexo
C).

A pesquisa envolveu a participacdo de profissionais atuantes, ha no minimo um
ano, no centro cirargico do Hospital Veterinario (HV) da FMVZ-UNESP, os quais foram
expostos ocupacionalmente ao isoflurano, constituindo assim, o grupo exposto. Para o
grupo controle, voluntarios sem exposicao ocupacional (prévia ou presente) aos RGA ou
outros quimicos (pesticidas, solventes, etc) foram recrutados, sendo pareados por sexo e
idade com o0 grupo exposto. Os participantes de ambos 0s grupos responderam a um
questionario detalhado (Apéndices A e B) com dados demogréficos, histérico médico e
estilo de vida. Também foram obtidas as assinaturas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido dos participantes aptos a participarem do estudo em ambos 0S grupos
(Apéndices C e D). Nao foram incluidos no estudo os portadores de doenca maligna,
doencas infecciosas ou inflamatdrias, as gestantes, os que faziam uso pesado de alcool
(acima de nove doses semanais para mulheres e acima de 14 doses semanais para homem,
sem episddios de embriaguez ou acima de 30 gramas de alcool por dia; NIAAA, 2015;
WHO, 2018), os que utilizavam “drogas ilicitas” e medicamentos e os que faziam uso de

suplementacdo vitaminica, para evitar possiveis vieses.

3.2 Mensuracao das concentracdes residuais de isoflurano nas SC

O centro cirturgico do HV tem SC sem sistema de exaustdo de gases para
realizacdo de procedimento anestésico-cirirgico para pequenos animais (48 a 70 m®) e
grandes animais (340 a 360 m?®). Para realizagdo das mensuragOes residuais das
concentragcdes ambientais de isoflurano em seis SC (sendo quatro para pequenos animais
e duas para grandes animais, sendo estas ultimas utilizadas com pouca frequéncia durante
a pesquisa), utilizou-se o analisador portatil InfraRan 2 Four Gas Anesthetic Specific
Vapor Analyzer (Wilks - A Spectro Scientific Co., Inc., Norwalk, EUA), o qual detecta,
em tempo real, concentracdes anestésicas por infravermelho com limite de deteccéo para

o isoflurano de zero a 50 ppm. O equipamento foi calibrado pela empresa anteriormente
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e foi zerado com filtro de carvdo antes de cada inicio de mensuracdo, conforme
recomendacdo do manual de instrugdo. As concentracOes residuais de isoflurano foram
aferidas no ar, préximo a &rea de respiracdo dos profissionais expostos nas SC. As
mensuracOes foram realizadas ao longo do dia (uma cirurgia no periodo da manhé e outra
no periodo da tarde, quando existente), sendo que os animais foram induzidos com
anestesia venosa e a manutencao anestésica foi sob isoflurano, apds intubagéo orotraqueal
com uso de tubo com balonete, com FGF de 1 a 3 L/min (fluxo baixo para pequenos
animais e fluxo intermediario para grandes animais), de acordo com os procedimentos de
rotina realizados no centro cirdrgico.

Os equipamentos de anestesia disponiveis nas SC foram: Fabius Plus da Drager
(vaporizador mais moderno, sendo o mais utilizado) e vaporizadores menos modernos
como: Conquest 5000 da HB Hospitalar, Conquest 3000 Slim da HB Hospitalar e Fuji
2604 da Takaoka para as SC de pequenos animais e CA 96002 Model 2800C da Mallard
para as SC de grandes animais. Para os modelos Conquest, utilizou-se o sistema aberto
(ou circuito avalvular) em pacientes com peso menor que sete quilogramas (kg) e se
utilizou o sistema semifechado (ou circuito circular valvular) nos animais com peso acima
de 7 kg. Ja para os equipamentos da Drager, da Takaoka e da Mallard se utilizou apenas
o sistema semifechado. Todos os tipos de cirurgias foram incluidos independentemente
da especialidade, da espécie do animal e do peso, sendo a maioria das mensuracdes
realizada em animais de estimacdo (especialmente cédes). Apos tabulacdo dos dados,

realizou-se a média da poluicéo residual de isoflurano no ambiente de trabalho.

3.3 Coleta de amostras bioldgicas

As coletas de amostras de sangue periférico e células da mucosa oral dos
participantes foram coletadas com oito horas de jejum, sempre no periodo da manha as
tercas-feiras. Todas as amostras foram previamente codificadas, imediatamente
transportadas ao Laboratério GENOTOX (Unidade de Pesquisa Experimental - UNIPEX,
Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP) e processadas sob luz amarela para evitar a
possibilidade de danos adicionais ao DNA. Todas as etapas das metodologias foram
realizadas sob ar condicionado e as analises foram realizadas de maneira cega.

Apos prévia higieniza¢do (escovagdo e bochecho com agua morna), as células
esfoliadas bucais (coletadas de ambos os lados da bochecha) foram coletadas com auxilio
de escova citoldgica estéril, sendo as células transferidas para tubos estéreis contendo 15

mL de solucéo salina (cloreto de sodio - NaCl) gelada. Concomitantemente, amostras de
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sangue venoso foram colhidas em tubos contendo anticoagulante 4acido
etilenodiaminotetracético - EDTA (teste do cometa) ou anticoagulante heparina sodica

(citometria de fluxo), sendo os experimentos realizados em células frescas.

3.4 Avaliacéo de genotoxicidade, inducdo de danos e reparo pelo teste do cometa

Imediatamente apds a coleta de sangue, realizou-se o isolamento de células
mononucleares (total de 5 x 10° células, sendo ~ 90% linfécitos) por gradiente de Ficoll
Paque Plus® (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Seguiu-se com a realiza¢do do teste do
cometa para avaliacdo de danos basais, danos induzidos com perdxido de hidrogénio
(H20) e sistema de reparo do DNA segundo protocolos descritos por Singh et al. (1988)
e Tice et al. (1991) com pequenas alteracdes (Braz & Favero Salvadori, 2007), além das
recomendacdes descritas por Brunborg & Collins (2020).

Para avaliacdo de danos basais no DNA, 10 pL de linfécitos foram misturados
com 120 pL de agarose baixo ponto de fuséo a 0,5% (previamente preparada), pipetados
sobre laminas de primeira camada de agarose (ponto de fusdo normal a 1,5%), as quais
foram cobertas com laminula e colocadas, por 5 minutos, a 4°C. Apos solidificacdo, as
laminulas foram retiradas cuidadosamente e as laminas foram mergulhadas em solucao
gelada de lise (2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de tris, potencial
hidrogeniénico - pH de 10; 1% de triton-X e 10% de dimetilsulféxido) permanecendo por
duas horas em geladeira.

Em seguida, realizou-se a inducéo de danos no DNA com 100 uM de H2O3, sendo
que as amostras permaneceram 5 minutos em gelo. Ap0s essa etapa, prosseguiu-se com
a confeccdo das laminas, conforme descrito anteriormente. Para verificacdo do reparo, ou
seja, avaliacdo da eficacia de reparo dos danos induzidos no DNA em células
mononucleares anteriormente tratadas com H»O, acrescentou-se phosphate-buffered
saline (PBS) para lavagem das células e em seguida as células foram centrifugadas a 2.000
rotacbes por minuto (rpm) por 4 minutos e esta etapa foi novamente repetida. Ap6s
descarte do sobrenadante, as amostras foram ressuspendidas e incubadas em estufa de
culturaa 37°C por 30 minutos. Apos a incubacéo, realizou-se a confeccdo das laminas do
mesmo modo anteriormente descrito.

Apos periodo de lise, as laminas (basal, H20: e reparo) foram transferidas para
cubas horizontais preenchidas com solucéo de eletroforese gelada e recém preparada (1
mM de EDTA, 300 mM de hidroxido de sédio [NaOH] em pH > 13), por 20 minutos.
ApoOs eletroforese realizada a 0,8 volts/centimetro, 7 watts e 300 miliamperes, por 20
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minutos, as laminas foram neutralizadas (0,4 M de tris em pH 7,5) por 15 minutos, e em
seguida fixadas em etanol absoluto e colocadas em tabuleiro para secagem a temperatura
ambiente. Tanto l&minas com controle positivo (pool de células tratadas com H202a 100
uM por 30 minutos) quanto com controle negativo (pool de células congeladas) foram
utilizadas em todas as corridas eletroforéticas. As laminas foram entdo armazenadas em
laminarios, em geladeira, até 0 momento da coloracdo (80 uL SYBR Gold - Invitrogen ™,
Ohio, EUA) e andlise (total de 300 nucleoides analisados por individuo, sendo 50
nucleoides por lamina em duplicata/avaliagdo por individuo) em microscopio de
fluorescéncia acoplado ao sistema de analise de imagem (Comet Assay IV - Perceptive
Instruments, Haverhill, Reino Unido) em aumento de 400 x. Apds andlise das laminas
realizou-se a tabulacdo dos dados e obteve-se a mediana de cada parametro para cada
tratamento/individuo. O parametro utilizado para a avaliacdo de danos no DNA foi o tail

intensity (porcentagem da extensao de danos na cauda).

3.5 Avaliacdo de viabilidade, apoptose e ciclo celular por citometria de fluxo

Células polimorfonucleares e mononucleares foram obtidas utilizando-se dois
gradientes de separacdo, o Polymorphprep™ (Axis-Shield Poc, Oslo, Noruega) -
gradiente 1113 e o gradiente 1077 - Ficoll Paque Plus® (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia), respectivamente, seguindo protocolo de Ferrante & Thong (1980), com
modificagdes.

Os gradientes foram adicionados lentamente em tubo conico de 50 mL, sendo 4,5
mL do gradiente 1113 e 4 mL de gradiente 1077. Posteriormente foi acrescido,
vagarosamente pela parede do tubo conico, volume de 6 mL de sangue; o tubo foi
centrifugado por 40 minutos a 3.500 rpm a 23°C. Apds centrifugacdo, dois anéis foram
observados sendo o primeiro composto por células mononucleares e o segundo anel
composto por polimorfonucleares (Figura 8). Os anéis foram coletados separadamente e
depositados em tubos conicos contendo 10 mL de PBS, os quais foram homogeneizados
e centrifugados por 15 minutos a 1.500 rpm (20°C). Apds descarte do sobrenadante, 3 mL
de NaCl 1% gelado foram acrescidos as amostras e 0s tubos foram homogeneizados por
30 segundos para lise das hemécias. Em seguida, 3 mL de meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640) foram acrescentados ao tubo, que foi homogeneizado. As amostras
foram novamente centrifugadas por 10 minutos a 1.500 rpm a 20°C, sendo esta etapa de
lise das hemacias repetida por mais duas vezes. Apdés a Ultima centrifugagcdo, o

sobrenadante foi vertido e ressuspendido em 1 mL de RPMI-1640 contendo 10% de soro
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fetal bovino, permanecendo os polimorfonucleares em estufa (37°C) até 0 momento da

marcagéo do ciclo celular.

Plasma

1° Anel - Mononucleares

Gradiente 1077

2° Anel - Polimorfonucleares

Gradiente 1113

Hemacias

Figura 8. Anel de mononucleares e polimorfonucleares obtidos apds centrifugacdo por

gradientes de separacdo. Fonte: arquivo pessoal.

Imediatamente apds o isolamento, seguindo recomendacdes do fabricante, as
amostras de células mononucleares foram marcadas com o cluster of differentiation 3-
phycoerythrin - CD3-PE (BD Pharmingen, New Jersey, EUA) por 15 minutos em
ambiente escuro (linfocitos T). Posteriormente, as células foram lavadas com PBS sendo
os tubos centrifugados por 5 minutos a 1.600 rpm. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante
foi descartado.

Para distinguir células viaveis, em apoptose precoce e morte celular tardia ou
avangada utilizou-se o Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen, New
Jersey, EUA). Assim, as amostras foram ressuspendidas em 250 pL de tampéo de
anexina. A marcagdo com 1 pL de annexin-V-FITC e 2,5 pL de 7-AAD-PerCP foi feita
em 125 pL (5x10° células/mL) de amostra. As amostras foram entdo incubadas por 15
minutos no escuro. Em seguida, acrescentou-se volume de 400 pL de tamp&o de anexina
e as amostras foram colocadas no citometro de fluxo FACSCalibur-BD® (San Jose, EUA),
no qual foram adquiridos 30.000 eventos por amostra, delineando estratégia de gate para

caracterizar a populacdo linfocitaria. As aquisi¢des de células viaveis (anexina’/7-AAD"),
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em apoptose precoce (anexina®/7-AAD”) e morte celular tardia/avancada (anexina™ ou
anexina/7-AAD") foram feitas e as analises (Figura 9), realizadas pelo software
CellQuestPro™, foram baseadas nos limiares de negatividade obtidos pelos controles

autofluorescentes.

'f Anexina-/7TA4D+ Anexina+/744D+

600

85C-H
FL3-H
g

Células CD3 +

Anexinat/744D-

Anexina V: FITC FL1-H
TAAD: PerCP

Figura 9. Identificacdo dos linfécitos CD3™ e avaliagdo de viabilidade e citotoxicidade.

Fonte: arquivo pessoal.

Para o ciclo celular utilizou-se o kit BD Cycletest™ Plus DNA (San Jose, EUA) e
foram seguidas as recomendacdes do fabricante. Apds o isolamento das células
mononucleares e polimorfonucleares, a concentracio celular foi ajustada para 5x10°
células/mL com PBS. Adicionou-se as amostras volume de 200 uL de solucdo C gelada
do kit (IP que se liga estequiometricamente ao DNA mais tetrahidrocloreto de espermina
([C10H26N44HCI] — poliamina envolvida no metabolismo celular e na estabilizacdo do
DNA). As amostras foram entdo homogeneizadas e incubadas (10 minutos em ambiente
escuro a 4°C), sendo imediatamente adquiridos, no citdmetro de fluxo, 20.000 eventos
nas populagbes de interesse, baseando-se em pardmetros de tamanho versus

granulosidade e procedeu-se a analise do ciclo celular (Figura 10).
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Figura 10. Analises de ciclo celular realizadas por citometria de fluxo contendo (A)
células mononucleares e (B) células polimorfonucleares com gate nos contetdos de
DNA, populacdo celular de interesse e fases do ciclo celular em ambas as populagoes;
GO/G1 = primeiro intervalo; S = fase de sintese; G2/M = segundo intervalo, mitose. Fonte:

arquivo pessoal.

3.6 Avaliacdo de instabilidade genética, proliferacdo e morte celular pelo BMCyt
assay

Foram seguidos os protocolos descritos por Souza et al. (2016) e Tolbert et al.
(1992), com pequenas modificacOes, para a conducdo dos experimentos do BMCyt assay.
Os tubos contendo as células bucais foram centrifugados a 1.000 rpm por 5 minutos e as
células foram fixadas com 5 mL de metanol/acido acético, na proporcéo de 3:1. Esta etapa
foi repetida mais duas vezes, e as amostras foram entdo gotejadas a uma distancia de 15
centimetros em laminas limpas em duplicatas/participante, secando em temperatura
ambiente por 24 horas. Posteriormente, as laminas foram imersas em solugdo de &cido
cloridrico (HCI) 1 M, previamente aquecida a 60°C, por 12 minutos, foram lavadas e em

seguida foram coradas pelo método de Feulgen/Fast-Green (laminas mergulhadas em
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reativo de Schiff por 90 minutos; lavagem em agua destilada por 10 minutos; secagem; e
contra coloragcdo com Fast Green 3% gelado - diluido em etanol, por 20 segundos).

As analises foram realizadas em microscopio optico (Olympus modelo BX43,
Téquio, Japdo), no aumento de 1.000 x com 06leo de imersdo, por um unico avaliador,
sendo os parametros confirmados por fluorescéncia com IP (cubo U-3N41005), quando
necessario. Realizou-se a anélise de 1.000 células por individuo para identificacdo de
células basais, e binucleadas; cromatina condensada, cariorrexe, picnose e cariolise. Para
MN e broto nuclear, 2.000 células diferenciadas foram analisadas por participante. As
definicbes e caracteristicas dos parametros analisados sdo apresentadas na Tabela 1
(Thomas et al., 2009).

Tabela 1. Descricdo dos parametros analisados do BMCyt assay.

Tipo celular/parametro Caracteristica

A célula é menor e mais oval quando
comparada a celula diferenciada; possui um

Célula basal
nacleo corado uniformemente e tem razédo
nucleo-citoplasma maior que as células bucais
diferenciadas
Célula com um ou mais micronucleos, os quais
Célula ttm a mesma forma do ndcleo principal,

porém com 1/3 a 1/6 do tamanho do ndcleo

micronucleada principal, sem ligacdo com este

A célula apresenta estreita constricdo nitida
como parte da eliminacdo do material nuclear
principal originando o broto. O nlcleo e o
broto estdo ligados um ao outro

Célula

com broto nuclear

A célula possui dois nucleos principais de
tamanhos e intensidade iguais

Célula
binucleada
A ceélula mostra padréo nuclear estritamente
Cromatina estriado, com cromatina agregada e
intensamente corada
condensada
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Célula com padrdo nuclear densamente
pontilhado, contendo varios nucleos no

Cariorrexe _
citoplasma celular
A célula possui pequeno nucleo com alta
Picnose densidade de material nuclear
A célula aparenta ndo ter nucleo
Caridlise

Fonte: adaptada de Thomas et al. (2009).

3.7 Anélise estatistica

Para verificacdo da distribuicdo dos dados, aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk. Os
dados demogréficos (idade e indice de massa corpérea-IMC) foram analisados pelo teste
t de Student enquanto a distribuicdo do sexo, tabagistas, habitos alimentares e pratica de
exercicios fisicos foi analisada pelo teste do qui-quadrado. Os resultados do teste do
cometa e dos marcadores analisados por citometria de fluxo foram comparados entre 0s
grupos pelo teste t de Student, exceto a comparagdo entre os “tratamentos” (basal, H2O2
e reparo) do teste do cometa, na qual se aplicou a analise de variancia. Para todos os
parametros analisados pelo teste BMCyt aplicou-se 0 modelo linear generalizado com
resposta binomial negativa, exceto para o parametro MN, para o qual utilizou-se o modelo
linear generalizado usando Poisson. A maioria dos dados foi apresentada como média
(X) e desvio-padrdo (DP), seguida ou nédo de intervalo de confianca (IC) de 95%. Como
as variaveis sexo, idade e habito tabagista, bem como tempo de exposic¢édo (horas semanais
e anos no grupo exposto) poderiam influenciar os resultados dos testes do cometa e do
BMCyt, elas foram consideradas para os parametros analisados utilizando-se os testes
estatisticos anteriormente descritos. O software utilizado foi o 1BM SPSS® Statistics

versdo 21 for Windows (EUA, 2012) e adotou-se nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

A Tabela 2 mostra as caracteristicas dos 76 participantes da pesquisa e 0s
resultados apresentaram-se homogéneos (p > 0,05) quanto a idade, sexo, IMC, habito
tabagista, exercicio fisico e alimentacdo. O grupo exposto foi constituido por docentes,
médicos e residentes das areas de anestesiologia e cirurgia veterinaria além de técnicos;
62% era do sexo feminino e 15% referiu tabagismo (trés homens e trés mulheres) em
média de 15 anos, sendo que a maioria fumava menos de um macgo por semana. A média
de exposicdo ao RGA foi de oito anos (8,1 + 8,9), dos quais metade dos participantes foi
exposto por periodo de um a quatro anos e a outra metade exposta por cinco anos ou mais
(cut off de cinco anos de exposicao). Os individuos estavam expostos, em média, a 20
horas semanais no centro cirdrgico. A concentragdo média residual de isoflurano foi de
11 £ 8 ppm. Em relacdo ao grupo controle, 65% era do sexo feminino e 11% era tabagista
(dois homens e duas mulheres) em média de 17 anos, sendo que a maioria fumava menos
de um maco por semana. A maioria (80%) dos participantes, em ambos 0s grupos, foi
constituida de adultos jovens o e cut off de 31 anos foi utilizado quanto a idade dos

participantes.

Tabela 2. Caracteristicas da populacdo estudada.

Caracteristicas Grupo Controle Grupo Exposto
(n=37) (n=39)
Idade (anos) 31,6 £10,3 325+104
Sexo (masculino / feminino) 13/24 15/24
indice de massa corpérea (kg/m?) 26,6 £5,1 25,6 £5,3
Tabagistas 4 6
Praticantes regulares de exercicio fisico 14 21

(aerébico/anaerodbico)
Consumidores frequentes de frutas, 31 35
legumes e verduras
Consumidores frequentes de carne 29 28

vermelha, carne branca e peixe

Dados apresentados em X + DP ou nimero absoluto. p > 0,05.
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A Tabela 3 mostra os resultados do teste do cometa nos grupos avaliados.
Observou-se leve aumento de danos basais no grupo exposto em relagdo ao controle,
porém sem significancia estatistica (p = 0,06). Ndo houve diferenca significativa entre 0s
grupos em relagdo aos danos induzidos por H202 e danos reparados. Quando as células
foram expostas ao H>O> houve aumento significativo de danos em relagdo aos danos
basais, de forma semelhante nos dois grupos. Também houve eficiéncia do sistema reparo
apos o tratamento com H202. em ambos os grupos (p < 0,05), sem diferenca entre eles.
Assim, o nivel de danos reparados foi semelhante ao nivel de danos basais dos

participantes, independentemente do grupo.

Tabela 3. Avaliagdo dos danos no DNA (tail intensity) detectados pelo teste do cometa.

Danos (%) Grupo Controle Grupo Exposto Valor de
P
Basais 6,5+ 4,3[5,0-8,0] 9,2°+6,91[6,8-11,7] 0,06
Induzidos (H202) 19,2° + 11,0 [15,3-23,0] 21,3°+13,3[16,0 - 26,5] 0,51
Reparados 9,28+ 8,5[6,0 - 14,1] 75%+53[5,4-9,7] 0,39
Valor de p < 0,001 < 0,001

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%. Médias seguidas de letras diferentes diferem

significativamente. H,O, = perdxido de hidrogénio.

Quando a variavel sexo foi analisada para o teste do cometa (Figura 11), observou-
se que somente 0s homens expostos apresentaram mais danos basais no DNA que as
mulheres expostas (p = 0,04). N&o houve diferenca significativa intra- ou intergrupos em
relacdo ao sexo para os danos induzidos e reparados.

Quando a variavel idade foi analisada para o teste do cometa, os resultados
mostram que os individuos mais jovens (< 31 anos) expostos apresentaram maior nivel
de danos no DNA quando comparados aos individuos controles na mesma faixa etéria
(Tabela 4). Ndo houve diferenca significativa intra- ou intergrupos em relacdo a idade
para os danos induzidos e reparados (p > 0,05 - dados ndo apresentados). Também néo
houve diferenca significativa no nivel dos danos avaliados no DNA quanto ao habito
tabagista (p > 0,05 - dados ndo apresentados).

No que tange 0 grupo exposto quanto a faixa etaria e anos de exposi¢éo anestésica,
observou-se que o0s individuos mais jovens e expostos por até cinco anos apresentaram

maior nivel de danos basais no DNA em relagdo aos individuos de maior faixa etaria (>
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31 anos) expostos pelo mesmo periodo de tempo (Tabela 5). Adicionalmente, os
individuos de maior faixa etaria com mais anos de exposi¢cdo apresentaram mais danos
no material genético que os de mesma faixa etaria com menor tempo de exposi¢do. Em
relacdo a exposicdo semanal anestésica, os individuos mais jovens (< 31 anos) expostos
por periodo de tempo menor que cinco anos tiveram, em média, o triplo de carga horaria
que os individuos de maior faixa etaria (> 31 anos) expostos pelo mesmo periodo de
tempo (31 + 18 horas versus 10 + 4 horas; p = 0,021).

t 3
Fem Fem Masc Masc Fem Fem Masc Masc Fem Fem Masc Masc

Contr Exp Contr Exp  Contr Exp Contr Exp Contr Exp Contr Exp

Basal H.0O, Reparo
Figura 11. Niveis de danos basais no DNA, danos induzidos no DNA por peréxido de hidrogénio

(H202) e reparo do DNA em células de sangue periférico nos sexos feminino (Fem) e masculino
(Masc) dos individuos do grupo controle (Contr) e do grupo exposto (Exp). Os resultados séo
expressos como X £ DP; * p < 0,05: danos basais entre sexo masculino exposto e sexo feminino
exposto.
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Tabela 4. Avaliacdo de danos basais no DNA (tail intensity - %) nos dois grupos

avaliados conforme a faixa etéria.

Idade (anos)

Grupo Valor de p
<31 >31
6,0+4,7 72+3,8
Controle 0,42
[3,8 -7,8] [5,0 - 10,1]
98+7,3 8,4+64
Exposto 0,51
[6,4 - 12,8] [4,7 - 11,0]
Valor de p 0,03 0,55

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%.

Tabela 5. Avaliacdo de danos basais no DNA (tail intensity - %) no grupo exposto quanto

as variaveis idade e exposi¢do em anos.

Tempo de Idade (anos) Valor de
exposicédo (anos) <31 > 31 p
89+54 41+272
<5 0,01
[7,1-11,1] [2,8 - 3,4]
99+45 9,7+6,6
>5 0,93
[8,2 -11,5] [7,7 - 12,5]
Valor de p 0,69 0,01

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%.

A Tabela 6 mostra os resultados parciais obtidos de linfocitos viaveis, em
apoptose precoce e em morte avancada de ambos os grupos avaliados (total de 33
individuos). Observou-se leve diminuicdo de linfocitos viaveis e leve aumento de
apoptose precoce no grupo exposto em relagcdo ao grupo controle (p = 0,08); ndo se
observou diferenca entre 0s grupos em relacdo a porcentagem de morte celular avancada
(p > 0,05).
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Tabela 6. Avaliacao de viabilidade e citotoxicidade linfocitaria por citometria de fluxo.

L Grupo Valor de
Linfocitos CD3* (%)
Controle Exposto p
Viaveis 89,7+2,7[87,9-915] 86,5+5,7[83,9-89,0] 0,08

Apoptose precoce 8,2+25[6,5-9,9] 10,9+ 4,6 [8,9 - 13,0] 0,08

Morte avangada 2,1+13[14-31] 26 +2,8[1,3-39] 0,74

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%.

A Tabela 7 mostras os resultados parciais obtidos das analises de ciclo celular nas
populacdes de interesse (total de 33 individuos). Nao houve diferenca significativa entre
0s grupos nas diferentes fases analisadas para as células mononucleares. Apesar do grupo
exposto ter apresentado menor frequéncia de células em G2/M quando comparado ao
grupo controle em relagdo aos polimorfonucleares, ndo se obteve diferenca significativa

(p = 0,08) bem como para as outras fases (p > 0,05).

Tabela 7. Andlise do ciclo celular nas populacdes de interesse em ambos 0s grupos estudados.

Fases do Grupo Grupo Grupo Grupo
) Valor de Valor de
ciclo celular Controle Exposto Controle Exposto
p . p
(%) Mononucleares Polimorfonucleares
99,6 +0,1 995+0,4 99,7+0,2 99,8 +0,2
G0/G1 0,33 0,14
[98,8 - 100,0] [97,5-99,9] [99,5-99,8] [99,7 - 99,9]
0,11 + 0,06 0,16 + 0,19 0,07+0,12 0,06 +0,13
0,38 0,74
[0,06 - 0,15] [0,07 - 0,24] [0,00 - 0,16] [0,01-0,11]
0,31+0,10 0,35+ 0,22 0,18+0,17 0,10+0,10
G2/M 0,61 0,08
[0,25-0,38] [0,25-0,45] [0,07 - 0,30] [0,05-0,14]

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%. GO/G1 = primeiro intervalo; S = fase de sintese; G2/M

= segundo intervalo, mitose.

A Tabela 8 mostra os resultados obtidos pelo teste BMCyt em ambos 0s grupos
avaliados. Aumento estatisticamente significativo de MN, broto nuclear, cariorrexe,

cariolise e células binucleadas foi observado no grupo exposto comparado ao grupo
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controle. Por outro lado, a frequéncia de células basais foi significativamente menor no
grupo exposto quando comparado ao grupo controle. Em relag&o aos demais marcadores
(cromatina condensada, picnose e células diferenciadas) ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos.

As frequéncias de MN, broto nuclear, células basais e células binucleadas de
acordo com grupo e sexo sdo mostradas na Tabela 9. As mulheres expostas tiveram maior
frequéncia de MN, broto nuclear e de células binucleadas em comparacdo as mulheres
controles (p < 0,05). As mulheres expostas também tiveram maior frequéncia de MN em
comparacdo aos homens expostos (p < 0,05). As mulheres expostas tiveram menor
frequéncia de células basais comparadas as mulheres ndo expostas, mas sem significancia
estatistica (p = 0,07).
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Tabela 8. Frequéncia (%o) dos parametros em células esfoliadas bucais de ambos os

grupos.
Valor de
Parametros Grupo Controle  Grupo Exposto
p
) 05+04 0,8+0,6
Micronucleo 0,02
[0,5-1,3] [0,9-21]
05+0,6 14+11
Broto nuclear < 0,0001
[0,6 - 1,4] [1,9 - 3,6]
_ 26+28 35+272
Cromatina condensada 0,19
[1,5-3,5] [2,8 - 4,2]
) 28+35 58+47
Cariorrexe 0,04
[1,4-3,8] [4,3-7,3]
) 52+39 53+4,1
Picnose 0,89
[3,8 - 6,6] [4,0 - 6,6]
o 47+29 85+75
Caridlise 0,002
[3,3-5,3] [6,1-10,9]
) 73+50 10,8 +6,5
Células binucleadas 0,02
[5,9-9,3] [8,7 - 12,9]
_ 126 +9,0 6,2+5,3
Células basais 0,0005
[13,5-18,3] [4,5-7,9]
) _ 987,3+9,7 9935+5,0
Células diferenciadas 0,89

[981,8 - 992,9]

[991,2 - 995,7]

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%.
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Tabela 9. Frequéncia (%o) de danos no DNA e de células basais em esfoliado da mucosa
bucal dos dois grupos.

Valor de
Parametros Sexo Grupo Controle Grupo Exposto
p
0,4+0,5 10+1,1
F 0,002
) ] [0,3-1,2] [0,9-2,7]
Micronucleo
0,6+0,6 0,6+0,7
M 0,69
[0,6 - 1,6] [0,6 - 1,3]
Valor de p 0,25 0,04
0,7+1,0 16+1,2
F 0,002
[0,7 - 2,4] [2,1-4,0]
Broto nuclear
0,6 +0,7 09+1,0
M 0,69
[0,5-1,2] [0,8 - 2,6]
Valor de p 0,22 0,10
11,8 +8,7 6,0+£55
F 0,07
, . [8’1 - 15’5] [317 - 8’3]
Células basais
147+121 6,5+5,1
M 0,12
[7,0 - 22,4] [3,7-9,3]
Valor de p 0,60 0,79
70+49 11,4+6,0
F 0,007
. . [419 - 911] [819 - 1319]
Células binucleadas
75+51 95+74
M 0,43
[4,3 - 10,7] [5,4 - 13,6]
Valor de p 0,80 0,40

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%. F = sexo feminino; M = sexo masculino.

Quando os dados de morte celular em mucosa bucal foram separados de acordo
com grupo e sexo (Tabela 10), os homens expostos apresentaram maior frequéncia de
cariolise e cariorrexe em comparacdo aos homens do grupo controle (p < 0,05). Os
homens expostos tiveram leve aumento de cariorrexe em relacdo as mulheres expostas (p
= 0,08). Nao houve diferencas significativas quanto aos grupos e sexos em relacdo a

cromatina condensada e picnose (p > 0,05).



50

Tabela 10. Frequéncia (%o) de mortes celulares na mucosa bucal de ambos 0s grupos

estudados conforme o sexo.

. Grupo Grupo Valor de
Parametros Sexo
Controle Exposto p
29+3,0 3325
F 0,63
_ [1,6 - 4,2] [2,2 - 4,4]
Cromatina condensada
2024 38117
M 0,10
[0,5 - 3,5] [2,9-4,7]
Valor de p 0,37 0,64
50£29 72+6,4
F 0,11
o [3,8 - 6,2] [4,5-9,9]
Caridlise
41+34 11,2+£9,2
M 0,01
[1,9-6,3] [6,1 - 16,3]
Valor de p 0,42 0,22
5639 53+4/4
F 0,80
_ [4,0-7,2] [3,4-7,2]
Picnose
4,7+4,0 54+39
M 0,66
[2,2-7,2] [3,2 - 7,6]
Valor de p 0,51 0,94
32%+39 48+35
F 0,35
) [1,6 - 4,8] [3,3-6,3]
Cariorrexe
2,2+27 11,0£8,5
M 0,04
[0,5 - 3,9] [6,3 - 15,7]
Valor de p 0,41 0,08

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%. F = sexo feminino; M = sexo masculino.

A Tabela 11 mostra os resultados dos marcadores avaliados em mucosa bucal de
acordo com grupo e idade. O grupo exposto mostrou aumento significativo de MN e
cariolise nos profissionais com idade < 31 anos comparado ao grupo controle com a
mesma idade (p < 0,05) enquanto os profissionais expostos com < 31 anos tiveram menor
frequéncia de células basais em relacdo ao grupo ndo exposto com a mesma idade (p <
0,05). Os profissionais expostos mais jovens (idade < 31 anos) tiveram maiores

frequéncias de MN, caridlise e picnose em comparacao aos profissionais com idade > 31
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anos (p < 0,05). Houve aumento nas frequéncias de broto nuclear e de células binucleadas
nos profissionais expostos com idade > 31 anos em comparagao aos individuos do grupo
controle da mesma faixa etaria (p < 0,05). Apesar dos profissionais expostos com idade
< 31 anos terem tido leve aumento na frequéncia de broto nuclear quando comparados
aos controles da mesma faixa etéria, a diferenca ndo foi significativa (p = 0,06). N&o
houve diferenga (p > 0,05) quanto a cariorrexe e cromatina condensada em relagdo aos
grupos e faixas etarias. Nao houve diferencga estatistica entre 0s grupos para todos 0s
marcadores do teste BMCyt quanto ao habito tabagista (p > 0,05 - dados néo
apresentados).

No que tange o grupo exposto quanto aos anos de exposi¢do ocupacional
anestésica, observa-se que os individuos com menos anos de exposi¢do tiveram, em
média, o dobro da frequéncia de MN que os individuos com mais anos de exposicao
(Tabela 12). Quando os dados de MN foram alocados conforme 0s anos de exposicao e a
idade, os individuos mais jovens e com menor tempo de exposi¢do apresentaram maior
frequéncia de instabilidade genética tanto em comparacdo com os individuos com > 31
anos de idade com o mesmo tempo de exposi¢do quanto os individuos da mesma faixa
etaria com maior tempo de exposicao (Tabela 13). A Tabela 14 mostra que os individuos
mais jovens e com menor exposi¢cdo anestésica anual tiveram maior exposicao semanal
no centro cirdrgico quando comparados tanto com os individuos com maior idade e
mesmo tempo de exposicdo em anos (média trés vezes maior de horas semanais
trabalhadas) quanto os individuos da mesma faixa etaria com tempo maior de exposi¢do

em anos (média mais que o dobro de horas semanais trabalhadas).
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Tabela 11. Frequéncia (%o) de todos os biomarcadores analisados em células esfoliadas orais

de ambos os grupos conforme a idade.

Idade (anos) Grupo Controle Grupo Exposto Valor de p
Micronucleo
<31 0,4+0,5[0,3-1,4] 1,0+0,7[0,9-29] 0,006
>31 05+0,6 [0,9-1,9] 0,6+0,8[0,1-1,9] 0,67
Valor de p 0,99 0,03
Broto nuclear
<31 0,6 +0,6[0,8-1,9] 1,1+10[1,4-3/4] 0,06
>3] 0,4+0,7[0,3-1,1] 1,7+14[19-39] < 0,0001
Valor de p 0,11 0,22
Caridlise
<31 5,0+ 3,0[3,6 - 6,3] 10,1 +8,6 [6,1 - 14,2] 0,004
>3] 4,4+32[2,6-13,0] 54 +27[3,9-12,6] 0,36
Valor de p 0,62 0,04
Picnose
<31 58+37[4,1-7,6] 71+49[4,9-94] 0,39
>3] 45+39[2,3-15,0] 35+21[24-92] 0,43
Valor de p 0,36 0,03
Cariorrexe
<31 3,3+3,8[15-51] 6,6 +5,3[4,1-9,0] 0,10
>31 21+3,0[05-9,2] 40+27[25-11,3] 0,42
Valor de p 0,38 0,27
Cromatina condensada
<31 23+22[13-34] 4,0+1,3[3,3-4,6] 0,27
>31 3,1+35[1,1-10,4] 43+32[25-11,7] 0,44
Valor de p 0,46 0,20
Células binucleadas
<31 8,1+52[56-10,5] 9,6 +49[7,3-11,9] 0,38
>31 6,4+4,4[4,0-183] 12,5+8,0[8,1-34,2] 0,006
Valor de p 0,38 0,15
Células basais
<31 12,4 +8,9[8,3 - 16,6] 52 +5,6[2,6-79] 0,03
>31 13,0 £10,4[7,2 - 21,1] 7.9+43[55-19,5] 0,17
Valor de p 0,93 0,27

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%.
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Tabela 12. Frequéncia (%o) de micronucleos bucais no grupo exposto conforme anos de

exposicao.
Tempo de exposicao (anos)
Parametro <5 S5 Valor de p
_ 1,0+1,1 05+0,8
Micronucleo 0,02
[1,0-2,0] [0,4 - 1,8]

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%.

Tabela 13. Frequéncia (%o) de micronucleos bucais no grupo exposto conforme anos de

exposicao e faixa etaria.

Anos de Idade (anos)
- Valor de p
exposicéo <31 >3]
1,1+1,0 0,6+0,6
<5 0,008
[1,9 - 3,6] [0,3-1,8]
05+0,3 0,6+0,9
>5 0,68
[0,7 - 1,4] [0,8-2,2]
Valor de p 0,006 0,70

Dados apresentados em X + DP seguidos de IC 95%.

Tabela 14. Carga horéria semanal de trabalho segundo faixa etaria e anos de exposicéo.

Anos de Idade (anos)
. Valor de p
exposicao <31 >31
<5 31+18 10+4 0,021
>5 14+ 4 18 + 16 0,62
Valor de p 0,036 0,35

Dados apresentados em X + DP.
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5 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo incluem elevada exposicdo ao residuo de
isoflurano em profissionais atuantes em SC veterinérias, a qual estd associada
principalmente com alteracGes genéticas e celulares em mucosa bucal em ambos 0s sexos
e de acordo com a intensidade da exposicdo, mas a qual estd pouco associada com
alteraces sistémicas no ciclo celular, no processo apoptético e nos danos no DNA, exceto
em individuos mais jovens com maior carga horéria semanal e individuos de maior faixa
etaria com mais tempo (anos) de exposicéo.

A presente pesquisa evidenciou alta poluicdo anestésica por isoflurano em centro
cirargico veterinario de hospital universitario brasileiro que ndo possui qualquer tipo de
exaustdo/ventilacdo de gases e nenhuma renovacédo de ar, 0 que certamente pode ser
representativo de iniUmeras SC veterinarias em nosso pais e ao redor do mundo que
dispdem das mesmas condicOes, especialmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento. Observou-se que a exposicao obtida excedeu, em média, 5,5 vezes a
recomendada internacionalmente (NIOSH, 2007), evidenciando alta exposi¢cdo aos
profissionais. Ressalta-se, na presente pesquisa, que se utilizou FGF considerado baixo a
intermediario, intubacdo orotraqueal com balonete, que impede o vazamento do FGF
durante a ventilacdo pulmonar, e, na maioria das vezes, empregou-se sistema respiratorio
do tipo semifechado e moderno equipamento de anestesia. Certamente, se maior FGF
tivesse sido utilizado bem como sistema respiratorio aberto e intubacdo sem balonete a
poluicdo anestésica seria muito maior. De fato, a mais importante causa de
contaminacdo/poluicéo anestésica em centro cirargico se deve a auséncia de sistema de
exaustdo nas SC; bem como de utilizagdo de equipamentos menos modernos de anestesia,
por apresentarem maior possibilidade de vazamentos; utilizacdo de circuito respiratorio
aberto e com alto FGF (> 4 L/min); uso de tubo traqueal sem balonete e vazamento do Al
durante o preenchimento do vaporizador, por contribuirem para maior liberacao residual
anestésica no ambiente (Lucio et al., 2018).

Tracando paralelo com estudo realizado em centro cirargico humano de hospital
universitario, também se demonstrou que as concentragdes residuais de isoflurano
excederam muito o limite internacional recomendado (NIOSH) em SC sem sistema de
exaustdo de gases; ja em SC com sistema de exaustdo com sete trocas de ar por hora
(mesmo sem ser o ideal de no minimo 15 trocas de ar/hora), houve significativa reducao

da poluicdo de isoflurano, ficando mais préxima a 2 ppm (Braz et al., 2017). Assim,
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evidenciou-se contaminacao anestésica e consequente exposi¢do ocupacional tanto em
SC humana quanto veterinaria quando estas ndo possuem sistema de exaustdo de gases.
Foi relatado, nos EUA, concentragdes de isoflurano abaixo de 2 ppm em SC com
sistema de fluxo laminar que produzia 17 trocas de ar por hora sem recirculacdo, nas quais
eram utilizados equipamentos de anestesia que também possuiam sistema de exaustdo
conectados ao sistema de exaustdo central para realizagdo de procedimentos cirirgicos
em modelos animais (primata, suino e roedor) e humanos (Newcomer & Chopra, 2019).
Assim, a instalacdo e o funcionamento adequado de sistema de exaustdo das SC, a
utilizacdo de modernos equipamentos de anestesia com sistema de exaustdo bem como o
treinamento de pessoal no manuseio correto do equipamento de anestesia s&o medidas
importantes para reducdo dos niveis de exposicdo tanto na anestesiologia veterinéria
quanto humana. Desta forma, € urgente e necessaria a realizacdo de melhoria das
condicdes das SC veterinarias, nas quais diversos profissionais atuam, para reducdo da
poluicdo anestésica e consequentemente mitigacdo da exposicdo dos profissionais.
Segundo a Occupational Safety and Health Administration (OSHA, 2000) € necessario
minimizar a exposi¢do ocupacional mantendo-a em concentragcdes as menores possiveis.

Devido a escassez de estudos sobre genotoxicidade em profissionais atuantes em
SC veterinérias e expostos aos RGA bem como de dados conflitantes em profissionais
expostos a mistura de RGA em centro cirdrgico humano, utilizou-se o teste do cometa
para avaliacdo de danos basais bem como do sistema reparo em células mononucleares
(predominantemente linfécitos) dos profissionais expostos.

N&o se observou inducdo de danos primarios no DNA de profissionais expostos
aos residuos de isoflurano em comparacdo com individuos ndo expostos. De forma
interessante, fazendo paralelo com estudos realizados em modelo animal (rato) e em
pacientes higidos anestesiados com isoflurano, também nédo se observou aumento de
danos no DNA em células do sangue periférico (Braz et al., 2011; Rocha et al., 2015). Os
estudos existentes na literatura que utilizaram o teste do cometa em profissionais expostos
aos RGA em SC humanas sdo conflitantes, com resultados positivos (Chandrasekhar et
al., 2006; Rozgaj et al., 2009; Wronska-Nofer et al., 2009) e negativos (Aun et al., 2018;
Szyfter et al., 2016). Destaca-se que, diferentemente do nosso estudo, em todos esses
trabalhos os profissionais foram expostos a mistura residual de anestésicos (mais e/ou
menos modernos), mas nunca somente a um Al isolado.

De forma semelhante ao nosso estudo, Souza et al. (2016) mostraram auséncia de

diferenga significativa entre nivel de danos basais no DNA de linfécitos em médicos
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anestesiologistas expostos a altas concentragcdes residuais dos halogenados mais
modernos (incluindo o isoflurano) juntamente ao N2O quando comparados a um grupo
controle ndo exposto. Alguns autores ja sugeriram que as celulas do sangue periférico
podem ndo ser tdo sensiveis para deteccdo de genotoxicidade advinda de exposicao
ocupacional aos halogenados mais modernos como o isoflurano (Rozgaj et al., 2009;
Szyfter et al., 2016). Por outro lado, observou-se, na presente pesquisa, que 0s homens
expostos apresentaram maior nivel de danos basais no DNA que as mulheres expostas,
mas ndo em relacdo aos homens ndo expostos.

N&o ha consenso sobre o impacto do sexo nos danos no DNA detectados pelo teste
do cometa (Bajpayee et al., 2002; Braz & Favero Salvadori, 2007), porém um estudo
sueco (Hofer et al., 2006) mostrou que individuos do sexo masculino apresentaram
maiores niveis de danos basais no DNA em comparacdo as participantes do sexo feminino
quando se estudou uma populacédo jovem (19 a 31 anos), higida e ndo tabagista; os autores
sugerem que essa diferenca pode ser explicada pelos habitos alimentares, IMC,
metabolismo, hormonios e/ou eficiéncia no reparo de DNA.

Destaca-se que somente os individuos mais jovens expostos, quando comparados
com seus respectivos controles, apresentaram maior nivel de danos no DNA.
Adicionalmente, em relacdo ao grupo exposto, os individuos mais jovens (< 31 anos) e
expostos por ateé cinco anos apresentaram maior nivel de danos basais no DNA em relagdo
aos individuos de maior faixa etaria (> 31 anos) expostos pelo mesmo tempo. A primeira
vista este resultado pode parecer controverso pois poderia se esperar que quanto maior a
idade dos individuos e maior o tempo de exposi¢do em anos, maior poderia ser o nivel de
danos no DNA,; entretanto, isto pode ser explicado pela elevada carga horaria semanal
(média superior a 30 horas) no centro cirargico dos profissionais mais jovens, 0s quais
incluem os médicos veterinarios residentes, que trabalham a maior parte do tempo nas
SC, e consequentemente, tém maior exposicdo efetiva ao anestésico.

Também de forma interessante, observou-se que os individuos mais experientes
com mais anos de exposicdo (especialmente docentes e técnicos) apresentaram mais
danos no material genético que os de mesma faixa etaria com menor tempo de exposicao,
mostrando que o aumento da idade, em conjungdo com a maior duragéo da exposi¢ado aos
RGA, em anos, também pode contribuir para o acréscimo dos danos no DNA. Assim,
nossos achados sugerem que tanto o periodo de tempo de exposi¢do semanal quanto o
anual as elevadas concentracGes de RGA no centro cirdrgico sao relevantes para estudo

de danos no material genético avaliado de forma sistémica pelo teste do cometa. Destaca-
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se que os estudos na area que alocaram os profissionais atuantes em SC humanas expostos
aos RGA conforme a duracgao do tempo de exposi¢do em anos (inferior ou superior a dez
ou 15 anos), ndo mostraram diferenca significativa no nivel de danos basais entre o0s
individuos utilizando-se o teste do cometa (Chandrasekhar et al., 2006; El-Ebiary et al.,
2013; Souza et al., 2016). Ressalta-se, portanto, que nenhum estudo na literatura, até o
momento, considerou além da exposi¢do anual, a exposi¢do semanal efetiva aos RGA, o
que parece ser relevante.

Em adicéo a avaliacdo de danos primarios, também se induziu, de maneira inédita,
danos no DNA utilizando o agente H>O, por ser altamente reativo e capaz de induzir
oxidagéo de bases e quebras de fita simples e duplas no DNA (Andersson et al., 2007)
dos profissionais expostos ao residuo de isoflurano bem como se analisou a eficiéncia do
sistema reparo em remover esses danos frente a exposicao ocupacional. De fato, pode ser
constatado que o tratamento com H>O» foi efetivo em aumentar os danos no DNA
independentemente do grupo estudado. Tragando um paralelo com estudo realizado em
pacientes cirurgicos durante e ap6s manutencdo anestésica com isoflurano, também se
observou que o H>O; foi efetivo em induzir danos genéticos (Braz et al., 2011).

A fim de evitar acimulo de lesBGes genéticas, o que poderia acarretar em efeitos
deletérios ao organismo, as células naturalmente possuem uma gama de vias de reparo de
DNA, as quais sdo muito eficientes (Collins et al., 2001). Frente aos resultados
encontrados, pela diminuicdo dos danos induzidos, sugere-se que a capacidade de reparo
ndo é afetada pela exposicao ocupacional ao isoflurano. Adicionalmente, ressalta-se que
além da maioria dos participantes serem adultos jovens, houve consumo frequente de
frutas, legumes e verduras além da pratica regular de exercicios fisicos, o que pbde ter
contribuido com a auséncia de danos observada entre 0s grupos. Sabe-se que uma
alimentacdo saudavel, incluindo grande consumo de antioxidantes naturais como &cido
ascorbico e flavonoides protegem linfocitos humanos quanto aos danos induzidos por
H>O2 (Noroozi et al., 1998). Segundo Marcon et al. (2003) ndo é esperado encontrar
diferengas significativas na capacidade de reparo de DNA em pessoas saudaveis.
Piperakis et al. (2009) mostraram que h& aumento de danos basais e diminuicdo da
capacidade de reparo do DNA em populacdo idosa quando comparada a adultos (40-50
anos) e criangas (5-10 anos). De fato, todos os participantes do presente estudo eram
higidos e a maioria constituida por adultos jovens, ndo tendo sido incluidos os idosos, 0

que reforca a capacidade de reparo nas células expostas ao H20o.
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Deve-se destacar que os danos no DNA, detectados pelo teste do cometa, séo
passiveis de reparo e, mesmo que ocorram danos quando o DNA é replicado, isso ndo
necessariamente causara mutacéo; assim, o dano no DNA deve ser visto como marcador
de exposicdo a agentes quimicos (Azqueta et al., 2020), como 0s RGA.

Além de dano no material genético, a exposicao anestésica pode levar a alteracdes
imunoldgicas advindas de processo apoptético (Loop et al., 2005; Matsuoka et al., 2001).
A apoptose é a forma mais comum de morte celular programada em processo que pode
ser desencadeado por varios fatores. Os dados parciais do presente estudo ndo mostraram
alteracdo na frequéncia de apoptose precoce e morte avancada (citotoxicidade) em
linfocitos T circulantes de profissionais expostos aos residuos de isoflurano quando
comparados aos individuos ndo expostos, de forma semelhante aos resultados obtidos do
teste do cometa. Possivelmente pela auséncia de inducdo de danos no DNA, ndo houve
estimulo para as células entrarem em apoptose.

Entretanto, na literatura ao nosso alcance, hd somente dois estudos que avaliaram
a taxa de apoptose em neutrofilos cultivados de profissionais expostos ocupacionalmente
a mistura de RGA (Goto et al., 2000; Tyther et al., 2002) enquanto que o trabalho de Aun
et al. (2018) avaliou tanto os danos no DNA (teste do cometa) quanto a citotoxicidade
(apoptose e perda de potencial de membrana mitocondrial) em células mononucleares
frescas antes, aos seis meses e apds um ano de exposicdo aos RGA isoflurano,
sevoflurano, desflurano e N2O em médicos durante o periodo da residéncia médica em
anestesiologia e cirurgia; os autores ndo observaram genotoxicidade nem citotoxicidade,
de forma similar aos nossos resultados. Em paralelo, em pacientes cirirgicos anestesiados
com isoflurano também ndo se observou inducdo de apoptose precoce ou morte celular
avancada em células T CD4* ou CD8" (Braz et al., 2011); entretanto, os pacientes
cirdrgicos sdo expostos a altas concentragcdes anestésicas, porém de forma aguda,
enquanto que os profissionais séo expostos a concentragdes menores (residuais) mas de
forma cronica.

Em consonancia com os dados do teste do cometa e de apoptose avaliados em
linfocitos, ndo foram observadas alteracGes significativas dos dados parciais obtidos do
ciclo celular analisado em células mononucleares e polimorfonucleares circulantes de
profissionais atuantes em SC veterinarias expostos aos residuos de isoflurano quando
comparados aos individuos controles. Assim, sugere-se que a exposi¢cdo ocupacional ao
RGA néo parece influenciar as fases do ciclo celular, mas certamente a continuacdo do

presente estudo com finalizacdo das analises de apoptose e ciclo celular com maior
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tamanho amostral serd importante para confirmacdo ou nédo dos resultados obtidos até o
presente momento. Com tamanho amostral de dez cirurgides veterinarios expostos a
RGA, Hoerauf et al. (1999) também nédo observaram alteracdo da cinética do ciclo celular
nem do indice mitético quando avaliados em linfocitos periféricos.

Por outro lado, Luo et al. (2015), ao avaliarem células de céncer de ovario
expostas ao isoflurano, demonstraram que este anestésico influencia o comportamento
das células por regular marcadores associados a proliferacéo e ao ciclo celular como as
ciclinas D e E, que promovem a transicdo das células da fase G1 para a fase S. Outras
exposicOes ocupacionais a agentes quimicos ja foram associadas a alteracdes no ciclo
celular. A exposigdo ao tricloroetileno, um solvente industrial que ja foi utilizado como
Al h& mais de 50 anos no Brasil, mas que ainda continua sendo utilizado como anestésico
na Africa, o qual gera metabdlitos como o cido tricloroacético, assim como o isoflurano,
aumentou a expressdo de TP53, TP21 e BAX bem como reduziu a expressao de BCL-2,
genes relacionados ao ciclo celular (Varshney et al., 2015); associagdo entre exposicao a
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e parada no ciclo celular de linfocitos também ja
foi reportada (Fu et al., 2019).

Ressalta-se que o isoflurano é pouco metabolizado no figado via citocromo P450
(< 0,2%), gerando, portanto, poucos metabdlitos reativos além de rapidamente ser
eliminado do organismo pela pouca solubilidade sanguinea e tecidual, o que pode ter
contribuido com nossos achados quando avaliados sistemicamente (em leucécitos do
sangue periférico e ndo em células diretamente expostas).

Diferentemente, este estudo pioneiro detectou diversas alteracdes na mucosa bucal
de profissionais expostos ocupacionalmente ao isoflurano em SC veterinarias. Destaca-
se que as células da mucosa oral sdo a primeira barreira de contato com os Al. De fato,
as células esfoliadas bucais (BMCyt assay) tém sido utilizadas, com sucesso, para
deteccdo e monitoramento de eventos precoces de genotoxicidade incluindo o impacto da
exposicdo a agentes genotoxicos e carcindgenos inalados e/ou ingeridos (Bolognesi et al.,
2015; Thomas et al., 2009). Considerando-se que a maioria dos canceres humanos tem
origem em células epiteliais, pode-se argumentar que as células esfoliadas orais
representam um local alvo preferido para os agentes inalatérios (Holland et al., 2008).

Portanto, o presente estudo mostrou associagdo entre alta exposicdo ocupacional
ao residuo de isoflurano e marcadores de danos genéticos, incluindo MN, broto nuclear e
células binucleadas (as quais também podem ser consideradas marcadores de

proliferacdo), marcadores de morte celular, incluindo cariorrexe e cariolise, e alteracdo
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de indice proliferativo (células basais e células binucleadas). De forma interessante,
Souza et al. (2016) também detectaram instabilidade genética (MN), além de
citotoxicidade (incluindo cariorrexe) e alteragdo de proliferagdo celular (células basais),
detectadas pelo teste BMCyt em anestesiologistas brasileiros atuantes em centro cirurgico
sem adequado sistema de exaustdo de gases e expostos a altas concentracGes de diversos
RGA.

Um trabalho indiano também relatou aumento de MN bucal quando avaliado em
diversos profissionais (cirurgides, anestesiologistas, enfermeiros e técnicos) expostos aos
RGA halotano, enflurano, isoflurano, sevoflurano, desflurano e N2O em centro cirurgico
humano (Chandrasekhar et al., 2006). Ressalta-se que estudos que relatam uso do teste
do BMCyt em profissionais com exposi¢do ocupacional aos RGA sdo escassos. O Unico
estudo que traz referéncia a danos citogenéticos em profissionais expostos ao isoflurano
e ao N2O que atuavam em SC veterinarias reportou aumento de TCI, mas ndo de MN em
linfocitos (Hoerauf et al., 1999).

Células micronucleadas refletem dano citogenético e instabilidade genética, e
elevadas frequéncias de MN podem indicar aumento do risco de cancer (Bonassi et al.,
2007; Ribeiro et al., 2008). Assim como o MN, o broto nuclear é considerado marcador
de instabilidade genética, pois parece ser resultante de amplificacdo génica; ja as células
binucleadas s&o indicativas de falhas na citocinese devido a defeitos na formacdo dos
anéis de microfilamentos ou de interrupcdes no ciclo celular devido a desregulacdo de
cromossomos ou disfuncdo dos telémeros; alta frequéncia dessas células sugere
associacdo com risco para doencgas neurodegenerativas e cancer (Bolognesi et al., 2013;
Fenech, 2001; Thomas et al., 2007). Além do grupo exposto ter apresentado maior
frequéncia desses trés marcadores de danos genéticos, as mulheres expostas também
tiveram maior frequéncia desses marcadores que as mulheres controles e maior frequéncia
de MN que os homens expostos.

Enquanto Chandrasekhar et al. (2006) mostraram maior frequéncia de MN bucal
em homens expostos aos RGA, Kargar Shouroki et al. (2019) e Pasquini et al. (2001)
observaram maior frequéncia de MN linfocitario em mulheres expostas aos RGA. Até o
momento, ndo havia sido demonstrada influéncia do sexo no teste BMCyt em individuos
com exposicdo ocupacional (Bonassi et al., 2011). No entanto, nossos dados sugerem que
0 sexo pode influenciar nos biomarcadores de BMCyt em relagéo a exposic¢éo ocupacional

aos anestésicos.
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Considerando que ja se demonstrou correlacdo positiva entre frequéncia de MN
em células bucais e em linfocitos periféricos (Ceppi et al., 2010), Bonassi et al. (1995)
relataram em revisdo da literatura que as frequéncias de MN em linfocitos em mulheres
foram de 20 a 30% maiores em comparacdo aos homens, corroborando com nossos
resultados. Assim, as mulheres parecem ser mais susceptiveis a esses efeitos de
instabilidade genética que os homens expostos aos RGA. Possiveis hipoteses para tentar
explicar esses achados incluem eventos aneuploides envolvendo o cromossomo X (Costa
et al., 2006) e a oscilacdo hormonal nas mulheres; um estudo mostrou aumento de danos
no DNA em mulheres na fase folicular tardia do ciclo, na qual ocorre aumento de estradiol
(Kapiszewska et al., 2005).

Por outro lado, 0os homens expostos apresentaram maior frequéncia de marcadores
tardios de morte celular (cariorrexe e cariolise) que seus respectivos controles. Estudo
realizado em anestesiologistas também mostrou aumento da frequéncia de cariorrexe em
homens expostos comparados aos homens ndo expostos (Souza et al., 2016). Estudo
realizado em médicos residentes em anestesiologia também reportou aumento na
frequéncia de marcadores de instabilidade genética (MN) e citotoxicidade (cariorrexe,
picnose e cariolise) quando comparados com médicos residentes ndo expostos aos RGA
(Braz et al., 2018).

Adicionalmente, diminuicdo de células basais foram observadas nos profissionais
expostos comparados aos controles em nossa pesquisa, independentemente do sexo;
portanto, alteracbes em marcadores de proliferacdo celular (células basais e binucleadas)
foram detectadas. Outros dois estudos do nosso grupo de pesquisa também relataram
reducdo de células basais na mucosa bucal de individuos expostos ocupacionalmente aos
RGA (Braz et al., 2018; Souza et al., 2016), corroborando com 0s nossos achados. As
células basais sdo fundamentais para producdo de células que se diferenciam para
manutencdo da integridade da mucosa bucal. Estudos ja relataram menor frequéncia de
células basais em pacientes com doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer, em
comparacao a individuos saudaveis (Thomas et al., 2007; Thomas & Fenech, 2015).

Apesar do pouco conhecimento atual e de haver mais davidas que certezas, ha
indicios que os Al possam contribuir para o desencadeamento, em pacientes susceptiveis,
para a neuropatogénese do Alzheimer (Jiang & Jiang, 2015). Adicionalmente, sugere-se
que a combinacdo de células basais e cariorrexe, identificadas na mucosa bucal, possa ser
atil, futuramente, no diagndstico para identificacdo de individuos com maior risco de

desenvolvimento de Alzheimer (Thomas et al., 2007). Considerando que se encontrou
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indicios de processo apoptotico e diminuicdo de células basais nos individuos expostos,
sugere-se que esteja ocorrendo prejuizo no potencial regenerativo do tecido epitelial da
mucosa oral pela exposicdo ao RGA.

De maneira semelhante aos resultados do teste do cometa em relacdo aos
individuos expostos mais jovens apresentarem maior nivel de danos basais no DNA que
os controles na mesma faixa etéria e também apresentarem mais danos que os individuos
expostos com maior idade considerando 0 mesmo tempo de exposi¢cao em anos, a anélise
de marcador citogenético (MN) confirmou esses achados na mucosa bucal, mas também
mostrou que os individuos com idade < 31 anos com menor tempo de exposic¢do tiveram
maior frequéncia de MN que os individuos na mesma faixa etaria expostos por mais anos.
Esses dados sdo respaldados pela maior carga horéria semanal no centro cirdrgico, o que
demonstra que a exposicdo efetiva ao RGA parece ser o fator determinante para
instabilidade genética. De fato, esses individuos expostos por menos de cinco anos e com
idade inferior a 31 anos trabalharam o triplo de horas em relagcdo aos individuos com
idade > 31 anos expostos pelo mesmo tempo ¢ mais que o dobro de horas que os
individuos da mesma faixa etaria expostos por > 5 anos.

Adicionalmente, os achados do parametro cariolise mostraram-se semelhante ao
MN em relacéo a idade e grupo, e o parametro picnose foi mais frequente nos individuos
expostos mais jovens que os de idade > 31 anos, refor¢ando que quanto maior a exposi¢ao
efetiva, maior € a quantidade de danos e processo de morte celular. De fato, médicos
residentes com alta carga horaria semanal em SC humanas (média de 60 horas), portanto
com maior exposic¢ao aos RGA, apresentaram maior frequéncia de células carioliticas que
meédicos residentes com menor (média de 20 horas semanais) exposi¢do (Braz et al.,
2018). Os individuos expostos com menor faixa etaria também foram os mais susceptiveis
as alteracOes de células basais. Portanto, a alta exposic¢éo de isoflurano no ambiente de
trabalho, em profissionais que tenham grande carga horaria, mostrou efeito deletério
mesmo em individuos jovens e higidos. J& para os parametros broto nuclear e células
binucleadas, os profissionais expostos com maior faixa etaria tiveram maior frequéncia
que os respectivos controles, sugerindo que para esses parametros o avanco da idade pode
ter influéncia quando h& exposicéo ao RGA.

Realmente, a literatura tem mostrado que profissionais expostos a altas
concentracdes de RGA em SC em condicOes semelhantes ao presente estudo, ou seja, sem
sistema de exaustdo de gases, apresentam instabilidade genética (avaliada em linfdcitos).

Exemplificando, Wiesner et al. (2001) constataram que médicos e enfermeiros
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anestesiologistas que atuavam em centro cirdrgico sem sistema de exaustdo e portanto
estavam altamente expostos a concentracdes residuais anestésicas (4 ppm de isoflurano e
halotano e 170 ppm de N2O) apresentaram instabilidade genética enquanto que o0s
profissionais atuantes em SC humanas com sistema de exaustdo de gases e expostos a
baixas concentracdes de RGA, dentro dos valores limites recomendados (< 0,5 ppm de
isoflurano, sevoflurano e desflurano e 12 ppm de N2O), ndo tiveram indugéo de MN.
Adicionalmente, em ceélulas esfoliadas bucais, a frequéncia de MN em profissionais
expostos a mistura de RGA foi maior em individuos com idade > 35 anos de idade e
expostos a mais de dez anos que em individuos mais jovens e expostos por menor periodo
de tempo (Chandrasekhar et al., 2006). Contudo, outros estudos ndo observaram
influéncia da idade, duracdo do tempo de exposi¢do em anos (Cakmak et al., 2019; Souza
et al.,, 2016) e do habito tabagista (Cakmak et al., 2019) em individuos expostos a
diferentes RGA.

Anestesiologistas expostos ao sevoflurano e ao N2O que trabalhavam oito horas
diarias em SC sem sistema ativo de exaustdo, utilizando modernos equipamentos de
anestesia com alto FGF, apresentaram maior frequéncia de TCI que o grupo ndo exposto
(Eroglu et al., 2006). Estes mesmos autores reavaliaram os grupos apds dois meses, pois
os profissionais expostos ficaram afastados do centro cirdrgico, e observou-se que a
frequéncia de TCI diminuiu para niveis semelhantes ao grupo controle. Dessa forma, isso
mostra a importancia dos profissionais expostos a RGA tirarem férias e ficarem um
tempo sem exposicao para que 0 organismo possa se restabelecer e evitar o acumulo de
danos.

Uma revisdo sisteméatica com metanalise mostrou aumento na frequéncia de MN
em linfocitos em individuos com exposicdo ocupacional aos RGA em comparacao aos
profissionais ndo expostos (Vodicka et al., 2016). Esses autores reportaram moderada
qualidade dos estudos originais e destacaram que poucos reportaram o nivel de exposicao
anestésica. Recentemente, Cakmak et al. (2019) avaliaram as frequéncias de MN tanto
em linfécitos quanto em células da mucosa bucal de diversos profissionais atuantes em
centro cirdrgico humano expostos a mistura de RGA,; verificou-se aumento nas
frequéncias de MN nos dois tipos celulares (duas vezes superior em linfocitos e trés vezes
superior em células bucais) em comparagéo ao grupo controle.

Assim, considerando esses achados e o fato do teste BMCyt ser mais rapido a ser
realizado, ter coleta menos invasiva e ndo requerer cultura de células como o teste de MN

em linfocitos, além de possibilitar analisar inimeros marcadores incluindo danos no
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material genetico, proliferacdo e morte celular, além do fato das células esfoliadas bucais
serem alvo de substancias inaladas por entrarem em contato direto com elas, como é o
caso dos Al, o teste BMCyt tem se mostrado promissor para monitorar, de forma pouco
invasiva, os efeitos toxicos da exposi¢do ocupacional aos RGA em todos os profissionais
que sdo expostos por se tratar de ferramenta sensivel e relevante para identificacdo de
marcadores de exposicao.

Uma possivel limitagdo do presente estudo refere-se ao fato do grupo exposto ao
RGA também ter apresentado exposicdo esporadica a radiacdo ionizante. Entretanto,
medidas de protecdo como utilizacdo de jalecos de chumbo de corpo inteiro e de tireoide
foram sistematicamente adotadas, 0 que certamente minimizou o impacto dessa
exposicdo em nossos resultados. Adicionalmente, o estudo foi realizado com a
participacdo de docentes, médicos veterinarios, residentes e técnicos em centro cirargico
veterinario universitario, os quais apresentaram variabilidade quanto a duracao efetiva da
exposi¢do anestésica semanal e anual. Como critério de incluséo, estabeleceu-se o tempo
minimo de um ano para exposi¢do ao RGA, contudo talvez seja mais relevante considerar,
para estudos futuros, a duracdo da exposicdo semanal juntamente com a exposi¢édo anual.

Levando em consideracdo nossos achados de poluicdo anestésica em SC
veterinarias e do impacto bioldgico dessa exposi¢do nos profissionais expostos, urge a
necessidade de se investir em melhorias na estrutura dos centros cirdrgicos com
implantacdo de sistema de exaustdo de gases bem como de monitorar a poluicdo das SC
e dos profissionais que nelas atuam. Como a Sociedade Brasileira de Anestesiologia e o
Colégio Brasileiro de Anestesiologia Veterinaria, dentre outras entidades semelhantes em
paises em desenvolvimento, tém papel relevante para melhorar os padr@es de qualidade
na area, sugere-se que também atuem na conscientizacdo dos profissionais
ocupacionalmente expostos, e especialmente dos gestores para melhoria do ambiente de
trabalho para minimizar a exposi¢do aos Al, com implantacdo de regulamentacGes e
medidas politicas com a finalidade de criacdo de leis/normas especificas como
encontradas, hd muitas décadas, em paises desenvolvidos.

Percebe-se que esforcos sdo necessarios para reducdo efetiva da contaminacéo
anestésica no ar ambiente de centro cirdrgico. A reducdo da poluicdo anestésica e
prevencdo dos potenciais riscos insalubres a saude dos trabalhadores atuantes em centro
cirurgico é questdo de saude publica e também envolve a responsabilidade dos gestores
em promover um ambiente seguro aos seus profissionais. Assim, com a redugéo da

poluicdo anestésica nas SC, havera beneficios tanto para os profissionais, 0s quais terdo
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menor exposi¢cdo ocupacional, com consequente diminuicdo dos efeitos bioldgicos
deletérios, bem como para a saude planetéria pela mitigagdo da emissdo de gases de efeito
estufa.
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6 CONCLUSAO

O estudo mostrou alta exposi¢cdo aos residuos de isoflurano em SC veterinarias
sem sistema de exaustdo, a qual esta associada a instabilidade genética, alteracdes
proliferativas e citotoxicidade em células da mucosa bucal dos profissionais expostos
sendo que algumas alteracdes tiveram influéncia do sexo e da duracdo da exposicao; e
somente profissionais mais jovens apresentaram aumento de danos no DNA de células
mononucleares quando comparados aos individuos controles na mesma faixa etaria. Por
outro lado, a exposicdo ao RGA ndo esta associada com alteracdes no sistema de reparo
de DNA, nas fases do ciclo celular nem no processo apoptotico quando células do sangue
periférico foram avaliadas. Assim, profissionais atuantes em centro cirdrgico veterinario
e expostos a RGA apresentam importantes efeitos deletérios; urge a necessidade de se
minimizar a poluicdo anestésica no ambiente de trabalho para reducdo de exposicao

ocupacional.
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APENDICE A

Questionério Grupo Controle

Avaliacdo de instabilidade genética e citotoxicidade em profissionais expostos ao
residuo de anestésico isoflurano que atuam em centro cirurgico de hospital

veterinario
Cddigo do individuo no estudo:
Data /[
I — Identificacéo
01-Nome:
02-Sexo: () masculino ( ) feminino
03-Género:

04-Raca: () branca ( )amarela ( ) parda ( ) negra ( ) outra:

05-Data nascimento /[
06-1dade: (Anos)
07-Peso: (Kg)
08-Altura: (Cm)

09-Origem (cidade e estado):
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Il — Informacdes gerais e coleta da amostra biologica
10- Esta de jejum de 8 h?

( )sim ( )néo

10.1 - Em caso negativo, relatar que alimento ingeriu e quanto
tempo:

11- Dormiu bem esta noite?

( )sim ( )ndo ( ) passou a noite trabalhando exposto aos

anestésicos inalatorios

12-Tem alguma doenca maligna (tumor e/ou céancer)?
()sim () ndo

12.1 - Se sim, qual?:

12.2 - Quando foi diagnosticado?:

12.3 - Fez tratamento? () sim ( )néo
12.4 - Radioterapia? () sim ( ) néo
12.5 - Quimioterapia? ( ) sim ( ) ndo
12.6 — Finalizou o tratamento? () sim ( ) ndo
12.7 — Quando finalizou o tratamento? () sim ( ) néo
12.8 — Fez cirurgia? ( )sim ( )néo
13- Ja teve alguma doenca maligna (tumor e/ou cancer)?
( )sim ( ) ndo

13.1 - Se sim, qual?:

13.2 - Quando foi diagnosticado?:

13.3 - Fez tratamento? () sim ( ) nédo

13.4 - Radioterapia? () sim ( ) ndo

13.5 - Quimioterapia? ( ) sim ( )néo

13.6 — Finalizou o tratamento? () sim () néo

13.7 — Quando finalizou o tratamento? () sim ( ) ndo

13.8 — Fez cirurgia? ( )sim ( )néo



14- Considera sua alimentacdo saudavel?

()sim ()ndo

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

Refeicao Frequéncia

Diariamente Nao Faz Irregularmente

Café da manha

Lanche da manha

Almoco

Lanche da tarde

Jantar

Ceia

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

_ Todos os 2 a 3 vezes 4 vezes por Rara/
Alimento . A
dias por semana més Nunca
Frutas
Folhosos
Legumes

Leite e Derivados

Ovos

Carne Bovina

Carne de Porco

Galinha

Peixe

Embutidos

Feijao

Arroz

Macarrdo
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Pao

Bolacha

Doces

Balas e chicletes

Frituras

Salgados assados

Sanduiches

Refrigerante

Suco natural

Suco artificial

Café

17- Qual o consumo de agua diério:
( )1a3copos ( )4ab6copos ( )7 oumaiscopos

*considera-se por copo a medida aproximada de 250 ml

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

18.1-Se sim, qual tipo (musculacéo, caminhada,

etc)?

18.2-Se sim, quantas vezes por semana?

pilates

19- Fuma?
( )Sim () Nao

19.1- Ha quanto tempo?

19.2 - Quantos cigarros/dia:
() menos de meio maco () de meio a um macgo

() 1a2macgos () mais de 2 magos

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

*1 mago = 20 cigarros/dia
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20- J& fumou alguma vez?
( )Sim ( ) Nao
20.1-Quantos cigarros/dia fumava:
() menos de meio maco () de meio a um macgo
( ) 1a2macgos () mais de 2 macos
() apenas experimentou

*1 mago = 20 cigarros/dia

20.2-Durante quanto tempo fumou?

(meses) (anos) (dias)

20.3-Qual tipo (cachimbo, charuto, palha, papel com filtro, sem filtro,

etc)?:

20.4- E a guanto tempo parou?

(meses) (anos) (dias)

21- Fuma ou ja fumou alguma substéncia utilizando o cachimbo tipo Narguile?

()sim ( ) ndo Qual substéancia?
22.1- Com que frequéncia/quantas vezes fuma?
(meses) (anos) (dias) 22.2- Se parou com
que frequéncia fumava? (meses) (anos) (dias)

22- Consome bebida alcoolica?
()sim ()ndo
22.1- Se sim, quantas vezes por semana:
() somente aos finais de semana () somente em eventos sociais
( )1a3dias () 4 ou mais dias
22.2 - Se sim, quantas doses por semana:
() até 2 doses ( )de3a4ddoses ( )de5a6doses
( )de7a9doses ( )acimade 10 doses

*considera-se 1 dose: meia garrafa ou 1 lata de cerveja, 1 calice de vinho ou 1
dose de bebidas destiladas (aguardente, whisky, etc)
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22.3-Qual tipo de bebida mais consome (cachaca, cerveja, whisky, vinho,

etc)?

23- Ja fez uso cronico de alcool, ou seja, ja foi alcoolista?
()sim ()néo
23.1- Se sim, quando foi a wultima fez que consumiu alcool?

(meses) (anos) (dias)

23.2 — Por quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

24- Consome drogas ilicitas?
()sim ()ndo

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

24.2 - H& quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

25- J& consumiu algum tipo de droga ilicita?
( )sim ( )ndo

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

25.2- Por quanto tempo? (meses) (anos) (dias)
25.3- Ha quanto tempo parou?
(meses) (anos) (dias)

26- Faz uso de anabolizante?
()sim ()néo
26.1- Se sim qual e ha guanto

tempo? (meses) (anos) (dias)

27- Ja fez alguma vez uso de anabolizante?
( )sim ( )néo

27.1- Se sim qual e quando foi a ultima vez que usou?

27.2- Por quanto tempo usou?

(meses) (anos) (dias)
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28- Faz uso de suplementacdo para atletas?
( )sim ( )néo

28.1- Se sim qual?

28.2- Ha quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

29- Ja fez uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)?
()sim ()néao

29.1- Se sim, qual (is)? (marca e/ou

composto)

29.2- Frequéncia/dia:

29.3 - Ha quanto tempo

parou? (meses) (anos) (dias)

30- Atualmente faz uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)?
()sim ()néo

30.1- Se sim, qual (is)? (marca e/ou

composto)

30.2 - Nome comercial:

30.2.1- Frequéncia/dia:
30.2.2 - Ha quanto tempo?

(meses) (anos) (dias)

11 - Histéria Médica

31- Foi submetido a raio X, tomografia ou radioscopia (exame de imagem realizada
durante procedimento cirurgico inclusive dentario) recentemente (no ultimo més)?
()sim ()nédo
31.1- Quando?
31.2- Sabe quantas chapas ou tomografias foram

feitas?
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32- Tem alguma doencga (asma, hipertenséo, diabetes, hepatite, lUpus, artrite, etc)?
()sim ()néo
32.1- Qual?

33- Ja teve alguma doenca grave?
()sim ()néao

34.1- Se sim, qual?

34.2- Ha quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

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

( ) antibidtico () anti-inflamatério () analgésico

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

() insulina () hipoglicemiante ( ) relaxantes musculares

() horménios () anti-histaminicos ( ) tranquilizantes

() fitoterapicos () homeopéticos () inibidores de apetite

( ) antiacidos ( ) antidepressivo () ansiolitico

() Outro especifique:

34.1- Frequéncia? (meses) (anos) (dias)

34.2 — Ha quanto tempo foi? (meses) (anos) (dias)

34.3- Ha quanto tempo
parou? (meses) (anos) (dias)

35- Tomou alguma medicacao no ultimo més (tratamento esporadico)?
()sim ()néao

35.1 - Se sim, qual (is)?

() antibidtico () anti-inflamatorio ( ) analgésico
() anti-hipertensivo ( ) corticoide () anti-convulsivante
( ) insulina () hipoglicemiante ( ) relaxantes musculares
() hormdnios () anti-histaminicos ( ) tranquilizantes

() fitoterapicos ( ) homeopaticos () inibidores de apetite



( ) anti&cidos ( ) antidepressivo () ansiolitico

( ) outros — quais:

35.2 - Frequéncia/dia:

35.3 - Ha quanto

parou? (meses) (anos) (dias)

36- Teve alguma infeccdo ou inflamacgdo no ultimo més?
()sim ()néao

36.1- Se sim, qual (is)?

94

tempo

36.2- H& quanto tempo? (meses) (anos)

(dias)

37- Esta resfriado ou gripado?

() sim ( ) nao

38- Ja fez alguma cirurgia?
() sim ( ) nao

38.1- Se sim, quais e quantas vezes?

38.2- Ha quanto tempo

ultima? (meses) (anos) (dias)

38.3 — Tomou anestesia? ( ) sim ( ) ndo

38.3.1 — Se sim qual?

39- Ja foi submetido a anestesia geral?

()sim ( ) nao

foi

39.1 - Se sim para anestesia geral, sabe se recebeu anestesia inalatoria?( ) sim

( ) nao

39.2- Se sim, qual anestésico?

39.3 - Ha quanto tempo? (meses) (anos)

(dias)
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IV — Atividade Profissional

40 — Qual sua area de atuacdo profissional?

41 — No seu trabalho sofre algum tipo de exposi¢do ocupacional ex: radiacéo,

pesticidas, solventes, etc?
( )Sim () Néo

41.1 Se sim, qual?

41.2 Se sim, a quanto tempo esta
exposto? (meses) (anos) (dias)

42 — Ja teve alguma ocupacdo profissional onde teve exposicao ocupacional ex:

radiacéo, pesticidas, solventes, etc?
() Sim () Nao

42.1 Se sim, qual?

42.2 Se sim, a quanto tempo esta
exposto? (meses) (anos) (dias)

43- Apbs um dia de trabalho sente algum dos sintomas/sinais abaixo?

( )sim ( )ndo

Quais?:

() nausea () fadiga

() cansaco extremo () tontura

( ) cefaleia/enxaqueca ( ) agitacéo

() dificuldade de concentragéo () baixo rendimento
() dificuldade para dormir/insénia () sintomas depressivos
() infeccbes mais frequentes () irritag&o das vias aéreas
( ) enjoo () vomito

() sistema imunoldgico debilitado () desanimo

() estafa/burnout () irritacéo
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() sonoléncia () memoria fraca

( ) outros:

43.1 - Se sim, qual a frequéncia semanal?

()1vez ( )2vezes ( )3vezes ( )4vezes ( )S5vezes ( )>6

Vezes

44- Ja trabalhou em hospital?
() Sim ( ) Néo

44.1 Se sim, quando foi?

44.2 Se sim em qual setor?

45- Gostaria de acrescentar alguma informacao que considere importante?

Se homem - Parte reprodutiva:

46-Tem filhos BIOLOGICO?
( )sim ( )ndo
46.1 - Se sim, sua parceira demorou para engravidar? ( )sim ( ) néo
46.2 - Se sim, precisou de algum tratamento para engravidar? ( )sim ( )ndo

46.3 - Se sim, algum dos dois apresenta ou apresentou algum tipo de problema?

( )sim( )nédo

4631 - Se sim, quem e qual(is) os problemas:

46.4 - Se sim, sua parceira teve algum problema com a gestagdo? ( )sim ()

nao

46.4.1- Se sim, qual (is):
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46.5- No momento estdo tentando engravidar () sim ( )néo

46.5.1- Se sim, a quanto tempo estdo

tentando? (meses) (anos) (dias)
46.6 - Fez ou faz algum tipo de tratamento para engravidar? () sim ( )néo

46.6.1- Se sim, qual (is):

46.6.2-Ha quanto tempo? (meses) (anos) (dias).
47- Sabe se sua parceira ja teve algum aborto espontaneo? () sim ( ) néo

47.1- Se sim, quantos?

47.2- Ha quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

48- Sua parceira tem alguma exposi¢do ocupacional? ( )sim ( ) néo

48.1- Se sim, qual:

49- Sabe se vocé ou sua parceira tem algum problema de infertilidade?

()sim ( ) ndo

Se mulher - Parte reprodutiva:

50- Tem ciclo menstrual regular?
( )sim ( ) nédo

50.1 - Se ndo, sabe a causa?

51- Faz uso de anticoncepcional?
( )sim ( ) nédo

51.1- Se sim, que tipo:



( )oral () injetavel ( ) adesivo transdérmico

() implante subcutaneo ( ) outros:

Nome comercial:

52.2 - Se sim, h& quanto tempo?

53- Faz algum tipo de reposicdo hormonal?
()sim ( ) nédo
53.1-Se sim, que tipo:
( )oral () injetavel ( ) adesivo transdérmico

() implante subcutaneo ( ) outros:
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53.2 - Se sim, ha quanto tempo? (meses) (anos)

(dias)

54- Tem filhos BIOLOGICOS?
()sim ( )ndo
54.1- Se sim, demorou para engravidar? () sim () nédo
54. 2 - Se sim, precisou de algum tratamento para engravidar?  (
( )néo
54.3 - Se sim, algum apresenta algum tipo de problema? ( ) sim

54.3.1- Se sim, qual (is):

54.4 - Se sim, vocé teve algum problema com a gestacdo? ( ) sim

54.4.1- Se sim, qual (is):

54.5 - Se ndo, ja tentou engravidar? () sim ( ) néo
54.6 - Se sim, ha quanto tempo esta
engravidar? (meses) (anos) (dias)

54.7 - Fez ou faz algum tipo de tratamento para engravidar? ( ) sim

54.7.1- Se sim, qual (is):

54.7.2- Ha

tempo? (meses) (anos) (dias)

) sim

( )néo

( )ndo

tentando

( ) nédo

guanto
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55- Sabe se ja teve algum aborto espontaneo durante periodo que trabalhou/trabalha em

centro cirurgico ou em momento anterior?
( )sim ( )néo

obs:

55.1 - Se sim, quantos?

55.2 - Ha quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

56- Se tiver parceiro(a), sabe se tem alguma exposicdo ocupacional?
()sim () ndo

56.1 - Se sim, qual:

57- Sabe se vocé ou seu parceiro tem algum problema de infertilidade?

()sim ( ) ndo
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APENDICE B

Questionério Grupo Exposto

Avaliacéo de instabilidade genética e citotoxicidade em profissionais expostos ao
residuo de anestésico isoflurano que atuam em centro cirurgico de hospital

veterinario
Cadigo do individuo no estudo:
Data /[
I — Identificacéo
01-Nome:
02-Sexo: () masculino ( ) feminino
03-Género:

04-Raca: () branca ( )amarela ( ) parda ( ) negra ( ) outra:

05-Data nascimento [/

06-ldade: (Anos)
07-Peso: (Kg)
08-Altura: (Cm)

09-Origem (cidade e estado):
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Il — Informacdes gerais e coleta da amostra biologica
10- Esta de jejum de 8 h?

( )sim ( ) néo

10.1 - Em caso negativo, relatar que alimento ingeriu e quanto
tempo:

11- Dormiu bem esta noite?

( )sim ( )ndo ( ) passou a noite trabalhando exposto aos

anestésicos inalatorios

12-Tem alguma doenca maligna (tumor e/ou céancer)?
()sim () ndo

12.1 - Se sim, qual?:

12.2 - Quando foi diagnosticado?:

12.3 - Fez tratamento? () sim ( )néo
12.4 - Radioterapia? () sim ( ) néo
12.5 - Quimioterapia? ( ) sim ( ) ndo
12.6 — Finalizou o tratamento? () sim ( ) ndo
12.7 — Quando finalizou o tratamento? () sim ( ) néo
12.8 — Fez cirurgia? ( )sim ( )néo
13- Ja teve alguma doenca maligna (tumor e/ou cancer)?
( )sim ( ) ndo

13.1 - Se sim, qual?:

13.2 - Quando foi diagnosticado?:

13.3 - Fez tratamento? () sim ( ) nédo

13.4 - Radioterapia? () sim ( ) ndo

13.5 - Quimioterapia? ( ) sim ( )néo

13.6 — Finalizou o tratamento? () sim () néo

13.7 — Quando finalizou o tratamento? () sim ( ) ndo

13.8 — Fez cirurgia? ( )sim ( )néo
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14- Considera sua alimentacdo saudavel?

()sim ()ndo

15- Qual a frequéncia de realizacao das refeicdes diarias? (Assinalar na tabela abaixo)

Refeicao Frequéncia

Diariamente Nao Faz Irregularmente

Café da manha

Lanche da manha

Almoco

Lanche da tarde

Jantar

Ceia

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

_ Todos os 2 a 3 vezes 4 vezes por Rara/
Alimento . A
dias por semana més Nunca
Frutas
Folhosos
Legumes

Leite e Derivados

Ovos

Carne Bovina

Carne de Porco

Galinha

Peixe

Embutidos

Feijao

Arroz

Macarrdo
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Pao

Bolacha

Doces

Balas e chicletes

Frituras

Salgados assados

Sanduiches

Refrigerante

Suco natural

Suco artificial

Café

17- Qual o consumo de agua diério:
( )1a3copos ( )4ab6copos ( )7 oumaiscopos

*considera-se por copo a medida aproximada de 250 ml

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

18.1-Se sim, qual tipo (musculacéo, caminhada,

etc)?

18.2-Se sim, quantas vezes por semana?

pilates

19- Fuma?
( )Sim () Nao

19.1- Ha quanto tempo?

19.2 - Quantos cigarros/dia:
() menos de meio maco () de meio a um macgo

() 1a2macgos () mais de 2 magos

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

*1 mago = 20 cigarros/dia
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20- J& fumou alguma vez?
( )Sim ( ) Nao
20.1-Quantos cigarros/dia fumava:
() menos de meio maco () de meio a um macgo
( ) 1a2macgos () mais de 2 macos
() apenas experimentou

*1 mago = 20 cigarros/dia

20.2-Durante quanto tempo fumou?

(meses) (anos) (dias)

20.3-Qual tipo (cachimbo, charuto, palha, papel com filtro, sem filtro,

etc)?:

20.4- E a guanto tempo parou?

(meses) (anos) (dias)

21- Fuma ou ja fumou alguma substéncia utilizando o cachimbo tipo Narguile?

()sim ( ) ndo Qual substéancia?
22.1- Com que frequéncia/quantas vezes fuma?
(meses) (anos) (dias) 22.2- Se parou com
que frequéncia fumava? (meses) (anos) (dias)

22- Consome bebida alcoolica?
()sim ()ndo
22.1- Se sim, quantas vezes por semana:
() somente aos finais de semana () somente em eventos sociais
( )1a3dias () 4 ou mais dias
22.2 - Se sim, quantas doses por semana:
() até 2 doses ( )de3a4ddoses ( )de5a6doses
( )de7a9doses ( )acimade 10 doses

*considera-se 1 dose: meia garrafa ou 1 lata de cerveja, 1 calice de vinho ou 1
dose de bebidas destiladas (aguardente, whisky, etc)
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22.3-Qual tipo de bebida mais consome (cachaca, cerveja, whisky, vinho,

etc)?

23- Ja fez uso cronico de alcool, ou seja, ja foi alcoolista?
()sim ()néo
23.1- Se sim, quando foi a wultima fez que consumiu alcool?

(meses) (anos) (dias)

23.2 — Por quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

24- Consome drogas ilicitas?
()sim ()ndo

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

24.2 - H& quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

25- J& consumiu algum tipo de droga ilicita?
( )sim ( )ndo

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

25.2- Por quanto tempo? (meses) (anos) (dias)
25.3- Ha quanto tempo parou?
(meses) (anos) (dias)

26- Faz uso de anabolizante?
()sim ()néo
26.1- Se sim qual e ha guanto

tempo? (meses) (anos) (dias)

27- Ja fez alguma vez uso de anabolizante?
( )sim ( )néo

27.1- Se sim qual e quando foi a ultima vez que usou?

27.2- Por quanto tempo usou?

(meses) (anos) (dias)
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28- Faz uso de suplementacdo para atletas?
( )sim ( )néo

28.1- Se sim qual?

28.2- Ha quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

29- Ja fez uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)?
()sim ()néao

29.1- Se sim, qual (is)? (marca e/ou

composto)

29.2- Frequéncia/dia:

29.3 - Ha quanto tempo

parou? (meses) (anos) (dias)

30- Atualmente faz uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)?
()sim ()néo

30.1- Se sim, qual (is)? (marca e/ou

composto)

30.2 - Nome comercial:

30.2.1- Frequéncia/dia:
30.2.2 - Ha quanto tempo?

(meses) (anos) (dias)

11 - Histéria Médica

31- Foi submetido a raio X, tomografia ou radioscopia (exame de imagem realizada
durante procedimento cirurgico inclusive dentario) recentemente (no ultimo més)?
()sim ()nédo
31.1- Quando?
31.2- Sabe quantas chapas ou tomografias foram

feitas?
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32- Tem alguma doencga (asma, hipertenséo, diabetes, hepatite, lUpus, artrite, etc)?
()sim ()néo
32.1- Qual?

33- Ja teve alguma doenca grave?
()sim ()néao

34.1- Se sim, qual?

34.2- Ha quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

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

( ) antibidtico () anti-inflamatério () analgésico

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

() insulina () hipoglicemiante ( ) relaxantes musculares

() horménios () anti-histaminicos ( ) tranquilizantes

() fitoterapicos () homeopéticos () inibidores de apetite

( ) antiacidos ( ) antidepressivo () ansiolitico

() Outro especifique:

34.1- Frequéncia? (meses) (anos) (dias)

34.2 — Ha quanto tempo foi? (meses) (anos) (dias)

34.3- Ha quanto tempo
parou? (meses) (anos) (dias)

35- Tomou alguma medicacao no ultimo més (tratamento esporadico)?
()sim ()néao

35.1 - Se sim, qual (is)?

() antibidtico () anti-inflamatorio ( ) analgésico
() anti-hipertensivo ( ) corticoide () anti-convulsivante
( ) insulina () hipoglicemiante ( ) relaxantes musculares
() hormdnios () anti-histaminicos ( ) tranquilizantes

() fitoterapicos ( ) homeopaticos () inibidores de apetite



( ) anti&cidos ( ) antidepressivo () ansiolitico

( ) outros — quais:

35.2 - Frequéncia/dia:

35.3 - Ha quanto

parou? (meses) (anos) (dias)

36- Teve alguma infeccdo ou inflamacgdo no ultimo més?
()sim ()néao

36.1- Se sim, qual (is)?
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tempo

36.2- H& quanto tempo? (meses) (anos)

(dias)

37- Esta resfriado ou gripado?

() sim ( ) nao

38- Ja fez alguma cirurgia?
() sim ( ) nao

38.1- Se sim, quais e quantas vezes?

38.2- Ha quanto tempo

ultima? (meses) (anos) (dias)

38.3 — Tomou anestesia? ( ) sim ( ) ndo

38.3.1 — Se sim qual?

39- Ja foi submetido a anestesia geral?

()sim ( ) nao

foi

39.1 - Se sim para anestesia geral, sabe se recebeu anestesia inalatoria?( ) sim

( ) nao

39.2- Se sim, qual anestésico?

39.3 - Ha guanto tempo? (meses) (anos)

(dias)
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IV — Atividade Profissional

40- Assinale qual ou quais funcbes desempenha na Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia de Botucatu ou no centro cirargico do Hospital Veterinario?

() Docente - Departamento:

() Residente - Departamento:

( ) Técnico
( ) Cirurgido
() Anestesiologista

() Outro especifique:

41- Em relacdo a atuacdo, ha quanto tempo esta atuando?

( )Docente( ) dias ( )___ _meses ( )___ anos

( )Residente( ) dias ( )__ _meses ( )___ anos

( )Circulante ( ) _dias ( )___ _meses ( )___ anos

( )Técnico( ) dias ( )___ meses ( )___ anos

( )Cirurgido( )___ dias ( )___ _meses ( )___ anos

( ) Anestesiologista( ) dias ( )___ _meses ( )___ anos
( ) Outro () dias ()___ _meses ()

___anos

42 — Em quais locais a sua atuacdo € mais frequente?
( ) Sala operatéria de grandes animais
( ) Sala operatdria de pequenos animais
( ) Sala operatéria de reproducao

42.1 — Qual a frequéncia: ( )1x semana ( )2x semana ( )3x semana ( )4x

semana ( )Todos dias da semana

42.2 — Qual o total de horas semanais?

( ) Experimental

() Qutro




43 — Faz pesquisa das quais se utiliza anestésico inalatorio?
( )sim ( )ndo
43.1 — Se sim quais?

43.2 — H& quanto tempo? (meses) (anos)

(dias)

44- No exercicio da sua funcao tem contato com substancias toxicas?
()sim ()néo

44.1- Se sim, qual?

44.2 - Ha quanto tempo? (meses) (anos)

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

45.1-Quais anestésicos inalatorios eram utilizados?

45.2- Qual sistema era utilizado com frequéncia?

(dias)
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46- Trabalha em outros lugares?
()sim ( ) ndo

46.1- Se sim, qual é?

46.2 - Vocé faz plantdes no local acima, em centro cirdrgico (final de semana ou

de noite)?
( )sim ( )ndo
46.3 - Se sim, voCcé é exposto aos anestésicos inalatorios?
( )sim ( )ndo
46.4 — Se sim quais?
46.5 - Qual a frequéncia de exposi¢do: ? (dias na
semana) __ (horas p/ dia))
47 — J& atuou em centro cirargico humano?
() Sim ( ) Néo
47.1 Se sim, quais 0s anestésicos era

exposto?
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47.2 Por quanto ficou exposto?

? (meses) (anos) (dias)

47.3 Ha quanto tempo deixou de ser exposto?

? (meses) (anos) (dias)

48- H& quanto tempo esta exposto aos anestésicos inalatorios?

horas p/dia dias meses anos

49- Tem exposicao a radiacdo (raio-X, tomografia, radioscopia)?
()sim ( ) ndo
49.1 - Se sim, qual a frequéncia/semana? dias
49.2 - Quando se expde usa protecao?
( )ndo ( )sim:
() jaleco de chumbo
() tireoide
() tireoide e jaleco de chumbo

obs:

50- Atualmente realiza ou participa mais de anestesia inalatéria ou venosa?

51- Qual a frequéncia (vezes e %) de cada anestesia (manutencao) por semana?

Venosa:

Inalatéria;

Obs:

52- Quando realiza ou participa de anestesia inalatoria quais anestésicos sao mais

utilizados?

( ) isoflurano ( )sevoflurano ( ) ndosabe ( ) outro:
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53- Qual o fluxo (I/min) de gas fresco predominantemente utilizado durante a anestesia?

( ) Baixo
( ) Médio

() Néo sabe

54- Apo6s um dia de trabalho sendo exposto aos anestésicos inalatorios sente algum dos

sintomas/sinais abaixo?

vezes

( )sim

Quais?:

( )ndo

() ndusea

() cansaco extremo

( ) cefaleia/enxaqueca

( ) dificuldade de concentracao
() dificuldade para dormir/insonia
() infeccbes mais frequentes

( ) enjoo

() sistema imunologico debilitado
() estafa/burnout

() sonoléncia

() outros:

54.1 - Se sim, qual a frequéncia semanal?

()1lvez () 2vezes

~

)

) fadiga

) tontura

) agitacao
) baixo rendimento
) sintomas depressivos
() irritacdo das vias aereas
) vomito
) desénimo
) irritacdo

) memoria fraca

( )3vezes ( )4vezes ( )S5vezes ( )>6

54.2 - Quando comecou a trabalhar no centro cirurgico algum sintoma era mais

frequente?

()sim ( ) ndo

Se sim, qual (is):

54.4 - Sente que 0s sintomas diminuiram com o passar do tempo?

( )sim ( )néo



113

54.5 - Se sim, quando diminuiram?

55- Tira férias anualmente?
()sim ( ) ndo
55.1 Se sim, por quanto tempo:

( )<15dias ( )30dias ( ) outro:

56- Durante o periodo de férias, continua tendo exposi¢do aos anestésicos inalatérios?
()sim ( )ndo

Frequéncia: (meses) (anos) (dias)

57- Tirou férias ou se afastou do centro cirurgico recentemente?

() sim ( ) nao periodo:

57.1 - Se sim, teve exposi¢cdo aos anestésicos inalatérios?
dias semanas meses

57.2 - Se sim, h& quanto tempo n&do esta mais exposto aos residuos de gases

anestésicos?

( )dias ( )meses  obs:

58 — Se afastou recentemente de suas atividades no centro cirdrgico e ficou sem

exposicdo aos anestésicos inalatérios?

( )sim( )ndo periodo: (meses) (anos) (dias)

59 - Teve exposi¢cdo aos anestésicos inalatrios no dia de ontem ou nesta madrugada?
( )sim ( ) nédo

59.1- Se sim, por quanto tempo? horas

59.2- Se sim, qual(is) anestesico(s)?

( )isoflurano () sevoflurano ( ) Outro

60- Ao longo da atuacdo profissional?



114

60.1- Sofreu acidente? () sim ( ) néo obs:

60.2- Teve algum acidente com perfuro-cortante? ( ) sim ( ) ndo obs:

61- Gostaria de acrescentar alguma informacao que considere importante?

Se homem - Parte reprodutiva:

62-Tem filhos bioldgicos?
( )sim ( )néo
62.1 - Se sim, sua parceira demorou em engravidar? ( ) sim ( ) ndo
62.2 - Se sim, precisou de algum tratamento para engravidar? ( )sim () néo
62.3 - Se sim, algum dos dois apresenta ou apresentou algum tipo de problema?(
) sim () ndo

62.3.1 - Se sim, quem e qual (is):

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

nao
62.4.1- Se sim, qual(is) o problema:
62.5- No momento estdo tentando engravidar () sim ( ) ndo
62.5.1- Se sim, ha quanto tempo estédo
tentando? (meses) (anos) (dias) 62.6 - Fez ou faz

algum tipo de tratamento para engravidar? ( ) sim( ) ndo

62.6.1- Se sim, qual (is):
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62.6.2- Ha guanto tempo?
(meses) (anos) (dias)
63- Sabe se sua parceira ja teve algum aborto espontaneo? () sim ( ) néo

63.1- Se sim, quantos?

63.2- Ha quanto temp ? (meses) (anos) (dias)

64- Sua parceira tem alguma exposi¢do ocupacional? ( )sim ( )ndo

64.1- Se sim, qual:

65- Sabe se vocé ou sua parceira tem algum problema de infertilidade?

()sim ( )ndo

Se mulher - Parte reprodutiva:

66-Tem ciclo menstrual regular?
( )sim ( )ndo

66.1 - Se ndo, sabe a causa?

67- Faz uso de anticoncepcional?
()sim ( )ndo
67.1- Se sim, que tipo:
( )oral () injetavel ( ) adesivo transdérmico ( ) implante subcutaneo

( ) outro:

Nome comercial:

67.2 - Ha quanto tempo usa? (meses) (anos) (dias)
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68- Faz algum tipo de reposicdo hormonal?
( )sim ( )ndo

68.1-Se sim, que tipo:

( )oral ( ) injetavel () adesivo transdérmico () implante subcutéaneo
( ) outros:
68.2 - Ha quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

69- Tem filhos bioldgicos?

( )sim ( )ndo

69.1- Se sim, demorou em engravidar? ()sim ( )ndo

69. 2 - Se sim, precisou de algum tratamento para engravidar?  ( ) sim
( )ndo

69.3 - Se sim, algum apresenta algum tipo de problema? ( ) sim ( )néo

69.3.1- Se sim, qual (is):

69.4 - Se sim, vocé teve algum problema com a gestacdo? ( ) sim ( )ndo

69.4.1- Se sim, qual (is):

69.5 - Se ndo, ja tentou engravidar? ( ) sim ( ) néo

69.6 - Se sim, ha quanto tempo esta tentando
engravidar? (meses) (anos) (dias) 69.7 - Fez ou faz
algum tipo de tratamento para engravidar? ( ) sim ( ) ndo

69.7.1- Se sim, qual (is):

69.7.2- Ha quanto
tempo? (meses) (anos) (dias)

70- Sabe se ja teve algum aborto espontaneo durante periodo que trabalhou/trabalha em

centro cirurgico ou em momento anterior?
()sim ( ) ndo

obs:

70.1 - Se sim, quantos:
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70.2 - Ha quanto tempo? (meses) (anos) (dias)

71- Se tiver parceiro, sabe se tem alguma exposicao ocupacional?
( )sim ( )néo

71.1 - Se sim, qual:

72- Sabe se vocé ou seu (sua) parceiro (a) tem algum problema de infertilidade?

( )sim ( )ndo
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APENDICE C

Termo de Consqntimento Livre e Esclarecido B
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUCAO
466/2012)

Grupo Controle

O(a) sr(a) estd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa chamada
“Avaliagdo de instabilidade genética e citotoxicidade em profissionais expostos ao
residuo de anestésico isoflurano que atuam em centro cirargico de hospital veterinario”,
que pretende avaliar se 0s anestésicos inalatérios podem promover possiveis efeitos
toxicos no organismo de profissionais expostos (profissionais do centro cirargico do
hospital veterinario), seja em nivel molecular (integridade do DNA - componente que
determina caracteristicas individuais presente nas células do sangue), celular ou
sistémico. Para checar esses efeitos, serdo realizados testes que avaliam os danos no DNA
e em células, além de urina, sangue e células da mucosa bucal.

O sr(a) foi selecionado(a) a participar dessa pesquisa devido a necessidade de um
grupo controle para comparacdo de resultados do estudo com individuos expostos aos
residuos de gases anestésicos (grupo exposto), pois o estudo serd realizado com
voluntarios de ambos os sexos sendo profissionais adultos expostos aos residuos de gases
anestésicos em centro cirlrgico veterinario e voluntarios adultos (individuos que nédo
trabalhem na area hospitalar e ndo tenham exposi¢cdo ocupacional aos residuos de gases
anestésicos), pareados por idade, sexo e estilo de vida com o grupo exposto. Serdo
excluidos individuos com doencas malignas, infecciosas ou inflamatorias, os que fazem
uso de suplementos vitaminicos/antioxidantes, medicamentos ou drogas ilicitas, consumo
pesado de alcool ou que tenha atuado em alguma area com exposicdo ocupacional.

Sera realizado um questionario contendo dados pessoais (nome, data de
nascimento, sexo, peso, altura, etc), estilo de vida (alimentacdo, pratica de exercicios
fisicos, exposicao a substancias toxicas, uso de bebida alcodlica, tabaco e drogas ilicitas,
etc) e historia médica (uso de medicamentos e suplementos vitaminicos, doencas, etc);
todas as informactes sdo de carater confidencial e sua identidade sera preservada. O
questionario durara cerca de 30 minutos e sera aplicado pela propria pesquisadora com
agendamento prévio por meio de contato telefénico. Durante a aplicacdo do questionario
ndo serd utilizado qualquer tipo de recurso para armazenamento de imagem ou voz. As
informac0es relatadas pelo(a) sr(a) seréo transcritas e armazenadas para o fornecimento
de dados complementares durante a analise dos resultados da pesquisa.

Desta forma, solicitamos seu consentimento para que, logo apos a entrevista, pela
manhd, em jejum de 8 horas, seja coletada uma amostra de 40 ml de sangue periférico,
duas amostras de células esfoliadas de ambos os lados da cavidade oral (bochecha) e uma
amostra isolada de urina sendo esta preferencialmente a primeira da manhda. A coleta sera
realizada por profissional experiente e o procedimento causa apenas o desconforto da
picada para coleta de sangue venoso com risco minimo, ja que sera utilizado material
estéril e descartavel. A participacdo nesta pesquisa nao infringe as normas legais e éticas.
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Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa
com Seres Humanos conforme Resolugdo N° 466/12.

Parte das amostras bioldgicas colhidas do(a) Senhor(a) sera utilizada e o restante
sera armazenado na Unidade de Pesquisa Experimental - UNIPEX, da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP, para serem utilizadas em um novo(s) projeto(s) de
pesquisa. Dessa forma, solicito seu consentimento para reutilizacdo desse material em
futuro projeto(s) de pesquisa, no qual serdo realizados testes adicionais para melhor
entendimento dos possiveis efeitos toxicos dos residuos dos gases anestésicos no
organismo humano.

A realizacdo desta pesquisa permitird um melhor entendimento dos efeitos dessa
exposicdo ocupacional aos anestesicos na saude e conhecer as concentracdes anestésicas
residuais para possivel melhoria das condigdes de trabalho nas salas operatorias
veterinarias no sentido de minimizar os possiveis efeitos toxicos causados pelos residuos
de gases anestésicos.

Caso o(a) sr(@) nao 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(@) podera consultar o
andamento da pesquisa solicitando informacdes por meio do telefone ou e-mail da
pesquisadora do projeto e, se necessario, por meio do telefone do Comité de Etica em
Pesquisa.

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

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica
em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62
feira das 8h as 11h30 e das 14h as 17h, na Chécara Butignolli s/n°® em Rubido Junior —
Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos:

Apés terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo,
CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntéria, estando ciente que todos os meus
dados estardo resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram.
Estou ciente que os resultados desse estudo poderao ser publicados em revistas cientificas,
sem, no entanto, que minha identidade seja revelada.

Nome:

Assinatura:
Data: / /

Pesquisadora: Drielle B. dos S. Figueiredo
Fone: (14) 99616 7608
End.: Rua Gregério Pedro Garcia, 1022 - Jd Itamaraty, Botucatu-SP
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CEP: 18608-012

Assinatura:

E-mail: drielle.bap@hotmail.com

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

E-mail: mgbraz@fmb.unesp.br
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APENDICE D

Termo de Conse}ntimento Livre e Esclarecido B
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUCAO
466/2012)

Grupo Exposto

O(a) sr(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa chamada
“Avaliagdo de instabilidade genética e citotoxicidade em profissionais expostos ao
residuo de anestésico isoflurano que atuam em centro cirargico de hospital veterinario”,
que pretende avaliar se os residuos dos gases anestésicos podem promover possiveis
efeitos toxicos no organismo de profissionais expostos (profissionais do centro cirdrgico
do hospital veterinario), seja em nivel molecular (integridade do DNA - componente que
determina caracteristicas individuais presente nas células do sangue), celular ou
sistémico. Para checar esses efeitos, serdo realizados testes que avaliam os danos no DNA
e em células, além de urina, sangue e células da mucosa bucal.

O(a) sr(a) foi selecionado(a) a participar dessa pesquisa devido a sua atuacdo em
salas operatérias veterinaria, pois o estudo sera realizado com voluntarios de ambos os
sexos sendo profissionais adultos expostos aos residuos de gases anestésicos (medicos
veterinarios - docentes e residentes das areas de anestesiologia e cirurgia e técnicos que
atuem nas salas operatorias), e voluntarios adultos ndo expostos aos residuos de gases
anestésicos (individuos saudaveis, que ndo trabalhem na &rea hospitalar e ndo tenham
exposicdo ocupacional aos residuos de gases anestésicos), pareados por idade, sexo e
estilo de vida com o grupo exposto. Serdo excluidos individuos com doengas malignas,
infecciosas ou inflamatdrias, os que fazem uso de suplementos vitaminicos/antioxidantes,
medicamentos ou drogas ilicitas, consumo pesado de alcool ou que tenha atuado em
alguma area com exposicao ocupacional.

Sera realizado um questionario contendo dados pessoais (nome, data de
nascimento, sexo, peso, altura, etc), estilo de vida (alimentacdo, préatica de exercicios
fisicos, exposicao a substancias toxicas, uso de bebida alcodlica, tabaco e drogas ilicitas,
etc) e historia médica (uso de medicamentos e suplementos vitaminicos, doencas, etc);
todas as informaces sdo de carater confidencial e sua identidade serd preservada. O
questionario durara cerca de 30 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
informac0es relatadas pelo(a) sr(a) seréo transcritas e armazenadas para o fornecimento
de dados complementares durante a analise dos resultados da pesquisa.

Desta forma, solicitamos seu consentimento para que, logo apos a entrevista, pela
manhd, em jejum de 8 horas, seja coletada uma amostra de 40 ml de sangue perifeérico,
duas amostras de células esfoliadas de ambos os lados da cavidade oral (bochecha) e uma
amostra isolada de urina sendo esta preferencialmente a primeira da manhéa. A coleta sera
realizada por profissional experiente e o procedimento causa apenas o desconforto da
picada para coleta de sangue venoso com risco minimo, ja que sera utilizado material
estéril e descartavel. A participacdo nesta pesquisa ndo infringe as normas legais e éticas.
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Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa
com Seres Humanos conforme Resolugdo N° 466/12.

Parte das amostras bioldgicas colhidas do(a) Senhor(a) sera utilizada e o restante
sera armazenado na Unidade de Pesquisa Experimental - UNIPEX, da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP, para serem utilizadas em um novo(s) projeto(s) de
pesquisa. Dessa forma, solicito seu consentimento para reutilizacdo desse material em
futuro projeto(s) de pesquisa, no qual serdo realizados testes adicionais para melhor
entendimento dos possiveis efeitos toxicos dos residuos dos gases anestésicos no
organismo humano.

A realizacdo desta pesquisa permitird um melhor entendimento dos efeitos dessa
exposicdo ocupacional aos anestesicos na salde e conhecer as concentracfes anestésicas
residuais para possivel melhoria das condigdes de trabalho nas salas operatorias
veterinarias no sentido de minimizar os possiveis efeitos toxicos causados pelos residuos
de gases anestésicos.

Caso o(a) sr(a) nao 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(@) podera consultar o
andamento da pesquisa solicitando informacdes por meio do telefone ou e-mail da
pesquisadora do projeto e, se necessario, por meio do telefone do Comité de Etica em
Pesquisa.

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

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica
em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62
feira das 8h as 11h30 e das 14h as 17h, na Chécara Butignolli s/n°® em Rubido Junior —
Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos:

Apds terem sido sanadas todas minhas davidas a respeito deste estudo,
CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntéria, estando ciente que todos 0s meus
dados estardo resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram.
Estou ciente que os resultados desse estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas,
sem, no entanto, que minha identidade seja revelada.

Nome:

Assinatura:
Data: / /

Pesquisadora: Drielle B. dos S. Figueiredo
End.: Rua Gregorio Pedro Garcia, 1022 - Jd Itamaraty, Botucatu-SP
CEP: 18608-012
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Fone: (14) 99616 7608
Assinatura:

E-mail: drielle.bap@hotmail.com

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

E-mail: mgbraz@fmb.unesp.br



