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Resumo

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

Ha escassez de dados cientificos em relacdo aos possiveis efeitos toxicos no material
genético e em nivel celular frente a exposigao ocupacional aos residuos do anestésico
inalatorio isoflurano em profissionais atuantes em salas cirurgicas veterinarias (SCV).
Assim, considerando a relevancia do tema, o presente estudo objetivou, de forma inédita,
monitorar a polui¢do anestésica em SCV e avaliar os impactos bioldgicos dessa exposi¢ao
nos profissionais. Foram recrutados para o estudo do tipo transversal profissionais
atuantes em SCV expostos no minimo hd um ano aos residuos de isoflurano (grupo
exposto) e individuos sem exposi¢do ocupacional a anestésico (grupo controle), os quais
foram pareados com o grupo exposto. Realizou-se a avaliagdo de danos basais no acido
desoxirribonucleico (DNA) e do sistema de reparo do DNA em células mononucleares
pelo teste do cometa e, por citometria de fluxo, foram analisados viabilidade e processo
apoptdtico em células mononucleares bem como as fases do ciclo celular em
mononucleares e polimorfonucleares. Concomitantemente, células esfoliadas orais foram
coletadas para realizacdo do buccal micronucleus cytome assay para identificacao de
marcadores de instabilidade genética (incluindo o microntcleo - MN), proliferacao e
morte celular. As concentragdes residuais de isoflurano foram mensuradas em SCV sem
sistema de exaustdo de gases por espectrofotdometro infravermelho portatil e a
concentragdo média de isoflurano foi de 11 partes por milhdo, excedendo em 5,5 vezes o
limite de recomendagdo internacional. Nao houve diferengas significativas entre os dois
grupos para os parametros avaliados do teste do cometa, exceto que os profissionais com
menor faixa etaria apresentaram maior nivel de danos basais no DNA que os controles da
mesma faixa etaria, e em relagdo ao grupo exposto, os individuos mais jovens (com maior
carga hordria semanal) e individuos mais experientes com mais tempo (anos) de
exposicao apresentaram os maiores niveis de danos no DNA. Também ndo houve
diferencas significativas entre os grupos em relacdo as analises de citometria de fluxo.
Por outro lado, o grupo exposto apresentou maior frequéncia de MN, broto nuclear,
células binucleadas, cariorrexe e caridlise, e menor frequéncia de células basais que o

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

da toxicidade anestésica.

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

instabilidade gendmica, apoptose.
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Abstract

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

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

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

of anesthetic toxicity.

Keywords: occupational exposure, inhalation anesthetics, genotoxicity, genomic

instability, apoptosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historia da anestesiologia veterinaria

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

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

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

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

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

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

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

O isoflurano (Figura 1) passou a ser utilizado na pratica clinica em 1980 nos EUA.
Por ter baixa solubilidade sanguinea, acarreta rapida recuperagdo anestésica, além de ter
biotransformacgao hepatica menor (< 0,2%) que o sevoflurano (3%) e o halotano (20%)
(Safari et al., 2014). H4 demonstragdo de beneficios do uso do isoflurano em relagdo aos
efeitos hemodinamicos quando comparados a outros halogenados (Grubb et al., 1999;
Raisis et al., 2000) e também acredita-se que o isoflurano seja o agente de manutencao
anestésica mais seguro visto que apresenta menor taxa de mortalidade por parada
cardiorrespiratoria em animais jovens (principalmente em cavalos) e em pacientes de alto
risco (com doenca pré-existente) quando comparado com o halotano (Johnston et al.,

2004; Polis et al., 2001).
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Figura 1. Estrutura quimica do isoflurano.

1.2 Risco ambiental dos residuos de gases anestésicos (RGA)

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

Os danos ao meio ambiente advindos dos RGA dependem do seu peso molecular,
da meia-vida na atmosfera e do potencial de aquecimento global (Ishizawa, 2011). Dessa
forma, os Al comumente utilizados sdo gases de efeito estufa que possuem de centenas a
milhares de vezes o impacto do aquecimento global comparado com o didxido de carbono
(CO2) (Ryan & Nielsen, 2010). A meia-vida atmosférica do isoflurano ¢ de 3,2 anos
(maior que o sevoflurano e menor que o desflurano), porém esse anestésico tem potencial
de aquecimento global superior ao sevoflurano e ao N>O (Sulbaeck Andersen et al., 2010).
Um estudo mostrou que o impacto climatico médio por procedimento anestésico na
Universidade de Michigan, nos EUA, ¢ o0 mesmo que a emissdao de 22 kg de CO; e
estimou-se que as emissdes anuais de RGA sdo equivalentes as emissdes de CO> de uma
usina de carvao (Sulbaek Andersen et al., 2010).

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

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

Portanto, os anestésicos halogenados podem ser importantes alvos para mitigacao
do impacto ambiental; mudangas em seu uso rotineiro podem reduzir tanto a poluicdo
interna (SC) como externa (meio ambiente), como por exemplo, a utilizagdo de baixo

fluxo de gases frescos (FGF) (Sherman & Berkow, 2019).

1.3 Exposicao ocupacional aos RGA

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

A presenca dos RGA no ambiente cirurgico se deve a trés causas principais:
sistema de exaustdo das SC, técnicas anestésicas e equipamentos de anestesia
empregados. A auséncia de sistema de exaustdo de gases/ar nas SC ¢ um dos principais
fatores que contribui para altas concentragdes residuais anestésicas no ambiente de
trabalho (Braz et al., 2017; Yasny & White, 2012). De forma interessante, segundo um
estudo publicado no inicio da década de 1990, no Reino Unido, j& se relatava que as
condigdes ventilatorias e de exaustdo das SC veterindrias eram precarias e geralmente
piores que as condi¢des encontradas em centro cirurgico humano (Gardner et al., 1991).
De fato, a exposicdo aos RGA ¢ importante fator de risco para ocorréncia de parto
prematuro e aborto espontdneo em médicas veterinarias atuantes em SC sem sistema de
exaustdo (Shirangi et al., 2008, 2009a,b). Ainda em relagdo aos efeitos reprodutivos,
estudo conduzido em ratos expostos a altas concentragdes de isoflurano mostrou
diminui¢ado significativa na produgdo de espermatozoides e danos testiculares (Xu et al.,
2012) e outro estudo mostrou que mulheres anestesiologistas e esposas de

anestesiologistas tém maior risco de ocorréncia de aborto que a populagdo em geral

(Nagella et al., 2015).
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Outros estudos também sugerem que a exposi¢do aos RGA pode constituir riscos
para a saude dos profissionais expostos, incluindo aparecimento de cefaleia, ndusea,
sonoléncia e tontura (Epp & Waldner, 2012; Jeyaretnam et al., 2000; OSHA, 2006).
Profissionais expostos a diferentes Al demonstraram prejuizo no desempenho
neurocomportamental (Lucchini et al., 1996; Vouriot et al., 2005). Hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade também foram associadas a exposi¢ao ocupacional aos RGA (Casale et
al., 2014; Neghab et al., 2020; Safari et al., 2014). Entretanto, a maioria desses estudos
foi realizada em profissionais atuantes em SC humanas; assim, sdo limitados os estudos
que se referem aos possiveis efeitos toxicos em profissionais expostos aos RGA atuantes
em SC veterinarias.

Dessa forma, para reduzir o impacto da exposi¢do aos anestésicos na saude dos
profissionais, varios paises estabeleceram seus proprios limites de exposicao ocupacional
aos Al (Molina Aragonés et al., 2016). No Brasil, infelizmente, ndo hd qualquer
recomendacao sobre os valores limites para exposi¢do ocupacional aos RGA e o pais
carece de regulamentagdo da legislagdo trabalhista. O National Institute of Occupational
Safety and Health dos EUA (NIOSH, 2007) recomenda o limite de até 2 partes por milhao
(ppm) para os anestésicos halogenados. O American College of Veterinary
Anesthesiologists (ACVA, 1996) publicou diretrizes e recomendagdes sobre o controle de
RGA nas SC veterinarias como manuteng¢ao rotineira dos vaporizadores, atualizacdo de
procedimentos anestésicos que deveriam ser descontinuados na rotina cirdrgica,
utilizagdo de sistemas de eliminagdo de gases e instalacdo, nas SC, de sistema de
ventilagao/exaustdo de gases sem recirculagdo de ar com 15 a 21 trocas de ar por hora.

Estudos realizados em SC veterinarias de paises desenvolvidos, na década de
1990, mostraram que as concentragdes residuais de isoflurano, halotano e N>O excederam
o limite maximo em 30% a 50% das medicdes (Gardner et al., 1991; Korczynski, 1999).
Segundo um estudo portugués, as concentragdes residuais médias de isoflurano
encontradas em SC com exaustdo de gases foram menores que 2 ppm enquanto que na
auséncia de sistema de exaustdo de gases essas concentragdes médias subiram para 5,8
ppm durante anestesia em caes (Macedo et al., 2018). Ja em estudo conduzido em animais
de experimentacao (roedores) anestesiados com isoflurano em laboratérios de pesquisa,
observou-se baixas concentragdes residuais anestésicas, uma vez que as condigdes das
salas eram apropriadas conforme a regulamentacdo australiana, com boa ventilagdo e

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

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

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

RGA e seus possiveis efeitos deletérios em profissionais ocupacionalmente expostos.

1.4 Anestésicos inalatorios, genotoxicidade e citotoxicidade

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

A genotoxicidade ¢ a capacidade que algumas substancias t€ém de induzir
alteracdes no material genético. Quando estas alteracdes passam a ser permanentes e
transmissiveis, utiliza-se o termo mutagenicidade, assim, todo agente mutagénico ¢
genotoxico (Sasaki et al., 2000). Durante a mitose nas células somaticas, as mutagdes
decorrentes sdo capazes de se propagar pelo organismo levando a consequéncias como a
morte celular, formagdo de tumores e envelhecimento (Diisman ef al., 2012).

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

ao anodo, imitando a aparéncia de um cometa (cabeca e cauda) (Figura 3). Trata-se de
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um teste de screening, considerado o método de escolha para identificagdo de lesdes no
DNA, principalmente em estudos epidemiologicos de populagdes submetidas a diferentes

exposi¢des ocupacionais (Azqueta et al., 2020; Vodicka et al., 1995).

C oloraqio

Pn\aqﬁo
{
('elula
\,_ Neutralizacao (pH 7)

Iiiminacontendo Eletroforese (.‘I‘l'l meio alcalino (pH 13)

camada de agarose

Células em solugao de lise

Figura 2. Representagdo das etapas do teste do cometa alcalino.

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

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

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

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

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

incluindo danos no DNA, diferenciagao/proliferagdo celular e morte celular (Figura 4).

Morte celular Dano no DTA
/ @) —
< l]m' T SRR bra/perd
\ Célula basal Q"' AR
-/-' cromossomica
Cromatina condensada Célula micronucleada
/ \ \
< @ r Amplificacdo .‘
\\ 7 génica
Cnﬁune;e Ceélula com broto nuclear

qefeul;na (/..\/
. = (0%

Célula binucleada

Picnose

.I'

<\ f’> :)

Caridlise Célula normal diferenciada

Figura 4. Esquema representativo da cavidade oral com os dois tipos celulares e
diferentes pardmetros que podem ser analisados, com os possiveis mecanismos para sua

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

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

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

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

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

Dentre os marcadores nucleares e os corantes fluorescentes geralmente utilizados
para analise e quantificagdo de apoptose pela citometria de fluxo destaca-se o 7-Amino-
Actinomycin D (7-AAD). Trata-se de um corante vital intercalante de DNA; enquanto a
célula estiver com a membrana integra, o 7-A4D ndo pode se ligar e/ou intercalar ao
DNA; no entanto, quando a integridade da membrana ¢é perdida, o 7-44D passa a ter
acesso a0 DNA (Zimmermann & Meyer, 2011). Dessa forma, a avaliagdo com anexina
V/7-AAD por citometria de fluxo permite a identificacdo celular em: 1) anexina V
negativa e 7-AAD negativo (células vivas/vidveis), 2) anexina V positiva e 7-AAD
negativo (células em apoptose precoce) e 3) anexina V positiva ou negativa e 7-AAD

positivo (morte celular avancada) (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo de células vidveis, em apoptose precoce € em morte celular

avancada por ligacdo a anexina V e 7-44D. Fonte: Zimmermann & Meyer (2011).

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

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

as sinteses proteicas; nesta fase as células estdo sujeitas as influéncias externas sobre o



27

ciclo celular, principalmente durante a transi¢do G1/S (S = sintese); na fase S ocorre a
duplicagdo do DNA celular; a fase G2 representa a segunda fase de intervalo, no qual a
célula tem maior crescimento e passa a produzir proteinas e organelas e se reorganiza
preparando-se entdo para a fase M (M = mitose), a qual representa a divisao celular
propriamente dita (Alberts et al., 2002). A transmissao de informacgdes genéticas de uma
geracdo de célula para a proxima requer replicacdo do genoma durante a fase S e sua
segregacdo para as duas novas células filhas durante a mitose ou a fase M. As fases S e
M sio eventos cruciais rigorosamente ordenados em um processo ciclico que permite a
duplicagdo correta da célula sem o acimulo de anormalidades genéticas. Assim, a
citotoxicidade tem influéncia na cinética de divisdo celular e nos sistemas controladores

do ciclo celular.

~ M-Mitose ¥
divisdo
celular

- Replicaga %
eplicacio
do DNA

Figura 6. Fases do ciclo celular.

A andlise do ciclo celular por citometria de fluxo permite revelar a distribuigao
das células nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 7) e determinar a cinética da
progressdo dessas fases (Darzynkiewicz et al., 2001). A avaliacdo do ciclo celular pela
citometria pode ser realizada utilizando-se o corante fluorescente iodeto de propideo (IP),
o qual € o fluorocromo mais comumente usado devido a sua 6tima capacidade de ligacdo
ao DNA em uma variedade de diferentes tipos de células. O principio da andlise consiste

no fato do contetido de DNA ser um marcador de maturidade celular (Henry et al., 2013).
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Figura 7. Histograma que ilustra as diferentes fases do ciclo celular com o contetido de
DNA. As populagdes GO/1, S e G2/M sido representadas por picos. As porcentagens de
células nas fases G1, S e G2/M sdo estimadas integrando as areas sob os picos. Fonte:

Darzynkiewicz et al. (2001).

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

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

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

1.5 Impacto da exposicao ocupacional aos RGA na toxicidade genética e celular
Ha algumas décadas tem se observado aumento no nimero dos trabalhos

cientificos em relagdo a exposi¢dao aos RGA e os possiveis efeitos no genoma dos
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profissionais expostos, demonstrando uma preocupagdo no que se refere aos possiveis
efeitos toxicos frente a exposicdo ocupacional aos RGA, uma vez que milhdes de
profissionais tém exposi¢ao didria aos RGA em todo o mundo. Deste modo, estudos nesta
area sdo relevantes e tém carater multidisciplinar, envolvendo toxicologia, genética,
anestesiologia e saude publica.

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

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

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

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

Sdo escassos e divergentes os estudos cientificos que investigaram a possivel
associacdo entre exposi¢cdo ocupacional aos RGA e apoptose em leucocitos. Um estudo
conduzido na Irlanda investigou a taxa de apoptose em neutréfilos, mantidos em cultura,
de profissionais da satide expostos cronicamente a baixas concentragdes dos residuos de
N2O, sevoflurano e isoflurano; os resultados mostraram que houve inibi¢do de apoptose
celular mantida em cultura por 24 horas, mas ndo por uma hora ou 12 horas, em
comparagdo aos neutrofilos de voluntarios ndo expostos (Goto et al., 2000). Em estudo
semelhante, contudo, observou-se, em 12 anestesiologistas expostos a mistura de RGA,
em comparagdo com 12 voluntarios ndo expostos, diminui¢do significativa somente de
apoptose de neutrofilos cultivados por uma hora, mas nao os cultivados por 12 horas ou
24 horas (Tyther et al., 2002). Aun et al. (2018) ndo observaram, no primeiro ano de
residéncia, citotoxicidade avaliada por apoptose precoce em células mononucleares de
jovens médicos expostos a mistura de RGA. Por outro lado, tanto médicos no periodo de
especializagdo bem como os cronicamente expostos a mistura de RGA apresentaram
indicios de citotoxicidade avaliada em mucosa oral (Braz et al., 2018; Souza et al., 2016).
Em nosso conhecimento, ndo ha estudos na literatura em relag@o a exposi¢ao ocupacional
aos RGA e avaliagdo de ciclo celular em leucocitos periféricos, demonstrando que a

literatura carece de trabalhos sobre a tematica.
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5 CONCLUSAO

O estudo mostrou alta exposicao aos residuos de isoflurano em SC veterinarias
sem sistema de exaustdo, a qual estd associada a instabilidade genética, alteragdes
proliferativas e citotoxicidade em células da mucosa bucal dos profissionais expostos
sendo que algumas alteragdes tiveram influéncia do sexo e da duracdo da exposicao; e
somente profissionais mais jovens apresentaram aumento de danos no DNA de células
mononucleares quando comparados aos individuos controles na mesma faixa etéria. Por
outro lado, a exposi¢do a0 RGA ndo estd associada com alteragdes no sistema de reparo
de DNA, nas fases do ciclo celular nem no processo apoptotico quando células do sangue
periférico foram avaliadas. Assim, profissionais atuantes em centro cirargico veterinario
e expostos a RGA apresentam importantes efeitos deletérios; urge a necessidade de se
minimizar a poluicdo anestésica no ambiente de trabalho para redugdo de exposi¢ao

ocupacional.
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