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Resumo

Lucio LMC. Determinagado das concentragfes de residuos de gases anestésicos
e avaliagdo gendmica e de estresse oxidativo em profissionais recém-expostos
[tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista; 2016. 82 f.

O presente estudo objetivou determinar as concentracdes dos residuos de gases
anestésicos (RGA) em salas de operacdo (SO) e o impacto dessa exposi¢do
ocupacional em relacdo aos danos gendmicos e estresse oxidativo em profissionais
recém-expostos. O estudo foi conduzido no Hospital das Clinicas, Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP. As concentracdes de isoflurano, sevoflurano e 6xido
nitroso (N20) foram medidas nas SO por espectrofotometria infravermelha, com
equipamento portatil. Sessenta e trés médicos residentes, ao final de trés anos do
Programa de Residéncia Médica, foram alocados em dois grupos: exposto
(Anestesiologia e Cirurgia, n=32) e controle (Clinica Médica, n=31). Amostras de
sangue periférico e células bucais foram coletadas e protegidas da luz. Avaliaram-se
danos no material genético (teste do cometa - danos basais, purinas e pirimidinas
oxidadas em linfécitos; 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina no plasma), micronucleo (MN)
em células bucais, proteinas carboniladas, marcadores de lipoperoxidagao
(malonaldeido e 4-hidroxinonenal) e capacidade antioxidante plasmatica (ferric
reducing antioxidant power, oxygen radical absorbance capacity e total antioxidant
performance). As concentracfes médias dos RGA foram superiores aos limites
internacionalmente recomendados (2,7 vezes: isoflurano; 4,9 vezes: sevoflurano; 7,2
vezes: N20). Os grupos nado diferiram quanto aos dados demograficos (p>0,05).
Detectou-se aumento significativo de danos basais no DNA (p=0,01) e maior
frequéncia de MN em células bucais (2,3 vezes; p=0,07) no grupo exposto em
relacdo ao grupo controle, mas ndo houve diferenca (p>0,05) entre os grupos em
relacdo a todos os marcadores de estresse oxidativo. Em conclusdo, o estudo
mostra que médicos residentes expostos a altas concentracdes de RGA apresentam
aumento significativo de danos sistémicos no DNA e frequéncia aumentada de
instabilidade gendmica (MN bucais), mas ndo de estresse oxidativo. Portanto, este
estudo mostra que jovens profissionais ja apresentam alteracfes genémicas, o que
reforca a importancia do biomonitoramento e da diminui¢cdo da exposi¢cado aos RGA.
Palavras-chave: exposi¢cdo ocupacional, poluicdo ambiental, médicos residentes,

testes de genotoxicidade, instabilidade genbmica, estresse oxidativo.
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Abstract

Lucio LMC. Concentration of waste anesthetic gases in operating rooms and
assessment of genetic damage and oxidative stress in medical residents
[thesis]. Botucatu: Botucatu Medical School, Universidade Estadual Paulista; 2016.
82 p.

This study determined the waste anesthetic gases (WAG) in operating rooms (OR)
and evaluated the impact of the occupational exposure in genetic damage and
oxidative stress in medical residents. The study was performed at “Hospital das
Clinicas, Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP”. The concentrations of
isoflurane, sevoflurane and nitrous oxide (N20) were measured in ORs. Sixty-three
medical residents completing their three-year Medical Residency Program were
recruited for the study and were assigned to two groups: exposed group (n=32) of
Anesthesiology and Surgery areas and control group (n=31) of Internal Medicine
area. Blood and buccal cells were concomitantly collected from both groups and
protected from light to measure genetic instability by buccal micronucleus (MN),
basal and oxidized DNA damage (comet assay and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine),
biomarkers of protein and lipid oxidation, and three different assays for plasma
antioxidant activity. Mean WAG concentrations were above international thresholds
(2.7-fold: isoflurane; 4.9-fold: sevoflurane; 7.2-fold: N20). There was no significant
difference between groups regarding demographic data. Basal DNA damage
(p=0.01) and buccal MN frequency (by 2.3-fold; p=0.07) were increased in the
exposed group compared to the control group. Results showed no significant
difference for oxidative stress biomarkers between groups. In conclusion, this study
shows that medical residents exposed to high WAG concentrations have increased
systemic DNA damage and genomic instability (buccal MN), but not oxidative stress.
Thus, these young professionals already have genetic damage in the beginning of
their career. Our results reinforce the importance of the biomonitoring and also the

adequate measures to decrease ambient air pollution in the OR.

Keywords: occupational exposure, environmental pollution, medical residencies,

genotoxicity test, genomic instability, oxidative stress.



Lista de Figuras

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Formula estrutural e peso molecular (PM) dos anestésicos
inalatérios. Fonte: figura adaptada de Urban e Bleckwenn,

Aparelho ou estacdo de anestesia, sob visdo posterior (A) e
anterior (B). Elementos do aparelho em A: (1) conexdo de saida de
gases anestésicos e de vacuo as tubulacdes externas; (2 e 3)
divisdo das canulagbes por cor; (4) cilindros de gases — N20 a
esquerda e O2 a direita — acoplados a maquina; (5) valvulas de
medida de fluxo; (6) sistema de vacuo; (7) tubulacéo de exaustao de
gases. Elementos do aparelho em B: (8) fluxémetros; (9) peca de
conexdo com vaporizador; (10) vaporizador de anestésico inalatorio;
(11) flushing; (12) traqueia, sistema de ventilagdo e baldo que se
conectam ao paciente durante ventilagdo mecénica; (13) valvula de
limite de presséo ajustavel; (14) recipiente absorvedor de CO2 com
cal sodada; (15) sistema de monitorizacéo do paciente. Fonte: figura
adaptada de Briggs e Maycock, 2013...........ooovvviiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeans 25

Esquema representando as etapas criticas do teste do cometa
alcalino. Fonte: figura adaptada de Tice et al,

A) Nucleoide com padrdao de migracédo de DNA, detectado pelo
teste do cometa, fonte: Tice et al., 2000; B) Danos no DNA,
avaliados pelo teste do cometa, variando de zero (nenhum
dano) a 4 (maior dano), fonte: Collins et al., 2008....................... 30

Fotomicrografia de célula binucleada (linfécito) contendo um
micronucleo. Fonte: Bonassietal.,, 2007..........ccovviiiiiiiiiiiinnns 31

Diagrama representando corte de mucosa bucal, com suas
camadas, diferentes tipos celulares e alteracdes detectadas
pelo teste de micronucleo bucal. MN: microndcleo; NBUD: nuclear
buds (protrusdes nucleares). Fonte: figura adaptada de Thomas et
Al., 20009, e e e eeaeeaan 32

A) Representacdo do equilibrio entre fatores pro-oxidantes (em
vermelho) e antioxidantes (em verde). B) Esquema mostrando
ativadores (pré-oxidantes, a esquerda com setas vermelhas) e
inibidores (antioxidantes, a direita com barras verdes) das
espécies reativas de oxigénio (ERO), representadas na figura
pela sigla ROS. SOD: superoxido dismutase. Fonte: figura
adaptada de Reuter et al., 2010.......ccccevviiiiiiiiiiiiie e, 34

XV



XVi
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

Os anestésicos inalatérios sdo farmacos de uso amplo e rotineiro em
anestesia geral. A demonstracdo publica inédita do dietil éter como anestésico
inalatorio por William Morton, em 1846, no Massachusetts General Hospital, em
Boston, nos Estados Unidos, possibilitou a realizacdo de procedimento cirargico livre
de dor, dando lugar a uma das mais significativas descobertas cientificas da
medicina (Whalen et al., 2005).

A pratica da Anestesiologia assistiu, desde entdo, a profunda evolucao nesse
campo, a medida em que outros anestésicos foram se consagrando, tais como 6éxido
nitroso (N20), cloroférmio e tricloroetileno. Entretanto, a elevada toxicidade e o risco
de explosdo dentro do ambiente cirdrgico relacionados a esses agentes
descontinuaram seu uso e fomentaram a procura por anestésicos mais seguros
(Campagna et al., 2003). Na década de 1950, sintetizou-se o primeiro composto
derivado do ion fluoreto, o fluoroxeno, que chegou a ser testado clinicamente, mas
logo foi descartado por ser extremamente téxico. O halotano é um hidrocarbono
halogenado sintetizado em 1957, cuja reduzida flamabilidade em relagdo aos
agentes entdo disponiveis consolidou-o como o principal anestésico inalatério da
época, perdurando até hoje (Moppett, 2012). Seguiu-se, em 1960, o metoxiflurano,
que teve seu uso limitado devido a elevada nefrotoxicidade (Reichle e Conzen,
2003). Nessa mesma época, relatos de raros casos de hepatite fatal relacionados ao
halotano impulsionaram a busca por agentes inalatorios novos e mais seguros
sintetizados na década de 1960, tais como enflurano em 1963 e seu isémero
isoflurano em 1965, além do sevoflurano e do desflurano (popularizados em meados
da década de 1990) (Urban e Bleckwenn, 2002; Torri, 2010). O xendnio,
reconhecido por ser um gas inerte e inodoro, apresenta rapida absorcédo e
eliminacdo pulmonar, nenhum metabolismo hepético e renal e minimos efeitos
cardiovasculares. Entretanto, seu uso é ainda restrito, pelo alto custo e limitada
disponibilidade (Campagna et al., 2003). Assim, 0 anestésico inalatério ideal ainda
ndo existe, sendo importante tépico de investigacdo (Whalen et al., 2005; Torri,
2010). Na figura 1 podem-se visualizar todas as estruturas quimicas dos anestésicos

inalatorios que ja foram ou ainda s&o empregados na pratica clinica.
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Figura 1 - Formula estrutural e peso molecular (PM) dos anestésicos
inalatérios. Fonte: figura adaptada de Urban e Bleckwenn, 2002.

1.2 Aspectos farmacolégicos

O mecanismo de acdo dos anestésicos inalatérios € motivo de extensa
pesquisa, sendo mais recentemente focado nos alvos moleculares, especificamente
em canais ibnicos localizados na membrana das células neuronais (Rudolph e
Antkowiak, 2004). Tais canais incluem receptores para neurotransmissores (por
exemplo acido gama-aminobutirico tipo A, glicina, receptores colinérgicos
nicotinicos, serotonina e glutamato), além de canais de calcio, sodio e potassio
(Kopp Lugli et al., 2009). A interagdo dos anestésicos inalatorios com esses sitios
idnicos determina acao inibitéria sobre o sistema nervoso central. Apesar desse
entendimento global, os complexos mecanismos subjacentes a perda da consciéncia
e amneésia, tdo essenciais a inducdo e manutencdo da anestesia geral, ainda nao
sdo plenamente compreendidos. Por outro lado, a imobilidade é fruto da acéo
desses farmacos na medula espinhal (Hemmings et al., 2005).
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No escopo farmacoldgico, a poténcia e a dosagem dos anestésicos
inalatérios sdo expressas em unidades de concentragdo alveolar minima (CAM),
definida como a concentracdo alveolar do agente necessaria para impedir a
mobilidade a inciséo cirdrgica em 50% dos pacientes (Harper, 2004). Além da CAM,
outro fator determinante para a absor¢cdo do anestésico é sua solubilidade no
sangue, representada pelo coeficiente de particdo sangue-gas, o qual se define pela
razdo das concentracfes do anestésico no sangue e na forma gasosa, quando
essas duas formas se encontram em equilibrio (Harper, 2004).

Os efeitos adversos dos agentes halogenados devem-se a subprodutos do
metabolismo e/ou degradacdo (Kharasch, 2008). Em pacientes, destacam-se 0s
efeitos renais, cardiovasculares, neuroldgicos, respiratorios e hepaticos. Quanto aos
efeitos renais, sobressaem-se a formacéo intrarrenal de ions fluoreto inorganicos
pelo metoxiflurano e o potencial para formacdo de composto A (fluorometil-2,2-
difluoro-1-[trifluorometil]vinil-éter) a partir do sevoflurano, como produto da interagao
entre sevoflurano e absorvedores de diéxido de carbono presentes na estacao de
anestesia (Reichle e Conzen, 2003; Kharasch et al., 2005). Apesar de ter levado a
danos renais em estudos animais (Kharasch et al., 2005), a formagdo de composto
A no periodo perioperatério em pacientes anestesiados com sevoflurano ja foi
extensamente avaliada e ndo mostrou efeitos clinicamente relevantes em seres
humanos (Kharasch, 2008). Entre os efeitos cardiovasculares, arritmias cardiacas
devido a sensibilizacdo miocardica pelas catecolaminas séo vistas em maior
frequéncia com o halotano, seguido do enflurano (Stachnik, 2006). No tocante a
neurotoxicidade, sobressaem-se alteragbes neurodegenerativas principalmente em
pacientes idosos (Hudson e Hemmings, 2011), além de aumento da pressao
intracraniana sobretudo com halotano (Steen e Michenfelder, 1979). No sistema
respiratério, 0s anestésicos inalatérios causam depressdo respiratoria dose-
dependente, irritacdo das vias aéreas a depender da pungéncia (sendo o desflurano
0 mais pungente), e broncodilatacdo (Torri, 2010). Além disso, destaca-se
hepatotoxicidade imunomediada relacionada principalmente ao halotano, pela
producdo de metabdlito oxidativo (cloreto de trifluoroacetila) (Moppett, 2012). Outros
efeitos observados sado: hipertermia maligna (potencialmente por qualquer
anestésico inalatério, mais comum, porém, com halotano), agitacdo na recuperagao

anestésica (observada em 12% a 30% das criangas e mais frequente com
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desflurano e sevoflurano) e nduseas e vomitos pos-operatérios (Stachnik, 2006;
Silva et al., 2008).

O N20, descoberto como anestésico em 1844, firmou-se na historia da
Anestesiologia como um gas de vasta popularidade para procedimentos cirargico-
anestésicos e odontoldgicos, por seu destacado perfil de seguranca (Yasny e White,
2012). Em concentragbes subanestésicas, possui propriedades analgésicas, o que
se pode correlacionar a provavel acdo em receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Sanders et al., 2008). Outra propriedade que favorece seu uso € a acdo aditiva,
quando administrado com outros anestésicos inalatérios, uma vez que sua rapida
absorcao (relacionada a CAM de 104% e ao baixo coeficiente de particdo sangue-
gas) deixa o alvéolo livre para acomodar maior pressdo parcial do segundo
anestésico. Essa caracteristica permite uma pressao diferencial alvéolo-sangue
favoravel, como também a migracdo do outro agente para a corrente sanguinea
(efeito do segundo géas) (Moppett, 2012). Dessa forma, apesar de ter baixa poténcia
anestésica quando em uso isolado, sua aplicabilidade clinica como coadjuvante
permite o uso de outros anestésicos em menor concentracdo e acelera a inducéo e
a recuperacao anestésicas (De Hert, 2015).

Apesar das vantagens supracitadas, o N2O oxida o ion cobalto presente na
cobalamina (vitamina B12), levando a inibicdo da metionina sintetase com producao
reduzida de metionina e tetrahidrofolato, e seus subprodutos timidina e acidos
nucleicos (incluindo o acido desoxirribonucleico - DNA) (Takacs, 2001). Tais
alteracbes estdo relacionadas a anemia megaloblastica, agranulocitose,
degeneracdo combinada subaguda da medula espinhal e distarbios
neurocomportamentais em individuos sob exposicdo cronica e/ou elevadas

concentragcdes de N20O (Sanders et al., 2008).

1.3 Residuos de gases anestésicos (RGA)

RGA sdo peguenas quantidades de anestésicos inalatérios presentes
principalmente no ar ambiente das salas de operacédo (SO) e da recuperacdo poés-
anestésica (SRPA). Anestésicos halogenados, entre os quais halotano, enflurano,
isoflurano, sevoflurano e desflurano, e N2O s&o os principais constituintes dos RGA,
por enquadrarem o rol de anestésicos de uso clinico mais frequente (National

Institute for Occupational Safety and Health, 2007).
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A poluicdo do ambiente cirirgico com RGA deve-se essencialmente a trés
causas: técnicas anestésicas, estacdo de anestesia e SO com ou sem sistema de
exaustdo de gases (Yasny e White, 2012). Quanto as técnicas anestésicas, podem-
se enumerar como principais fatores: 1) inducdo e/ou manutencdo da anestesia
geral com anestésicos inalatorios, principalmente na indugdo anestésica em
pacientes pediatricos utilizando-se méscara facial; 2) falha no desligamento tanto da
valvula que controla o fluxo (fluxémetro) de gas quanto do vaporizador (quando a SO
estd sem paciente); 3) escoamento de liquido anestésico no preenchimento do
vaporizador; 4) realizacdo de flushing (lavagem do circuito com alto fluxo de
oxigénio) ao fim do procedimento cirirgico para acelerar a recuperacao da anestesia
inalatoria (pratica comum e extremamente danosa); 5) problemas com acoplamento
da mascara facial, seja por material impréprio para uso, tamanho inadequado ou
ainda por dificuldades relacionadas a via aérea do paciente; 6) vazamento de gas
decorrido de insuflagéo insuficiente do balonete do tubo orotraqueal (TOT) ou de
mascara laringea, ou ainda pelo uso de TOT sem balonete; 7) utilizacdo de fluxo de
gases frescos (FGF) intermediario (2 - 4 I/min) e principalmente alto fluxo (> 4 I/min)
(Baker, 1994); 8) utilizacdo de capnografo do tipo sidestream sem retorno dos gases
ao aparelho de anestesia; e 9) utilizacdo de sistema respiratério de Mapleson,
principalmente em anestesia pediatrica (Baker, 1994; Hoerauf et al., 1996; Hoerauf
et al., 1999a; Oliveira, 2009).

Em relacdo a estacdo de anestesia (figura 2), inUmeros componentes podem
ser motivo de escape de anestésicos para o ar ambiente. Eventuais vazamentos
podem ser provenientes de valvulas e conexdes do circuito respiratorio, defeitos em
pecas e balbes reservatérios (Yasny e White, 2012; Briggs e Maycock, 2013).

As SO podem ou néo ter sistema de exaustdo de gases. Quando ha sistema
de exaustao, ele pode ser total (quando h& succao central que retira o ar da SO por
meio de pressao negativa, levando toda a corrente de ar com gas anestésico para o
exterior, sem recirculacdo do ar) ou parcial (quando h& succ¢éo central que retira o ar
da SO por meio de presséo negativa, que leva parcialmente o ar com gas anestésico
para o exterior, havendo recirculacdo do ar). Ja nas SO sem sistema de exaustao,
ha simplesmente a circulacdo natural da corrente de ar oriunda de aparelhos de ar

condicionado nao centrais (Briggs e Maycock, 2013).
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Figura 2 - Aparelho ou estacdo de anestesia, sob visdo posterior (A) e
anterior (B). Elementos do aparelho em A: (1) conexdo de saida de gases
anestésicos e de vacuo as tubulacdes externas; (2 e 3) divisdo das canulacdes
por cor; (4) cilindros de gases — N20 a esquerda e O2 a direita — acoplados a
maquina; (5) valvulas de medida de fluxo; (6) sistema de vacuo; (7) tubulacdo de
exaustdo de gases. Elementos do aparelho em B: (8) fluxdmetros; (9) peca de
conexdo com vaporizador; (10) vaporizador de anestésico inalatério; (11)
flushing; (12) traqueia, sistema de ventilacdo e baldo que se conectam ao
paciente durante ventilacdo mecanica; (13) valvula de limite de pressao ajustavel;
(14) recipiente absorvedor de CO2 com cal sodada; (15) sistema de
monitorizagdo do paciente. Fonte: figura adaptada de Briggs e Maycock, 2013.

1.4 Riscos ambientais dos RGA

Os RGA eliminados das SO para o meio externo chegam a atmosfera
inalterados e causam impacto ambiental. Os danos ambientais causados pelos
gases anestésicos dependem do seu peso molecular, da proporcdo de atomos
halogenados e da sua meia-vida na atmosfera. Como dados da meia-vida
atmosférica aproximada dos gases anestésicos tém-se: N2O — 114 anos, desflurano
— 10 anos, halotano — 7 anos, sevoflurano — 5 anos e isoflurano — 3 anos (Ishizawa,
2011). Todos os anestésicos inalatérios em uso contém compostos halogenados
que se assemelham aos clorofluorocarbonos e, portanto, apresentam efeitos
deletérios na camada de ozénio. O N20, além de ser um dos gases depletores da
camada de ozbnio, apreende a radiacdo térmica emanada da superficie terrestre e
contribui para o fendbmeno de aquecimento global conhecido como “efeito estufa”
(Ishizawa, 2011).
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1.5 Saude ocupacional e exposicdo aos RGA

A possibilidade de riscos a saude relacionados a exposicdo aos anestésicos
inalatorios tem sido muito discutida nas ultimas décadas (Byhahn et al., 2001; Eroglu
et al., 2006; Steege et al., 2014). Diversos profissionais (médicos e veterinarios
anestesiologistas e cirurgides, enfermeiros e profissionais da saude afins, além de
estudantes) atuantes em SO e/ou SRPA sdo os principais expostos aos RGA
(NIOSH, 2007).

O primeiro estudo que chamou a atencdo da comunidade cientifica para os
riscos associados a exposicdo aos RGA foi conduzido por Vaisman, na Unido
Soviética, em 1967. Sua pesquisa envolveu 198 homens e 110 mulheres
anestesiologistas expostos principalmente a dietil éter, N2O e halotano, e
demonstrou ndo apenas sintomas como fadiga, cefaleia e irritabilidade, mas também
evidenciou, pela primeira vez, efeito adverso no sistema reprodutivo. Foram, entéo,
relatados 18 casos de aborto espontdaneo de um total de 31 gestacbes em
anestesiologistas expostas a RGA (Vaisman, 1967). Tal achado suscitou grande
preocupacao quanto a seguranca dos profissionais expostos. Em 1974, a American
Society of Anesthesiologists (ASA) publicou, nos Estados Unidos, o estudo intitulado
Occupational disease among operating room personnel: a national study. Report of
an ad hoc committee on the effect of trace anesthetics on the health of operating
room personnel (Cohen et al., 1974). Comparou-se, por meio de questionario, um
grupo de 49.585 profissionais expostos aos RGA a um grupo constituido de 23.911
individuos sem exposicdo. Observou-se nas mulheres expostas risco aumentado de
aborto espontaneo, anomalias congénitas, cancer e doencas hepéticas e renais. Ja
0s anestesiologistas do sexo masculino incorreram em risco aumentado de doencas
hepaticas e filhos com anormalidades congénitas (Cohen et al., 1974).

Posteriormente, tais estudos foram revistos por outros autores, verificando-se
inimeros erros metodolégicos e vieses (por exemplo, viés de respondedor na
analise dos questionarios e fatores confundidores, tais como estresse psicoldgico e
longas jornadas de trabalho). Isso veio a enfraquecer, sobretudo, a evidéncia da
associacdo causal entre exposicdo aos anestésicos inalatérios e desfechos
reprodutivos negativos (aborto espontaneo e anormalidades congénitas) (McGregor
et al., 1999; Byhahn et al., 2001).
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1.6 Limites de exposi¢édo ocupacional aos RGA

Diante do exposto, houve necessidade de recomendacbes formais para
reduzir a exposi¢cao ocupacional aos RGA, com destaque para o National Institute for
Occupational Safety and Health (NIOSH), em 1977 (NIOSH, 1977), que sugeriu a
adocdo de limites de exposicdo aos RGA em quaisquer ambientes passiveis de
administragao desses agentes. Determinaram-se, assim, como limites de exposi¢éo
ocupacional: 2 partes por milhdo (ppm) — ceiling — aos agentes halogenados e de 25
ppm — time-weighted average (TWA) — ao N20 durante seu tempo de administragéo.
Além disso, recomendou-se a implementacdo de sistemas de exaustdo efetivos
(scavengers) que permitem uma eficiente renovacédo do ar nas SO (NIOSH, 1977).
Instituiram-se, assim, nos Estados Unidos, protocolos e condutas técnicas em
anestesia para evitar o vazamento de gas anestésico para a SO, tais como cuidados
com mascara facial, vaporizadores, fluxdmetros e testes para identificar vazamentos
em sistemas de alta e de baixa pressao. A vigilancia ao estado de saude dos
médicos expostos, com exames fisicos e laboratoriais seriados, conforme a
necessidade, também foi abordada, bem como a necessidade de monitorizar o ar
ambiente para determinar as concentragdes dos RGA, com documentacgio por meio
de relatorios e inspecdes seriadas (NIOSH, 1977).

Apébs a regulamentacdo dessas medidas de seguranca adotadas em relagéo
a exposicdo ocupacional aos RGA, outros paises também implementaram legislacao
propria. O British Government Health Services Advisory Committee, por exemplo,
estabeleceu valores limites em TWA de 8 h de 100 ppm para N20, 50 ppm para
enflurano e isoflurano e 10 ppm para halotano, por serem esses valores muito
inferiores aos que causam efeitos adversos relatados em estudos experimentais
(Health and Safety Executive, 1996). Outros exemplos de nacdes com legislacéo
propria sdo Franca, Suica, Alemanha (ISSA International Section on the Prevention
of Occupational Risks in Health Services, 1997), além de Austria, Holanda, Italia,
Suécia, Noruega, Dinamarca e Poldnia (Wiesner et al., 2001a; Panni e Corn, 2003).

No Brasil, a exposi¢cdo ocupacional aos RGA ainda é assunto pouco
explorado e carece de regulamentacdo pela legislacdo trabalhista. Os limites
maximos de gases anestésicos seguros ao trabalhador sdo ausentes, assim como
recomendacdes sobre monitorizacdo e fiscalizacdo. A Norma Regulamentadora NR
15 (sobre atividades e operacdes insalubres) traz referéncia ao N20, a ser limitado

em “doses asfixiantes”. Por sua vez, a NR 32 (norma de seguranca e saude no
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trabalho em estabelecimentos de assisténcia a saude), apesar de enderecar o tema
mais diretamente citando os direitos da trabalhadora gestante exposta aos RGA, o
faz de forma pouco clara e insuficiente (Oliveira, 2009).

Vale destacar o pioneirismo de trabalho nacional, realizado em nossa
Instituicdo (com o0 intuito de mimetizar a exposicdo ocupacional dos
anestesiologistas), o qual comparou as concentracdes de halotano no ar e no
sangue de animais expostos a poluicdo da sala de experimentacdo com e sem 0
sistema Venturi (Vane et al., 1990). Os autores mostraram a eficiéncia deste sistema
antipoluicdo na exaustdo de RGA. A maioria dos anestesiologistas de centros
cirdrgicos brasileiros utiliza os mais variados tipos de anestésicos inalatérios (de
halotano até desflurano) sem utilizar protocolos de conduta para reducdo de
vazamentos e de poluicdo em SO, as quais ndo possuem sistema de exaustdo para
eliminacdo de RGA. Some-se a isso a quantidade reduzida de estudos que abordam
a exposicao ocupacional aos RGA no Brasil, o que dificulta a percepcédo desse
impacto na populacao e nos profissionais de saude (Chinelato e Froes, 2002; Araujo
et al., 2013; Costa Paes et al., 2014; Chaoul et al., 2015). Nesse contexto, ressalta-
se a novidade e a importancia de se mensurarem as concentra¢cdes dos RGA em
SO de hospitais brasileiros que ndo contam com sistemas apropriados de exaustao
de gases, realidade que representa a grande maioria dos centros cirargicos
nacionais.

A preocupacdo com a exposicdo ocupacional, quanto as limitacdes das
concentracdes de RGA, é tema pertinente, devido aos potenciais riscos a salude dos
profissionais expostos. E fato bem documentado que tal exposicdo, mesmo que por
breve periodo, pode se refletir em sinais e sintomas como cefaleia, irritabilidade,
fadiga, nausea, tontura, dificuldade de julgamento e coordenacdo (NIOSH, 2007).
Alteracdes mais sérias em individuos expostos, incluindo danos renais e hepaticos e
condicbes neurodegenerativas (como doenca de Parkinson e alteracdes
proprioceptivas) também ja foram relatadas (Vouriot et al., 2005; Mastrangelo et al.,
2013; Casale et al., 2014).

1.7 Potencial genotdoxico e mutagénico dos RGA
Um dos importantes focos de varias pesquisas € em relacdo ao potencial de

genotoxicidade e mutagenicidade dos anestésicos inalatérios avaliados em animais
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(Brozovic et al., 2010; Rocha et al., 2015), pacientes (Karabiyik et al., 2001; Alleva,
2003; Braz et al.,, 2011; Braz et al.,, 2015; Nogueira et al.,, 2016) e profissionais
ocupacionalmente expostos (Hoerauf et al., 1999b; Wiesner et al., 2008; Rozgaj et
al., 2009; Musak et al., 2013). De fato, biomarcadores genéticos tém sido muito
empregados para monitorizar a exposicdo humana a agentes genotoxicos e/ou
mutagénicos com potencial de efeito carcinogénico (Norppa, 2004). Dentre os
principais marcadores de genotoxicidade e mutagenicidade, figuram o teste do
cometa, microndacleo (MN), aberracbes cromossémicas (AC) e trocas entre
crométides-irmas (TCI).

O teste do cometa € um método sensivel e de baixo custo para mensurar
danos no DNA, tendo se consolidado como importante ferramenta para avaliar
genotoxicidade, em estudos de risco ocupacional (Collins et al., 2008). O teste se
baseia na colocacgdo de células eucariéticas em laminas com agarose em solucéo de
lise e posteriormente submetidas a eletroforese em meio alcalino (pH > 13), onde
ocorre a migracdo de fragmentos de material genético (resultantes de quebras de
fitas simples e/ou duplas de DNA, além de sitios alcali-labeis), os quais podem
assemelhar-se a “cometas” (figura 3). Quanto maior a quantidade de danos no DNA,
maior a cauda do “cometa” — figura 4 (Singh et al., 1988; Tice et al., 1991, Tice et al.,
2000).
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Figura 3 - Esquema representando as etapas criticas do teste
do cometa alcalino. Fonte: figura adaptada de Tice et al., 2000.
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Figura 4 - A) Nucleoide com padrdo de migracdo de DNA, detectado pelo
teste do cometa, fonte: Tice et al., 2000; B) Danos no DNA, avaliados pelo
teste do cometa, variando de zero (nenhum dano) a 4 (maior dano), fonte:
Collins et al., 2008.

Existem evidéncias da interacdo entre radicais livres derivados de oxigénio ou
nitrogénio com bases de DNA, resultando em danos que produzem bases oxidadas,
sitios abasicos e/ou quebras em fitas de DNA (Martien e Abbadie, 2007; Cadet et al.,
2010). O teste do cometa, tradicionalmente usado para avaliar danos basais no
DNA, também pode ser modificado com a utilizacdo de enzimas endonuclease Il
(endo 1ll) e formamidopirimidina glicosilase (FPG) para avaliar danos oxidativos no
DNA em pirimidinas e purinas, respectivamente (Collins et al., 1993; Cadet et al.,
2003). Esse enfoque foi encontrado em apenas um estudo na literatura, que avaliou
danos oxidativos no DNA em enfermeiras expostas cronicamente a RGA, mostrando
aumento de purinas oxidadas (FPG) (Wronska-Nofer et al., 2012). Entretanto, ndo
constam, até o momento, registros de estudos avaliando danos oxidativos em
pirimidinas em individuos expostos aos RGA.

Os MN sé@o corpusculos extranucleares formados a partir de fragmentos de
cromossomo ou de cromossomos inteiros que foram excluidos do nucleo principal
da “célula filha” durante a divisdo celular — figura 5 (Bonassi et al., 2007). Sua
ocorréncia representa instabilidade genética e comprometimento na viabilidade
celular causados por defeitos genéticos ou exposicdo exdgena a agentes
genotoxicos/mutagénicos (Fenech, 2000; larmarcovai et al., 2008; Thomas et al.,

2009). A associacdo entre MN detectados em linfocitos periféricos e cancer tem



31

suporte tedrico. Um estudo do tipo coorte realizado pelo projeto internacional
HUman MicroNucleus (HUMN) de 1980 a 2002, envolvendo 10 paises e 6.718
individuos, relacionou a frequéncia de MN em linfcitos periféricos a aumento de
risco de cancer em uma populacdo considerada saudavel. O projeto HUMN
encontrou correlagdo positiva entre numero de MN e aumento do risco relativo de
neoplasias malignas principalmente dos sistemas urogenital e gastrintestinal
(Bonassi et al., 2007).

Figura 5 - Fotomicrografia de célula binucleada (linfocito) contendo
um micronucleo. Fonte: Bonassi et al., 2007.

O uso de MN em células bucais (avaliado pelo teste Buccal Micronucleus
Cytome) é bem consolidado e validado internacionalmente, tendo sido amplamente
difundido na ultima década por estudos de biomonitoramento humano para avaliar
exposicao a agentes genotoxicos e/ou carcindégenos, aléem de doencas neoplasicas
ou degenerativas. Suas vantagens incluem: 1) coleta minimamente invasiva de
células da mucosa bucal; 2) elevada sensibilidade; 3) especificidade em detectar os
efeitos da exposicdo a agentes genotdxicos inalados ou ingeridos; 4) facilidade de
armazenamento de amostras em temperatura ambiente sem necessidade de cultivo
celular; e 5) baixo custo (Ceppi et al., 2010; Bonassi et al., 2011). O teste do MN
bucal também permite avaliar alteragcbes nucleares e diferentes estagios de

diferenciacdo e morte celular (figura 6) (Bolognesi et al., 2015). A frequéncia de MN
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nas ceélulas exfoliadas bucais tem ainda correlacdo positiva com aquela encontrada
em linfocitos, mostrando que efeitos genotdxicos e/ou mutagénicos observados na
corrente sanguinea, assim como seus potenciais riscos (a exemplo da associacao
com cancer), sao detectados na mucosa oral (Ceppi et al.,, 2010). Ademais, as
células exfoliadas da mucosa oral representam a primeira barreira biologica de
contato com os anestésicos inalatorios e somente um Unico trabalho, publicado até o
momento, realizou o teste de MN bucal em profissionais de salude expostos aos
RGA (Chandrasekhar et al., 2006).
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Figura 6 - Diagrama representando corte de mucosa bucal, com suas
camadas, diferentes tipos celulares e alteragcfes detectadas pelo teste de
micronucleo bucal. MN: microntcleo; NBUD: nuclear buds (protrusdes
nucleares). Fonte: figura adaptada de Thomas et al., 2009.
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Apesar da ampla investigagdo do risco genotoxico e mutagénico de
anestésicos inalatorios, estudos envolvendo a exposicdo ocupacional cronica aos
RGA tém mostrado resultados conflitantes. Os resultados, ora positivos
(Chandrasekhar et al., 2006; Wronska-Nofer et al., 2012) ora negativos (Bozkurt et
al., 2002; Szyfter et al., 2016), denotam que o tOpico se mantém aberto a
necessidade de mais pesquisas. Ademais, na literatura ao nosso alcance, ha apenas
um estudo, realizado em Manaus-AM, por nosso grupo de pesquisa, que avaliou os
danos basais no DNA de médicos expostos aos RGA durante a Residéncia Médica
(Costa Paes et al., 2014). Isso ndo s0 justifica a presente pesquisa, como também
reflete a importancia da busca em detectar alteracdes precoces no material genético
de individuos expostos por periodo relativamente curto, como médicos residentes

atuantes em SO.

1.8 Estresse oxidativo e RGA

Por definicdo, estresse oxidativo € o desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e as defesas antioxidantes (Ferreira e
Matsubara, 1997; Reuter et al.,, 2010) (figura 7). Radicais livres sdao moléculas
instaveis com elétrons ndo pareados, sendo, entdo, extremamente reativos. Quando
esses radicais livres e demais moléculas surgem em decorréncia de reacoes
oxidativas nos sistemas bioldgicos passam a ser denominados de ERO (Halliwell e
Gutteridge, 1989), podendo dar inicio a uma cascata de reagbes com
macromoléculas bioldgicas (Betteridge, 2000). Importantes exemplos dessas
reacdes sdo lipoperoxidacdo, dano proteico e danos oxidativos em acidos nucleicos.
A primeira envolve o ataque de radicais livres/ERO a membranas e lipoproteinas e
esta implicada no desenvolvimento de inUmeras doencas, tais como aterosclerose,
cancer e doencas degenerativas e inflamatoérias (Gasparovic et al., 2013). Ja o dano
proteico ocorre pela formagéo de grupos proteicos chamados carbonila, que podem
induzir protedlise nas bases do DNA (dano oxidativo no DNA), com sua quebra em
fitas simples e duplas (como, por exemplo, a conversdo de guanidina em 8-
hidroxiguanidina). Em ultima analise, os radicais livres podem ser toxicos em tecidos
ou 6rgdos, com consequente lesdo celular, necrose e apoptose (Halliwell, 1994). E
bem estabelecida a relacdo entre estresse oxidativo e envelhecimento, inflamacéo e

mutagénese (Ferguson, 2010; Smith et al., 2016).
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Quimioterapia
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Figura 7 - A) Representacdo do equilibrio entre fatores pro-oxidantes (em
vermelho) e antioxidantes (em verde). B) Esquema mostrando ativadores

(pré-oxidantes, a esquerda com setas vermelhas) e inibidores

(antioxidantes, a direita com barras verdes) das espécies reativas de
oxigénio (ERO), representadas na figura pela sigla ROS. SOD: superoxido
dismutase. Fonte: figura adaptada de Reuter et al., 2010.

O estresse oxidativo tem sido objeto de estudo, por meio da utilizacdo de
diversos biomarcadores (figura 8). E bem conhecido o uso de subprodutos de
oxidacgédo proteica (proteinas carboniladas, S-glutationilacéo e nitrotirosina), oxidacéo
do DNA (ex. 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina ou 8-OH-dG, fosforilacdo de residuos de
histona e aumento de migracdo de DNA pelo teste do cometa) e peroxidacao lipidica
(malonaldeido ou MDA e 4-hidroxinonenal ou 4-HNE) para determinar a avaliacdo
de estresse oxidativo (Lee et al., 2015). Sob outra dptica, pode-se avaliar o estresse
oxidativo pela reducédo das defesas antioxidantes, seja por meio da mensuracéo de
agentes antioxidantes enzimaticos (ex. superoxido dismutase ou SOD, glutationa
peroxidase ou GPX, catalases e outras) ou nhdo enzimaticos (ex. acido ascorbico ou
vitamina C, a-tocoferol ou vitamina E, albumina, acido Urico, entre outros), seja por
testes que quantificam a capacidade antioxidante (Niki, 2010). Entre os testes de
mensuracdo da capacidade antioxidante plasmatica, figuram os testes Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP) e Oxygen Radical Absorbance Capacity
(ORAQ),

gue gquantificam a capacidade de reducdo de uma amostra no
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compartimento hidrofilico do plasma e o Total Antioxidant Performance (TAP), que
avalia tanto a interface hidrofilica quanto a lipofilica de uma amostra (Aldini et al.,
2001). Esses testes sdo sensiveis e podem ser aplicados em diversos fluidos

bioldgicos, células e tecidos (McKay et al., 2010).

Membrana

Peroxidacgéo lipidica
(i) MDA 1
(ii) 4-HNE 1t

Quebras de fitas de DNA
(i) 8-OH-dG 1

(i) Migracdo de DNA
(cometa) 1

Estresse
oxidativo

Oxidacao proteica
(1) Grupos carbonilat
(ii) S-Glucationilacao 1
(iii) Nitrosina 1
Produtos de degradacao proteica
(i) Produtos finais de glicagéot
(i) Produtos finais de lipoxidagao 1

Figura 8 - Biomarcadores de dano oxidativo em macromoléculas. O estresse
oxidativo gera danos em macromoléculas, por exemplo, no DNA, nos lipidios e
nas proteinas. A presenca de estresse oxidativo em macromoléculas pode ser
detectada pelos subprodutos resultantes de oxidacdo. MDA: malonaldeido; 4-
HNE: 4-hidroxinonenal; 8-OH-dG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina. Fonte: figura
adaptada de Lee et al., 2015.

Possivel relacdo entre exposicdo ocupacional aos RGA e estresse oxidativo
vem sendo estudada a partir da udltima década, mas ainda € um campo
relativamente pouco explorado (Malekirad et al., 2005; Turkan et al., 2005; Baysal et
al., 2009; lzdes et al., 2010; Wronska-Nofer et al., 2012; Cerit et al., 2014).

1.9 Justificativa do estudo
Na literatura ao nosso alcance ndo existem, até o presente momento, dados

sobre a determinagdo das concentragcdes de RGA em SO de qualquer hospital
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brasileiro e seus possiveis efeitos deletérios em individuos expostos. Haja vista a
auséncia de legislacdo prépria em nosso pais, quanto a regulamentacdo da
exposicao ocupacional aos anestésicos inalatorios, é relevante que se avaliem os
possiveis riscos a que estao sujeitos os profissionais expostos, para conscientizacao
e futura implantacdo de normas de seguranca que sejam adequadas.

Diante dos mais variados riscos supracitados de exposi¢do ocupacional aos
RGA, depara-se com a preocupante escassez de estudos brasileiros envolvendo o
tema (Chinelato e Froes, 2002; Araujo et al.,, 2013), especialmente em jovens
profissionais em inicio de carreira (Costa Paes et al., 2014; Chaoul et al., 2015).

Ressalte-se que varios estudos na literatura tém mostrado que a exposi¢ao
ocupacional prolongada/crénica aos RGA pode induzir danos no genoma e levar ao
estresse oxidativo. No entanto, sdo desconhecidos os possiveis efeitos no genoma e
no estado redox em profissionais recém-expostos aos RGA. Dessa forma, é
relevante avaliar o impacto dessa exposi¢cao em jovens profissionais que atuam em

centro cirargico.
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2 OBJETIVO

Diante do exposto, 0 objetivo do estudo foi determinar as concentracdes de
RGA em SO e avaliar o impacto dessa exposi¢cdo ocupacional em relagcdo aos danos

gendmicos e estresse oxidativo em profissionais recém-expostos.
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3 METODO

3.1 Etica e Registro

O estudo foi conduzido no periodo de dezembro de 2012 a fevereiro de 2016
no Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB),
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), apds aprovacao
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FMB-UNESP (protocolo ntimero 4440-
2012; Anexo A) e registro do estudo no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos -
ReBEC (RBR-78m24n; Anexo B). O estudo seguiu as recomendacfes do
STrengthening the Reporting of OBservational studies in Epidemiology (STROBE)
Statement (von Elm et al., 2007).

3.2 Casuistica

O estudo envolveu a participacdo de 63 médicos residentes, no final de trés
anos de residéncia médica, de ambos os sexos, 0s quais atuavam no HC, FMB-
UNESP e foram alocados em dois grupos de acordo com a exposi¢cao ocupacional
ou ndo aos RGA. O grupo controle constituiu-se de 31 residentes sem exposi¢ao
ocupacional (Clinica Médica) enquanto o grupo exposto compds-se de 32 residentes
das especialidades de Anestesiologia e Cirurgia (Otorrinolaringologia, Oftalmologia,
Neurocirurgia e Cirurgia Pediatrica) ocupacionalmente expostos aos RGA
(isoflurano, sevoflurano e N20), com exposicdo minima de 20 h/semana.

Os patrticipantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -
TCLE (Apéndice A) e responderam a um questionario detalhado (Apéndice B) com
dados demograficos, histérico médico e estilo de vida. Os médicos residentes do
grupo controle foram pareados por idade, sexo e indice de massa corporal (IMC)
com os do grupo exposto.

Foram excluidos do estudo os portadores de neoplasia e de doencas
infecciosas e/ou inflamatodrias, os obesos, as gestantes e os usuarios de tabaco,
“drogas ilicitas”, medicamentos e/ou suplementagéo vitaminica e os que faziam uso

abusivo de alcool (National Institutes of Health, 2016).
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3.3 Mensuracéao das concentracdes de RGA nas SO

O HC (FMB — UNESP) dispde de 13 SO de tamanhos variados (23,5 m? -
40,2 m?). Dessas, sete possuem um aparelho de ar-condicionado em cada sala (ou
seja, nao ha sistema de exaustao de gases) e seis possuem ar condicionado central
com sistema de exaustdo de gases. Nestas Ultimas, a circulagdo de ar é feita
somente com 25% de ar novo (ambiente externo), perfazendo 6 a 8 trocas de ar/h.

As concentracdes dos anestésicos halogenados (isoflurano e sevoflurano) e
N20 foram sempre aferidas no ar, proximo a area de respiracdo do grupo exposto
nas SO, por meio de espectrofotometria infravermelha, utilizando-se o aparelho
InfraRan 4-gas anesthetic specific vapor analyzer (Wilks Enterprise, East Norwalk,
EUA). O equipamento foi calibrado antes de cada mensuracdo de anestésico
inalatorio, conforme instrucdes do fabricante. As concentracbes de N20 e de
halogenados foram medidas com aspiracdo de fluxo de ar de 10 I/min, no
equipamento, durante cirurgias realizadas em pacientes de todas as faixas etarias
sob anestesia geral inalatoria.

Apos tabulacédo dos dados, foram realizados célculos para se obterem médias
e valores minimo e maximo para cada concentracao residual, de acordo com o tipo
de SO (com ou sem exaustdo), além da média de todas as salas. Para o N20
calculou-se o TWA (durante administracdo anestésica) conforme férmula especifica

(Schiewe-Langgartner et al., 2005) mostrada abaixo (figura 9):

crxlhi+cerxtr+...cp*1y
h+6Hh+..1,

Figura 9 - Formula do time-weighted average (TWA), sendo c:
concentragdo; t: tempo; n: ndmero de amostras; >: multiplicacdo.
Fonte: Schiewe-Langgartner et al., 2005

TWA =

3.4 Coleta de amostras bioldgicas

Para se evitar possivel viés, todas as amostras foram coletadas,
concomitantemente, de ambos o0s grupos antes do periodo de férias. Procedeu-se a
coleta tanto de amostras de sangue periférico quanto de amostras de células bucais

de todos os participantes da pesquisa.
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O sangue venoso (15 ml) foi coletado em tubos contendo anticoagulante,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), os quais foram revestidos com papel
aluminio. Uma parte do sangue foi destinada para o isolamento de linfocitos e o
restante do material foi centrifugado a 4°C, por 10 min, a 1.500 rpm, para obtencao
de plasma.

Os linfécitos foram isolados utilizando-se o método de gradiente Ficoll-
Paque®, conforme protocolo anteriormente descrito (Braz e Favero Salvadori, 2007),
como segue: amostras de sangue total (2 ml) foram homogeneizadas em 2 ml de
tampao fosfato salino (phosphate buffer saline - PBS) e colocadas, cuidadosamente,
sobre 3 ml de Ficoll-Paque®. Apoés centrifugacdao (30 min a 2.500 rpm, a 4°C), os
linfocitos (halo branco) foram coletados com auxilio de pipeta Pasteur e transferidos
para outro tubo, no qual foram adicionados 4 ml de PBS. Apés nova centrifugacéo
(2.500 rpm por 15 min a 4°C), o sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi
ressuspenso. Os linfocitos (250 pl) foram transferidos para criotubo contendo 250 pl
de meio Instituto Roswell Memorial Park (RPMI-1640), 200 ul de soro fetal bovino e
50 pl de dimetilsulféxido (DMSO). Os criotubos foram congelados gradualmente até
serem armazenados em -80°C para avaliacdo posterior de danos basais e oxidativos
no DNA, pelo teste do cometa. Aliquotas de plasma foram armazenadas em
criotubos a -80°C para posterior avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo.

Para a coleta de células bucais, todos os individuos foram orientados a
realizar previamente uma antissepsia com agua para eliminar residuos. As células
exfoliadas do epitélio bucal foram obtidas por meio de raspagem da mucosa jugal
bilateralmente, por trés vezes, com o auxilio de uma espéatula de madeira, a qual foi
acondicionada em tubo de 15 ml contendo solugéo salina gelada (PBS) para
transporte até o laboratorio, onde o material foi imediatamente processado.

Todas as amostras foram codificadas e analisadas em teste encoberto, sendo
processadas sob luz amarela, para se evitar tanto a indugcéo de estresse oxidativo
guanto de danos adicionais ao material genético. Ressalte-se que todo o
procedimento das amostras, assim como as metodologias relacionadas aos danos
no material genético foram realizados no Laboratorio GENOTOX (UNIPEX, FMB-
UNESP). As metodologias de estresse oxidativo foram realizadas no Antioxidants
Research Laboratory, na Jean Mayer Human Nutrition Research Center on Aging, na
Tufts University em Boston (EUA).
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Todas as amostras foram realizadas ou em duplicata ou em triplicata e em

todas as metodologias sempre se utilizaram amostras de ambos 0s grupos.

3.5 Avaliagdo de genotoxicidade e mutagenicidade

3.5.1 Danos basais no DNA (teste do cometa)

O descongelamento dos linfécitos foi realizado de modo gradual (do freezer -
80°C para 0 -20°C, seguido de geladeira a 4°C e depois banho-maria a 37°C) para
melhor preservacao celular. Os linfocitos foram transferidos para um tubo de 15 ml
com 1 ml de RPMI, homogeneizados por inverséo e, enfim, centrifugados (2.000 rpm
por 4 min, a 4°C). O sobrenadante (1 ml) foi desprezado e acrescido em 1 ml de
RPMI, seguido de homogeneizacdo e centrifugacdo. Por dultimo, 1,5 ml do
sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspenso e utilizado para o teste do
cometa, pelo qual se avaliaram danos basais no DNA, conforme prévia descri¢cao
(Singh et al., 1988; Tice et al., 1991).

Aliquotas de 10 ul de linfocitos foram misturadas vagarosamente com 120 pl
de agarose em baixo ponto de fusdo (0,5%) e mantidas em banho-maria a 37°C.
Essa mistura foi pipetada sobre as laminas previamente cobertas com uma camada
de agarose em ponto de fusdo normal (1,5%), as quais foram cobertas por laminula
e colocadas a 4°C, por 5 min, para solidificacdo da agarose. A laminula foi retirada
cuidadosamente e as laminas foram mergulhadas, por pelo menos 2 h, em solugéo
de lise gelada (recém-preparada com EDTA 100 mM, NaCl 2,5 M, Tris 10 mM; pH
10, com 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO). Em seguida, as laminas foram
mergulhadas em PBS (1 x) por 5 min e transferidas para cuba de acrilico horizontal,
em solucdo de eletroforese gelada (recém-preparada com EDTA 1 mM, NaOH 300
mM; pH > 13) por 20 min, a 4°C. Ap0s o tempo de desespiralizacdo do DNA, a
corrida eletroforética foi conduzida a 25 V e 0,3 A, por 20 min, a 4°C. Apos a
eletroforese, as laminas foram colocadas em solucdo de neutralizagéo (Tris 0,4 M;
pH 7,5) por 15 min, sendo entdo mergulhadas em alcool absoluto (etanol) para
fixacdo. ApOs a secagem, as laminas foram armazenadas em laminarios a 4°C até
serem analisadas.

No momento da andlise, as laminas foram coradas com 80 ul de SYBR Gold,

cobertas com laminula e 100 nucleoides (50 nucleoides/lamina) foram analisados em
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microscopio de fluorescéncia acoplado a sistema de analise de imagem (Comet
Assay IV — Perceptive Instruments, Reino Unido), em aumento de 400x. Os
parametros de andalise de dados no DNA foram o tail moment - TM (u.a.) e o tail
intensity - Tl (%). Como os resultados de ambos os parametros foram semelhantes,

optou-se por mostrar somente o TM.

3.5.2 Teste do MN bucal

Os tubos contendo solucdo salina e células da mucosa bucal foram
centrifugados (1.000 rpm, por 5 min, a 4°C), o sobrenadante foi retirado e adicionou-
se solucdo fixadora (5 ml de metanol/acido acético na proporcdo 3:1), sendo os
tubos novamente centrifugados (1.000 rpm por 5 min a 4°C). Esse processo foi
repetido por mais duas vezes. Em seguida, as amostras foram gotejadas a uma
distancia de 15 cm em laminas previamente limpas, com secagem por 24 h segundo
protocolo previamente descrito (Thomas et al., 2009), com pequenas modificacdes.

Depois de secas, as laminas foram transferidas para cubeta com acido
cloridrico (HCI - 5 M) a 37°C por 20 min para induzir a reacdo de hidrélise, o que
favorece a coloracdo do nucleo pelo Feulgen (reativo de Schiff). As laminas foram
entdo lavadas trés vezes com agua destilada e posteriormente transferidas para
outra cubeta com o reativo de Schiff. As laminas permaneceram na cubeta contendo
Feulgen por 90 min. Nesse intervalo (a cada 30 min), a cubeta era agitada, em
movimentos circulares por 1 a 2 min. Decorrido esse tempo, retirou-se o corante
Feulgen e nessa mesma cubeta adicionou-se agua destilada, na qual as laminas
permaneceram por 10 min. Em seguida, a agua destilada foi descartada e as
laminas ficaram secando, por pelo menos 12 h. Apds, realizou-se a contra-coloracao
(diferencia o nucleo do citoplasma) com Fast Green gelado e as laminas foram
colocadas em bandeja para secagem até serem posteriormente analisadas.

As laminas foram analisadas utilizando-se o microscopio Olympus BX43
(Japao) com ampliagcdo de 400x. Para se avaliar o MN (pequena massa nuclear,
com tamanho 1/3 do nucleo principal e sem ligacdo entre MN e nucleo), foram
analisadas 2.000 células diferenciadas por individuo, conforme critérios de
identificacdo e quantificacdo previamente recomendados (Tolbert et al.,, 1992;
Thomas et al., 2009).
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3.6 Avaliagcédo de estresse oxidativo

Utilizou-se um pool de amostra controle plasmatica (QC) para controle de
qualidade, a partir do qual se calculou o coeficiente de variacdo (CV) intraensaio e
interensaio. Admitiram-se valores de CV < 5%. Para as curvas-padrdo, admitiram-se
valores de R? 2 0,993.

3.6.1 Avaliacéo de danos oxidativos no DNA

3.6.1.1 Teste do cometa com utilizacdo de enzimas

Na analise de danos oxidativos no DNA foram utilizadas as enzimas endo lll e
FPG, para avaliacdo de pirimidinas e purinas oxidadas respectivamente, seguindo
protocolos previamente descritos (Collins et al., 1996; Braz et al., 2012).

Dez pl de linfocitos foram adicionados a 120 ul de agarose de baixo ponto de
fusdo a 0,5%, a 37°C. A seguir, essa mistura foi colocada sobre laminas pré-
revestidas com agarose a 1,5%. As laminas foram cobertas com laminulas e
acondicionadas a 4°C, durante 5 min, para permitir a solidificacdo da agarose. Apos
a remocao das laminulas, as laminas foram imersas em solucdo de lise gelada
recém-preparada por, pelo menos, 2 h. Ap6s a etapa de lise, as laminas foram
lavadas em PBS e colocadas em tampédo Flare 1x (Hepes 40 mM, KCI 0,1M,
albumina de soro bovino 0,2 mg/ml e EDTA 0,5 mM; pH 8), durante 5 min (3 vezes).
Posteriormente, 50 ul de endo Ill e 50 ul de FPG foram adicionadas as laminas, as
quais foram cobertas com laminulas e incubadas por 30 min, a 37°C, em camara
Umida. Na sequéncia, as laminas foram colocadas a 4°C, por 15 min, para
solidificacdo da agarose, as laminulas foram cuidadosamente removidas sendo as
laminas transferidas para cuba de eletroforese, a qual foi preenchida com tampéo
alcalino gelado e recém-preparado por 40 min, tendo sido a eletroforese conduzida
por 30 min, a 25 V e 300 mA. Antes da fixacdo com etanol, as laminas foram
neutralizadas durante 15 min e depois armazenadas a 4°C até o momento da
analise.

Imediatamente apds a coloragdo com SYBR Gold, as l[aminas foram cobertas
com laminula e 100 nucleoides (50 nucleoides/lamina) por tipo de dano oxidativo
foram entdo analisados em microscopio de fluorescéncia acoplado a sistema de

analise de imagem (Comet Assay IV — Perceptive Instruments, Reino Unido) com
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aumento de 400x. Os parametros de analise de dados oxidativos no DNA foram o
tail moment - TM (u.a.) e o tail intensity - Tl (%). Como os resultados de ambos os

parametros foram semelhantes, optou-se por mostrar somente o TM.

3.6.1.2 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-dG)

Para a mensuracao de 8-OH-dG no plasma, utilizou-se cromatografia liquida
de alta performance (HPLC) acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS),
conforme protocolo adaptado (Hu et al., 2004). Amostras de plasma previamente
estocadas a -80°C foram descongeladas e transferidas para tubos de vidro para
centrifugacdo, seguida pela adicdo de 40 ul de '®N7-8-hidroxi-dG a 1 ng/ml. Ap6s
serem cuidadosamente homogeneizadas em vortex, a mistura resultante foi diluida
com 4 ml de &cido férmico a 20 mM. A seguir, a solucao foi submetida a extracéo de
fase solida usando um cartucho Oasis HLB, o qual foi ativado com 4 ml de metanol e
4 ml de acido férmico. ApGs adicionar-se o restante da mistura, os cartuchos foram
lavados com 8 ml de acido formico. Eluiu-se a 8-OH-dG com 6 ml de metanol a
100%. O eluente foi seco em nitrogénio liquido e reconstituido com 50 ul de solugéo
tampao (acetonitrila a 5% e &cido férmico aquoso a 1%) e, em seguida, agitado,
sonicado e filtrado. Ap0s, injetaram-se 20 ul do eluente no aparelho de LC-MS/MS
AB SCIEX™ API 5500 (EUA), operando em modo ion positivo. A instrumentacao de
LC-MS/MS incluiu: Agilent UHPLC (EUA) em conjunto com turbospray AB SCIEX™
API 5500 MS (EUA) e Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 Rapid Resolution HD 2,1 x 50
mm 1,8 micron (EUA). A fase mével A (MPA) utilizada foi na base de acido formico a
0,1% em H20-Milli-Q, enquanto a fase mével B (MPB) se constituiu de &cido férmico
a 0,1% em acetonitrila. A 8-OH-dG foi eluida em modo isocratico (em que a
composicdo da fase movel € mantida constante durante toda a eluicdo), utilizando-
se MPA a 95% e MPB a 5% durante 3 min, com a coluna de HPLC a temperatura de
35°C e razao de fluxo de 0,35 ml/min. Os resultados de 8-OH-dG foram expressos

em pg/ml.

3.6.2 Peroxidacéo lipidica e oxidagao proteica
Como marcadores de peroxidacéo lipidica plasmatica foram analisados o 4-

hidroxinonenal (4-HNE) e o malonaldeido (MDA). A oxidacdo proteica foi avaliada
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pela concentracéo plasmatica de proteinas carboniladas.

3.6.2.1 4-Hidroxinonenal (4-HNE)

O 4-HNE foi avaliado utilizando-se o0 ensaio imunoenzimatico (ELISA), com kit
comercialmente disponivel, seguindo-se as instru¢cdes do fabricante (OxiSelect™
HNE Adduct Competitive ELISA Kit, Cell Biolabs Inc., EUA). Os resultados de 4-HNE

foram expressos em pg/ml.

3.6.2.2 Malonaldeido (MDA)

A deteccdo de MDA foi realizada por HPLC e conduzida, segundo protocolo
previamente descrito (Nielsen et al., 1997), com algumas modificacdes.
Resumidamente, aliquotas de 100 ul de plasma e de QC foram adicionadas a 700 pl
de acido ortofosforico (1%) em tubo de vidro, sendo as amostras agitadas por 10
seg. A sequir, as amostras foram misturadas com 200 ul de &cido tiobarbitarico
(TBA, 42 mM) e novamente agitadas. Em seguida, as amostras foram incubadas a
100°C por 60 min. Apdés 10 min de resfriamento em gelo, as amostras foram
agitadas e 200 ul foram transferidos para outro tubo contendo 200 pl de solucao
NaOH:metanol (1:12 vol.) a 2 M. As amostras foram entdo agitadas por 10 seg e
centrifugadas. O sobrenadante (300 pl) foi transferido para outro tubo de vidro e 50
ul foi injetado no sistema de HPLC. A fase moével constituiu-se de tampéao fosfato
(KH2PO4) e metanol (60:40 vol.), com fluxo de 0,5 ml/min, utilizando-se coluna do
tipo C18 em fase reversa (5 um, 150 x 4,6 mm) e detector ultravioleta a 532 nm. A
peroxidacdo lipidica foi monitorada com curva-padrdo, utilizando-se o

tetraetoxipropano (TEP) a 97%. Os resultados de MDA foram expressos em umol/I.

3.6.2.3 Proteinas carboniladas

O aparecimento de grupos carbonilas (como grupos aldeidos e cetonas) em
proteinas decorre de varias reagfes oxidativas, quando proteinas carboniladas
tendem a ser mais hidrofébicas e resistentes a proteolise. As amostras plasmaticas
foram analisadas quanto as proteinas carboniladas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA), com kit comercialmente disponivel, seguindo-se o manual de instru¢des do
fabricante (OxiSelect™ Protein Carbonyl ELISA Kit, Cell Biolabs Inc, EUA). A

determinacdo da quantidade total de proteinas nas amostras necessarias ao
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prosseguimento do método foi realizada com o kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific, EUA). Os resultados de proteinas carboniladas foram expressos

em nmol/mg.

3.6.3 Testes de capacidade de defesa antioxidante

3.6.3.1 Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

Para a realizacdo do FRAP, utilizou-se protocolo original previamente descrito
(Benzie e Strain, 1996) com pequenas alteracbes (McKay et al., 2010). O método
mede a capacidade do plasma em reduzir o ferro. Em baixo pH, o complexo Fe3*-
tripiridiltriazina (TPTZ) é reduzido a forma ferrosa (Fe?*) pela presenca de agentes
redutores (antioxidantes) no plasma, gerando uma coloracao lilas (Benzie e Strain,
1996).

Para o preparo da curva padréo, utilizou-se uma solucao padréo de 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico ou trolox (analogo hidrossolavel da
vitamina E) diluida em metanol. A curva padrdo foi preparada diariamente com
concentragbes de 1.000 uM, 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62,5 uM e 31,25 uM.
Diluiram-se 50 ul de amostra de plasma em H20 destilada (1:4). Adicionaram-se, em
temperatura ambiente, 30 ul de cada amostra, da curva padrdo e de um blank
(somente H20 destilada) em cubetas ndo sensiveis a raios ultravioleta (UV). A cada
cubeta adicionaram-se 90 ul de H20 destilada e, a seguir, 900 pul de solugéo
coquetel (tampéo de acetato a 300 mM, em pH de 3,6; TPTZ a 10 mM com HCl a 40
mM; e FeCls.6H20 a 20 mM, numa propor¢ao de 10:1:1) e incubou-se por 60 min em
temperatura ambiente. Procedeu-se, entdo, a leitura das cubetas em aparelho de
espectrofotometria (Modelo Shimadzu UV-1601, Jap&o), com base em absorvancia
(ABS) padrao de 593 nm.

O valor do FRAP (umol/l) foi calculado com base na equacao (y = ax + b) da
curva padrdo linear de trolox, onde y = ABS média das duplicatas e x = valor do

(1]

FRAP e “a” e “b” sdo pontos predeterminados da curva padréo.
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3.6.3.2 Aqueous Oxygen Radical Absorbent Capacity Assay (ORAC)

O teste Agqueous Oxygen Radical Absorbent Capacity Assay (ORAC) se
baseia no método original (Cao e Prior, 1999) com poucas modificacbes (Huang et
al., 2002). O principio do teste ORAC consiste na formacao do radical peroxil pela
reagcdo entre o indutor de radicais hidrofilico dicloreto de 2,2’-azobis(2-
amidinopropano) — AAPH com o oxigénio atmosférico, levando ao declinio da
fluorescéncia de um probe de fluoresceina (Prior et al., 2005). A inibicAdo de ERO por
antioxidantes plasmaticos, refletida pela protecéo contra a perda de fluorescéncia de
fluoresceina no teste ORAC, é uma medida da capacidade antioxidante do plasma
(Cao e Prior, 1999).

Para o preparo da curva padréo, utilizou-se a solucéo padrao de trolox diluido
com tampdo O-buffer tratado com &cido perclérico (PCA O-buffer) com
concentragcbes de 100 uM, 50 uM, 40 uM, 30 uM, 20 uM, 10 uM e 5 uM. Amostras
de plasma foram desproteinizadas com PCA a 0,5 M, centrifugadas (13.000 rpm, 15
min) e o sobrenadante foi separado em aliquotas de 75 ul. As amostras de plasma-
PCA foram diluidas em solucdo O-buffer (1:20). Preparou-se a microplaca preta de
96 alvéolos (Greiner, Austria). A seguir, acrescentaram-se a cada alvéolo 100 pl de
solucéo de fluoresceina (200 nM). Adicionaram-se 0,575 g de AAPH em um tubo
falcon, o qual foi mantido em recipiente com gelo. A seguir, acrescentaram-se 6,65
ml de O-Buffer pré-incubado a 37°C ao AAPH (0,32 M), sendo essa solucao inserida
na leitora Optima FLUOstar (Alemanha) e injetada automaticamente nos alvéolos.
Os parémetros de leitura foram 485 nmex e 520 nmem. Os resultados foram
expressos em umol/l baseado nos valores de fluorescéncia das amostras de plasma-

PCA, em relacao a curva padrao de trolox.

3.6.3.3 Total Antioxidant Performance (TAP)

O TAP foi conduzido de acordo com metodologia previamente descrita (Aldini
et al., 2001) e validada (Beretta et al., 2006). O método se baseia na oxidacdo de um
analogo lipofilico (probe) - o acido BODIPY [4c.4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-
4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-ndecanoico] por um indutor de radical lipoperoxil
(LOO*) de compartimento lipofilico - o MeO-AMVN [2,2’-azobis(4-methoxi-2,4-

dimetil-valero-nitrilo)]. O BODIPY, quando submetido a oxidag&o, gera um produto
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de fluorescéncia verde, o qual € detectado por um contador de emissdo de luz
fluorescente (Beretta et al., 2006).

Aliquotas de 100 pl de plasma e de 100 ul do controle fosfatidilcolina
(phosphatidylcholine - PC) foram adicionadas a 300 ul de PBS em tubo de vidro. Em
seguida, 100 ul de BODIPY foram adicionados em cada tubo, seguidos por agitacao.
As amostras foram colocadas em banho-maria a 37°C, por 10 min. Posteriormente,
adicionou-se PBS (485 ul) em cada tubo de amostra e, em seguida, foram
adicionados, vagarosamente, 15 ul do iniciador de radicais MeO-AMVN em cada
tubo, com seringa de vidro de 1 ml, sob homogeneizacdo continua em agitador
magnético. Duzentos ul de cada amostra, em triplicata, foram pipetados, assim como
o controle PC, em placa negra de 96 alvéolos. A placa foi, entdo, colocada no
aparelho Wallac Victor 2 (PerkinElmer, EUA) a 37°C por 3 h (36 ciclos de 5 min) e a
oxidacdo da amostra foi monitorada por meio de produto de oxidacdo de
fluorescéncia verde do BODIPY, com comprimento de onda de excitacdo de 500 nm
e de emissdo de 520 nm. Para a analise dos resultados, utilizou-se o software
Wallac WorkOut version 2.0, sendo expressos em porcentagem de inibicdo da
oxidacdo de BODIPY pelo plasma humano em relacdo a porcentagem de oxidagao
do BODIPY dos controles de lipossomos de PC, medidos em integral pelo valor da
area abaixo da curva de cinética, e expressos numericamente pelo calculo: [(média
do PC - média da amostra) / média do PC] x 100. Assim, a performance antioxidante
€ quantificada em porcentagem e varia de zero (sem protecao antioxidante) a 100%

(protecdo total).

3.7 Analise estatistica

O célculo do tamanho amostral baseou-se em valores do teste do MN bucal
obtidos na literatura (Chandrasekhar et al., 2006), pela comparacao de individuos
expostos e ndo expostos aos RGA. A diferenca esperada entre 0s grupos para a
frequéncia de MN em células bucais foi de 0,55 (desvio-padrao de 0,56), com 5% de
significancia e poder do teste de 95%, determinando-se 27 individuos por grupo. Os
dados foram tabulados em software Excel 2011 e analisados estatisticamente com o
software SAS, Versao 9.3.
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Para a variavel qualitativa (diferenca de sexo entre os grupos) foi utilizado o
teste do qui-quadrado. Para as varidveis quantitativas com distribuicdo normal
(resultados expressos em média + desvio-padrdo), utilizou-se o teste t de Student. O
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi aplicado para variaveis sem distribuicao
normal (resultados expressos em mediana [1° quartil; 3° quartil]). Para avaliacéo de
MN em células bucais, utilizou-se o modelo de regresséo linear de Poisson. Niveis

de significancia menores que 5% foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

A tabela 1 mostra os dados das concentracbes dos RGA mensuradas nas
SO. Observa-se que os valores de todos os anestésicos sao superiores em SO sem
sistema de exaustdo de gases em relacdo as SO com sistema de exaustdo. Todos
0s anestésicos contribuiram para a poluicdo ambiental (N2O > sevoflurano >
isoflurano). O valor médio da concentragcdo do N20 foi 7,2 vezes superior a

recomendacao do NIOSH.

Tabela 1 - Concentracdes (ppm) dos residuos de gases halogenados e de
oxido nitroso (N20) em salas de operagéo (SO) do centro cirdrgico do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (médias e valores minimos

e maximos)
o Tipos de sistema de exaustdao em SO o
Anestésico Média geral
Ausente Presente
Isoflurano 9,2(3,0-17,8) 1,3(0,3-3,2) 5,3
Sevoflurano 16,4 (5,3-34,1) 29(1,0-7,2) 9,7
N20 235 (120 - 350) 66 (61 - 70) 180*

* time-weighted average conforme tempo da administragéo

A tabela 2 mostra os dados demograficos, sem diferenca significativa entre os
grupos (p > 0,05). A carga horaria média dos médicos residentes do grupo exposto
foi de 40 h/semanais.

Tabela 2 - Dados demograficos (média + desvio padrdo ou niumero absoluto)

. Grupo controle  Grupo exposto
Caracteristicas

(n=31) (n =32)
Idade (anos) 27,4+ 1,6 28,7+19
Sexo (masculino/feminino) 19/12 20/12
indice de massa corpérea (kg/m?) 24,5+ 3,9 24,6 £ 3,8

p > 0,05
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Em relacdo aos danos basais no DNA, avaliados pelo teste do cometa,

verificou-se aumento significativo de danos no grupo exposto (figura 10).

25

Tail Moment (u.a.)

0

Figura 10 - Danos basais no DNA avaliados pelo teste do cometa em

Grupo controle

® Grupo exposto

linfocitos periféricos dos grupos controle e exposto. *p = 0,01.

Evidenciou-se aumento da frequéncia de MN bucal no grupo exposto (média

+ desvio padréo = 0,7 £ 0,97) em relacdo ao grupo controle (média + desvio padrao

=0,3 £0,7), porém sem diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,07; figura 11).
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Figura 11 - Frequéncia de micronltcleos em 2.000 células bucais

analisadas nos grupos controle e exposto. MN = micronucleo. p = 0,07.

Ao se avaliarem os marcadores de estresse oxidativo (tabela 3), ndo se
verificou diferenca entre os grupos controle e exposto aos RGA em relacdo as
proteinas (carboniladas), lipidios (MDA e 4-HNE) e DNA (purinas e pirimidinas
oxidadas e 8-OH-dG). Também ndo se observou diferenca estatisticamente

significante, quando os grupos foram avaliados em relacdo a capacidade
antioxidante plasmatica (testes FRAP, ORAC e TAP) (tabela 4).
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Tabela 3 - Parametros de marcadores de estresse oxidativo (X + DP ou

mediana e quartis) em proteinas, lipidios e DNA

Parametros Grupo Controle Grupo Exposto Valor dep
Proteinas carboniladas (nmol/mg) 44+18 45+17 0,9
MDA (umol/l) 0,60 + 0,21 0,61+0,24 0,8
4-HNE (ng/ml) 8,7 [5,0;12,5] 9,3[4,4;14,1] 0,7
Purinas oxidadas (u.a.) 355+£34,0 34,3+34,5 0,9
Pirimidinas oxidadas (u.a.) 33,8+£26,2 44,8 + 37,9 0,2
8-OH-dG (pg/ml) 0,43 +0,31 0,48 + 0,52 0,7

MDA: malonaldeido, 4-HNE: hidroxinonenal, 8-OH-dG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina

Tabela 4 - Parametros de avaliacdo de capacidade antioxidante no plasma

(mediana e quartis ou X £ DP)

Parametros Grupo Controle Grupo Exposto Valor de p
FRAP (umol/l) 381,7 [304,7;500,6]  442,0[335,0;691,7] 0,2
ORAC (umol/l) 1567,8 + 388,6 1611,2 + 396,4 0,7

TAP (%) 775+6,2 79,9+7,8 0,4

FRAP: Ferric Reducing Ability of Plasma, ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity, TAP:
Total Antioxidant Performance
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou aumento de danos genéticos, mas sem alteracao
do estado redox, em profissionais expostos as concentracdes residuais de
isoflurano, sevoflurano e N20O em centro cirdrgico com inadequado sistema de
exaustao de gases, no final de trés anos de residéncia médica.

Os meédicos residentes representam uma especializacdo cuja saude
ocupacional e bem-estar fisico e pessoal constituem temas pertinentes estudados
mundialmente em centros universitarios de ensino com treinamento médico (Lue et
al., 2010; Eisenach et al.,, 2014; Kassam et al.,, 2015). Entretanto, informacfes
acerca dos possiveis efeitos deletérios referentes a exposicdo ocupacional aos RGA
em medicos residentes sdo limitadas. Nesse contexto, a escassez de evidéncias
nesses profissionais e 0s potenciais riscos acarretados pelos RGA justificam a
preocupa¢do com o assunto nessa populacédo, a qual esta exposta diariamente aos
diversos anestésicos inalatorios.

A analise das concentracfes de RGA nas SO com as mensuracdes de N:z0,
isoflurano e sevoflurano revelou que todas as mensurac¢des, tomadas para uma
média de 2 I/min de FGF durante anestesia geral inalatéria, estiveram acima do
limite recomendado de exposi¢cado preconizado pelo NIOSH (NIOSH, 1977). Esses
limites foram fixados em 2 ppm (ceiling) para os anestésicos halogenados, e 25 ppm
para N2O (em TWA) durante procedimento anestésico. Diante da auséncia de
regulamentacao formal e de medidas seguras de exposi¢cdo aos RGA no Brasil e em
muitos paises em desenvolvimento (Oliveira, 2009), optou-se por usar os limites de
exposicdo recomendados pelo NIOSH como referéncia, mesmo ciente de que tais
valores ndo foram validados para os halogenados mais modernos, incluindo
isoflurano e sevoflurano (Occupational Safety & Health Administration, 2000). As
concentracbes médias dos RGA detectados em ambos os tipos de SO mostraram
valores acima dos limites maximos recomendados, sendo mais elevadas nas SO
sem sistema de exaustio de gases. E interessante observar que os valores médios
de sevoflurano foram 1,8 vezes superiores aos do isoflurano. Esse fato pode ser
decorrente da CAM mais elevada do sevoflurano (Torri, 2010) e do frequente uso

desse agente para anestesia pediatrica sob indugdo inalatoria.
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E importante salientar que o sistema de exaustdo de ar das SO de que se
dispbe é do tipo parcial, com recirculacdo de 75% de ar da propria sala
(poluido/contaminado) e somente 25% de ar novo (ambiente externo) e com sistema
de fluxo turbulento (e ndo laminar), sendo que a grande desvantagem € que, quando
a troca de ar é pequena, a recuperacdo do ambiente contaminado € lenta,
dificultando a dispersao e descontaminagao do ar (Lewis, 1993; Dascalaki et al.,
2008). Enquanto esse sistema de exaustdo estd presente em aproximadamente
metade das SO, em regime de 6 a 8 trocas de ar/h, o restante das SO, parte de uma
ala mais antiga do centro cirargico de nosso hospital, ainda funciona sem qualquer
sistema de exaustdo de gases. Essas SO refletem a realidade de muitos hospitais
no Brasil e em outros paises em desenvolvimento.

E necessario pontuar, todavia, que até mesmo as SO com sistema de
exaustdo ndo se enquadram dentro das normas internacionais preconizadas pelo
Instituto Americano de Arquitetos (1993), que recomenda no minimo 15 trocas de
ar/h, a fim de assegurar que o ar circulante nas SO seja completamente preenchido
por ar novo. Adicionalmente, o ideal é que se utilize sistema com fluxo de ar
unidirecional ou laminar (e ndo do tipo turbulento), o qual permite que toda a
contaminacdo gerada no ambiente seja levada para fora dele o mais rapido possivel
(Turpin e Huntzicker, 1995). O fluxo laminar é definido como um padrdo de fluxo de
ar que se movimenta em sentido unidirecional em velocidade constante, sendo
insuflado diretamente sobre o paciente. Os dados do presente estudo mostram que
a simples existéncia de equipamentos de exaustdo no centro cirlrgico nao é
suficiente para suprimir a poluicdo causada pelos RGA. Assim, é necessario padrao
de qualidade acompanhado de inspecfes de rotina e mensuracdo regular das
concentracbes de RGA nas SO para averiguar o seu adequado funcionamento
(Barker e Abdelatti, 1997; Kanmura et al., 1999).

Os valores de RGA acima do limite internacional preconizado (NIOSH, 1977)
encontrados no presente estudo provavelmente contribuiram para as alteragbes
encontradas em relacdo aos danos basais no DNA nos médicos residentes
expostos. Dando suporte a essa hipotese, um estudo comparando SO com
concentragdes abaixo dos limites recomendados de RGA (com sistema de exaustao
de gases) na Alemanha, com outras SO com altas concentragcfes de RGA (sem
sistema de exaustdo) em um pais do leste europeu, constatou aumento significativo

de MN em linfocitos somente nos profissionais expostos aos RGA nas SO de
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hospital do leste europeu (Wiesner et al., 2001b). Adicionalmente, um outro estudo
mostrou correlagdo positiva somente entre danos no material genético (teste do
cometa) e concentragdes elevadas de N20 (acima do limite recomendado) medido
em SO de hospital polonés, mas ndo com isoflurano e sevoflurano, pois suas
concentragcbes estavam abaixo do limite recomendado (Wronska-Nofer et al., 2009).
Esses dados ressaltam a importancia do presente estudo em avaliar a
poluicdo/contaminacdo anestésica nas SO. E primordial garantir a seguranca e
saude ocupacional dos profissionais expostos por meio de regulamentacfes claras
com limites maximos de exposicdo, além de assegurar a manutencdo e
monitorizagéo da qualidade do ar constantemente, para que eventuais vazamentos e
mau funcionamento nos circuitos de anestesia sejam identificados e corrigidos.

Ressalta-se que os efeitos da exposicdo ocupacional aos RGA no material
genético em médicos residentes somente foram abordados por um Unico estudo
(Costa Paes et al., 2014), o qual observou aumento significativo de lesGes primarias
no DNA nesses profissionais aos oito, 16 e 22 meses expostos ao isoflurano,
sevoflurano e N20 (mas sem medicdo de suas concentragdes) em relacdo a um
grupo controle, em SO sem sistema de exaustdo de gases. Assim, esses dados
corroboram nossos achados em relacéo aos danos detectados por quebras de fitas
simples e duplas e de sitios alcali-labeis no DNA ao final de 36 meses nos
residentes avaliados, que trabalham em SO com sistema de exaustdo de gases
ainda ndo adequado.

O teste do cometa é, de fato, um método confidvel e amplamente utilizado
como biomarcador de genotoxicidade para biomonitoramento humano (Dusinska e
Collins, 2008). Por se tratar de metodologia de screening para avaliacdo de danos
no DNA, esse teste possibilita a identificacdo precoce dos possiveis riscos a saude
de populagBes expostas a agentes toxicos (Gunasekarana et al., 2015). Assim, 0s
achados do presente estudo ressaltam o teste do cometa como valiosa ferramenta
de genotoxicidade para deteccdo precoce das alteragBes genéticas em profissionais
expostos aos RGA. Dessa maneira, sugere-se gue esse método seja mais difundido
e utilizado para monitorar esse tipo de exposicao, especialmente nos profissionais
em inicio de carreira. Tais lesdes primarias no DNA sdo passiveis de reparo ou,
caso contrario, podem levar a instabilidade genémica (Gunasekarana et al., 2015).

A demonstracdo de efeitos citotoxicos e/ou mutagénicos associados a

exposicao ocupacional cronica aos RGA tem sido abordada na literatura. Em
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pesquisa realizada no Brasil, profissionais expostos, em média, ha 13 anos a mistura
de RGA, incluindo halotano, enflurano, isoflurano, sevoflurano e N20, tiveram
aumento significativo na frequéncia de MN em linfécitos em relacdo ao grupo
controle (Araujo et al., 2013). De forma semelhante, profissionais do sexo feminino
expostas a halotano, isoflurano e N20, comparadas a tecnélogas em Radiologia,
tiveram aumento significativo de danos citogenéticos (AC, TCl e MN em linfécitos)
na Eslovénia (Bilban et al., 2005). Pesquisa realizada na Croacia (Rozgaj et al.,
2009) demonstrou aumento significativo de MN em linfocitos de profissionais
expostos aos RGA, em SO com sistema de exaustdo de gases, porém sem
conhecimento de suas concentragdes.

O presente estudo avaliou, pela primeira vez, a frequéncia de MN em células
bucais de médicos residentes. O teste de MN bucal constitui-se em metodologia
minimamente invasiva que monitora eventos mutagénicos por meio da deteccéo de
danos no DNA e instabilidade cromossomica (Thomas et al., 2009). Considerando
gue a orofaringe € umas das primeiras vias de contato na inalacdo dos RGA, esse
teste é ferramenta capaz de detectar possivel mutagenicidade causada pelos RGA.
Ressalte-se, ainda, que 92% das neoplasias malignas séo de origem epitelial, o que
torna o teste do MN bucal um marcador de evento precoce de instabilidade
gendmica como resultado de potenciais carcin6genos que adentram 0 organismo
por meio da inalacdo (Kashyap e Reddy, 2012).

Apesar da auséncia de significancia estatistica, os médicos residentes com
exposicdo aos RGA tiveram média 2,3 vezes maior de frequéncia de MN bucais em
relacdo aos residentes ndo expostos, 0 que sugere importante significado biolégico.
E interessante ressaltar que anestesiologistas que trabalham no mesmo hospital
estudado com exposicdo crbnica (média de 16 anos) aos RGA tém aumento
significativo de MN bucais (e também aumento de 2,3 vezes) comparados a grupo
de médicos ndo expostos (Souza, 2016). Assim, sugere-se que esse aumento na
frequéncia de MN encontrada nos médicos residentes expostos pode acarretar
instabilidade gendmica com o decorrer do tempo. De fato, em estudo anterior,
também se observou aumento significativo da frequéncia de MN (2,6 vezes) em
células epiteliais bucais em diversos profissionais (cirurgides, anestesiologistas,
enfermeiros e técnicos) expostos, em média de 10,5 anos, a Varios anestésicos,
incluindo enflurano e halotano (h& décadas nao utilizados em nosso hospital), além

de isoflurano, sevoflurano, desflurano e N2O (Chandrasekhar et al., 2006). Esses



58

mesmos autores demonstraram que, quanto maior a idade e o tempo de exposi¢ao,
maior foi a frequéncia de MN bucais nos profissionais cronicamente expostos
(Chandrasekhar et al., 2006). Isso reflete a importancia do biomonitoramento e da
deteccdo de alteracBes iniciais devido a exposicdo ocupacional aos RGA,
favorecendo a possibilidade de intervengbes precoces, tanto no meio, pela
implementagcdo de sistemas de exaustdo efetivos nas SO, como nos individuos,
valendo-se de medidas educativas e protocolos que assegurem o uso de técnicas
anestésicas seguras.

Apesar de os mecanismos de genotoxicidade e mutagenicidade dos
anestésicos halogenados ndo serem completamente elucidados, possiveis
explicacbes incluem o metabolismo oxidativo capaz de gerar ERO e a inducao de
dano direto ao genoma, em qualquer fase do ciclo celular (Chinelato e Froes, 2002).
Por outro lado, prejuizo na formacdo de metionina sintetase e consequente reducao
nas concentracdes de cobalamina sdo efeitos conhecidamente relacionados ao N20,
levando, em ultima analise, a producao disfuncional de acidos nucleicos e proteinas
(Sanders et al., 2008). Fundamentando tais mecanismos, estudo que comparou
enfermeiras expostas (cinco a 27 anos) ao isoflurano e sevoflurano (baixas
concentracdes) e N20 (altas concentracdes) a um grupo controle detectou aumento
de danos oxidativos no DNA (FPG), estado pré-oxidativo (8-iso-prostaglandina Fza) €
reducdo em enzima antioxidante GPX nas profissionais expostas (Wronska-Nofer et
al., 2012).

De fato, h4 uma relacdo entre genotoxicidade e estresse oxidativo (Lee et al.,
2015). O estresse oxidativo se relaciona a inducdo de danos em macromoléculas,
incluindo &cidos nucleicos, lipidios e proteinas (Halliwell, 1994), causando dano
celular e apoptose (Gasparovic et al., 2013) além de uma gama de doencas
(Andreoli, 2000). Apesar do crescente interesse dos estudos sobre estresse
oxidativo e exposicao cronica aos RGA (Malekirad et al., 2005; Turkan et al., 2005;
Baysal et al., 2009; Izdes et al., 2010; Wronska-Nofer et al., 2012; Cerit et al., 2014),
evidéncias de alteragfes iniciais causadas por menor tempo de exposi¢cdo aos RGA
ainda séo escassas. Assim, foi importante estabelecer uma minuciosa avaliacao, por
meio dos inumeros métodos conduzidos, a fim de esclarecer se o estresse oxidativo
poderia ser um mecanismo para 0s possiveis efeitos deletérios causados pelos

anestésicos inalatérios em profissionais ocupacionalmente expostos.
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N&o se constatou diferenca significativa entre os grupos avaliados em relacao
aos marcadores de estresse oxidativo em lipidios (MDA e 4-HNE), proteinas
(proteinas carboniladas) e acido nucleico - DNA (8-OH-dG, purinas e pirimidinas
oxidadas). Divergindo desses dados, estudos mostraram que a exposi¢cao cronica
aos RGA induziu tanto danos oxidativos quanto declinio nos marcadores de defesa
antioxidante (Malekirad et al., 2005; Turkan et al., 2005; Baysal et al., 2009; lzdes et
al., 2010; Wronska-Nofer et al., 2012). Exemplificando, estudo conduzido no Ird em
SO sem sistema de exaustdo de gases mostrou, em profissionais expostos ao
halotano e N20, aumento de peroxidag¢do lipidica pelas substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) e reducdo em grupos antioxidantes tidis, mas sem
alteracdo no teste FRAP (Malekirad et al., 2005), de forma semelhante aos achados
de nosso estudo em relacéo a este teste de capacidade antioxidante. Por outro lado,
estudo realizado em profissionais turcos expostos a enflurano, halotano, isoflurano,
sevoflurano e desflurano em SO com sistema de exaustdo parcial, observou, no
plasma, reducdo das enzimas antioxidantes GPX e SOD e dos microelementos
cobre e selénio, porém com aumento do zinco, em relagdo aos controles (Turkan et
al., 2005).

Tomando como base estudos que realizaram avaliacdo de capacidade
antioxidante hidrofilica em profissionais expostos aos RGA (Malekirad et al., 2005;
Baysal et al., 2009; lzdes et al., 2010), o presente estudo foi pioneiro em conduzir
uma analise tanto do compartimento antioxidante plasmatico hidrofilico como do
lipofilico. Assim, apesar de se ter conduzido uma extensa avaliacdo de
biomarcadores oxidativos e antioxidantes, a exposi¢cédo por trés anos aos RGA néo
levou ao quadro de estresse oxidativo, 0 qual ndo parece ser um mecanismo inicial
da acdo dos anestésicos inalatorios. Além disso, deve ser ressaltado que,
diferentemente dos trabalhos da literatura, a populacdo estudada foi de individuos
jovens, saudaveis e recém-expostos, 0s quais, possivelmente, apresentam
adequada defesa antioxidante, apta a suprir eventuais danos em consequéncia a
exposicao ocupacional. Assim, pode-se sugerir que 0 dano oxidativo pode ter um
papel mais tardio no que se refere aos efeitos da exposicdo aos RGA. Estudos
futuros sédo, portanto, necessarios a fim de melhor esclarecer o assunto.

Estudos que investigaram a exposi¢cao ocupacional aos RGA e potencial
genotoxico e/ou mutagénico, além de estresse oxidativo, exibem controvérsias
(Bozkurt et al., 2002; Malekirad et al., 2005; Chandrasekhar et al., 2006; Wronska-
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Nofer et al., 2012; Szyfter et al., 2016). Esses dados conflitantes podem estar
relacionados a heterogeneidade dos estudos: mistura variada de RGA, SO com ou
sem sistema adequado de exaustdo de gases, técnicas anestésicas diversas que
potencializam a poluicdo das SO (por exemplo, uso de mascara laringea, TOT sem
balonete e inducdo inalatéria sob mascara facial, alto FGF e sistema aberto),
concentragcbes dos RGA nas SO, assim como de populacdes divergentes quanto a
idade, sexo, habitos de vida, profissdo e duracdo de exposicdo aos RGA. Tais
fatores, nem sempre claramente expostos na literatura vigente, podem implicar
vieses, o0 que dificulta a interpretacéo dos dados.

Uma limitacdo deste estudo foi o fato de os médicos residentes do grupo
exposto também apresentarem contato esporadico com radiacdo. Entretanto,
medidas de protecdo como aventais de chumbo de corpo inteiro e de tireoide foram
sistematicamente adotadas, a fim de minimizar esta exposicdo. Ademais, também
ndo foram incluidos, no estudo, médicos residentes das especialidades de Ortopedia
e Cirurgia Vascular, visto eles serem expostos, diariamente, a radiacao.

Portanto, os marcadores de danos no material genético utilizados parecem
ser sensiveis para avaliacdo de genotoxicidade e mutagenicidade dos anestésicos
inalatérios na exposicdo ocupacional. Este estudo mostra que esses jovens
profissionais, em inicio de carreira, ja apresentam alteracdes gendmicas, as quais
podem ter efeito deletério ao longo do tempo, o que reforca a urgéncia e importancia
do biomonitoramento genético, assim como da diminuicdo da exposicdo aos RGA,
com o monitoramento das concentracdes residuais de anestésicos inalatérios em
SO. Dessa forma, é fundamental que tanto os médicos residentes quanto todos os
profissionais atuantes em SO estejam cientes de sua exposi¢do ocupacional. Urge a
implantacdo de adequados sistemas de exaustdo nas SO para minimizar tal

exposicado, ja que se trata de problema relevante de saude publica.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostra que meédicos residentes expostos a altas
concentracbes de isoflurano, sevoflurano e N20O, mesmo na presenca parcial de
sistema de exaustdo de ar nas SO, apresentam aumento significativo de danos
sistémicos no DNA e aumento na frequéncia de MN bucais, mas ndo de estresse

oxidativo.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

| - Identificag&o

Nome:

Endereco:

Cidade: Bairro:

CEP: Estado: Telefone:

Il - Titulo da pesquisa: Determinagdo das concentracGes de residuos de gases

anestésicos e avaliagdo gendmica e de estresse oxidativo em profissionais recém-expostos

Il - ExplicacGes do pesquisador aos individuos da pesquisa

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa clinica.

A exposicdo ocupacional ao oOxido nitroso (N20) e aos anestésicos
halogenados em profissionais que atuam no centro cirlrgico (anestesiologistas,
cirurgides, enfermeiros e auxiliares técnicos) pode resultar em efeitos adversos a
saude. Ainda ndo sdo conhecidas as reais consequéncias dessa exposi¢cdo em
profissionais recém-expostos que atuam em salas de cirurgia, como 0s meédicos
residentes de anestesiologia e cirurgia.

A exposigcdo cronica a concentragdes ambientais mais elevadas de gases
anestésicos tem sido associada a genotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade. Alguns trabalhos verificaram aumento significativo de quebras no
DNA em linfécitos de profissionais expostos aos residuos de gases anestésicos.
Esses danos ao DNA podem ser avaliados por alguns testes genéticos, tais como
teste do cometa, teste do micronucleo, avaliacdo do sistema de defesa antioxidante
e avaliacao da lipoperoxidacéao.

No presente estudo, objetiva-se avaliar o impacto dos gases anestésicos a
salude de individuos expostos (médicos residentes das especialidades de
anestesiologia, otorrinolaringologia, oftalmologia, neurocirurgia e cirurgia pediatrica

com trés anos de exposicado ocupacional a residuos de gases anestésicos) e nao
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expostos (médicos residentes sem exposi¢cdo ocupacional). Para isso, serdo
realizados os testes supracitados mediante coleta de amostras de sangue e saliva
daqueles que, como vocé, estdo sendo convidados a participar dessa pesquisa. A
coleta sera realizada em um Unico momento, e ndo sera necessario nenhum tipo de
acompanhamento. O material coletado serd usado unicamente para este fim, sendo
posteriormente desprezado. Além disso, haverd uma avaliacdo da qualidade do ar
das salas de cirurgia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, através da medicdo de gases anestésicos nessas salas, com
uso de um aparelho apropriado.

Pedimos também que vocé responda a um questionario padronizado,
contendo alguns dados pessoais. Os dados anotados durante a pesquisa serao
mantidos em carater confidencial e sua identidade sera preservada. O pesquisador
responsavel por este estudo, sempre que solicitado, estara a disposicao para
esclarecer qualquer questdo relacionada a pesquisa. Além disso, vocé tem total
liberdade para se recusar a participar da pesquisa. Caso vocé concorde em
participar e depois ndo o0 queira mais, vocé pode retirar o seu consentimento. O
estudo nao |he trard& nenhum beneficio imediato, porém o0s seus resultados
reforcardo as consequéncias da exposicdo ocupacional aos gases anestésicos,
porventura vindo a desencadear melhores politicas no controle do seu uso diario e
das salas de cirurgia.

Os resultados do estudo serdo publicados em congressos ou revistas
especializadas e a sua identidade sera preservada. Ressaltamos ainda que nem os
pesquisadores nem 0s pacientes receberdo qualquer remuneracao financeira para

participar desta pesquisa.

IV - Consentimento pés-informado

Eu,

abaixo assinado, declaro que fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo,
sobre eventuais riscos, assim como beneficios que podem resultar do estudo.
Concordo, portanto, em participar na qualidade de sujeito do referido Projeto de
Pesquisa, sob livre e espontanea vontade.

, de de20
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Assinatura do participante Assinatura do pesquisador
Este documento recebeu aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu, UNESP e foi elaborado em duas vias sendo que a primeira
via serd entregue ao participante e a segunda via ser4d mantida em arquivo pelo
pesquisador.

Em caso de duvida sobre a pesquisa ou de retirada do consentimento entrar
em contato:

Pesquisador Responsavel: P6s-Graduanda Lorena Mendes de Carvalho Lucio

Pesquisador Orientador: Leandro Gobbo Braz (Professor Assistente do
Departamento de Anestesiologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP)

Endereco residencial: Rua Azaléia, 370, Bloco 2, apt 101, Bairro Chécara Floresta,
Botucatu-SP. CEP:18603-550
Fone: (14) 3811-6222, e-mail: limcarvalho@yahoo.com.br; Ibraz@fmb.unesp.br



mailto:limcarvalho@yahoo.com.br
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APENDICE B

QUESTIONARIO

Determinacao das concentracdes de residuos de gases anestésicos e
avaliacdo gendmica e de estresse oxidativo em profissionais recém-expostos

Registro hospitalar (se houver):

Cadigo do individuo no estudo:

Data [

| — Identificacéo

01-Nome:

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

04-Data nascimento [

05-ldade:

06-Peso:

07-Altura:

08-IMC (indice de massa corpérea):

09-Origem (cidade):

10-Profissao:

Il - Informacgdes gerais
11-Considera sua alimentacéao saudavel? ( ) sim () nédo
12-Come frutas? ( ) sim () ndo

13-Se sim, com que frequéncia?
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14-Come verduras? ( ) sim () néo

15- Se sim, com que frequéncia?

16-Come carboidratos? ( ) sim () néo

17-Se sim, com que frequéncia?

18-Come frituras? ( ) sim () ndo

19-Se sim, com que frequéncia?

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

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

22-Se sim, quantas vezes por semana?

23-Fuma? ( ) sim () néo

24-Se sim, ha quanto tempo?

25-Quantos cigarros/dia?

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

27-Ja fumou? ( )sim () nao

28-Ha quanto tempo deixou de fumar?

29-Quantos cigarros/dia fumava?

30-Durante quanto tempo fumou?

31-Tipo:

32-Consome bebida alcodlica? ( ) sim () ndo

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

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

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

36-Ha quanto tempo deixou de beber?

37-Consome drogas? ( ) sim () nao

38-Se sim, qual?
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39-H& quanto tempo?

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

42-Ha quanto tempo?

43-Foi submetido a raio X,tomografia e escopia recentemente (no altimo més)?
()sim ()nao

44-Quando?

45-Sabe quantas chapas ou tomografias foram feitas?

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

47-Se sim, qual?

48-H4 quanto tempo?

49-Tem alguma doenca (asma, hipertensdo, diabetes, hepatite, lUpus, artrite,
cancer)? ( )sim ( )nao

50-Qual?

51-J4 teve alguma doenca grave? ( ) sim ( ) ndo

52-Se sim, qual?

53-Ha quanto tempo?

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

55-Se sim, qual?

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

57-Se sim, qual?

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

59-Se sim, qual (is)?
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60-Frequéncia/dia:

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

62-Se sim, qual (is)?

63-Frequéncia/dia:

64-H& quanto tempo?

65-Tomou alguma medicacdo no ultimo més (remédio para pressdo, antibiotico,
tranquilizantes, remédio para tirar a dor, antiacidos, anti-histaminicos, corticoides,
anti-inflamatorios)? ()sim ( )néo

66-Se sim, qual (is)?

67-Frequéncia/dia:

68-Ha quanto tempo parou?

69- Teve alguma infeccdo ou inflamacao no ultimo més? ( ) sim () ndo

70- Se sim, qual (is)?

71- Ha quanto tempo parou?

72- Estéa resfriado ou gripado? () sim () néo
73- Ja fez alguma cirurgia? ( ) sim () ndo

74- Se sim, quantas?

75- Ha quanto tempo foi a dltima?

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

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

regional)?

78-H& quanto tempo?

79- Se sim, vocé sabe se € mais resistente ou sensivel a algum

anestésico?
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Se mulher:

80- Ja teve aborto? ( ) sim ( ) nao

81 — Esta tentando engravidar? ( ) sim ( ) ndo

82- Tem dificuldade para engravidar? ( ) sim ( ) ndo

83- Tem dor de cabeca ou outras dores? ( ) sim () néo

84- Tem nausea, vomito, fadiga ou sensacdes fisicas e psicoldgicas frente a carga
de trabalho? ( ) sim () néo

85- H& quanto tempo?

Se homem:

86-Sua parceira ja teve aborto? ( ) sim () ndo

87- Esta tentando engravidar sua parceira? ( ) sim () ndo

88- Tem dificuldade para engravidar? ( ) sim ( ) ndo

89- Tem dor de cabeca ou outras dores? ( ) sim () néo

90- Tem nausea, vomito, fadiga ou sensacdes fisicas e psicoldgicas frente a carga
de trabalho? ( ) sim ( ) néo

91- H&4 quanto tempo?

IV — Atividade Profissional

92-Qual é a sua especialidade médica?

93-Vocé é residente? ( ) sim ( )néo

94-Se sim, de que ano?
( )RL  ( )R2 ( )RS3

95-Atua profissionalmente no centro cirargico? ( )sim ( ) nao

96-Se sim, qual a frequéncia/semana? horas
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97-Se sim, ha quanto tempo? anos, meses

98-Tem exposicao a radiacao (raio-X, tomografia, ressonancia) ou outra exposicao
ocupacional?

( )sim ( ) nao

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

100-Tirou férias ou se afastou do centro cirirgico recentemente?
()sim ( )nao

101 - Se sim, h& quanto tempo nado esta exposto? meses

V- Coleta da amostra biologica

102-Teve exposicdo aos residuos de gases anestésicos no dia de hoje?
( )sim ( ) nao

103-Se sim, por quantas horas?

104- Realizou anestesia inalatéria este més?
( )sim ( ) nao

105- Quantas vezes?

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

107- Qual o fluxo de gas fresco utilizado durante a anestesia? I/min

108- Realizou anestesia inalatoria hoje?
( )sim ( ) nao

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

110- Qual o fluxo de gas fresco utilizado durante a anestesia? I/min



