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Orosz, José Eduardo Bagnara. Avaliacdo de danos oxidativos no DNA de
linfocito e estresse oxidativo no plasma de pacientes submetidos a cirurgia sob
anestesia balanceada com sevoflurano. Botucatu, 2014. 96p. Tese (Doutorado em

Anestesiologia) — Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

RESUMO

Apesar da eficacia e seguranca demonstradas no uso clinico dos
anestésicos inalatérios, existem ainda algumas questdes a serem respondidas
sobre genotoxicidade e efeitos no equilibrio redox celular. Poucos estudos tém
avaliado os danos no material genético ou 0 estresse oxidativo em pacientes
submetidos a procedimento cirdrgico sob uso do anestésico sevoflurano. Para
melhor entender os possiveis efeitos toxicos deste agente, o presente estudo
objetivou avaliar os danos oxidativo no DNA, a peroxidacao lipidica e a defesa
antioxidante plasmatica durante e apds a anestesia geral balanceada mantida com
sevoflurano, em 15 pacientes adultos sem comorbidades, os quais foram
submetidos a cirurgias eletivas de pequeno porte. As amostras de sangue venoso
foram coletadas antes da anestesia; ap0s a inducdo anestésica e imediatamente
antes da cirurgia; 2 horas apo6s o inicio da anestesia e no dia seguinte a cirurgia.
Os danos no DNA foram avaliados em linfocitos periféricos utilizando o teste do
cometa com as enzimas formamidopirimidina-DNA glicosilase (fpg) e
endonuclease Il (endo Ill) para deteccdo de lesbes em purinas e pirimidinas

oxidadas, respectivamente. O malonaldeido (MDA) e a defesa antioxidante



plasmatica foram detectados por fluorescéncia. Os resultados mostraram que nao
houve aumento nos danos do DNA ou oxidacdo de bases entre os momentos
avaliados. A anestesia balanceada com sevoflurano néo alterou os niveis de MDA
e a defesa antioxidante do plasma manteve-se inalterada durante e apds a
anestesia. Em concluséo, o presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que o
sevoflurano nédo leva a oxidacdo de material genético ou de lipidios e ndo altera a
capacidade antioxidante do plasma durante e ap0s a anestesia balanceada em

pacientes sem comorbidades submetidos a cirurgias minimamente invasivas.

Palavras-chave: Anestésicos inalatorios; Genotoxicidade; Estresse oxidativo;

Procedimentos cirargicos menores.



Orosz, José Eduardo Bagnara. Evaluation of oxidative DNA damage in
lymphocytes and oxidative stress in plasma of patients undergoing surgery with
balanced sevoflurane anesthesia. Botucatu, 2014. 96p. Thesis (PhD degree in

Anesthesiology) - Botucatu Medical School, UNESP.

ABSTRACT

Despite of the anesthetics effectiveness and safety in clinical use, there are
some questions to be answered concerning their genotoxicity and effects on
cellular redox balance. Only a few studies have evaluated DNA damage or
oxidative stress in patients during surgical procedure with the volatile anesthetic
sevoflurane. To further understand the possible toxic effects of this agent, the
current study aimed to evaluate oxidative DNA damage, lipid peroxidation and
plasma antioxidant defense during and after general balanced anesthesia
maintained with sevoflurane in 15 adult patients without comorbidities who
underwent elective minor surgery. The venous blood samples were collected at
baseline-before anesthesia; after anesthesia induction and immediately before
surgery; 2 h after the beginning of anesthesia; and on the day following surgery.
DNA damage was detected in peripheral lymphocytes using the comet assay, and
the enzymes formamidopyrimidine-DNA glycosylase (fpg) and endonuclease Il
(endo Ill) were used to recognize oxidized purine and pyrimidine lesions,
respectively. Plasma malondialdehyde (MDA) and antioxidant defense were

detected by fluorescence. The results showed no increase in DNA damage or base



oxidation among the time points evaluated. Balanced anesthesia with sevoflurane
did not alter MDA levels, and plasma antioxidant defense was unchanged during or
after anesthesia. In conclusion, this study showed, for the first time, that
sevoflurane does not lead to oxidation in genetic material or lipids, and does not
alter the antioxidant status during or after balanced anesthesia in patients without

comorbidities undergoing minimally invasive surgeries.

Keywords: Anesthetics, inhalation; Genotoxicity; Oxidative stress; Surgical

procedures, minor.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Anestésicos Halogenados

Se por um lado a anestesia tornou-se, ha décadas, imprescindivel a
execucao de procedimentos invasivos, permitindo o salto na evolucédo da técnica
cirdrgica observado nos ultimos 50 anos, por diversas vezes também mostrou-se
capaz de produzir efeitos indesejaveis (Torri, 2010).

A pesquisa por melhores farmacos buscou nas Uultimas décadas
oferecer moléculas com maior seletividade por seus receptores e, com iSso, maior
previsibilidade de resposta, além de menor incidéncia de efeitos indesejaveis. Ao
mesmo tempo, o rapido desenvolvimento da industria de equipamentos permitiu
gue a tecnologia digital fosse incorporada aos aparelhos usados na monitorizacao
perioperatoria. Juntos, esses dois fatores possibilitaram ganhos relevantes no
controle hemodinamico, ventilatério e da homeostase, oferecendo ao paciente
anestesiado um novo patamar de qualidade, com maior seguranca tanto no intra
como no pos-operatorio. Essa evolugdo no uso clinico diario vem sendo
acompanhada da busca continua por moléculas ainda melhores e mais seguras,
também do ponto de vista toxicoldgico.

A anestesia nasceu inalatoria, obtida a partir do uso de vapor do éter
sulfurico, na década de 1840, nos Estados Unidos (Maia e Fernandes, 2002).
Provocou a época uma grande revolucdo da medicina, ou, mais propriamente, da

cirurgia, que encontrava na dor insuportavel, produzida pela incisdo, um
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impedimento a sua evolugdo. Posteriormente, o éter foi substituido pelo
cloroférmio, também sucedido por diversas outras substancias inalatérias, até que
se chegaram aos compostos halogenados mais modernos, nao inflamaveis e
menos téxicos, usados até os dias de hoje.

Os anestésicos halogenados sao, provavelmente, os anestésicos mais
utilizados, isoladamente ou como parte de uma anestesia balanceada. Sao
constituidos de pequenas moléculas lipofilicas capazes de passar através das
membranas celulares, e sdo conhecidos como depressores da respiracao
mitocondrial, atuando em varias etapas da fosforilagdo oxidativa (Riess et al.,
2004).

Atualmente, entre os anestésicos halogenados, o sevoflurano [éter
fluorometil 1-(trifluorometil) 2,2,2-trifluoro etilico], € um dos mais largamente
empregados (Torri, 2010), pelas vantagens que oferece, decorrentes de seu baixo
coeficiente de particdo sangue-gas, que possibilita rapida inducdo anestésica e
despertar igualmente breve. Também oferece a vantagem de poder ser
empregado para inducao inalatéria em criancas, por apresentar odor agradavel e
pouco pungente (Eger, 1994) (Figura 1).

O sevoflurano foi identificado como anestésico volatil potente na década
de 1960, mas nao foi utilizado na pratica clinica até 1995, devido a questdes
relacionadas a extensdo de sua degradacdo na presenca de compostos

absorvedores de CO, (Smith et al., 1996), utilizados nos aparelhos de anestesia.
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Figura 1 - Estrutura quimica do sevoflurano.

O composto A [fluormetil-2,2 -diflGor - 1 - (trifluormetil) vinil éter] € o
principal produto de degradacédo do sevoflurano formado no circuito ventilatorio
dos aparelnos de anestesia (Kharash, 1995), como consequéncia da
dehidrofluorinacdo da molécula halogenada. Trata-se de agente alquilante, com
grande afinidade pelo centro nucleofilico de macromoléculas (Fink et al., 1992),
sendo capaz de se ligar ao acido desoxirribonucleico (DNA), produzindo
modificacbes no material genético, como as observadas pelo aumento da
frequéncia de troca entre cromatides irmas (SCE) em células de ovario de hamster
chinés (CHO) (Eger et al., 1997). Por outro lado, o Composto A ndo se mostrou

mutagénico quando avaliado pelo teste de Ames (Morio et al., 1992).

1.2 Anestésicos Inalatorios e Genotoxicidade

Apesar da eficacia e da seguranca demonstradas pelo sevoflurano em
quase duas décadas de uso clinico, ha ainda algumas questbes a serem
respondidas quanto ao seu potencial genotéxico e influéncia no equilibrio redox
celular, sobretudo em individuos que sdo expostos a esse anestésico quando

submetidos a procedimento cirdrgico.
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Tanto estudos experimentais (Jaloszynski et al., 1999; Szyfter et al.,
2004) como epidemioldgicos (Bilban et al., 2005; Chandrasekhar et al., 2006)
sugerem que a exposicdo aos anestésicos inalatorios pode levar a danos no
genoma.

Os potenciais genotdxico e mutagénico do sevoflurano foram avaliados
in vitro (Szyfter et al., 2004; Kaymak et al. 2012), em animais (Kaymak et al. 2004;
Brozovic et al., 2010) e em pacientes anestesiados (Karabiyik et al., 2001; Krause
et al., 2003; Kadioglu et al., 2009), com resultados conflitantes. No entanto,
ressalta-se que apenas alguns estudos tém avaliado o efeito genotoxico do
sevoflurano na pratica clinica e a maioria destes trabalhos foram conduzidos com
pacientes portadores de doencas associadas (Karabiyik et al., 2001) ou que foram
submetidos a cirurgias invasivas ou de grande porte (Alleva et al., 2003; Kadioglu
et al., 2009), fatores que podem influenciar os resultados positivos de
genotoxicidade observados. Além disso, alguns estudos avaliaram a
genotoxicidade somente apdés a anestesia, e nao durante o procedimento

anestésico-cirurgico (Kaymak et al., 2004; Brozovic et al., 2010).

1.3 Testes de Genotoxicidade

O teste de Ames, também chamado de Salmonella enterica serovar
Typhimurium, é capaz de detectar mutacées em col6nias de bactérias. Trata-se de
teste simples e de baixo custo, sendo utilizado para triagem de compostos
potencialmente genotdxicos e cancerigenos (Morio et al., 1992). O teste de trocas

entre cromatides irmds (SCE) é uma técnica citogenética, e usualmente
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empregada na investigacao inicial de substancias suspeitas de mutagénese e/ou
carcinogénese (Wiesner et al., 2008). Outra técnica, bastante sensivel para
avaliacdo de danos no material genético, € a de aberracdes cromossdémicas (CA),
a qual requer cultivo celular, e vem sendo também empregada em estudos
epidemiolégicos (Bilban et al., 2005). O teste do micronucleo (MN) também é
utiizado para avaliar lesbes no material genético, sendo capaz de identificar
agentes clastogénicos e aneugénicos (Brozovic et al., 2010).

Diferentemente, o teste do cometa ndo é utlizado para detectar
mutacfes, mas sim lesdes genbmicas que, apos divisdo celular, podem entdo
resultar em mutacédo. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas pelo teste do
cometa séo passiveis de correcdo. Desta forma, esse teste € utilizado em estudos
para deteccdo de agentes genotoxicos e em epidemiologia. O teste do cometa
apresenta varias vantagens que incluem alta sensibilidade, possibilidade de
avaliacbes de danos em células individuais, necessidade de amostras celulares
extremamente pequenas, e ainda a possibilidade de ser aplicado a qualquer
populacdo de células, necessitando apenas de células viaveis e nao
necessariamente em proliferacdo (Collins, 2004). Trata-se de teste relativamente
simples e rapido, e de baixo custo para mensuracdo de quebras de fitas simples e

duplas e sitios alcali-labeis (Tice et al., 2000).

1.4 Anestésicos Inalatorios, Cirurgia e Estresse Oxidativo

Radicais livres, espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (reactive

oxygen species - ROS e reactive nitrogen species - RNS) sdo constantemente
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produzidos no organismo como consequéncia normal do metabolismo aerébio
(Vasconcelos et al., 2007). O sistema de defesa antioxidante é capaz de
neutralizar esses agentes, evitando, assim, danos em alvos vulneraveis, tais como
acidos graxos insaturados da membrana celular, aminoacidos/proteinas, e bases
do DNA (Beretta et al., 2006). Quando ocorre desequilibrio entre a magnitude da
formacdo de oxidantes e de antioxidantes, pode haver excesso de radicais e
espécies reativas, resultando em oxidacdo lipidica e proteica, e instabilidade
gendmica, 0 que se convencionou chamar de estresse oxidativo (Baysal et al.,
2009).

O ato cirdrgico pode nao apenas intensificar o quadro de estresse
oxidativo pela geracdo de ROS e iniciar a resposta inflamatoria no organismo,
mas, também, diminuir a atividade do sistema de defesa bioldgico contra o ataque
dessas moléculas. A leséo tecidual induzida por cirurgia minimamente invasiva
tem menor efeito sobre o sistema imunoldgico, diferentemente do que ocorre nas
cirurgias abdominais e ortopédicas (Levy e Tanaka, 2003). Cirurgias
oftalmoldgicas e otorrinolaringologicas sdo consideradas pouco invasivas e
parecem ocasionar menor elevacdo de citocinas pro-inflamatorias (Goto et al.,
2000).

Acredita-se que os anestésicos halogenados também podem contribuir
com o estresse oxidativo, por reagirem diretamente com a molécula de DNA,
alquilando as purinas, ou por meio da formacédo de compostos reativos/liberacéo
de ROS, induzindo varios tipos de danos (Jaloszynski et al., 1999; Alleva et al.,

2003). O sevoflurano sofre um grau moderado de metabolizacdo (2% a 5%),
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catalisada pelo citocromo P450 hepatico (Kharasch et al., 1995), e que pode
desencadear diretamente a formacdo de peroxinitrito e aumentar peroxidos
intracelulares e oxido nitrico, elevando a producédo de ROS (Brozovic et al., 2008).
Além disso, o sevoflurano pode ser indutor do processo de apoptose celular
(Delogu et al., 2001).

Na literatura ao nosso alcance, ha poucos relatos sobre possivel
ocorréncia de estresse oxidativo em pacientes submetidos a procedimento
cirargico com sevoflurano (Alleva et al., 2003; Sivaci et al. 2006; Cinnella et al.,
2007; Turkan et al., 2011). Até o momento faltam informacgdes sobre 0s possiveis
danos oxidativos na molécula do DNA, peroxidacéo lipidica e defesa antioxidante
em pacientes durante e apds cirurgias de pequeno porte sob anestesia com
sevoflurano. Optando-se por cirurgias de menor porte e pouco invasivas, 0
desenho metodoldgico do presente estudo visou minimizar a influéncia do trauma
cirdrgico, reduzindo seu efeito sobre o estado oxidativo em pacientes submetidos

ao sevoflurano.

1.5 Avaliacédo do Estresse Oxidativo

Ha varias maneiras de afericdo do estresse oxidativo, como o sistema
antioxidante e/ou marcadores de dano oxidativo. A avaliacdo do sistema
antioxidante pode ser realizada por antioxidantes individuais e/ou por capacidade
antioxidante total. Dentre a avaliacgdo de antioxidantes, destacam-se 0s
enzimaticos como: glutationa (GSH), glutationa peroxidase (GSH-Px), superéxido

dismutase (SOD) e catalase (CAT), aléem dos co-fatores enzimaticos selénio,
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magneésio, zinco, entre outros. Dentre os ndo enzimaticos, encontram-se 0s
hidrossoluveis (albumina, acido Urico, acido ascorbico, etc) e os lipossoluveis
(bilirrubina, carotenoides, vitamina E, etc).

A peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacdo € uma reacdo em cadeia que
acontece nas membranas celulares, com a geracdo de moléculas altamente
instaveis, sendo o malonaldeido (MDA) um aldeido de baixo peso molecular,
considerado importante biomarcador de estresse oxidativo (Kadiiska et al., 2005).
Outro aldeido gerado a partir do ataque de ROS aos acidos poli-insaturados da
membrana celular € o 4-hidroxinonenal (4-HNE) (Cinnella et al., 2007). Ha ainda
marcadores como 0s grupos carbonil, produtos finais da oxidacdo de aminoacidos
e proteinas (Sivaci et al., 2007).

O teste do cometa também é uma metodologia eficiente na deteccao de
danos oxidativos na molécula de DNA, ja que é possivel, durante o experimento, a
utilizacao de enzimas de reparo que reconhecem as bases oxidadas (Collins et al.,
1997). Deve-se destacar que a maioria dos trabalhos na literatura que
monitoraram as lesbes no DNA de pacientes submetidos ao ato anestésico-
cirargico, com o teste do cometa, nao utilizou enzimas que reconhecem os danos

oxidativos, o que diminui a sensibilidade do teste.



2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito genotoxico e de
estresse oxidativo, incluindo danos oxidativos no DNA, peroxidacdo lipidica e
capacidade antioxidante, da anestesia balanceada com sevoflurano, em pacientes

adultos sem comorbidades, submetidos a cirurgia eletiva minimamente invasiva.



3 PACIENTES E METODO

3.1 Casuistica

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP [3167/2009-B] e registrado no site
do Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos - ReBEC sob o identificador REQ 965.
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A) foi obtido de cada um
dos participantes do estudo, apds preenchimento de questionario sobre dados
pessoais, informacgdes gerais e historia médica (Anexo B).

O estudo foi realizado em 15 individuos, de ambos 0s sexos, com
estado fisico classificado pela Sociedade Americana de Anestesiologistas (ASA)
como ASA | (pacientes saudaveis, que ndo apresentam outra doenca a ndo ser a
patologia cirdrgica - Fleisher, 2004) com idade de 18 a 44 anos. Os individuos
eram todos pacientes da clinica otorrinolaringologica, candidatos as cirurgias
eletivas de septoplastia ou timpanoplastia, com duracdo minima de 2 horas, sob
anestesia geral balanceada com sevoflurano.

Foram excluidos os individuos obesos (indice de massa corporal - IMC
= 30), portadores de doenca maligna, genética ou diabetes, os tabagistas, os que
fizeram uso regular de alcool ou alguma medicacao, e os que no periodo de até 30
dias antes da cirurgia haviam recebido radiacdo, vitaminas, suplementos

alimentares, ou ainda, que apresentaram quadros de infec¢do ou inflamacéao.
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3.2 Técnica Anestésica

Os pacientes receberam como medicacao pré-anestésica midazolam (3
mg IV) na sala de operacdo (SO), onde foram monitorizados com
eletrocardioscopia continua (ECG) nas derivacdes DIl e V5, presséo arterial nao-
invasiva, frequéncia cardiaca e saturacdo periférica de oxihemoglobina (SpO.,),
utilizando-se biomonitor Dixtal, modelo DX2010 (Manaus, Brasil). Apds inducdo
anestésica e intubacdo traqueal, foram também monitorizadas as pressdes
inspiradas e expiradas de oxigénio e sevoflurano, e a pressédo expiratdria final de
didéxido de carbono (PerCO,), utilizando-se o aparelho de anestesia Primus, da
Draeger Medical (Lubeck, Alemanha).

A monitorizacdo do bloqueio neuromuscular do musculo adutor do
polegar, pela estimulagédo do nervo ulnar, foi realizada com emprego do aparelho
TOF Guard (Biometer, Dinamarca), que se baseia no método da aceleromiografia,
utilizando-se como padréo de estimulacao a sequéncia de quatro estimulos (SQE).
Utilizou-se em todos o0s pacientes aguecimento por conveccdo, com manta térmica
especifica Core Drape modelo 503-030 e o aparelho gerador de fluxo de ar
agquecido WarmTouch (Mallinkrodt Medical, EUA), ap0s a inducédo da anestesia.

A inducdo anestésica foi realizada com o hipndético propofol
(AstraZeneca, Itdlia), na dose de 2 mg.kg™ IV de peso corporal, o opidide fentanil
(Janssen, Brasil) IV (5 pg.kg™) e rocurénio (Organon, Holanda) IV (0,6 mg.kg™),
como bloqueador neuromuscular. A manutencdo anestésica foi realizada com

sevoflurano (Abbott Laboratories, Brasil), utilizando-se 1,0 a 1,5 concentragcao
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alveolar minima (CAM) (2%-3%), e reinjecbes de fentanil (2 pg.kg™) e rocurénio
0,2 mg.kg?, conforme a necessidade de cada paciente, de acordo,
respectivamente, com os valores de presséao arterial e frequéncia cardiaca, e com
a relacdo entre a primeira (T1) e quarta (T4) respostas a sequéncia de quatro
estimulos do nervo ulnar.

O fluxo de gases frescos usado consistiu de oxigénio (0,8 L.min™) e ar
comprimido medicinal (1,2 L.min™), e utilizou-se circuito semifechado com cal
sodada para absorcdo de CO; e permutador de calor e umidade dotado de filtro
bacteriano e viral entre o circuito respiratério e o tubo traqueal (Pall BB100; Pall
Corporation, EUA). A fracdo inspirada de oxigénio (FiO,) foi de 0,5, volume
corrente de 8 mL.kg™?, e a PerCO; foi mantida entre 30 e 40 mm Hg, por meio de
alteracdes na frequéncia respiratoria.

ApoOs a inducdo anestésica, um sensor de temperatura foi introduzido
no eso6fago inferior para medida da temperatura esofagica ou central (Tesor),
utilizando-se um dos canais do termémetro elétrico Mon-a-Therm modelo 90044
(Mallinkrodt Medical, EUA) com dois canais de temperatura (Thermistor 400,
Mallinkrodt Medical, EUA). O segundo canal foi utilizado para medida da
temperatura na sala de cirurgia (Tso), com sensor colocado proximo ao paciente,
mas afastado de fonte de calor.

Ao final da cirurgia os pacientes receberam ou ndo reversao do

bloqueio neuromuscular com atropina (15 pg.kg™) e neostigmina (30 pg.kg™?) IV,
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de acordo com a intensidade de bloqueio neuromuscular observado pela
monitorizacao através da sequéncia de quatro estimulos.

A desintubacéao traqueal foi realizada somente nas situacfes de relacéo
T4/T1 igual ou superior a 0,9, com o paciente apresentando resposta a estimulos
verbais e com parametros ventilatorios dentro da normalidade.

A analgesia pos-operatoria foi feita com tramadol (Janssen, Brasil) (1
mg.kg?) e dipirona (Hoesht, Brasil) (30 mg.kg™) IV. Profilaxia de nauseas e
vomitos foi obtida com uso de ondansetrona (Glaxo SmithKline, Brasil) (8 mg) IV.
Todos os pacientes foram encaminhados a Sala de Recuperacdo POs-Anestésica,

recebendo alta para o quarto sem quaisquer intercorréncias.
3.3 Momentos Estudados

Foram registrados ap0s a medicacéo pré-anestésica e antes da inducéo
anestésica (momento basal) os valores de pressdes sistélica e diastélica (mm Hg),
frequéncia cardiaca (bat.min™), saturacdo periférica de O, (%) e temperatura da
SO (°C). Os valores desses atributos, em conjunto com o0s da temperatura
esofagica (°C), concentracdo expirada de sevoflurano (%) e da pressao parcial de
gas carboénico no final da expiracdo (PetCO2) (mm Hg) foram também registrados
apos a inducdo anestésica e intubacao traqueal (tempo O minuto), e nos tempos
30, 60 e 120 minutos apOs a inducdo anestésica e ao final da cirurgia. Foram
também registradas a duracdo da cirurgia e o consumo de fentanil, rocurénio e

sevoflurano.



Pacientes e Método | 27

3.4 Amostras de Sangue

Amostras de sangue venoso dos pacientes recrutados para o estudo
foram coletadas em tubos com anticoagulante acido etileno diamino tetra-acético
(EDTA) antes de receberem a medicacdo pré-anestésica (m0), cerca de 15
minutos apos a inducdo da anestesia e sempre imediatamente antes do inicio da
cirurgia (ml1), 2 horas apdés a inducdo da anestesia (m2) e no 1° dia do pés-
operatorio, ao redor de 20 horas ap6s o término da cirurgia (m3) (Figura 2). Os
tubos foram codificados para que nao fossem identificados o paciente e o
momento do estudo.

Imediatamente apods cada coleta, os linfocitos foram isolados conforme
descrito por Braz e Favero Salvadori (2007) para realizacéo do teste do cometa. O
plasma foi separado por centrifugacdo, armazenado em aliquotas a -80°C até o

momento da avaliacdo de MDA e afericdo da capacidade antioxidante.
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Figura 2 - Momentos das coletas de amostras de sangue venoso

3.5 Analise de Danos Oxidativos no DNA

3.5.1 Teste do cometa

Todas as etapas foram realizadas sob luz indireta. O teste do cometa
foi realizado de acordo com a técnica descrita por Singh et al. (1988) e Tice et al.
(1991), com pequenas modificacdes (Braz et al., 2012).

Dez uL de linfocitos foram adicionados a 120 puL de agarose de baixo
ponto de fusdo a 0,5% a 37°C, sendo a seguir colocados sobre laminas pré-
revestidas com agarose a 1,5%. As laminas foram cobertas com laminulas e
acondicionadas a 4°C durante 5 minutos para permitir a solidificacdo da agarose.
Apoés a remocéo das laminulas, as laminas foram imersas em solucéo de lise

gelada recém preparada (Tris 1% de Triton X-100, 2,5 M de NaCl, 10 mM, pH 10,
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10% de DMSO e 100 mM EDTA) durante 2 horas. Apos a etapa de lise, as
laminas foram lavadas em tampéao fosfato (PBS) e colocadas em tampéao Flare 1x
(Hepes 40 mM, KCI 0,1M, albumina de soro bovino - BSA 0,2 mg.mL™ e EDTA 0,5
mM, pH 8) durante 5 minutos (3 vezes). Posteriormente, foi adicionado sobre
todas as laminas, codificadas de acordo com o tratamento, 50 uL do tampéao de
reacao das enzimas (Flare 10x, H,O autoclavada e BSA; controle), ou 50 pL de
endonuclease 1l - endo Il (diluicdo 1:1.000), ou 50 pL de formamidopirimidina
DNA glicosilase - fpg (diluicdo 1:1.000), a fim de se detectar os diferentes tipos de
bases oxidadas no DNA. Todas as laminas foram cobertas com laminula e
incubadas por 30 minutos a 37°C, em camara umida. Na sequéncia, as laminas
foram colocadas em geladeira por 15 minutos para solidificacdo da agarose, as
laminulas foram cuidadosamente removidas, e as laminas foram transferidas para
cuba de eletroforese, a qual foi preenchida com tampéao alcalino gelado e recém
preparado (1 mM EDTA e 300 mM NaOH, pH > 13) por 40 minutos, para permitir o
desenrolamento do DNA. A seguir, a eletroforese foi conduzida por periodo de 30
minutos a 25 V e 300 mA. Antes da fixacdo com etanol absoluto, as laminas foram
neutralizados durante 15 minutos (0,4 M Tris em pH de 7,5) e armazenadas a 4°C
até o momento da analise.

No momento da andlise, as laminas foram coradas com 50 uL de
solucdo de brometo de etidio (20 pg.mL™), cobertas com laminula e 100
nucledides (50 em cada uma das duplicatas) foram analisados em microscopio de

fluorescéncia acoplado ao sistema de analise de imagem (Comet Assay Il -
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Perceptive Instruments, Reino Unido), em aumento de 400X. Como parametro
para a mensuracado dos danos no DNA considerou-se o tail intensity (% de DNA
na cauda). Todas as laminas foram codificadas e preparadas em duplicata.
Linfocitos tratados ou ndo com peroxido de hidrogénio foram utilizados,

respectivamente, como controle positivo e negativo.

3.6 Analise do Estresse Oxidativo

3.6.1 Avaliacdo da peroxidacéo lipidica

Todas as etapas foram realizadas sob luz indireta. Aliquotas de 100 uL
de plasma (de cada momento/paciente) foram adicionadas a 500 uL de &cido
tricloroacético (TCA) e a 10 pL de hidroxitolueno butilado (BHT). Os tubos foram
vedados e aquecidos a 100°C por 20 minutos e posteriormente resfriados, em
gelo, por 5 minutos. A solucdo foi transferida para outro tubo, o qual foi
centrifugado por 10 minutos a 4°C. Em seguida, 300 yL de sobrenadante foram
adicionados a 50 pyL de hidroxido de potassio (KOH) e 650 uL de &cido
tiobarbiturico (TBA) recém preparado. Os tubos foram vedados e aquecidos por 45
minutos a 100°C e posteriormente resfriados. Em placa negra de 96 pocos foram
pipetados 200 pyL de cada amostra ou curva padrdo (realizada com 1,1,3,3
tetraetoxipropano - TEP) em duplicata. O MDA foi detectado por fluorescéncia
(filtro de 510/550 nm), utilizando-se o leitor de microplacas Wallac Victor X2

(Perkin Elmer, Boston, EUA), sendo expresso em pUM.
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3.6.2 Afericdo da capacidade antioxidante do plasma

A defesa antioxidante do plasma foi quantificada fluorometricamente, tal
como descrito por Aldini et al. (2001) com algumas modificacbes (Braz et al.,
2013). Todas as etapas foram realizadas sob luz indireta.

Aliquotas de 100 pL de plasma (de cada momento/paciente) foram
adicionadas a 300 pL de tampao fosfato (PBS) e a 100 uL de BODIPY 581/591
(substancia lipofilica fluorescente a ser oxidada), agitadas e incubadas a 37°C por
10 minutos. A seguir, 420 uL de PBS e 80 uL do radical iniciador 2,2-azobis-(2-
amidinopropano) di-idrocloreto - AAPH (20 mM) foram adicionados a reacéo, e
submetidos a agitacdo em baixa velocidade.

Em placa negra de 96 pocos foram pipetados 200 pyL de cada amostra
em triplicata, assim como o padrédo contendo fosfatidilcolina (PC). Em seguida, a
placa foi colocada no aparelho Wallac Victor X2 (Perkin Elmer, Boston, MA, EUA)
a 37°C e a corrida levou em torno de 4 horas. A oxidacdo de cada amostra foi
monitorada por meio do aparecimento do produto de oxidacao fluorescente do
BODIPY 581/591 (Aex = 500, Aem = 520 nm). Calculou-se a capacidade
antioxidante pela area do padrao e de cada amostra para obtencéo dos resultados

pela férmula: area PC - area amostra/area do PC x 100 (%).
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3.7 Analise Estatistica

O tamanho amostral foi calculado para 15 pacientes, com poder
estatistico de 80%. Os atributos do intraoperatério (pressdes arteriais, frequéncia
cardiaca, temperaturas esofagica e da SO, saturacéo periférica de oxigénio, além
de sevoflurano e CO; expirados) apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade de variancia. Dessa forma, utilizou-se ANOVA para comparacao
entre 0os momentos estudados. Os dados do intraoperatorio, assim como 0S
demograficos, foram apresentados em meédia e desvio padrao, exceto para género
e tipo de cirurgia (distribuicdo de frequéncias).

Os dados de danos oxidativos (DNA e lipidios) e de defesa antioxidante
nao mostraram distribuicdo normal, sendo o teste ndo-paramétrico de Friedman
empregado para comparacdo entre os momentos avaliados. Os dados foram
expressos como medianas e quartis. Valores com p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.



4 RESULTADOS

A populacao de pacientes estudada constituiu-se de adultos jovens, nédo
obesos, com proporcdo semelhante entre homens e mulheres (Tabela 1).

Nenhum dos pacientes teve complicacfes cirargicas e todos receberam
alta do hospital, de acordo com as diretrizes estabelecidas para o procedimento

cirargico.

Tabela 1 - Valores demograficos e género dos individuos estudados

Atributos

Idade (anos)* 289
Peso (kg)* 66 £ 11
Altura (cm)* 167 £ 10
IMC (kg.m™)* 24 + 4
Género (M/F)** 817

IMC: indice de massa corporal.

M: Género masculino.

F: Género feminino.

* Valores expressos em média + desvio padréao

** Valores expressos em distribuicdo de frequéncias
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A tabela 2 apresenta os dados relativos ao tipo e duracdo das cirurgias,

e as doses totais de anestésicos nos pacientes avaliados.

Tabela 2 - Tipo e duracéo das cirurgias, e doses totais de fentanil, rocurénio e sevoflurano

Tipo de cirurgia**

timpanoplastia / septoplastia 817
Duracao da cirurgia (min)* 204 £ 59
Dose total de fentanil (ug)* 457 + 90
Dose total de rocurénio (mg)* 43+ 8
Consumo total de sevoflurano (mL)* 63 +24

* Valores expressos em média + desvio padrao
** VValores expressos em distribuicdo de frequéncias

Os valores de temperatura da SO diminuiram significativamente apés
120 minutos da inducdo anestésica em relacdo ao tempo 30 minutos (p<0,05),
enquanto os valores de temperatura esofagica aumentaram de forma né&o
significativa (p>0,05) (Tabela 3). Os valores de CO, expirado aumentaram, de
forma significante, no final da cirurgia em relacdo aos tempos 30 e 60 minutos
apos a inducdo da anestesia (p<0,05) (Tabela 3). Os valores de saturacéo
periférica de O, ndo apresentaram diferenca significativa ao longo do estudo
(p>0,05). Os valores de concentracdo expirada de sevoflurano diminuiram
significativamente no final da cirurgia em relacdo aos momentos 30 a 120 minutos

(p<0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Valores do intraoperatério segundo os momentos estudados
Tempo (minutos) apés a inducdo da anestesia
) Final da
Atributo Basal 0 30 60 120 o p
cirurgia
Tso (C) 23,1+1,1ab 23,2+lab 23,3%0,8a 22,9+0,9ab 22,3+1,0b 22,6+1,1ab 0,017
Tesor (C9) 35,5+3,3a 36,2+0,7a 36,3+0,5a 36,7+0,6a  37+0,6a 0,06
Pe;CO, (mm Hg) 36x4ab 34+2b 34+2b 35+3ab 37+4a 0,017
SEVexp (%) 1,9+0,4ab 2,2+0,5a 2,2+0,4a 2,3+0,5a 1,7+0,6b 0,03
SpO; (%) 97+1a 98+la 97+3a 98+1la 98+la 98+la 0,19

Valores expressos em média + desvio-padrdo; Tso = temperatura da sala de operacao; Tesor =
temperatura esofagica; PgrCO, = pressdo expiratoria final de CO,; SEV., = concentracdo de
sevoflurano expirado; SpO, = saturacdo periférica de O, ; Final= final da cirurgia. Momentos

representados por médias com letras minusculas diferentes diferem significativamente (p<0,05).

Quanto aos parametros hemodinamicos,

ndo houve alteracéo

significativa da frequéncia cardiaca (p>0,05), mas se observou diferenca em

relacdo a pressdo arterial, tanto sistdlica como diastdlica, ao

longo do

procedimento anestésico, com reducdo de seus valores apdés a inducdo da

anestesia até o final da cirurgia (p<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Valores hemodindmicos segundo os momentos estudados

Tempo (min) apés a inducdo da anestesia

120 Final da Valor p
cirurgia

Atributo Basal 0 30 60

PAS (mnmHg) 120+10a 100+x9b 101+10b 98+13b 99+12b 98 +11b <0,001

PAD (mm Hg) 71+x8a 57+1lbc 56+10bc 51x7c 58+15bc 64 +17ab <0,001

FC (batmin™) 82+16a 76*15a 80*+10a 79+*13a 86+15a 81+ 19a 0,16

Valores expressos pela média = desvio-padrao; PAS = pressao arterial sistélica; PAD = pressao
arterial diastolica; FC = frequéncia cardiaca. Momentos representados por médias com letras
mindsculas diferentes diferem significativamente (p<0,05).

Em relacdo aos danos no material genético, a anestesia geral
balanceada com sevoflurano néo induziu aumento de danos do DNA (quebras de
fita simples ou dupla, ou sitios alcali-labeis) ap6s a inducdo da anestesia e
imediatamente antes da cirurgia (m1), 2 horas depois do inicio da anestesia (m2),
e um dia apés a cirurgia (m3) nos linfocitos de pacientes submetidos ao
procedimento cirargico (p=0,49; Figura 3). Resultados similares foram observados
quando as enzimas fpg e endo Ill foram utilizadas para deteccdo de danos em

purinas e pirimidinas oxidadas, respectivamente (p=0,20; p=0,88; Figuras 4 e 5).
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Figura 3 - Mediana, quartis e maior e menor valores de danos no DNA (quebras de fita e
sitios alcali-labeis) avaliados em linfécitos de pacientes submetidos a cirurgia sob
anestesia com sevoflurano nos momentos avaliados. m0: antes da pré-medicacdo e da
inducdo da anestesia; ml: apés a inducdo da anestesia e imediatamente antes do inicio
da cirurgia; m2: 2 horas ap6s a inducdo anestésica; m3: no dia seguinte ao da cirurgia.
p>0,05.
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Figura 4 - Mediana, quartis e maior e menor valores de danos em bases puricas do DNA,
reconhecidas pela presenca de sitios sensiveis a enzima fpg, avaliados em linfocitos de
pacientes submetidos a cirurgia sob anestesia com sevoflurano nos momentos avaliados.
mO: antes da pré-medicacédo e da inducao da anestesia; m1: apos a inducdo da anestesia
e imediatamente antes do inicio da cirurgia; m2: 2 horas apds a inducdo anestésica; m3:

no dia seguinte ao da cirurgia. p>0,05.
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Figura 5 - Mediana, quartis e maior e menor valores de danos em bases pirimidicas do
DNA, reconhecidas pela presenca de sitios sensiveis a enzima endo lll, avaliados em
linfécitos de pacientes submetidos a cirurgia sob anestesia com sevoflurano nos
momentos avaliados. m0: antes da pré-medicacao e da inducdo da anestesia; m1: apés a
inducdo da anestesia e imediatamente antes do inicio da cirurgia; m2: 2 horas apos a

inducdo anestésica; m3: no dia seguinte ao da cirurgia. p>0,05.
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A figura 6 apresenta os valores de MDA plasmaticos nos quatro
momentos de estudo. A anestesia com sevoflurano ndo induziu peroxidacao
lipidica. Observou-se aumento significante de MDA apenas no dia seguinte a
cirurgia (m3), quando comparado ao momento 2 horas apos o inicio da anestesia

(m2).

Figura 6 - Mediana, quartis e maior e menor valores plasmaticos de MDA dos pacientes
submetidos a cirurgia sob anestesia com sevoflurano nos momentos avaliados. m0: antes
da pré-medicacdo e da inducdo da anestesia; ml: apos a inducdo da anestesia e
imediatamente antes do inicio da cirurgia; m2: 2 horas ap6s a inducéo anestésica; m3: no

dia seguinte ao da cirurgia. * p=0,038 em relacdo a m2.
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Os dados referentes a defesa antioxidante plasmatica sao
apresentados na figura 7. Nao houve alteracdo significativa da capacidade

antioxidante durante ou apos a anestesia com sevoflurano (p=0,31).

Figura 7 - Mediana, quartis e maior e menor valores da capacidade antioxidante do
plasma em pacientes submetidos a cirurgia sob anestesia com sevoflurano nos momentos
avaliados. m0: antes da pré-medicacdo e da inducdo da anestesia; m1: apos a inducédo da
anestesia e imediatamente antes do inicio da cirurgia; m2: 2 horas ap6s a inducédo

anestésica; m3: no dia seguinte ao da cirurgia. p>0,05.



5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou, pela primeira vez, que a anestesia
balanceada com sevoflurano ndo induz danos oxidativos no material genético, nédo
tem influéncia na peroxidacao lipidica e ndo altera a capacidade antioxidante
durante ou apoOs cirurgias minimamente invasivas em pacientes sem
comorbidades.

Quanto aos parametros hemodinamicos, os resultados em relacdo aos
valores da presséo arterial durante a anestesia eram esperados, com diminui¢ao
significativa de seus valores apos a inducdo anestésica, por serem considerados
adequados para cirurgias otorrinolaringoldgicas. Desse modo, evita-se a
ocorréncia de sangramentos excessivos no campo operatorio, que prejudicam a
realizacdo das cirurgias propostas.

A auséncia de alteracdo significativa da frequéncia cardiaca no
intraoperatorio possivelmente foi devida a manutencdo de plano anestésico
adequado durante as cirurgias e a utilizacdo de brometo de rocurénio como
bloqueador neuromuscular. Este farmaco € um composto de aménio quaternario,
que difere do pancurbnio pela auséncia de grupamento acetil-éster no nucleo
esterdide. Apresenta pequeno potencial para liberacdo de histamina e determina
fraco bloqueio vagal, com pequena ou nenhuma interferéncia na frequéncia

cardiaca (Naguib et al., 1995).
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Os valores obtidos da temperatura ambiente, de 21 a 23°C, sao
considerados ideais para o conforto da equipe cirurgica. Por outro lado, a
temperatura relativamente baixa da SO, associada a vasodilatacdo produzida por
alguns dos anestésicos utilizados, como propofol (Chiu e White, 2004) e
sevoflurano (Eger, 1994; Ebert e Schmid, 2004), leva a perda de calor e tendéncia
a hipotermia. Isso ocorre porque a vasodilatacdo determina aumento da circulagéo
de sangue as camadas mais superficiais do corpo, como pele e tecido
subcutaneo. Dessa forma, ha desvio térmico do calor do compartimento central,
representado pelos érgdos ricamente vascularizados, para os tecidos periféricos,
com diminuicdo significativa da temperatura central dos pacientes (Vanni et al.,
2003). Consequentemente, a temperatura central média de 35,5°C dos pacientes
no tempo zero (apods a inducdo anestésica) deveu-se a temperatura fria da SO, em
combinacdo com os efeitos de redistribuicdo interna do calor apos a inducéo
anesteésica.

O aumento, embora néo significativo, da temperatura esofagica dos
pacientes durante a realizacdo das cirurgias, ocorreu devido aos cuidados que
foram tomados, como o aquecimento da parte inferior do corpo e dos membros
inferiores dos pacientes com manta aquecida, fazendo com que o calor periférico,
aos poucos, fosse incorporado ao compartimento central (Vanni et al., 2003). A
temperatura central ndo foi aferida antes da inducdo da anestesia, mas apenas
apos a intubacdo traqueal, pois a passagem do sensor esofagico para
determinacdo da temperatura central seria extremamente desconfortavel no

paciente acordado.
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Os valores da PetCO, foram mantidos adequados durante a realizacao
das cirurgias. Somente ao final das cirurgias seus valores aumentaram
significativamente devido ao fato de que alguns pacientes ja respiravam
espontaneamente, mas ainda estavam se recuperando do estado anestésico.
Normalmente os pacientes ndo apresentam volume-minuto adequado ao final da
cirurgia, o que ocasiona retencao de CO,, com aumento consequente da PgrCOs.

Os valores da concentracdo de sevoflurano no circuito ventilatorio do
aparelho de anestesia mantiveram-se como desejado, entre 1 e 1,5 CAM.
Somente ao final da cirurgia seus valores foram menores, abaixo de 1 CAM, como
esperado, devido ao término da cirurgia.

Critérios rigorosos foram seguidos no presente estudo em relacdo a
selecdo dos individuos estudados, incluindo apenas adultos jovens, sem
comorbidades, de ambos o0s sexos e sem obesidade. A literatura mostra que
alguns fatores como idade avancada e doencas associadas podem levar a
instabilidade gendmica (Fenech, 1998; Botto et al.,, 2002; Moran et al., 2008;
Piperakis et al., 2009).

A intensidade da resposta inflamatéria, que pode ser geradora de
estresse oxidativo, guarda estreita relacdo com o tipo e o porte do procedimento
cirargico. Cirurgias com incisdes extensas, maior leséo tecidual, ou invasdo das
cavidades peritonial ou toracica, sobretudo com manipulacdo de visceras, levam a
reacao inflamatoria mais intensa que procedimentos minimamente invasivos
(Desborough et al.,, 2000; Schneemilch et al.,, 2004), como as cirurgias

otorrinolaringologicas, as quais nossos pacientes foram submetidos.
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Existem poucos estudos relacionados a genotoxicidade do sevoflurano,
0S quais apresentam resultados controversos. Estudo realizado in vitro, utilizando
o teste do cometa, mostrou que o sevoflurano em concentracdes de 0,1 mM, 1
mM, 10 mM e 100 mM foi capaz de induzir danos no DNA de linfocitos e células
espermaticas ap0s exposi¢ao por cinco minutos (Kaymak et al., 2012). Por outro
lado, auséncia de genotoxicidade foi observada quando linfcitos periféricos foram
expostos a esse anestésico volatil, em concentracdes de 1 mM ou 10 mM, por
intervalos de 10 minutos ou 30 minutos, a diferentes temperaturas (Szyfter et al.,
2004).

Em relacdo aos modelos animais, raros trabalhos tém avaliado o
possivel efeito genotoxico do sevoflurano. Kaymak e colaboradores (2004)
submeteram coelhos a anestesia inalatoria com sevoflurano a 3%, por trés horas,
durante varios dias, e observaram aumento de danos no DNA apds exposicao
repetida a esse agente, em amostras de sangue colhidas no segundo e terceiro
dias de inalacdo, com diminuicdo dos danos ap0s cinco dias da ultima exposicao.
Os mesmos autores mostraram que 0s animais tratados previamente (15 dias
antes da exposicdo) com antioxidantes como vitamina E (50 Ul.dia™) ou selénio
(15 pg.dia®’) apresentaram menos danos que O grupo somente exposto ao
sevoflurano. Outro estudo demonstrou efeito genotoxico do sevoflurano (2,4%)
apos trés dias, quando administrado em camundongos expostos por periodos de
duas horas diarias (Brozovic et al., 2010). E importante ressaltar que tais estudos
avaliaram a genotoxicidade apenas apo0s a inalacdo de sevoflurano, mas néo

durante a anestesia.
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Em relacdo aos estudos realizados em pacientes, Krause e
colaboradores (2003) nao observaram aumento na frequéncia de troca entre
cromatides irmas apos anestesia com sevoflurano (2,5% a 3%) em criancas de um
a 14 anos, submetidas a procedimentos cirdrgicos de pequeno porte. Em estudo
anterior, realizado por nosso grupo de pesquisa, ndo se observou diferenca, em
relacdo as lesdes no DNA, entre pacientes anestesiados com propofol, isoflurano
ou sevoflurano (Braz et al.,, 2011). De forma similar, estudo conduzido em
pacientes submetidos a cirurgia colorretal eletiva por laparotomia ndo se observou
aumento nas quebras do DNA em leucécitos de pacientes anestesiados com
sevoflurano empregado com 30% ou 80% de oxigénio, mas apenas quando o
sevoflurano foi associado a 70% de oxido nitroso (Chen et al., 2013). Assim, esses
dados confirmam nossos resultados, de que a anestesia com sevoflurano ndo é
genotoxica em pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos, quando o agente
€ associado ao oxigénio.

Por outro lado, pacientes sem ou com comorbidades (ASA | ou Il), com
idades de 20 a 66 anos, submetidos a cirurgias abdominais inferiores,
apresentaram aumento progressivo de danos no DNA apdés 60 e 120 minutos do
inicio da anestesia com sevoflurano, com reducdo no primeiro dia de pos-
operatorio, e retorno a valores proximos dos basais no terceiro dia apos a cirurgia
(Karabiyik et al., 2001). Resultados semelhantes foram relatados por Kadioglu e
colaboradores (2009), quando avaliaram pacientes com cancer de mama (estado
fisico ASA Il ou Ill), com idades de 33 a 65 anos, que foram submetidas a cirurgia

sob anestesia com sevoflurano (1% - 1,5%). Foi observado efeito genotoxico
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reversivel em amostras de sangue, com danos detectados aos 120 minutos de
anestesia, e retorno a valores semelhantes aos do pré-operatério no quinto dia.
Essas pacientes apresentaram mais quebras de fita e sitios alcali-labeis no DNA
que o grupo controle (constituido por individuos saudaveis), antes mesmo do
procedimento anestésico-cirirgico. Sabe-se que pacientes oncoldgicos tém
susceptibilidade aumentada as mutacbes (Dhillon et al., 1995) e ja foi
demonstrada instabilidade genética em linfécitos de mulheres com cancer de
mama (Colleu-Durel et al., 2004).

Estudos anteriores ndo avaliaram a oxidacédo de bases do DNA durante
0 procedimento anestésico-cirargico. Existem muitas enzimas envolvidas no
reparo do DNA, as quais tém atividade especifica em determinado tipo de lesdo. A
enzima fpg remove purinas oxidadas, enquanto que a endo Il atua em pirimidinas
oxidadas, introduzindo quebras nas fitas do DNA (Collins et al., 2008). Assim, a
inclusdo destas enzimas aumenta ndo sO a sensibilidade, pela maior quantidade
de quebras nas fitas de DNA, como também a especificidade dos dados gerados
pelo teste do cometa (Dusinska e Collins, 2008).

Associando enzimas de reparo ao teste do cometa, foi possivel mostrar
a auséncia de oxidacdo dessas bases do DNA, tanto durante como apds a
anestesia com sevoflurano, em pacientes adultos jovens sem comorbidades,
submetidos a cirurgias minimamente invasivas. Por outro lado, Alleva et al. (2003)
observaram aumento de bases oxidadas apds 15 minutos da inducédo anestésica
com propofol e atracurio, mas ndo no dia seguinte a cirurgia, em pacientes em

estado fisico ASA | ou Il, submetidos a procedimentos mais invasivos
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(ortopédicos) sob anestesia com sevoflurano. Nesse caso, 0 aumento de oxidacéo
no DNA ocorreu imediatamente apos a inducdo da anestesia, antes mesmo do
inicio da cirurgia, e pode ser atribuida a técnica anestésica utilizada. A intubacéo
traqueal foi realizada apenas sob hipnose, provida por 2 mg.kg™® de propofol, e
relaxamento muscular, obtido com 0,5 mg.kg™ de besilato de atractrio. Assim, ndo
foi realizada a imprescindivel analgesia, habitualmente obtida com um agente
analgésico potente como o fentanil, normalmente utilizado na inducdo da
anestesia, para atenuar a resposta endocrina e inflamatéria (Guilliland et al.,
1997). Sabe-se que a laringoscopia realizada para a intubacéo traqueal € manobra
acompanhada de estimulo nociceptivo intenso, que se ndo modulada por um
farmaco analgésico, leva a macica liberacdo de hormdnios proé-inflamatérios,
principalmente catecolaminas e cortisol, 0 que pode conduzir 0o organismo ao
quadro de estresse oxidativo (Kurosawa e Kato, 2008).

Diferentemente, ndo observamos aumento de quebras de fita do DNA
ou de bases oxidadas apos inducao anestésica com fentanil, propofol e rocurdnio,
na amostra colhida apdés o inicio da anestesia, mas imediatamente antes da
cirurgia, € nem nos outros momentos avaliados. Dessa forma, a anestesia
balanceada com sevoflurano ndo induziu danos oxidativos no material genético
em pacientes sem comorbidades, submetidos a cirurgias eletivas de pequeno
porte. E importante ressaltar que nenhum dos farmacos utilizados durante a
anestesia e para a analgesia poOs-operatéria foi relatado como genotoxico

(Brambilla e Martelli, 2009; Braz et al., 2009).
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Nossos resultados ndo demonstraram alteracdo na producdo de MDA
durante a anestesia. Resultados similares foram relatados na literatura, quando
pacientes foram submetidos a histerectomia ou cirurgia abdominal sob anestesia
com sevoflurano (Cinnella et al., 2007; Turkan et al.,, 2011). Sivaci et al. (2006)
observaram maior concentracdo de MDA e de conteudo de proteinas carboniladas
apos seis horas e 24 horas de cirurgia laparoscépica em pacientes sob anestesia
inalatoria com desflurano, mas ndo com sevoflurano.

Por outro lado, observou-se, no presente estudo, que a concentracao
de MDA foi maior no dia posterior a cirurgia, quando comparada ao valor
observado durante a anestesia. Ressalta-se que esses mesmos pacientes tiveram
aumento da citocina pro-inflamatoria interleucina 6 (IL-6) apenas um dia apés a
cirurgia, mas ndo durante a anestesia com sevoflurano (Orosz et al., 2012). Como
0 estresse oxidativo e a inflamacédo sdo processos interligados, as alteracdes
observadas quanto a peroxidacao lipidica e inflamacédo, no dia seguinte ao da
cirurgia, podem ter sido resultado do trauma cirirgico e ndo necessariamente da
acao do anestésico.

Estudo experimental mostrou auséncia de alteracbes de MDA ou de
enzimas antioxidantes GSH-Px e SOD em porcos submetidos a ventilacdo
mecanica durante anestesia com sevoflurano (Allaouchiche et al., 2001). Em outro
estudo, também ndo foram detectadas alteracdes de GSH-Px e CAT eritrocitaria
apos 12 horas da ultima exposicdo ao sevoflurano (4,0%) em ratos tratados

durante 60 minutos, por cinco dias consecutivos (Bezerra et al., 2010).
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Ja em estudo realizado em pacientes submetidos a artroplastia de
quadril, verificou-se reducdo de GSH no primeiro dia do pds-operatério apos
administracdo de sevoflurano (Alleva et al., 2003). O estresse cirargico, em
procedimentos de grande porte como o descrito anteriormente, esta associado a
maior atividade oxidativa dos neutrofilos, o que pode elevar a producdo de ROS
(Simms e D'amico, 1997).

Aumento de zinco e GSH-Px, com decréscimo de SOD apés uma hora
de anestesia com sevoflurano foi relatada em pacientes submetidos a cirurgia
abdominal (Tdrkan et al.,, 2011). Por outro lado, nossos pacientes néao
apresentaram mudancas na capacidade antioxidante do plasma, o que sugere um
equilibrio entre a producdo de ROS e a defesa antioxidante durante e apds o
procedimento cirdrgico, condizente com os resultados de danos oxidativos no
material genético e em lipidios.

Os anestésicos sao farmacos necessariamente administrados durante
todo o periodo da cirurgia, muitas vezes a pacientes portadores de enfermidades
graves, ou submetidos a grandes traumas cirurgicos, e que se encontram sob
estresse oxidativo. Estudos como esse visam enriquecer o conhecimento mais
aprofundado das potenciais repercussdes dos farmacos a homeostase celular,
gue vao aléem dos efeitos clinicos observados na pratica diaria. Assim, essas
informacgdes podem auxiliar na indicacdo do anestésico mais adequado para cada

paciente.



6 CONCLUSAO

Em conclusédo, nossos resultados mostram que a anestesia balanceada
mantida com sevoflurano ndo induz oxidacdo do DNA ou peroxidacéo lipidica, e
ndo altera a defesa antioxidante em pacientes com estado fisico ASA |,
submetidos a cirurgias eletivas. Assim, a anestesia com sevoflurano parece ser
segura em relacdo ao material genético e ao status oxidativo quando administrada
em pacientes adultos sem comorbidades, submetidos a cirurgias minimamente

invasivas.
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APENDICE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A)

I. Identificagéo do paciente RG hospitalar:
Nome:

Endereco:

Cidade: Bairro:
CEP: Estado: Telefone:

[I. Titulo da Pesquisa: Avaliacdo de danos oxidativos no DNA de linfocito e
estresse oxidativo no plasma de pacientes submetidos a cirurgia sob

anestesia balanceada com sevoflurano.

Pesquisador-Responsavel: José Eduardo Bagnara Orosz

[ll. Explicacbes do pesquisador ao paciente

Este estudo, que sera realizado em pacientes que serdo submetidos a cirurgias de nariz
ou ouvido, tem como objetivo avaliar se o anestésico sevoflurano que sera utilizado na
cirurgia, tém algum efeito toxico sobre o DNA - material genético (0 componente que
determina as caracteristicas préprias de cada individuo) presente nas células do sangue.
Sera avaliado se esse anestésico pode causar danos diretamente na estrutura do DNA e
se altera a resposta normal do seu organismo a cirurgia e anestesia. O estudo nédo trara
danos ao paciente, pois sera utilizado anestésico normalmente empregado em anestesias
gerais no Hospital das Clinicas. Desta forma, solicitamos seu consentimento para que
sejam coletadas 4 amostras de 8 mL de sangue periférico: a primeira, antes da cirurgia; a
segunda e a terceira durante a cirurgia; e a Ultima, um dia apos a cirurgia (pés-operatorio).
A quantidade de sangue que sera coletada ndo afetara sua recuperacgdo poés-cirlrgica, e a

guantia é muito pequena em relacdo ao volume total de sangue do organismo. A coleta
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sera realizada por profissional experiente, e o procedimento causa apenas o0 desconforto
da picada com risco minimo ou quase inexistente, ja que sera utilizado material estéril e
descartavel. Sera realizado, também, um questionario sobre seu estilo de vida e histéria
médica; todas as informacdes sdo de carater confidencial e sua identidade sera
preservada. O pesquisador responsavel por este estudo, sempre que solicitado, estara a
disposicdo para esclarecer qualquer questdo relacionada a pesquisa. Além disso, o
paciente, a qualquer momento, tera total liberdade de recusar ou retirar seu
consentimento e sair desta pesquisa, sem que isso Ihe traga qualquer tipo de prejuizo. Os
resultados do estudo serdo divulgados em congressos cientificos e publicados em
revistas especializadas, mas sempre preservando a identidade do paciente. Ressaltamos,
também, que nem os pesquisadores e nem o paciente receberdo qualquer remuneracao

financeira para participar desta pesquisa.

IV. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo assinado,

declaro que fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo, sobre eventuais
desconfortos que poderei sofrer, assim como sobre os beneficios que podem resultar do
estudo. Concordo, portanto, em participar, na qualidade de paciente, do referido Projeto

de Pesquisa, sob livre e espontanea vontade.

, de de

Assinatura
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APENDICE B - Questionario

Avaliacdo de danos oxidativos no DNA de linfocito e estresse oxidativo no plasma
de pacientes submetidos a cirurgia sob anestesia balanceada com sevoflurano.
Registro hospitalar do paciente: ...........ccccvvvvvvvnnnns

Caodigo do individuo no estudo: .......ccceeevieeeeeeeeeennn.

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 corporal):

09-Origem (cidade):
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10-Profissao:

| - Informacdes gerais

11-Considera sua alimentac&o saudavel? ( ) sim

12-Come frutas? ( ) sim () ndo

13-Se sim, com que frequéncia?

14-Come verduras? ( )sim () ndo

15- Se sim, com que frequéncia?

16-Come carboidratos? ( ) sim () ndo

17-Se sim, com que frequéncia?

18-Come frituras? ( ) sim () ndo

19-Se sim, com que frequéncia?

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

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

22-Se sim, quantas vezes por semana?

23-Fuma? ( ) sim () néo

( ) néo
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24-Se sim, ha quanto tempo?

25-Quantos cigarros/dia?

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

27-Jafumou? ( ) sim () néo

28-Héa 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 () nédo

36-Héa quanto tempo deixou de beber?

37-Consome drogas? ( ) sim () ndo

38-Se sim, qual?
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39-Héa 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 recentemente (dentario ou antes da cirurgia)?

()sim ()nao

44-Quando?

45-Sabe quantas chapas de RX foram feitas?

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

47-Se sim, qual?

48-Ha quanto tempo?

49-Tem alguma doenca (asma, hipertenséo, diabetes, hepatite, lUpus, artrite,

cancer)?

()sim ()néo

50-Qual?

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

52-Se sim, qual?
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53-Héa quanto tempo?

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

55-Se sim, qual?

[l - Historia Médica

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

57-Se sim, qual?

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

()sim ()néo

59-Se sim, qual (is)?

60-Frequéncia/dia:

61-Faz uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)? ( ) sim ( ) n&o
62-Se sim, qual (is)?

63-Frequéncia/dia:

64-Héa quanto tempo?

65-Tomou alguma medicacdo no ultimo més (remédio para pressao, antibiético,
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tranquilizantes, remédio para tirar a dor, antiacidos, anti-histaminicos, corticoides,

anti-inflamatoérios)? ( ) sim () ndo

66-Se sim, qual (is)?

67-Frequéncia/dia:

68-Héa quanto tempo parou?

69- Teve alguma infeccéo ou inflamacéo no ultimo més? ( ) sim

70- Se sim, qual (is)?

71- Ha quanto tempo parou?

72- Esta resfriado ou gripado? ( ) sim () nédo

73-Ja fez alguma cirurgia? ( ) sim ( ) nédo

74-Se sim, quantas?

75-Héa quanto tempo foi a dltima?

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

( ) ndo

77-Se sim, sabe o tipo de anestesia (local, geral, raquidea, regional)?

78-Héa quanto tempo?

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

Manuscrito enviado para publicagcéo

> From: mutagen@kcl.ac.uk

>

> Y our manuscript entitled " Sevoflurane anesthesia does not change redox status in patients
undergoing surgical procedure” has been successfully submitted online and is presently
being given full consideration for publication in Mutagenesis.

>

> Y our manuscript ID is Mutage-13-154.

>

> Please mention the above manuscript 1D in all future correspondence or when calling the
office for questions. If there are any changesin your street address or e-mail address, please
log in to Manuscript Central at http://mc.manuscriptcentral.com/mutage and edit your user
information as appropriate.

>

> You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author
Center after logging in to http://mc.manuscriptcentral.com/mutage.

>

> Thank you for submitting your manuscript to Mutagenesis.

>

> Yours sincerely,

> Rosemary Wilkinson

> Mutagenesis Editorial Office
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