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Resumo

Souza KM. Avaliacdo de status redox, resposta inflamatdria, teldmeros e expressao
génica em anestesiologistas [tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista; 2020. 75 f.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo, a resposta
inflamatoria, a expressdo de genes relacionados e o comprimento de telomeros em
anestesiologistas. O estudo transversal foi realizado no Hospital das Clinicas,
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, em 60 médicos, sendo 30
anestesiologistas expostos ocupacionalmente aos residuos de gases anestésicos
(RGA) isoflurano, sevoflurano e desflurano (média de 10 partes por milhdo - ppm)
e 6xido nitroso (150 ppm) e 30 sem exposi¢do, os quais foram pareados por idade,
sexo ¢ estilo de vida. Para avaliacao do estresse oxidativo, foram avaliados os danos
oxidativos sistémicos no genoma, a peroxidacdo lipidica, os metabdlitos de 6xido
nitrico, a defesa antioxidante e antioxidantes lipofilicos individuais, além de
vitaminas do complexo B e homocisteina. A resposta inflamatoria foi avaliada por
interleucinas pro-inflamatoérias (IL6, IL8 e IL17A), pela determinacdo de proteina
C reativa de alta sensibilidade e de enzimas hepaticas. O comprimento dos
telomeros e a expressdo de genes relacionados ao reparo de danos oxidativos no
DNA (hOGGI e XRCC1I), a defesa antioxidante (NVRF?2), a manutencao do genoma
(TP53) e relacionados a inflamagdo (IL6, ILS e IL17A) foram avaliados por reagdo
em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos para os parametros avaliados, exceto para a expressao
do gene /L8, que foi maior no grupo exposto (p = 0,04). A exposicdo ocupacional
aos halogenados mais utilizados, juntamente ao 6xido nitroso, ndo esta associada
com estresse oxidativo, micronutrientes, resposta inflamatoria sistémica e
instabilidade genética, mas esta associada a modulacdo molecular da inflamagao
(superexpressao do gene pro-inflamatdrio /L8) em anestesiologistas atuantes em
hospital universitario, sugerindo que esse transcrito seja marcador de exposi¢ao

ocupacional aos RGA. E prudente e necessario que haja redugdo da exposigio



Xiv

ocupacional aos RGA no ambiente de trabalho e que todos os profissionais expostos

sejam monitorados.

Palavras-chave: exposi¢do ocupacional, anestésicos inalatdrios, estresse oxidativo,

inflamacao, instabilidade genética, expressao génica.
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Abstract

Souza KM. Evaluation of redox status, inflammatory response, telomeres and gene
expression in anesthesiologists [thesis]. Botucatu: Botucatu Medical School,

Universidade Estadual Paulista; 2020. 75 p.

The current study aimed to evaluate oxidative stress, inflammatory response, the
expression of related genes and telomere length in anesthesiologists. This cross-
sectional study was conducted at the Botucatu Medical School Hospital, Sao Paulo
State University - UNESP, in 60 physicians, allocated in two groups, as follows: 30
anesthetists occupationally exposed to waste anesthetic gases (WAGQG) - isoflurane,
sevoflurane, desflurane (average of 10 parts per million - ppm), and nitrous oxide
(150 ppm), and 30 physicians exposed-free, who were matched by age, sex and
lifestyle. Oxidative stress was analyzed by systemic oxidative DNA damage, lipid
peroxidation, nitric oxide metabolites, antioxidant defense and individual lipophilic
antioxidants, and complex B vitamins and homocysteine. The inflammatory
response was evaluated by pro-inflammatory interleukins (IL6, IL8 and IL17A), C-
reactive protein, and liver enzymes. Telomere length and the expression of genes
related to repair of oxidative DNA damage (hOGGI and XRCCI), antioxidant
defense (NRF2), genome maintenance (7P53) and inflammation (/L6, IL8 and
IL17A4) were evaluated by real-time quantitative polymerase chain reaction. There
was no significant difference between groups for the evaluated parameters, except
for /LS gene expression, which was higher in the exposed group (p = 0.04).
Occupational exposure to commonly used halogenated, along with nitrous oxide, is
not associated with oxidative stress, micronutrients, systemic inflammatory
response and genetic instability, but is associated with molecular modulation of
inflammation (/L8 proinflammatory gene overexpression) in anesthesiologists
working in a university hospital, suggesting that this transcript is a biomarker of
ocuppational exposure to WAG. It is prudent and necessary to reduce WAG

occupational exposure in the workplace and to monitor all exposed professionals.
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Keywords: occupational exposure, inhalation anesthetics, oxidative stress,

inflammation, genetic instability, gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Residuos de gases anestésicos (RGA) e exposicao ocupacional

Estimativas epidemioldgicas mostram anualmente que mais de 312,9
milhdes de procedimentos cirurgicos sejam realizados globalmente e a maioria
deles ¢ realizada sob anestesia geral (Weiser et al., 2016), que pode ser realizada
utilizando anestésicos inalatdrios ou intravenosos. Dentre as vantagens do uso de
anestésicos inalatdrios pode-se citar o baixo custo em comparagdo com anestésicos
intravenosos, baixa metabolizagdo, rapida inducao e despertar anestésico (Duarte et
al., 2012); entretanto, possuem alta capacidade de volatilizag¢do, o que favorece a
emissdo de residuos de gases anestésicos (RGA).

A exposi¢do ocupacional aos RGA depende de uma série de fatores,
como métodos anestésicos aplicados e organizagdo do ambiente de trabalho
(Oliveira, 2009). Os RGA sao os principais poluentes das salas cirurgicas (SC) e de
recuperagdo pos-anestésica (SRPA). Profissionais atuantes em centros ciriirgicos
podem ser expostos as concentragdes residuais do gas anestésico 0xido nitroso
(N20), especialmente pelo vazamento nas tubulagdes, bem como pelos anestésicos
inalatorios halogenados, particularmente durante induc¢do anestésica em paciente
pediatrico (Byhahn et al., 2001). A utilizagdo de baixo/médio fluxo de gases frescos
e de aparelhos de anestesia que possuem sistema de exaustdo para RGA bem como
SC com sistema eficiente de exaustdo de gases ainda ndo € universal, especialmente
em paises em desenvolvimento, o que contribui com a polui¢@o anestésica no centro
cirargico.

Diferentemente da exposi¢do ocupacional por radia¢do ionizante, que
conta com regulamenta¢do insalubre de operacdes perigosas da exposicao e
biomonitorizagdo dos profissionais (International Commission on Radiological
Protection-ICRP, 1991; International Commission on Radiation Units and
Measurements-ICRU, 1993), a exposi¢do ocupacional aos RGA ndo possui
nenhuma legislacdo ou recomendacdo de limites de exposicdo nem como proceder

o biomonitoramento dos profissionais no Brasil (Souza et al., 2016) e
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provavelmente na maioria dos paises em desenvolvimento/subdesenvolvidos. De
forma interessante, o estudo de Bilban et al. (2005) mostrou que profissionais
expostas ocupacionalmente aos RGA apresentam mais danos no material genético
(acido desoxirribonucleico - DNA) que as radiologistas quando testes de aberragdes
cromossomicas (AC) estruturais, troca entre cromatides irmas (TCI) e micronticleos
(MN) em linfécitos foram utilizados.

Agéncias internacionais como National Institute of Occupational Safety
and Health (NIOSH, 1977) dos EUA e European Public Health (EPH apud Hoerauf
et al., 1999) recomendam limites de exposi¢ao até 2 e 50 partes por milhdo (ppm)
para os anestésicos halogenados e até 25 e 100 ppm para N,O nos EUA e no Reino
Unido, respectivamente. Estudos pioneiros do nosso grupo de pesquisa, no Brasil,
evidenciam a relevancia em se conhecer as concentragdes residuais anestésicas e a
necessidade do uso consciente desses agentes para manutengao de limiares de RGA
o mais baixo possivel (Souza et al., 2016; Braz et al., 2017; Braz et al., 2020).

Existem inumeros riscos ocupacionais relacionados a pratica da
anestesiologia, especialmente em relagdo a toxicidade dos anestésicos inalatorios,
os quais possuem destaque devido a ampla utilizacdo clinica. Relatos de
irritabilidade, fadiga, cefaleia, ndusea, tontura, alteracdes hematopoiéticas,
hepaticas e renais, bem como disturbios de memoria ja foram descritos em relagdo
a exposicao ocupacional aos RGA (Plummer et al., 1987; Sweeney et al., 1985;
Helfenstein, 2006; Cordier et al., 2012, Al-Ashour et al., 2014; Casale et al., 2014).
Alteragdes neurocomportamentais (Lucchini et al., 1996) também ja foram
relatadas em profissionais expostos ocupacionalmente ao N>O e aos anestésicos
inalatérios halogenados halotano e enflurano (os quais ja estdo em desuso em
diversos paises).

Adicionalmente, a literatura mostra associagdo entre a exposicao
prolongada aos RGA (especialmente em exposigdes ocupacionais ao N,O) e
alteragdes no processo reprodutivo, como reducdo da fertilidade, aumento da
incidéncia de abortos e defeitos congénitos (Ahlborg et al., 1996; Boivin, 1997;
Bodin et al., 1999; Borayek et al., 2018). O interesse pelo entendimento de possiveis

alteracdes reprodutivas e especialmente as relacionadas as mulheres expostas
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ocupacionalmente aos RGA ndo se restringe apenas as pesquisas realizadas em
hospitais humanos, uma vez que hospitais veterinarios também oferecem riscos as
profissionais (Scheftel et al., 2017). De fato, a exposi¢do aos RGA em veterinarias
que atuam em SC sem sistema de exaustdo ¢ importante fator de risco para
ocorréncia de partos prematuros (Shirangi et al., 2009). Devido a baixa solubilidade
sanguinea e tecidual do N,O, este gis ¢ rapidamente eliminado do organismo,
contudo, ja foi associado com alteragcdes hematopoiéticas (Sweeney et al., 1985) e
inativagdo da cobalamina (vitamina B12) (Weimann, 2003).

Assim, a exposi¢ao ocupacional ao N,O e aos anestésicos halogenados
mais antigos (enflurano, halotano, entre outros) por muitos anos/décadas, em
profissionais que atuam em centros cirirgicos e laboratérios de pesquisa, pode
resultar em efeitos deletérios a saude. Entretanto, existem poucas evidéncias se 0s
anestésicos mais utilizados atualmente também podem induzir esses efeitos. Os
anestésicos halogenados mais modernos e comumente utilizados para manutencao
anestésica sdo isoflurano e desflurano bem como o sevoflurano, o qual também ¢

utilizado para inducdo anestésica em pacientes pediatricos.

1.2 Exposi¢ao ocupacional aos RGA e danos no genoma

Observa-se um crescente interesse em se conhecer os potenciais efeitos
toxicos dos RGA nos profissionais expostos ocupacionalmente, contudo, existe
escassez literaria e essa temadtica carece de melhor elucidagdo. Nosso grupo de
pesquisa relatou recentemente aumento de toxicidade em células da mucosa oral,
as quais representam a primeira area de contato por onde os agentes inalatdrios
penetram no organismo (Souza et al., 2016; Braz et al., 2018).

Varios estudos realizados em profissionais atuantes em centro cirurgico
identificaram aumento de lesdes no material genético (Sardas et al., 1998; Rozgaj
& Kasuba, 2000; Chandrasekhar et al., 2006; Rozgaj et al., 2009).

Baysal et al., em 2009, avaliaram profissionais expostos, em média, a
sete anos a mistura de RGA (desde o antigo halotano, aos mais novos halogenados

e também ao N,O) em SC com sistema de exaustdo de ar e observaram aumento de



22

danos no DNA, avaliados pelo teste do cometa. Estudo realizado por El-Ebiary et
al. (2013) também observou aumento significativo de danos genéticos em linfécitos
de profissionais ocupacionalmente expostos (anestesiologistas, cirurgides,
enfermeiros e técnicos) aos RGA atuantes em SC sem sistema de exaustdo de gases,
quando comparados ao grupo controle. Por outro lado, Wiesner et al. (2001) nao
observaram aumento significativo na frequéncia de MN avaliados em linfocitos
periféricos de profissionais alemaes expostos as baixas concentragdes de N,O e dos
anestésicos inalatorios isoflurano, sevoflurano e desflurano. Entretanto, esses
mesmos autores observaram aumento na frequéncia de MN em profissionais
expostos as concentracdes elevadas de N>O e dos halogenados. Eroglu et al. (2006),
em anestesiologistas que trabalharam em SC sem sistema de exaustdo de gases, com
altas concentragdes de N,O e sevoflurano, verificaram aumento na frequéncia de
TCI em relagdo aos profissionais ndo expostos. Observaram também que houve
diminuicdo na frequéncia desses danos apds dois meses de afastamento de trabalho
no centro cirurgico.

Estudo realizado por Wronska-Nofer et al. (2009), na Polonia, mostrou
haver correlagdo positiva entre danos no genoma e valores de concentracao de N,O
acima do limite recomendado no ambiente de trabalho em enfermeiras e
anestesiologistas ocupacionalmente expostos em dez hospitais com diferentes
sistemas de exaustdo. Por outro lado, ndo houve alteracdes no genoma desses
profissionais expostos a baixas concentragdes de residuos dos anestésicos
isoflurano e sevoflurano.

No Brasil, s3o escassas as pesquisas sobre genotoxicidade e
mutagenicidade dos anestésicos avaliadas em profissionais ocupacionalmente
expostos, sendo a maioria realizada por nosso grupo de pesquisa. Chinelato & Froes
(2002) descreveram aumento na frequéncia de AC quando avaliaram 11
anestesiologistas expostos ocupacionalmente, de forma predominante ao halotano,
por periodo superior a cinco anos. Araujo et al. (2013) mostraram inducdo de MN
em linfocitos periféricos, mas ndo de indice proliferativo, em profissionais expostos
a mistura de RGA. Médicos residentes de Manaus expostos ocupacionalmente aos

RGA isoflurano, sevoflurano e N,O, em SC sem sistema de exaustdo de gases,
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tiveram aumento significativo de danos no DNA, avaliados pelo teste do cometa,
aos oito, 16 e 22 meses durante a residéncia, quando comparados aos controles
(Costa Paes et al., 2014). Lesdes primarias no material genético e instabilidade
cromossomica foram relatadas em jovens médicos expostos, no final da residéncia
médica, aos anestésicos inalatdrios quando comparados ao grupo controle (Braz et
al., 2018; Braz et al., 2020). Adicionalmente, detectamos instabilidade gendmica,
citotoxicidade e diminuicdo da proliferacdo celular, detectadas pelo teste do MN
bucal, em anestesiologistas (Souza et al., 2016).

Assim, os mecanismos pelos quais os anestésicos inalatorios
halogenados podem causar danos no DNA ainda ndo sdo totalmente conhecidos.
Algumas hipoéteses seriam a de alquilagdo na posi¢cdo N7 das purinas (DNA) ou pela
inducdo de estresse oxidativo (Jaloszynski et al., 1999). Entretanto, h4 escassez de
dados relacionados aos danos oxidativos no DNA em profissionais expostos aos

RGA.

1.3 Exposi¢ao ocupacional aos RGA e estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ decorrente do desequilibrio entre a formagao de
radicais livres (RL) ou as espécies reativas de oxigénio (ERO) e o sistema de defesa
antioxidante. Assim, a producdo excessiva de ERO interage com as
macromoléculas, podendo induzir danos no DNA, lipidios e aminoacidos/proteinas,
causando até a morte celular (Migliore & Coppede, 2009). O malondialdeido
(MDA) ¢ um dos principais produtos de 4acidos graxos pollinsaturados e
amplamente utilizado para avaliagdo da oxidagdo em lipidios. Poucos sdo os dados
sobre exposi¢do ocupacional aos RGA e a avaliagdo do estresse oxidativo.
Exemplificando, Malekirad et al. (2005) observaram em profissionais expostos
principalmente ao halotano e N,O, aumento da peroxidagdo lipidica plasmatica.
Também foi verificado aumento de alguns marcadores de estresse oxidativo em
enfermeiras expostas a concentragdes superiores ao limite recomendado de N,O na
Polonia (Wronska-Nofer et al., 2012).

O oxido nitrico (NO) ¢ um composto molecular gasoso, incolor e
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inorganico, que possui reatividade elevada e esta envolvido no relaxamento
vascular, constituindo-se um dos mais importantes mediadores do processo intra e
extracelular. Além disso, possui papel como mensageiro/modulador em diversos
processos biologicos essenciais e ¢ um importante ERO e ¢ mediador citotoxico de
células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patdogenos e células tumorais
(Dusse et al., 2003). No entanto, este agente ¢ potencialmente toxico e essa
toxicidade ¢ presente, especificamente, em situacdes de estresse oxidativo e
processo inflamatdrio (Archer, 1993; Dusse et al., 2003). O NO tem meia vida curta
devido a sua rapida oxidacao em nitrito e nitrato (produtos de oxidagao) (Flora Filho
& Zilberstein, 2000). Entretanto, ainda ndo ha relatos na literatura das
concentragdes das fragdes de NO em individuos expostos ocupacionalmente aos
RGA.

A inibi¢do e/ou reducdo de danos causados pela acdo deletéria dos RL
e ERO ¢ uma importante fung¢do exercida pelo sistema de defesa antioxidante, o
qual ¢ dividido em enzimatico [superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase (GPx)] e ndo-enzimatico (antioxidantes exdgenos provenientes da
alimentac¢do) (Barbosa et al., 2010).

Tiirkan et al. (2005), ao avaliarem as enzimas SOD ¢ GPx, verificaram,
em 30 profissionais expostos por trés anos aos RGA, diminui¢do do sistema de
defesa antioxidante (tanto plasmatica quanto eritrocitaria) em relacdo ao grupo
controle. Ja Izdes et al. (2010) detectaram tanto diminuicdo da capacidade
antioxidante e da enzima antioxidante GPx quanto aumento de danos no DNA,
detectados pelo teste do cometa, em enfermeiras anestesiologistas expostas aos
RGA em SC e SRPA sem nenhum sistema de exaustdo. Em outro trabalho,
verificou-se correlagdo negativa entre danos no material genético e capacidade
antioxidante em profissionais expostos ao antigo halotano, além de sevoflurano,
isoflurano, desflurano e N,O em centro cirurgico com sistema de exaustdo de gases
(Baysal et al., 2009). Em estudo nacional, médicos expostos ocupacionalmente aos
residuos de isoflurano, sevoflurano e N,O em SC sem nenhum sistema de exaustdo
de gases, durante a residéncia médica, tiveram alteragdes de enzimas antioxidantes,

com correlagdo negativa com os danos no material genético (Costa Paes et al.,
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2014). A suplementagdo da dieta com antioxidantes ainda ¢ considerada
controversa e precisa ser melhor estudada, entretanto, um estudo realizado por
Sardas et al. (2006) mostrou diminui¢do de danos no DNA em profissionais
atuantes em centro cirurgico quando utilizaram vitaminas C e E, nas concentragdes
de 500 mg/dia e 300 mg/dia, respectivamente, por periodo de trés meses.

Contudo, a avaliag¢do abrangente de capacidade
antioxidante/antioxidantes individuais e de marcadores oxidativos em profissionais

expostos ocupacionalmente aos RGA ainda nao foi descrita.

14 Oxido nitroso e ciclo da metionina e do folato

A metionina sintetase ¢ uma enzima que desempenha papel crucial na
geracdo de S-adenosilmetionina no ciclo do folato (vitamina B9). Uma das
hipoteses de mecanismo toxico do N,O ¢ a inibicdo da acdo coenzimatica
dependente de vitamina B12 (Figura 1) na conversdo de homocisteina (HCY) em
metionina pela metionina sintetase, com consequente possibilidade de inibi¢ao do
ciclo, causando prejuizo na sintese de acidos nucleicos e diversas proteinas, além
de causar acaimulo de HCY, a qual pode ser toxica para o organismo (Sanders et
al., 2008) por poder levar a maior risco cardiovascular, neuropatia, degeneracao da
medula espinal e deméncia (Rao et al., 2010; Nagele et al., 2011; Sharma et al.,
2015; Kim et al., 2018). Estudo mostrou que individuos expostos ocupacionalmente
ao N,O tiveram menor concentragao de vitamina B12 e maior concentracdo de HCY

em relagdo ao grupo controle (Krajewski et al., 2007).
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POSSIVEL MECANISMO DE
ACAO TOXICA DO N,0

CICLO DA CICLO DO
METIONINA FOLATO
Dieta alimentar INIBICAO
4 , Serina
VIADE x Metionina Tetrahidrofolato
DESMETILACAO
‘ Glicina
S-adenosilmetionina
Aceitador de metil
Aceitad ilad Vit. B12 Metionina sintetase
ceitador metilado 5,10-Metilenotetrahidrofolato
S-adenosilhomocisteina
MTHFR NADPH
Homocisteina * 5-metil tetrahidrofolato Riboflavina
VIA DE NADP?

TRANSULFURACAO Vit. B6 Cistationina B-sintetase

Cistationina
Figura 1 - Esquema do ciclo da metionina e do folato e possivel mecanismo de acdo
toxica do 6xido nitroso (Adaptado de Amaral et al., 2018). N,O = 6xido nitroso.
MTHFR = enzima metilenotetrahidrofolato redutase, NADPH = fosfato de
dinucleotideo de adenina e nicotinamida, NADP" = nicotinamida adenina

dinucleotideo.

A piridoxina (vitamina B6) esta envolvida na biossintese da maior parte
dos neurotransmissores € atua como coenzima no metabolismo de aminoacidos,
hidratos de carbono e acidos organicos (Coburn, 2015). Deficiéncias de vitaminas
B6, B9 e B12 foram associadas ao desenvolvimento de doenga arterial coronariana,
infarto do miocardio e hiperhomocisteinemia (Igbal et al., 2005). A vitamina B9
exerce papel fundamental em muitas vias metabdlicas, principalmente em reagdes
de transferéncia de carbono, tais como interconversdes (conversao em outro
isomero da mesma molécula) na biossintese de aminoacidos e bases nitrogenadas
do DNA, como purinas e pirimidinas (Mirmoghtadaie et al., 2015). Como a
hipotese de inibigdo da vitamina B12 pelo N,O ainda ndo foi bem estudada na
exposicdo ocupacional, ¢ relevante que sejam estudadas as concentragdes
sistémicas desses micronutrientes ¢ de HCY em profissionais expostos

ocupacionalmente a esse gas.
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1.5 Anestésicos inalatorios e resposta inflamatoria

Existe estreita associacdo entre o estresse oxidativo e a inflamacdo. As
células inflamatdrias sdo capazes de produzir mediadores soluveis, como as
citocinas, as quais também recrutam células para o local de lesdo tecidual, liberando
ainda mais ERO, intensificando o processo inflamatério (Ferguson, 2010). Dessa
forma, as ERO exercem grande influéncia na iniciag@o do processo inflamatorio.

As citocinas sdo fundamentais para a manutencdo do sistema imune
sendo secretadas ou liberadas rapidamente. Essas glicoproteinas estdo envolvidas
em importantes etapas dos processos inflamatdérios agudos e cronicos, nos
mecanismos de defesa do organismo e também na génese de doencgas (Sheeran &
Hall, 1997). As citocinas sdo produzidas por diversos tipos celulares em resposta a
agressdo tecidual. Também estdo associadas a liberagdo de outros mediadores
inflamatorios, como acido araquiddnico, enzimas lisossomais ¢ ERO (Hall & Alj,
1998).

A reagdo inflamatdria desencadeia resposta sistémica conhecida por
resposta de fase aguda, que se caracteriza pela produgdo de diversos hormonios,
leucocitose e proteinas. As interleucinas IL1J e IL6 e o fator de necrose tumoral
(TNFa) gerados no local de inflamacdo tém papel fundamental na resposta
inflamatoria, por induzirem a produgdo de proteinas hepéticas, como a proteina C
reativa (PCR), considerada marcador de lesdo tecidual ¢ mediador inflamatorio da
resposta imune (Garcia et al., 2002). As enzimas alanina transaminase (ALT),
aspartato transferase (AST), fosfatase alcalina (ALKP) e gama glutamil transferase
(GGT) também sdo consideradas marcadores inflamatdérios e possibilitam a
verificagdo de possiveis disturbios provenientes de toxicidade. De fato, alteragdes
hepaticas foram descritas em profissionais expostos ocupacionalmente ao halotano,
enflurano e isoflurano, além do N,O (Casale et al., 2014). Entretanto, ainda nao se
sabe se essas alteracdes também ocorrem com a exposicdo aos anestésicos
halogenados mais modernos, juntamente ao N,O.

Tecendo um paralelo em pacientes submetidos a procedimento

anestésico-cirirgico, ha relatos que os anestésicos halogenados mais utilizados
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estejam associados a alteragdes inflamatorias sistémicas. Exemplificando, aumento
da interleucina pré-inflamatoria IL6 foi relatada no dia posterior ao ato cirtrgico
em pacientes sem comorbidade submetidos a cirurgia otorrinoldgica sob anestesia
balanceada com sevoflurano (Orosz et al., 2012). Entretanto, em outro estudo,
verificou-se que, sob manuten¢do anestésica com isoflurano, pacientes submetidos
a procedimento cirargico minimamente invasivo apresentavam resposta
inflamatoria mais precoce, ou seja, durante o ato anestésico-cirirgico, quando
comparados aos pacientes sob anestesia venosa com propofol (Mazoti et al., 2013).
Em estudo recente, observou-se que pacientes submetidos a cirurgia minimamente
invasiva com desflurano apresentaram aumento dos niveis de IL6 e IL8 apos a
cirurgia (Arruda et al., 2019).

Ja em relacdo a exposi¢do ocupacional aos RGA, dois estudos do nosso
grupo de pesquisa mostraram que médicos residentes em exposi¢do ocupacional
aos RGA (isoflurano, sevoflurano e N,O) por trés anos apresentaram aumento da
IL8, a qual ¢ uma quimiocina relacionada a doengas do trato respiratdrio, e da
IL17A, a qual induz a secrecdo de IL8 (Chaoul et al., 2015; Braz et al., 2020). Deste
modo, pode se observar que mesmo em curtos periodos apds a exposi¢ao, houve
indicios de processos inflamatdrios.

Exposigoes prolongadas a agentes ambientais podem levar a inflamagao
cronica, que ¢ considerada uma importante fonte de mutacdo humana (Ferguson,
2010). Assim, o processo inflamatério prolongado esta associado ao risco
aumentado de doengas cronicas, ao aumento da taxa de mutacdo e ao acumulo de
ERO, os quais interagem com varios componentes celulares, uma vez que o
processo inflamatdrio e o estresse oxidativo estdo associados € ambos 0s processos
podem contribuir para instabilidade genética, ressaltando a importdncia da

avaliagdo desses marcadores em profissionais expostos aos RGA.
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1.6 Exposicio ocupacional e comprimento de telomeros

Os teldmeros sdo repetigoes de sequéncia hexamérica de nucleotideos
TTAGGG, os quais protegem os cromossomos de fusdo por recombinagdo
homodloga ou ndo-homoldga, desempenhando, portanto, papel critico na
estabilidade cromossomica. Eles estdo localizados no final dos cromossomos de
células eucarioticas e sdo importantes para replicacdo dos cromossomos e
viabilidade de proliferagdo celular, atuando na prevengdo da ativacdo de respostas
que agridem o DNA. O comprimento dos teldmeros diminui a cada divisao celular,
0 que consequentemente, contribui para a instabilidade do genoma. Outros fatores
como estresse oxidativo, resposta inflamatéria e produtos quimicos também
influenciam no comprimento dos teldmeros (Zhang et al., 2013).

O encurtamento dos telomeros, a diminui¢ao da atividade da telomerase
e o aumento da senescéncia celular ja foram associados com a exposi¢ao a poluentes
organicos (Mgller et al., 2018). Algumas exposi¢des ocupacionais, como a inalacao
de vapores de solda e de pesticidas, também j& foram relacionadas a diminui¢do dos
telomeros (Wong et al., 2014a; Kahl et al., 2016). Estudos que avaliaram
profissionais expostos ocupacionalmente a metais relataram aumento de danos no
DNA, de peroxidagdo lipidica e diminuicdo do comprimento de teldmeros bem
como de associagao entre aumento de PCR e encurtamento de teldmeros (Wong et
al., 2014b; Ko et al., 2017). Como o estresse oxidativo e a inflamag¢ao sdo processos
que podem estar relacionados com instabilidade genética (mudanca no
comprimento dos teldmeros), e considerando a escassez de dados em relacdo a
possivel influéncia da exposi¢do ocupacional aos RGA em biomarcadores, torna-se
relevante e inédita a avaliacdo do comprimento de telomeros nos profissionais

expostos.

1.7 Anestésicos inalatdrios e expressao génica

O avango tecnologico na area da biologia molecular permitiu a analise

de transcritos de interesse de estudo, favorecendo a detecgdo de alteracdes em nivel
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molecular de forma precoce. Entretanto, o estudo da expressao génica ainda nao foi
realizado em profissionais expostos ocupacionalmente aos RGA.

O sistema de reparo por excisdo de bases (BER) ¢ responsavel por
reparar varios tipos de danos no material genético, incluindo as lesdes oxidativas,
as quais incluem proteinas codificadas pelos genes human 8-oxoguanine DNA
glycosylase 1 (hOGG1) e DNA repair protein (XRCC1) (Collins & Gaivao, 2007;
Zaha et al., 2014). Fazendo paralelo com trabalho clinico, pacientes cirirgicos sob
anestesia com isoflurano tiveram alteragdes da expressdo de hOGGI e XRCCI
durante ou apds exposicdo a anestesia (Braz et al., 2011).

O fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2) ¢ um gene
fundamental para regulacdo da homeostase celular, atuando em uma grande rede de
enzimas antioxidantes, de proteinas desintoxicadoras xenobioticas, do reparo e
remocao de proteinas danificadas além da inibicdo da inflamagdo e outros fatores
de transcri¢ao (Holmstrom et al., 2016). Ja se observou que a exposi¢do ocupacional
ao arsénico esta associada a alteragdes dos transcritos de NRF2 (Janasik et al.,
2018).

Um outro gene relevante (7P53) ¢ o denominado proteina tumoral p53,
que ¢ um supressor tumoral. Este gene ¢ conhecido como “guardido do genoma" e
¢ ativado em resposta a sinais de dano celular e promove a parada do ciclo celular
para realizacdo de check point, permitindo o reparo do DNA danificado ou
alternativamente induzindo apoptose caso os danos ndo sejam reparados (Fett-
Conte & Salles, 2002). Correlagao entre exposi¢do ocupacional ao hidrocarboneto
aromatico estireno ¢ modulacdo dos niveis transcrionais dos principais genes do
ciclo celular, incluindo o 7P53, ja foi observada (Hanova et al., 2011). Entretanto,
ndo se sabe, ainda, se a exposi¢do ocupacional aos RGA pode interferir na
expressao de vias génicas importantes, relacionadas ao reparo de danos oxidativos,
resposta antioxidante e manuten¢do do genoma.

Adicionalmente, a avaliagdo molecular de /L6, IL8 e IL17A (expressao
de genes pro-inflamatorios) pode fornecer informagdes precoces e complementares

a analise sistémica dessas interleucinas e assim, contribuir para melhor elucidacao
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da possivel relacdo entre exposicdo ocupacional aos RGA e inflamagdo em
profissionais expostos.

Diante do exposto e da auséncia de estudos sobre a elucidagdo dos
possiveis mecanismos de acdo toxica dos anestésicos inalatdrios torna-se relevante
estudar, de forma inédita e globalmente, a possivel interferéncia desses agentes nos
marcadores de instabilidade genética, no status redox, na inflamacdo e na
modulacdo transcricional para se melhor compreender esses eventos na exposicao

ocupacional aos RGA.
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2 OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo, a
resposta inflamatoria, o comprimento de telomeros e a expressdo génica em
anestesiologistas atuantes em hospital universitdrio expostos aos RGA mais

utilizados atualmente.
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3 METODO

3.1 Etica e registro

Este estudo transversal foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) - UNESP (CAAE:
55861716.4.0000.5411; Anexo A) e registrado no Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos - ReBEC (RBR-6gf6dx; Anexo B).

3.2 Participantes e exposi¢io ocupacional

Foram recrutados 60 médicos atuantes no Hospital das Clinicas da
FMB-UNESP (HCFMB) de ambos os sexos, separados em dois grupos (expostos e
ndo expostos). O grupo exposto foi constituido por 30 anestesiologistas expostos
ocupacionalmente aos RGA isoflurano, sevoflurano, desflurano e N,O, por no
minimo dois anos. Os anestesiologistas atuavam no centro cirtirgico do HCFMB, o
qual possuia metade das SC sem qualquer sistema de exaustdo de gases e metade
com sistema de exaustdo (portanto sistema de exaustdo parcial) e estavam expostos
a concentracdes médias residuais, mensuradas por equipamento portatil por
espectroscopia infravermelha no ambiente cirargico, de 5,5 ppm de isoflurano, 7,7
ppm de sevoflurano, 16,4 ppm de desflurano e de 150,3 ppm de N,O (Souza et al.,
2016). Um terco dos anestesiologistas que participaram do presente estudo eram
docentes e, portanto, ndo tinham exposicdo didria a polui¢do anestésica, por
exercerem outras atividades profissionais na universidade. O grupo controle foi
constituido por 30 médicos que atuavam em atendimentos clinicos nos
ambulatdrios, os quais ndo tinham exposicao ocupacional aos anestésicos.

Todos os médicos participantes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e responderam questionario sobre dados demograficos (idade,
sexo e indice de massa corporal - IMC), historia médica (doengas, exposicao a
radiacdo, vacinagdo, medicagdo, etc.), estilo de vida (tabaco, alcool, dieta,

exercicio, etc.) e atividade profissional. Os médicos do grupo controle foram
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pareados por idade, sexo, IMC e estilo de vida com os do grupo exposto (Tabela 1).
Foram excluidos do estudo os portadores de doenca maligna, infecciosa ou
inflamatoria, as gestantes, os tabagistas, os que faziam uso de “drogas ilicitas”,
medicamentos e suplementos vitaminicos, além dos que faziam uso abusivo de

alcool (NIAA4A, 2015).

33 Coleta de amostra sanguinea

Amostras de sangue venoso, protegidas da luz, foram coletadas dos
participantes, em jejum de 8 h, em tubos com anticoagulantes acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e heparina sodica, com gel separador e com estabilizador de
acido ribonucleico - RNA (PAXgene® Blood RNA Tube) de médicos expostos ¢ nio
expostos. As coletas das amostras foram realizadas simultaneamente dos
participantes dos grupos controle e exposto seguindo o pareamento. Todas as
amostras foram codificadas e analisadas em teste encoberto. Tanto o processamento
das amostras quanto os experimentos foram protegidos da luz e realizados no
mesmo periodo, sob as mesmas condigdes, para se evitar possiveis vieses.

Ap0s coleta do sangue em tubo contendo EDTA, parte foi utilizada para
isolamento de células mononucleares (~ 95% linfocitos), as quais foram mantidas
congeladas em fireezer -80°C até avaliagdo de danos oxidativos no genoma; parte
foi utilizada para extragdo do DNA para avaliacdo do comprimento dos teldmeros;
e parte foi usada para obtencdo do plasma (centrifugacdo a 4°C por 15 min a 1.500
rotagdes por minuto - rpm), o qual foi armazenado em pequenas aliquotas a -80°C
até o momento da avaliagdo de MDA, vitamina B6 ¢ HCY.

O sangue coletado em tubos PAXgene® manteve-se overnight em
temperatura ambiente. No dia seguinte, foi armazenado a -80°C até etapa da
extracdo de RNA para subsequente avaliacdo da expressdo génica.

Os tubos contendo heparina sodica foram imediatamente centrifugados
para obtencdo de plasma, o qual foi separado em aliquotas (tubos de

criopreservacdo armazenados em nitrogénio liquido até a transferéncia para freezer
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-80°C). Destaca-se que o processo (inicio da centrifugacdo até o congelamento) nao
ultrapassou 5 min, para preservacao das fragcdes de NO.

Os tubos contendo gel separador foram centrifugados a 4°C por 15 min
a 1.500 rpm e o soro foi obtido e colocado em pequenos volumes de aliquotas em
freezer -80°C até o momento da avaliagdo de marcadores inflamatorios,
bioquimicos e antioxidantes lipofilicos, vitaminas B9 e B12 e capacidade
antioxidante.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata exceto a
avaliacdo do comprimento do telomero e da expressdo génica, os quais foram
realizados em triplicata. Ressalta-se que os marcadores de peroxidacao lipidica e
capacidade antioxidante além das dosagens de vitaminas do complexo B e HCY

foram analisados na Tufts University, enquanto que a analise de telomeros foi

realizada na Harvard T.H. Chan School of Public Health.

34 Avaliacao do status redox

3.4.1 Danos oxidativos no DNA

O teste do cometa foi realizado, sob luz amarela, de acordo com o
protocolo descrito por Collins et al. (1996), com pequenas modificagdes (Braz et
al., 2012). Linfocitos obtidos do sangue periférico de todos os participantes foram
utilizados para avaliagdo dos danos oxidativos no DNA por meio da enzima
formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG), para detec¢do de produtos da
oxidacdo das purinas, como a 8-oxoguanina e a 8-o0xo-7,8-diidroguanina-2'-
deoxiguanosina (8-0xodG) (Collins & Gaivao, 2007).

O congelamento e descongelamento dos linfocitos foi realizado
conforme descrito anteriormente (Souza, 2016). A suspensao de linfocitos (10 pl)
foi adicionada a 120 pl de agarose baixo ponto de fusdo (0,5% a 37°C) para o
preparo de laminas previamente cobertas com agarose ponto de fusdo normal, as

quais foram cobertas por laminula e houve solidificagdo da agarose. Apds retiradas
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das laminulas, as laminas foram submetidas a solu¢do de lise gelada (EDTA 100
mM, cloreto de sédio 2,5 M, (hidroximetil) aminometano 10 mM; potencial
Hidrogenionico (pH) 10, com 1% de triton e 10% de dimetilsulféxido) por pelo
menos 2 h. Posteriormente as laminas foram lavadas em solugao salina ¢ trés vezes
em solucdo Flare (1x) (Hepes 40 mM, cloreto de potassio 0,1 M, albumina do soro
bovino 0,2 mg/ml e EDTA 0,5 mM; pH 8).

Para determinar a oxidacao das bases puricas, o DNA foi digerido com
50 ul de FPG (1:1.000) por meio de incubagdo (37°C) em camara umida.
Concomitantemente na mesma incubacdo foram preparadas laminas com 50 pl
somente do tampdo (sem enzima — controle; danos basais). As laminas foram
transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese e foi adicionado tampao
alcalino (EDTA 1 mM, hidréoxido de sédio - NaOH 300 mM, pH > 13) a 4°C para
desespiralizagdo do DNA (40 min). A eletroforese foi conduzidaa25V,0,3 Ae7
W por 30 min.

Para a anélise, as laminas foram coradas com 80 pl de SYBR Gold,
cobertas com laminula e 200 nucleoides (50 nucleoides/lamina/tipo de dano) por
individuo foram analisados em microscépio de fluorescéncia acoplado a um
sistema de andlise de imagem (Comet Assay IV — Perceptive Instruments, Reino
Unido), em aumento de 400x. Apos andlise de todas as laminas, os dados foram
tabulados e descodificados para avaliacio de danos oxidativos no DNA (tail
moment € tail intensity — como a analise estatistica de ambos os pardmetros foram

semelhantes, optou-se por apenas apresentar os dados do primeiro parametro).

3.4.2 Peroxidacio lipidica

O conteudo plasmatico do MDA foi determinado, sob luz vermelha, por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), que ¢ considerada técnica gold
standard, de acordo com o protocolo de Volpi & Tarugi (1998) com ligeiras
modificagcdes (Gao et al., 2011). Em tubos de microcentrifugacdo foram
adicionados 100 pl de plasma e 20 pul de di-terc-butil metil fenol - BHT 1%. Em
seguida foi adicionado volume de 5,5 pul de NaOH 10 N e os tubos foram
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homogeneizados em vortex e incubados a 60°C por 30 min. Foi adicionado volume
de 600 pl de acido tricloroacético, homogeneizado em vortex, seguido de incubacao
em gelo por 10 min e centrifugag¢do (1.400 rpm por 10 min). Quatrocentos ul do
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo e 200 pl de acido tiobarbiturico
0,6% seguido de 10 pl de cloreto de ferro III foram adicionados. Os tubos foram
homogeneizados e incubados a 95°C, sendo em seguida colocados em gelo por 5
min e centrifugados. Cinquenta pl da amostra foram injetadas no equipamento. Para
a quantificagdo de MDA, utilizou-se o sistema de HPLC Agilent 1100 Series (EUA)
equipado com uma coluna C18 (5 um, 150 x 4,6 mm, Zorbax, EUA) e detector de
fluorescéncia (Shimadzu RF-104AXL, EUA). As curvas padrao foram construidas
em concentragdes que variaram de 0,094 uM a 60,4 mM de tetrametoxipropano
(TMP). As curvas padrdo foram lineares com R* > 99,99%. Os resultados foram
analisados utilizando o ChemStation software (Rev. B.01.03) [204] (Agilent
Technologies 2001-2005, EUA).

343 Metabolitos do 6xido nitrico

Nitrito e nitrato foram analisados pela tecnologia de o0zonio-
quimioluminescéncia. Para medir os metabolitos utilizou-se agentes redutores, 1%
wt/vol de iodeto de so6dio em 4cido acético para conversdo do nitrito e cloreto de
vanadio III para o nitrato. O plasma (0,5 ml) foi desproteinizado com 1 ml de etanol
gelado (submetido a refrigeracdo prévia por no minimo 24 h). As amostras foram
homogeneizadas e incubadas em gelo por 30 min e em seguida foram centrifugadas
a 14.000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi descartado. Aliquotas de 20 pl foram
injetadas no Sievers Nitric Oxide Analyzer — NOA 280i (GE Analytical Instruments,
EUA) e os valores obtidos foram corrigidos pelo fator de diluicdo da
desproteinizagdo (Best et al., 1998; Alves et al., 2002). A quantifica¢do foi obtida
de forma comparativa com a curva padrdo, a qual foi preparada utilizando dez
concentragdes diferentes de nitrito e nitrato (0,05 uM a 20 uM), cuja qualidade foi

assegurada pela obtengdo de R* a 99,99%.
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344 Capacidade antioxidante

A avaliacdo da defesa antioxidante foi realizada pelo método Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP) sob luz vermelha. Assim, a capacidade
antioxidante foi avaliada no soro por espectrofotometria seguindo os protocolos
descritos anteriormente (Benzie & Strain, 1996; Braz et al., 2020).

Esse método mede a capacidade da amostra em reduzir o ferro ao pH
3,5. O complexo Fe’-tripiridiltriazina (Fe’"-TPTZ) é reduzido a forma ferrosa
(Fe™") e uma intensa cor lilas se forma, sendo a absorbancia medida no comprimento
de onda de 593 nanémetros (nm). Esta reacdo de reducdo favorece mudanga na cor
pela presenga de agentes redutores (antioxidantes). Na rea¢do do ensaio FRAP, o
Fe’* (forma férrica) esti presente em excesso, de modo que sua redugio a Fe*'-
TPTZ e a consequente mudanca de cor refere-se a quantidade de antioxidantes nas
amostras. Quanto maior a intensidade da colorag@o, maior ¢ o poder antioxidante
da amostra.

As solugdes utilizadas no ensaio foram preparadas diariamente e
mantidas em gelo. As aliquotas de soro foram diluidas em agua (1:4) e adicionadas
em cuvetas especificas, bem como o padrao Trolox (analogo hidrofilico de
tocoferol), amostras de controle de qualidade e branco. Subsequentemente, a
solu¢do cocktail foi adicionada rapidamente a cada cuveta, sendo em seguida,
incubadas em temperatura ambiente por 60 min. A absorbancia foi mensurada a 593
nm em espectrofotometro (Shimadzu UV-1800, Japao). Os resultados do Trolox
foram utilizados para a construcdo da curva padrdo (Chen & Blumberg, 2008). O

valor de R* > 99,99% foi obtido para todas as curvas padrio.

3.4.5 Antioxidantes lipofilicos

Utilizando-se cromatografia liquida (HPLC), os antioxidantes
lipossoluveis carotenoides e retinol foram avaliados sob luz vermelha, conforme
protocolo descrito por Braz et al. (2015), com algumas modificagdes. Apds o

descongelamento gradual, 100 pl das amostras de soro de todos os participantes
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foram extraidas em 2 ml de solventes lipofilicos (cloroférmio/metanol - 2:1) e
foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min. Em seguida, foram adicionados 3 ml
de hexano e as amostras foram submetidas a nova centrifuga¢do. Adicionou-se 100
ul de equinenona como padrio interno e o sobrenadante foi filtrado em membrana
de nylon 2 pm e submetido a secagem em nitrogénio gasoso. Apos secagem, as
amostras foram ressuspendidas em 100 pl de etanol grau HPLC e em seguida foram
injetadas no cromatografo Waters Alliance 2695 separations module (Waters,
EUA) e os componentes foram separados utilizando-se coluna C30 (3 um, 150 X
3,0 mm, YMC, EUA).

As fases moveis foram compostas por solucdo A contendo acetato de
amodnia em agua Milli-O":metanol:éter metil terc-butilico - MBTE (3:85:12) e
solugdo B contendo acetato de amonia em agua Milli-Q”:metanol:MBTE (2:8:90)
em eluicdo em gradiente no fluxo de 1 ml/min em 32 min de corrida e foram
identificadas por detector de fotodiodo (Waters PDA 2998 detector, EUA) ajustado
a 450 nm para avaliacdo de carotenoides (luteina, criptoxantina, a-caroteno, [3-
caroteno e licopeno) e 325 nm para retinol. Os resultados foram ajustados com o
padrdo interno (controle), que foi injetado diariamente durante a execugdo dos
experimentos. Os dados foram analisados em software acoplado ao equipamento
para obtengdo das dosagens individuais. Cada composto foi identificado e

quantificado de acordo com a area dos picos apresentados nos cromatogramas.

3.5 Vitaminas do complexo B e homocisteina

A vitamina B6 e a HCY foram analisadas em amostras plasmaticas por
HPLC (Waters WISP 717 plus, Pump 510, EUA) com detector de fluorescéncia
(Perkin Elmer 650-15 Fluorescence Spectrophotometer, EUA) de acordo com
protocolos previamente descritos (Camp et al., 1983, Araki & Sako, 1987).

As vitaminas B9 e Bl12 foram detectadas no soro por
quimiluminescéncia (Siemens, EUA) utilizando os kits IMMULITE (L2KFO2) e
IMMULITE 2000 (L2KVB2), respectivamente (Siemens Healthcare Diagnostics,
EUA).
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3.6 Avaliacao de marcadores inflamatorios

As interleucinas pré-inflamatorias 1L6, IL8 e IL17A foram avaliadas
por ensaio Cytometric Bead Array (CBA) Enhanced Sensitivity Flex Sets (Becton
Dickinson-BD, EUA) em citdmetro de fluxo FACSCalibur™ (BD, EUA), conforme
instrugcdes do fabricante. Em resumo, as beads sdo microesferas marcadas com
fluorocromos especificos que possuem afinidade pelo componente a ser estudado,
como as citocinas, com a vantagem de possibilitar a avaliagdo de diferentes
marcadores ao mesmo tempo utilizando uma quantidade reduzida de amostra (25
ul). As beads foram adicionadas as amostras soroldgicas juntamente com o detector
de anticorpos especificos para cada interleucina. Apos periodo de incubagdo, as
amostras contendo as interleucinas se aglutinaram com as beads e com o detector
de anticorpos, formando um complexo similar a um “sanduiche”, que apds serem
lavadas (solucdo de lavagem do kif) foram submetidas a analise por citometria de
fluxo com o software BD CellQuest Pro. O resultado foi calculado em comparacao
com uma curva de calibracdo que foi preparada com diferentes concentragdes de
forma seriada, com R? > 99,99%. Os limites de deteccao das citocinas IL17A, IL6
e IL8 foram 0,026, 0,069 e 0,070 pg/ml, respectivamente.

A determinagdo de proteina C reativa de alta sensibilidade (PCR-as) foi
detectada no soro por ensaio imunométrico quimioluminescente (High Sensitivity
CRP, IMMULITE 2000, EUA), conforme instrugdes do fabricante. As enzimas
hepaticas ALT, AST, ALKP e GGT foram analisadas em amostras séricas por
quimica seca utilizando-se o sistema automatizado Vitros 950 (Johnson & Johnson,

EUA).

3.7 Avaliacio de telomeros

O DNA genomico foi extraido de leucdcitos do sangue periférico
utilizando-se o kit lllustra Blood GenomicPrep Mini Spin (GE Healthcare Life
Sciences, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. A pureza das amostras

foi determinada em espectrofotdmetro Nano Drop One (Thermo Fisher Scientific,
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EUA) enquanto a quantificagdo do DNA gendmico foi realizada por Pico-Green
em espectrofotdmetro de 96 pocos da Molecular Devices (Sunnyvale, EUA). As

amostras de DNA foram armazenadas em freezer -80°C até a andlise dos teldomeros.

O comprimento relativo dos telomeros foi determinado como descrito
anteriormente (Cawthon, 2002; Crous-Bou et al., 2014) por reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (gPCR), que foi realizada no equipamento
Applied Biosystems 7900HT Sequence Detection System (Foster City, EUA). A
média relativa dos telomeros foi calculada em relagdo ao nimero de copias (T:S)
repetidas por nimero de copias de um Unico gene (36B84). O comprimento dos
telomeros foi expresso como a razdo exponencial do namero de copias repetidas
dos teldmeros para um niimero de copia de gene unico corrigido por amostra de
referéncia. A média do coeficiénite de variagdo das amostras controle de qualidade
(T:S exponencial) foi de 11,6%, sendo o maximo permitido até 20%. A analise foi
feita por meio do método cycle threshold (Ct) comparativo, utilizando-se a formula

24 para o calculo do valor relativo do comprimento dos telomeros (Livak &

Schmittgen, 2001).

3.8 Avaliacio da expressiao génica

Os tubos com estabilizador de RNA foram descongelados em
temperatura ambiente por 2 h, sendo em seguida utilizados para extragdo de RNA
utilizando o PAXgene® Blood RNA kit (Qiagen/PreAnalytiX, Suiga), conforme
instru¢cdes do fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas em
espectrofotometro Nano Drop One (Thermo Fisher Scientific, EUA). A absorbancia
foi demonstrada pela razao A260/280 que variou de 1,9 a 2,0. Apos a quantificacao,
as amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80°C até a etapa de trancri¢ao
reversa (cDNA) que foi realizada pelo High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (ThermoFisher Scientific, EUA), com as seguintes etapas de ciclagem: 25°C
durante 10 min sendo depois incubadas por 120 min a 37°C e depois mantidas em

4°C. As amostras de ¢cDNA foram armazenadas a -80°C até a deteccdo dos



42

transcritos.

A ¢gPCR foi realizada em termociclador automatico (Applied
Biosystems Prism 7500 Fast, EUA) utilizando sondas e primers Tagman™ FAM-
MGB (ThermoFisher Scientific, USA) para os genes envolvidos em: reparo de
lesdes oxidativas no DNA (hOGGI - Hs00213454 ml e XRCCI -
Hs00959834 ml); defesa antioxidante (NRF2 - Hs00975960 ml) e manutengdo
do genoma (7P53 - Hs01034249 ml). Além disso, a avaliagdo da expressdo dos
genes pro-inflamatorios /L6 (Hs00985639 ml), ILS (Hs00174103 ml) e IL174
(Hs00174383 ml) foi determinada para fornecer informagdes moleculares
complementares a andlise dessas citocinas. O controle enddgeno selecionado
(housekeeping) foi o gene B-actina - ACTB (Hs99999903 ml). Um pool de
amostras de ¢DNA de voluntarios saudéaveis foi preparado como controle e foi
adicionado em cada placa de 96 pocos, bem como um controle negativo, de acordo
com protocolo anterior (Braz et al., 2011).

Para preparacgao das placas utilizou-se TagMan™ Fast Universal PCR
Master mix (ThermoFisher Scientific, EUA) e as reagdes foram realizadas em um
volume final de 10 pl, com as seguintes condi¢des de termociclagem para todos os
genes: 94°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos a 95°C durante 15 s e 60 durante 60
s. A formula 2 foi aplicada para a quantificagio relativa da expressio génica

(Livak & Schmittgen, 2001).

3.9 Analise estatistica

O célculo do tamanho amostral foi determinado baseando-se em estudo
piloto para 0 MDA, estimando-se uma diferenca média (X) esperada entre o grupo
controle e o exposto em torno de 0,26 (desvio padrao - DP + 0,36), utilizando-se o
poder do teste de 80%, ficando estabelecido 30 participantes por grupo. Para as
comparagdes entre os grupos das caracteristicas dos participantes, status redox,
vitaminas B9 e B12, HCY, biomarcadores de inflamagao, telomeros e expressao de

alguns genes aplicou-se o teste t de Student com os resultados apresentados como
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X = DP ou X = erro padriao (EP). O teste de Mann-Whitney foi aplicado para as
mesmas comparagdes para andlise da vitamina B6 e criptoxantina (dados
apresentados em mediana [25%;75%]) e expressdao dos genes NRF2, IL6 e IL17A4
(resultados apresentados em boxplot).

A distribui¢ao do sexo (valores numéricos) foi analisada pelo teste do
qui-quadrado. As correlagdes entre todos os biomarcadores foram analizadas
utilizando-se os testes de Pearson ou Spearman. Adicionalmente, influéncia das
variaveis idade, sexo, tempo de exposi¢do e profissionais docentes versus nao
docentes também foi analisada para todos os pardmetros. As analises foram feitas
no programa SAS for Windows, v. 9.3, EUA. Considerou-se nivel de significancia

(p) de 5%.
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4 RESULTADOS

Observa-se homogeneidade dos grupos estudados, ja que os
participantes foram pareados (Tabela 1). Dos 30 participantes do grupo exposto,
60% foi exposto hd dez anos ou mais aos RGA enquanto 40% teve exposicao de
dois até cinco anos. Os profissionais estavam, em média, atuantes ha 16 anos no
centro cirargico e com média de 35 horas semanais (40% com atuagdo menor e 60%

com atuagdo maior que essa média de carga hordaria).

Tabela 1 - Caracteristicas dos participantes

Caracteristicas Grupo Grupo Valor
controle exposto de p
(n=30) (n=30)

Idade (anos) 43+ 16 42+ 16 0,9

Sexo (Masculino/Feminino) 20/10 20/10 1,0

indice de massa corpérea (kg/m”) 26£5 26+3 0,8

Atividade fisica 22 22 1,0

Dados apresentados como X + DP ou como valores numéricos.

A Tabela 2 mostra os resultados da avaliacdo de danos basais e
oxidativos no DNA, de peroxidagao lipidica (MDA) e dos metabolitos do NO. Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos para os parametros
avaliados.

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados do status antioxidante,
avaliados pela capacidade antioxidante e por antioxidantes individuais em ambos
os grupos. De forma semelhante ao comportamento dos marcadores oxidantes, ndo
houve diferenga significativa entre os grupos em rela¢do aos marcadores de defesa

antioxidante.
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Tabela 2 - Avaliacdo de estresse oxidativo no DNA, em lipidios e metabolitos do

0xido nitrico

Parametros Grupo Grupo Valor de
controle exposto p
Danos basais no DNA (u.a.) 0,604 0,7+0,5 0,32
Danos oxidativos no DNA (u.a.) 0,7+0,4 0,8+0,3 0,79
Malondialdeido (uM) 22+0,4 22+04 0,86
Nitrito (uM) 2,8+ 1,0 3,1+1,2 0,38
Nitrato (uM) 43+ 1,4 45+1,5 0,61

Dados apresentados como X + DP. u.a. = unidade arbitraria.

Tabela 3 - Avaliagdo da defesa antioxidante pelo Ferric Reducing Antioxidant

Power (FRAP) e antioxidantes individuais

Parametros Grupo controle Grupo exposto Val(: de
FRAP (nM) 376 +94 370 + 86 0,77
Luteina (uM) 0,3+0,2 0,3+0,1 0,36
Criptoxantina (uM) 0,410,3;0,9] 0,4 10,3;0,7] 0,91
a-caroteno (uM) 0,1 £0,1 0,1 +£0,1 0,54
B-caroteno (uM) 1,7+2,7 1,2+1,7 0,43
Licopeno (uM) 0,5+0,3 0,5+0,1 0,44
Retinol (uM) 1,8 £0,6 1,9+0,7 0,51

Dados apresentados como X + DP ou mediana [25%;75%].

As concentragdes das vitamininas do complexo B e de HCY sdo
apresentadas na Tabela 4. Nao houve diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos para os parametros avaliados. Todos os valores médios dos dois
grupos foram encontrados dentro da faixa normal, com exce¢do da vitamina B6,
cujo valor mediano do grupo exposto ficou ligeiramente acima da faixa. Dentre os
participantes do estudo apenas um individuo do grupo exposto era vegetariano e um

do grupo controle informou ndo fazer ingesta de carne bovina, no entanto essas
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condi¢des ndo se destacaram nos respectivos grupos para nenhum dos parametros

avaliados.

Tabela 4 - Avaliagdo, em ambos os grupos, de vitaminas do complexo B e

homocisteina
Parametros Grupo Grupo Valor Valores de
controle exposto dep referéncia
Vitamina B12 (pg/ml) 447,1 £183,0 473,7+227,9 0,63 193 - 982
Vitamina B6 (nM) 62,5 [48;104] 73,6 [58;85] 0,61 14,7-72,8
Vitamina B9 (ng/ml) 10,1 £3,9 11,3+5,9 0,38 3-17
Homocisteina (uM) 8,1+27 74+1,8 0,26 6-15

Dados apresentados como X + DP ou mediana [25%;75%].

Na Tabela 5 sdo apresentados os diversos marcadores inflamatdrios
sistémicos avaliados. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos para as concentracdes de proteina PCR-as e nem para as enzimas hepaticas.
Destaca-se, porém, que apesar de ndo significativo (p = 0,1), o grupo exposto
apresentou aumento de 1,57 vezes em relagdo ao grupo ndo exposto de
concentragdo sérica de IL8. Mesmo com a utilizacdo de método de alta
sensibilidade, os valores de IL6 e IL17. A ficaram abaixo do limite de detec¢do, por
isso ndo foram mostrados. Os resultados obtidos pela média da avaliagdo da PCR-
as e de todas as enzimas hepaticas estavam dentro dos valores considerados
normais.

A andlise do comprimento relativo dos teldmeros mostrou auséncia de

diferenca significativa entre os grupos avaliados (Tabela 6).
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Tabela 5 - Biomarcadores de inflamagao dos participantes analisados

Limites de detecgﬁo*

Grupo Grupo Valor
Parametros ou valores de

controle exposto dep

referéncia

IL8 (pg/ml) 35429 55+58 0,10 0,07
PCR-as (mg/l) 2,7+35 24+35 0,73 <3
ALKP (U/) 59,7+ 11,9 63,1 +21,5 0,45 38-126
GGT (U 235+ 11,3 252+223 0,72 12-43F/15-73 M
AST (UN) 262+7,9 25,6 £7,7 0,78 14-36F/17-59M
ALT (UM 17,4+10,0 199+11,1 0,35 9-52F/21-72M

Dados apresentados como X + DP. IL8 = interleucina pré-inflamatéria 8, PCR-as = proteina C
reativa de alta sensibilidade, ALKP = fosfatase alcalina, GGT = gama glutamil transferase, AST =

aspartato transaminase, ALT = alanina transaminase, F = sexo feminino, M = sexo masculino.

Tabela 6 - Comprimento de teldmeros em ambos os grupos

Parametro Grupo controle Grupo exposto  Valor de p

Comprimento relativo de

telomeros (T/S) 0,69 £ 0,15 0,77 £ 0,21 0,12

Dados apresentados como X + DP. T/S = razdo do comprimento de telomero (T) com o comprimento

de um gene de copia unica (S).

A expressao dos genes XRCC1 (Figura 2A), hOGGI (Figura 2B), NRF2
(Figura 2C) e TP53 (Figura 2D) foi similar nos dois grupos (p > 0,05).

A expressdo do gene /L17A4 foi similar em ambos os grupos (p = 0,6)
assim como o gene /L6, o qual mostrou leve aumento na expressao (p = 0,06) no
grupo exposto em comparacao com o grupo ndo exposto (Figuras 3A e 3B). Jd em
relacdo ao gene /L8, pode-se observar uma expressdo aumentada de 1,62 vezes (p
= 0,04) no grupo exposto quando comparado ao grupo controle (Figura 3C). Esse

resultado esta de acordo com o observado sistemicamente.
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Figura 2 - Expressao relativa de genes relacionados ao reparo de danos oxidativos
no DNA (A-XRCCI e B-hOGG1I), defesa antioxidante (C-NRF2) e manutengdo do

genoma (D-7P53) em ambos os grupos estudados. Dados expressos em X + EP ou

boxplot.
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Figura 3 - Expressao relativa de genes relacionados a inflamacao (A-IL17A4, B-IL6

e C-IL8) nos grupos avaliados. Dados expressos em X = EP ou boxplot. " p < 0,05.

Adicionalmente, ndo foi observada nenhuma influéncia significativa
das varidveis idade, sexo, tempo de exposicdo e profissionais docentes versus nao
docentes para todos os pardmetros avaliados nem correlagdo entre os pardmetros (p

> 0,05; dados ndo apresentados).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo nao mostrou influéncia da exposi¢do ocupacional aos
RGA na oxidacdo do DNA, na peroxidacao lipidica, nas fragdes de NO, na defesa
antioxidante (antioxidantes lipofilicos e capacidade antioxidante), nas vitaminas do
complexo B e na HCY, em marcadores inflamatdrios hepaticos, na expressao de
genes de reparo de DNA, de defesa antioxidante, de manutencao do genoma, bem
como de alguns genes relacionados a inflamag¢do nem alteragdes no comprimento
dos teldmeros em anestesiologistas atuantes em hospital universitario. No entanto,
esses profissionais apresentaram aumento da expressao do gene /LS, o que sugere
que essa exposicao ocupacional estimule a resposta inflamatdria. Assim, sugere-se
que esse gene possa ser candidato a biomarcador precoce de inflamag¢do na
exposicao ocupacional aos RGA.

Considerando os limites de exposicdo aos RGA recomendados por
agéncias internacionais, observa-se que nos EUA os valores sdo mais restritos do
que no Reino Unido. As concentragdes ambientais dos RGA as quais os
anestesiologistas avaliados no presente estudo estavam expostos foram superiores
aos valores recomendados pela NIOSH tanto para os anestésicos halogenados
quanto para o N,O, entretanto ndo excederam os valores recomendados pela EPH,
exceto o N,O, o qual estava um pouco acima do valor recomendado.

A avaliacdo de danos oxidativos no DNA ¢ critica, pois esse tipo de
dano tem sido descrito como uma possivel causa de mutacdes que podem levar ao
desenvolvimento de cancer (Collins et al., 1993). H4 somente um Unico estudo na
literatura ao nosso alcance que avaliou a associagdo da exposi¢do ocupacional aos
RGA e danos oxidativos no DNA de enfermeiras polonesas expostas ao isoflurano,
sevoflurano e N,O (Wronska-Nofer et al., 2012). Estes autores verificaram
correlacdo entre aumento de danos oxidativos e N,O, cujas concentragdes residuais
foram avaliadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e
estavam em demasia acima dos limites recomendados na Polonia (até 8,4 vezes
superior), nas profissionais expostas. Diferentemente do estudo citado, na presente

pesquisa nao foi associada inducao de danos em purinas oxidadas nem danos basais
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no DNA em anestesiologistas expostos ao N,O e aos halogenados mais modernos.
Em outro estudo polonés, no qual 100 profissionais expostos aos RGA foram
avaliados, ndo se observou indugdo de lesdes basais no DNA quando comparados
com o grupo controle (Szyfter et al., 2016).

De forma semelhante ao dano oxidativo no DNA, ndo se observou
inducdo de dano oxidativo em lipidios (MDA). Aumento de peroxidagao lipidica e
diminuicdo da capacidade antioxidante foi relatada em enfermeiras expostas a altas
concentragdes de N,O (Wronska-Nofer et al., 2012). Um outro estudo realizado em
profissionais de ambos os sexos expostos principalmente ao halotano e N,O em SC
sem sistema de exaustdo de gases também mostrou aumento da peroxidacio
lipidica, entretanto, os niveis da capacidade antioxidante ndo diferiram entre os
grupos (Malekirad et al., 2005).

A literatura € escassa em relag@o a avaliagdao do estresse oxidativo em
individuos ocupacionalmente expostos aos RGA e a avaliagdo das fragdes de NO
ainda ndo foi descrita. De forma coerente com a auséncia de oxidagdo no genoma e
nos lipidios também ndo foi observada influéncia da exposi¢do ocupacional aos
RGA na oxidagdo de NO pela avaliagdo dos metabolitos nitrito e nitrato.

O sistema de defesa antioxidante atua de forma eficaz para impedir
acimulo de moléculas danificas por RL e/ou ERO que s3o constantemente
produzidos in vivo (Halliwell & Chirico, 1993). Para avaliagdo da capacidade
antioxidante, também ¢ possivel avaliar o efeito cumulativo de antioxidantes
presentes sistemicamente (Ghiselli et al., 2000). A reducdo da capacidade
antioxidante foi observada em profissionais turcos e poloneses expostos
ocupacionalmente aos RGA (Tiirkan et al., 2005; Wronska-Nofer et al., 2012).
Utilizando-se de metodologia para avaliagdo da capacidade antioxidante global pelo
FRAP, nao foram observadas diferengas entre grupo controle e exposto aos RGA
em nosso estudo, semelhantemente aos achados de um estudo realizado no Ird com
a mesma metodologia, entretanto, com exposi¢do aos RGA halotano e N,O
(Malekirad et al., 2005). Um estudo que avaliou médicos residentes expostos

ocupacionalmente aos RGA em SC sem sistema de ventilagdo/exaustdo mostrou
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correlagcdo negativa entre niveis de enzimas antioxidantes e danos basais no DNA
(Costa Paes et al., 2014).

Destaca-se que os estudos na literatura diferem quanto aos profissionais
e hospitais avaliados (universitarios ou nao), tempo de exposicdo e carga de
trabalho, exposicdo aos anestésicos modernos ou mais antigos, frequéncia de
anestesias intravenosas ou inalatorias, SC com ou sem sistemas de exaustao, se a
poluicdo anestésica foi avaliada, as diferentes metodologias aplicadas, entre outros,
o que pode justificar os dados divergentes.

Os antioxidantes endogenos ndo enzimaticos lipossoliveis juntamente
com outros antioxidantes participam da primeira linha de defesa contra danos
oxidativos e sdo possiveis de serem avaliados individualmente (Vasconcelos et al.,
2007). Embora ndo existam valores de referéncia para esses antioxidantes ndo
enzimaticos (pois varios sdo dependentes da dieta e da populacdo estudada), e
embora nenhum estudo tenha avaliado os efeitos da exposi¢do ocupacional aos
RGA nesses compostos, as concentragdes da maioria dos micronutrientes
encontradas no presente estudo foram similares as encontradas em estudos prévios
que avaliaram individuos saudaveis (Correa et al., 2014; Braz et al., 2015), exceto
para criptoxantina e especialmente J-caroteno, os quais estavam em concentragdes
superiores as descritas anteriormente. Vale salientar que a maioria dos médicos de
ambos os grupos relatou ter boa alimentaga@o e auséncia de comorbidades. Wronska-
Nofer et al. (2012) ndo observaram diferencas significativas nos niveis do
antioxidante a-tocoferol entre enfermeiras expostas e ndo expostas
ocupacionalmente aos RGA. Portanto, na avaliacdo individual e global de
antioxidantes, nossos achados se corroboraram e estdo de acordo com os
marcadores oxidativos.

Assim, sugere-se que o sistema de defesa antioxidante permaneca
eficaz em anestesiologistas, apesar da exposi¢do ocupacional. E possivel que
alteracdes nos marcadores de estresse oxidativo possam ter ocorrido mais
precocemente, ou seja, durante a exposi¢cdo ocupacional inicial dos profissionais
avaliados no presente estudo, mas ndo sejam mais evidentes apos exposi¢ao mais

prolongada. De fato, nosso grupo de pesquisa mostrou aumento de marcadores
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oxidativos em jovens médicos expostos aos RGA durante o primeiro ano de
residéncia médica (Aun, 2017); no entanto, nenhuma indugao de estresse oxidativo
foi encontrada nesses profissionais no final do programa de residéncia médica (Braz
et al., 2020), o que ¢ consistente com nossa hipdtese. Assim, os anestesiologistas
podem ter se adaptado a exposicao residual anestésica e pode-se sugerir que a
exposi¢do ocupacional média de mais de uma década aos anestésicos halogenados
modernos, juntamente com o N,O, ndo esta associada ao estresse oxidativo.

Ressalte-se que o N>O ndo ¢ metabolizado, sendo eliminado
rapidamente pelos pulmdes. Ja os anestésicos halogenados mais modernos tém
baixa taxa de metabolizagdao (0,02% a 5%), a qual ocorre pela citocromo P540
(enzima CYP2E1) (Kharasch & Thummel, 1993; Souza & Tardelli, 2011).
Portanto, diferentemente dos anestésicos mais antigos, esses halogenados mais
modernos geram poucos metabolitos reativos, o que pode ter contribuido com
nossos achados.

Embora seja sugerido na literatura que os mecanismos toxicos dos
anestésicos halogenados possam incluir o estresse oxidativo, e que o N>O pode
interferir no ciclo da vitamina B9/B12, nenhum dos parametros avaliados diferiu
entre os grupos estudados (expostos versus ndo expostos). Portanto, nosso estudo
ndo confirmou a hipotese sugerida por Krajewski et al. (2007), os quais avaliaram
enfermeiras atuantes em hospitais diferentes, expostas residualmente aos
halogenados (halotano, isoflurano e sevoflurano) e N>O. Os autores encontraram
diminuicdo significativa da vitamina B12 e aumento significativo de HCY sem
alteracdes significativas na vitamina B9 nas profissionais expostas, quando
comparadas com o grupo controle. Além disso, esses autores observaram que as
mudangas no status da vitamina B12 foram agravadas em enfermeiras expostas ao
N,O em concentragdes substancialmente superiores (260 ppm) ao limite de
exposicio ocupacional. E importante ressaltar as diferencas entre nosso estudo e o
estudo supracitado, cujo tamanho da amostra foi maior que o nosso. Além disso, as
enfermeiras trabalhavam no meio ambiente poluido durante toda atividade
profissional e foram expostas por pelo menos cinco anos, diferente do nosso estudo,

que incluiu anestesiologistas de ambos os sexos, atuantes em SC/SRPA de um
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hospital universitario, sendo que um terco desses profissionais era composto de
docentes e que, portanto, ndo estavam diariamente expostos a poluicdo anestésica.

De forma similar aos nossos achados, Uzun et al. (2014) nao
encontraram alteracdes significativas nos niveis de vitaminas B12 ¢ B9 nem de
HCY quando avaliaram profissionais do sexo feminino das areas de anestesiologia
e cirurgia expostas aos mesmos anestésicos que os nossos profissionais por pelo
menos trés anos. Além disso, Staubli et al. (2016) compararam dois grupos de
individuos que trabalhavam no mesmo hospital terciario, o primeiro composto por
profissionais expostos a0 N,O por mais de um ano e o segundo por profissionais
ndo expostos ao N»O. Os autores também ndo observaram diferencas significativas
entre os grupos quanto a vitamina B12 e HCY, e observaram que todas as médias
dos parametros investigados estavam dentro do intervalo de referéncia. Assim,
esses dois estudos relatados respaldam nossos achados.

Sabe-se que a influéncia genética pode interferir no metabolismo de
varias vias, incluindo o ciclo da vitamina B6. Assim, dois polimorfismos mostram-
se relevantes em reduzir a atividade da enzima MTHFR e assim levar ao acimulo
de HCY, como o C677>T e o A1298>C no gene MTHFR (Baluz et al., 2002). De
fato, levando em consideracdo a suscetibilidade genética e a exposicdo ao N,O,
Nagele et al. (2008) relataram que pacientes cirargicos com as variagdes de MTHFR
677C>T ou 1298A>C homozigotos (genotipos TT e CC, respectivamente) t€m
maior risco de desenvolverem hiperhomocisteinemia apods esse tipo de anestesia
quando comparados com individuos do tipo selvagem (CC e AA, respectivamente)
ou heterozigotos (CT e AC, respectivamente). No entanto, ha escassos dados
publicados sobre a exposicdo ocupacional ao N,O e polimorfismos do MTHFR.
Staubli et al. (2016) avaliaram o polimorfismo C677>T do MTHFR em 29
individuos expostos ocupacionalmente ao N,O (trés homozigotos), cujos resultados
das concentragdes de HCY nao diferiram significativamente quando comparados a
31 trabalhadores ndo expostos ao N>O (dois homozigotos). Entretanto, os autores
destacaram que a falta de diferenca significativa poderia estar relacionada ao
pequeno tamanho amostral. Assim, mais estudos nessa area poderiam contribuir

para melhor entendimento se as mudancas nos niveis de HCY podem estar
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relacionadas aos polimorfismos de MTHFR e se isso poderia ser agravado pela
exposicao aos RGA, especialmente ao N,O.

Quanto a avaliagdo de enzimas hepaticas, profissionais
(anestesiologistas, cirurgides, enfermeiros e técnicos) expostos ocupacionalmente
a concentragdes desconhecidas de halotano, enflurano ¢ isoflurano, além do N,O,
por mais de 20 horas semanais tiveram altera¢des hepdticas, com aumento das
enzimas ALT, AST e GGT além de bilirrubina total em comparacdo com o grupo
controle ndo exposto (Casale et al., 2014).

Diferentemente, no nosso estudo ndo houve alteracdes hepaticas em
nenhum dos marcadores enzimaticos. Vale ressaltar que os anestésicos halogenados
mais modernos sao menos metabolizados e menos soluveis em sangue e em gordura
que os halogenados mais antigos. Estudo realizado no Ird mostrou aumento das
enzimas ALT e AST, mas ndo de ALKP, em diferentes profissionais (técnicos e
enfermeiras) expostos a concentracdes residuais abaixo e acima dos valores
recomentados pela NIOSH para os anestésicos sevoflurano e isoflurano
respectivamente, concomitantemente ao uso de N,O, o qual, diferentemente dos
outros anestésicos, nao foi mensurado (Jafari et al., 2018). Por outro lado, em outro
estudo ndo foram detectadas alteracdes de fungdo hepatica entre os diversos
profissionais expostos a concentragdes residuais de anestésicos enflurano e N,O em
comparagdo com o grupo nao exposto (De Zotti et al., 1983). Outro estudo também
ndo detectou aumento das atividades enzimaticas AST e GGT em anestesiologistas
expostos a halogenados e N,O (Nunn et al.,, 1982), corroborando com nossos
achados. Destaca-se que a avaliagdo de maior tempo de exposi¢do aos RGA mais
modernos necessita de estudos complementares, ja que a literatura mostra dados de
hepatotoxicidade relacionada aos anestésicos inalatorios mais antigos,
especialmente o halotano (Safari et al., 2014).

A resposta inflamatéria ¢ desencadeada sempre que o organismo ¢
exposto a situagdes que colocam em risco a homeostasia. As células inflamatérias
produzem mediadores soluveis, como citocinas, que recrutam células para o local
da lesdo tecidual; a liberacdo adicional de ERO intensifica o processo inflamatorio

(Migliore & Coppede, 2009). Tanto a IL8 quanto a IL17A sdo mediadores pro-
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inflamatorios envolvidos nas vias aéreas humanas. Estudo recente relatou aumento
na concentragdo de IL17A em médicos residentes expostos aos RGA (Braz et al.,
2020). No entanto, como mostrado pelos dados do estresse oxidativo, ndo houve
aumento sistémico nas concentragdes de IL8 e PCR-as em anestesiologistas. A IL8
¢ uma potente citocina quimiotatica e ativadora de neutréfilos, tendo sua liberagao
aumentada mediante quadros inflamatorios (Huber et al., 1991). Devido a sua
atividade quimiotdtica no recrutamento de outras interleucinas inflamatorias,
também foram avaliadas a IL6 e a IL17A, entretanto suas concentragdes sorologicas
ficaram abaixo do limite de detecgao.

O comprimento de telomero tem sido sugerido como importante
biomarcador de inflamacao cumulativa e estresse oxidativo ao longo da vida (Miri
et al., 2019). Nossos achados referentes ao comprimento de teldmeros corroboram
com os dados relacionados aos danos no DNA, marcadores de estresse oxidativo e
marcadores inflamatorios sistémicos. No entanto, estudos adicionais com maior
tamanho amostral sdo necessarios para confirmar esses achados. O unico estudo
disponivel na literatura sobre a temdatica mostrou encurtamento de telomeros em
anestesiologistas egipcios (Zanaty et al., 2017); entretanto o objetivo primdrio da
pesquisa mencionada foi avaliar o bem-estar emocional e fisico desses
profissionais, os quais podem enfrentar estresse psicoldgico cronico, e o objetivo
secundario foi analisar o envelhecimento da pele e o comprimento dos teldmeros;
portanto a avaliagdo nao foi relacionada com a exposi¢@o ocupacional aos RGA, a
qual foi o enfoque do nosso estudo.

A avaliacdo da expressdo génica ¢ uma ferramenta importante para a
detec¢do de alteragdes precoces (Lin & Barbosa, 2002), a qual ainda ndo foi
realizada na exposi¢ao ocupacional aos RGA. Assim, foram avaliadas a expressao
de genes-chave envolvidos nas respostas de reparo, na defesa antioxidante, na
manuten¢do do genoma e na inflamacdo para verificagdo dos possiveis efeitos
moleculares da exposicao aos RGA.

A modulacdo dos genes hOGGI e XRCC1 foi relatada em pacientes
anestesiados com isoflurano (Braz et al., 2011; Freire et al., 2018). No entanto, o

presente estudo ndo mostrou alteragdes nesses genes na exposi¢ao ocupacional aos
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RGA. De fato, como ndo se observou aumento na oxidacao das bases puricas do
DNA, provavelmente ndo houve estimulo para a ativagdo do sistema de reparo de
danos oxidativos. Salienta-se que enquanto os pacientes sdo expostos de forma
aguda a altas concentragdes anestésicas, os profissionais ficam expostos a menores
concentragdes (residuais), entretanto por longos periodos (ao longo da vida
profissional). Da mesma forma, os transcritos NRF2 e TP53 também ndo foram
modulados em anestesiologistas expostos e esse achado também se deve pela
auséncia de lesdes no DNA e de altera¢des nos niveis de antioxidantes encontrados.

J& a expressdo do gene inflamatdrio /L6 parece ser mais sensivel e
melhor marcador de exposicdo ocupacional aos RGA que o nivel sistémico de IL6,
que foi encontrado em pequenas concentragdes na corrente sanguinea. A ILS,
associada a inflamacdo do trato respiratorio, teve suas concentragdes aumentadas
em médicos residentes expostos a altas concentragdes de RGA, mesmo que por um
periodo relativamente curto de exposi¢cdo (Chaoul et al, 2015). De forma
interessante, os niveis séricos e a expressao génica da interleucina pro-inflamatéria
IL8 mostraram padrdes semelhantes nos anestesiologistas (aumento de 60%). Dessa
maneira, a superexpressdo desse gene pode ser um biomarcador molecular da
resposta inflamatéria relacionada aos RGA. Certamente, mais estudos
epidemioldgicos nessa tematica sdo necessarios para melhor comprensdo das
alteracdes moleculares inflamatorias frente a exposicdo ocupacional aos RGA,
considerando que milhares de profissionais ao redor do mundo sdo expostos
cronicamente a esses agentes.

A alteragdo da expressdo de genes nas células periféricas pode indicar
precocemente uma alteragdo toxicoldgica antes que ocorra um possivel dano
funcional, refletindo o que ocorre em um organismo na exposi¢ao a agentes, embora
nenhuma avaliagdo especifica de tecido/6rgdo tenha sido realizada (Zhou et al.,
2009). A analise da expressdo génica em sangue tem se mostrado relevante devido
a esse biofluido ser de facil obtencao e os leucocitos serem sentinelas para a resposta
do sistema imunoldgico, o que possibilita a identificacdo de biomarcadores,
especialmente os de inflamag¢ao (Whitney et al., 2003; Feezor et al., 2004). Portanto,

com este estudo, abre-se a possibilidade de melhor se investigar vias e processos
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inflamatorios no organismo de profissionais expostos aos RGA nas diferentes
tecnologias dmicas.

Algumas possiveis limitagdes do presente estudo precisam ser
reconhecidas. A populagdo estudada pode ndo refletir as populagdes avaliadas pela
maioria dos estudos na literatura sobre o tema pois foram avaliados
anestesiologistas que trabalhavam em um unico hospital universitario; 35% deles
eram docentes e ndo passavam 8 horas diarias nas SC, as quais possuiam sistema
parcial de exaustdo; e os profissionais faziam uso de equipamentos modernos de
anestesia. Adicionalmente, aproximadamente 1/3 das anestesias gerais foram
realizadas com uso de anestésicos inalatorios (versus 2/3 com uso de anestésicos
intravenosos). A alta frequéncia de uso de anestesia venosa certamente diminuiu a
exposicao ocupacional aos RGA.

Os pontos fortes da pesquisa, que garantem a robustez e a
confiabilidade dos resultados, incluem critérios rigidos de exclusdo, grupos
adequadamente pareados, metodologias padrdo-ouro e poluicdo anestésica
conhecida.

Esfor¢os continuos sdo necessarios para investigacdo dos efeitos
bioldgicos e na satde dos profissionais ocupacionalmente expostos aos RGA para
entender melhor os possiveis mecanismos toxicos dessa exposicdo, incluindo

aqueles relacionados a suscetibilidade genética e padrdes epigenéticos.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que, considerando as condi¢des deste estudo, a exposi¢ao
aos RGA ndo estd associada a instabilidade redox ou genética, aos marcadores
hepaticos, aos micronutrientes, ao comprimento de telomeros nem as alteragdes de
transcritos dos genes relacionados ao reparo de dano oxidativo, de defesa
antioxidante e manutencdo do genoma. No entanto, influencia a resposta
inflamatoria molecular em anestesiologistas atuantes em hospital universitario.
Assim, a redu¢do da exposi¢ao aos RGA e o aumento do biomonitoramento devem

ser considerados para todos os profissionais ocupacionalmente expostos.
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