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Resumo

Aun AG. Exposic¢do ocupacional anestésica durante a residéncia médica -
impacto no estresse oxidativo e nas avaliagdes toxicogenética, bioquimica
e neuroenddcrina: estudo longitudinal [Tese]. Botucatu: Faculdade de
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP; 2021. 110
f.

Para melhor compreensdo da relacdo causa-efeito de possiveis efeitos toxicos
da exposicdo ocupacional aos residuos de gases anestésicos (RGA), este
estudo longitudinal foi realizado em médicos ocupacionalmente expostos aos
mais modernos RGA halogenados (isoflurano, sevoflurano e desflurano) além
do gas d6xido nitroso durante o periodo de especializacdo. Trata-se de estudo
pioneiro que monitorou as concentracdes de RGA em salas operatdrias e
avaliou o impacto dessa exposi¢cdo no estresse oxidativo, nas avaliagdes
toxicogenéticas (danos no DNA e expressdo de transcritos), bioquimicas e
neuroenddcrinas. Assim, os participantes foram avaliados antes do inicio da
residéncia médica (antes da exposicdo aos RGA), ap0s seis meses, um ano,
um ano e meio, dois anos e dois anos e meio de exposi¢do. O monitoramento
anestésico foi realizado por espectrofotometria infravermelha, e as amostras
bioldgicas foram analisadas quanto a peroxidacao lipidica, oxidagéo proteica,
dano basal e oxidativo no DNA, enzimas antioxidantes e capacidade
antioxidante, expressdo de alguns genes-chave, contagem leucocitaria,
enzimas hepaticas e resposta neuroendocrina. Os resultados mostraram que as
concentracfes de RGA estavam bem acima da recomendacao internacional e
houve inducdo de oxidacdo proteica, peroxidacdo lipidica, danos no DNA,
alteracdo das atividades de glutationa peroxidase e superdxido dismutase,
alteracéo da expressdo de NRF2, HO1 e OGG1 e leves oscilagGes, sendo a
maioria dos resultados dentro dos limites de normalidade, para contagem
leucocitaria, enzimas hepéticas e hormonios, ao longo dos momentos em
relacdo ao momento controle. Em conclusdo, nossos achados mostraram que
a alta exposicdo aos RGA no ambiente de trabalho sem adequado sistema de

exaustdo leva ao estresse oxidativo, genotoxicidade e modulagdo de

xii



transcritos em jovens médicos durante o periodo de residéncia médica.
Portanto, jovens profissionais, em inicio de carreira, ja apresentam alteragdes
moleculares. Assim, por se tratar de importante questdo ocupacional, é
necessario mitigar a poluicdo anestésica no ambiente de trabalho para reduzir
a exposicdo ocupacional com o intuito de se minimizar o impacto da

toxicidade anestésica.

Palavras-chave: exposi¢do ocupacional; anestésicos inalatorios; residéncia

médica; estresse oxidativo; dano no DNA,; expressdo génica.
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Abstract
Aun AG. Occupational anesthetic exposure during medical residency -
impact on oxidative stress and on toxicogenetic, biochemical and
neuroendocrine assessments: a longitudinal study [PhD thesis]. Botucatu:
Botucatu Medical School, Sdo Paulo State University - UNESP; 2021. 110 p.

To better understand the cause-effect of possible toxic effects of occupational
exposure to waste anesthetic gases (WAG), this longitudinal study was carried
out on physicians occupationally exposed to the most modern halogenated
(isoflurane, sevoflurane e desflurane) WAG in addition to nitrous oxide gas
during their specialization period. This is a pioneer study that monitored
WAG concentrations in operating rooms and evaluated the impact of this
exposure on oxidative stress, toxicogenetics (DNA damage and transcript
expression), biochemical and neuroendocrine biomarkers. Thus, participants
were evaluated before the beginning of medical residency (before exposure to
WAG), after six months, one year, one and a half years, two years and two
and a half years of exposure. Anesthetic monitoring was performed by
infrared spectrophotometry, and biological samples were analyzed for lipid
peroxidation, protein oxidation, basal and oxidative DNA damage,
antioxidant enzymes and antioxidant capacity, expression of some key genes,
leukocyte count, liver enzymes and neuroendocrine response. The results
showed that WAG concentrations were high above the international
recommendation and there was induction of protein oxidation, lipid
peroxidation, DNA damage, alteration of glutathione peroxidase and
superoxide dismutase activities, and changes in NRF2, HO1 and OGGl1
expressions, and slight oscillations, with most of the results within normal
range, for leukocyte count, liver enzymes and hormones along the time points
compared to the baseline. In conclusion, our findings showed that high
exposure to WAG in the workplace lacking adequate scavenging system leads
to oxidative stress, genotoxicity and transcript modulation in young

physicians during the medical residency. Therefore, young professionals, at
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the beginning of their careers, already present molecular alterations. Thus,
considering that this is an important occupational issue, it is necessary to
mitigate anesthetic pollution in the work environment to reduce occupational

exposure minimizing the impact of anesthetic toxicity.

Keywords: occupational exposure; inhalation anesthetics; medical residency;
oxidative stress; DNA damage; gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Poluicao anestésica
1.1.1 Indoor

Dentre os agentes anestésicos inalatorios mais utilizados em anestesia
geral, atualmente, incluem-se os halogenados isoflurano e sevoflurano e em
menor grau o desflurano. Estes anestésicos sdo potentes, tém baixa
solubilidade em sangue e tecidos bem como levam a indugdo e recuperagao
anestésicas mais rapidas e possuem menores taxas de metabolizacdo que 0s
anestésicos halogenados mais antigos, como por exemplo, o halotano (Young
& Apfelbaum, 1995; Wolverson & WNathanson, 1998; Prielipp, 2010;
Jakobsson, 2012). Outro anestésico ainda utilizado é o gas 6xido nitroso
(N20), o qual ndo sofre metabolizacdo e € rapidamente eliminado de forma
inalterada pelos pulmdes (Buhre et al., 2015). Trata-se de gas inodoro de
rapida inducédo e recuperacao anestésicas apresentando boa acao analgésica,
mas pouca poténcia, tendo que ser utilizado em conjunto com outro anestésico
(Duarte et al., 2012).

Os residuos de gases anestésicos (RGA) sdo pequenas quantidades de
anestésicos inalatdrios presentes principalmente no ar ambiente das salas de
operacao - SO e nas salas de recuperacdo pos-anestésica - SRPA (NIOSH,
2007). Essas concentracdes residuais de anestésicos inalatérios expde todos
os profissionais que trabalham em centro cirargico (Aragonés et al., 2016).

E evidente que a exposicdo aos RGA depende dos métodos e
organizacdo do ambiente de trabalho, como a utilizagdo ou ndo de anestésicos
inalatoérios, do anestésico utilizado, frequéncia de uso de anestesia inalatéria
em anestesia geral, das concentracdes empregadas de anestésicos, de menores
ou maiores fluxos de gases frescos que propiciam respectivamente, menor ou
maior escape de gases do circuito respiratdrio, da existéncia de sistema de
exaustdo da SO, além do tipo de equipamento/aparelho de anestesia utilizado
(Wiesner et al., 2001). Algumas causas de contaminagédo das SO, por agentes

anestésicos inalatérios, incluem falha no desligamento tanto da valvula que
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controla o fluxo (fluxémetro) de gas quanto do vaporizador, escoamento de
liquido anestésico no preenchimento do vaporizador, problemas com
acoplamento da mascara facial, seja por material improprio para uso, tamanho
inadequado ou ainda por dificuldades relacionadas a via aérea do paciente,
sistemas respiratorios pediatricos, além de problema na valvula e tubulagéo
de N2O (Oliveira, 2009; Braz et al., 2017; Deng et al., 2018; Lucio et al.,
2018).

Contudo, uma das mais importantes causas de poluicdo anestésica
indoor (dentro do centro cirdrgico) quanto outdoor (no meio ambiente) é a
auséncia de sistema de exaustdo em SO/SRPA (Braz et al., 2017; Lucio et al.,
2018), uma problematica encontrada em paises em desenvolvimento, como o
Brasil. Em paises com regulamentacdo e recomendacdo de limite de
exposicao, a poluicdo causada pelos RGA é mitigada com implementacéo de
sistemas de ventilacdo e exaustao no centro cirdrgico/laboratérios de pesquisa
bem como por recomendagdes de deteccéo e reducdo de vazamentos (NIOSH,
2007).

As SO podem ou ndo ter sistema de exaustdo. Quando ha sistema de
exaustdo, ele pode ser total (quando ha succdo central que retira o ar da SO
por meio de pressdo negativa, levando toda a corrente de ar com gas
anestésico para o exterior, sem recirculagdo do ar) ou parcial (quando ha
succao central que retira o ar da SO por meio de pressdo negativa, que leva
parcialmente o ar com gas anestésico para o exterior, havendo recirculacdo do
ar). Ja nas SO sem sistema de exaustdo, ha simplesmente a circulacdo natural
da corrente de ar oriunda de aparelhos de ar condicionado néo centrais (Briggs
& Maycock, 2013). Estudo nacional pioneiro mostrou que as concentragdes
residuais de anestésicos halogenados excederam, em demasia, o limite
internacional recomendado em SO ausentes de sistema de exaustdo enquanto
gue em SO com sistema de exaustdo parcial (com sete trocas de ar por hora,
mesmo sem ser o ideal de no minimo 15 trocas de ar por hora) houve reducéao
da poluicdo anestésica, ficando mais proxima ao limite ideal (Braz et al.,

2017), o que reforca a necessidade do sistema de exaustdo nas SO.
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1.1.2  Outdoor

A mudanga climatica é identificada como grande ameaca a
sustentabilidade ambiental e a satde (Landrigan et al., 2020). Em 1999, o
impacto dos anestésicos inalatérios no aquecimento global foi estimado em
0,03% do aquecimento global total e, mais recentemente, em 0,6% (Langbein
etal., 1999; HCWH, 2019).

Os efeitos do aquecimento global advindos de diferentes anestésicos
inalatérios dependem basicamente da sua estrutura, do potencial de
aquecimento global e da meia-vida atmosférica (Ishizawa, 2011), a qual é de
14 anos para o desflurano em comparacdo com trés anos para o isoflurano e
um ano para o sevoflurano. Ryan & Nielsen (2010) calcularam que o
desflurano tem cerca de 26 vezes o potencial de aquecimento global do
sevoflurano e 13 vezes o potencial do isoflurano. Devido a meia-vida
atmosférica extremamente longa, sendo de 114 anos (Andersen et al., 2012) e
aos altos volumes de consumo, o N0 se torna um dos principais contribuintes
para 0 aquecimento global (Gaya da Costa et al., 2021). De forma interessante,
estudo recente mostrou o impacto ambiental dos anestésicos inalatorios, que
pode ser alcancado comparando-se com a emissao de dioxido de carbono -
CO2 (utilizado como referéncia para os célculos do potencial de aquecimento
global) durante uma Unica viagem de automével (Hanna & Bryson, 2019). Os
autores verificaram que o uso de anestesia inalatoria por uma hora em
concentragdo comumente utilizada e baixo fluxo de gases frescos tem a
equivaléncia de CO, como uma viagem de carro de 6,5 quildmetros (km) para
sevoflurano, 14 km para isoflurano, 95 km para N>O e 320 km para
desflurano.

Pela importancia do tema, desde 2017, a American Society of
Anesthesiologists (ASA) realizou uma campanha internacional para reduzir a
emissdo de RGA em 50% até 2020 (ASA, 2020). Portanto, os RGA podem
contribuir efetivamente para o impacto ambiental; mudancas em seu uso
rotineiro bem como na infraestrutura do centro cirdrgico podem reduzir tanto

a poluicdo indoor quanto outdoor (Sherman & Berkow, 2019). De fato, &
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relevante que os anestesiologistas se conscientizem sobre seu papel utilizando
métodos mais sustentaveis, contribuindo para mitigacdo da poluicéo interna e
ambiental, como por exemplo, evitando o uso de N2O e desflurano, utilizando
mais anestesia venosa total e baixos fluxos de gases frescos (Gaya da Costa
etal., 2021).

1.2 Exposicao ocupacional aos residuos de gases anestesicos

Estima-se que muitos profissionais de salde se encontrem sob risco
ocupacional de desenvolver possiveis doengas cronicas e neurodegenerativas
(OSHA, 2000; Migliore & Coppede, 2009; Deng et al., 2018). Entre os
profissionais que estdo expostos ocupacionalmente aos RGA estdo 0s
anestesiologistas (médicos e veterinarios), cirurgides (médicos e
veterinarios), enfermeiros, auxiliares, técnicos além dos profissionais de
limpeza que atuam no centro cirurgico e eventualmente os dentistas, quando
utilizam o N20, além dos pesquisadores que trabalham com anestésicos
inalatorios em laboratérios. Um estudo de coorte realizado de 1979 a 1995
em anestesiologistas nos EUA, comparados a medicos clinicos, mostrou risco
aumentado de morte por suicidio, overdose de drogas e doenca
cerebrovascular e risco moderado para doencas hepaticas e respiratorias,
leucemia e cancer pancreatico (Alexander et al., 2000). Adicionalmente, a
exposicdo aos RGA é importante fator de risco para ocorréncia de parto
prematuro e aborto espontaneo em médicas veterinarias atuantes em SO sem
sistema de exaustdo (Shirangi et al., 2008; Shirangi et al., 2009); estudo
indiano mostrou que mulheres anestesiologistas e esposas de anestesiologistas
tém maior risco de ocorréncia de aborto que a populacdo em geral (Nagella et
al., 2015).

Diferentemente do que ocorre com 0s pacientes que Sao expostos a altas
concentracOes anestésicas, mas de forma aguda, quando submetidos ao ato
anestésico-cirargico, os profissionais sdo expostos a concentracBes
anestésicas residuais, entretanto essa €exposi¢cdo ocorre por muitos

anos/décadas. Embora haja grande diferenca em termos de concentragdo e
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duracdo da exposicéo, todos esses individuos estao sujeitos ao potencial risco
relacionado a exposi¢cdo aos RGA.

No Brasil, infelizmente, assim como em diversos paises menos
desenvolvidos economicamente, ndo existem recomendacbes de valores
limites aos anestésicos utilizados em centro cirirgico, de monitorizagdo e/ou
fiscalizacdo (Oliveira, 2009). Diferentemente, o instituto americano National
Institute of Occupational Safety and Health (NIOSH, 1992) sugere, para
minimizar a exposi¢ao ocupacional, até duas partes por milhdo (ppm) para 0s
anestésicos halogenados e até 25 ppm para 0 N2O, sendo esses valores
reconhecidos/acatados internacionalmente.

Assim, a possibilidade de riscos a saude relacionados a exposi¢do aos
RGA tem sido muito discutida nas Gltimas décadas (Tanké et al., 2014) e o
biomonitoramento humano tem sido empregado como instrumento Util na
identificacdo e quantificacdo de risco com relacéo as exposicdes que conferem
riscos a saude. Sua aplicacdo tem sido utilizada especialmente na exposi¢ao
ocupacional, como no caso dos RGA (Chinelato & Froes, 2002).

Em nosso pais, infelizmente, essa temética é negligenciada e pouco
estudada, sendo 0 nosso grupo de pesquisa o Unico no Brasil que tem avaliado
0s possiveis efeitos sistémicos e moleculares da exposi¢cdo ocupacional aos

RGA em profissionais que atuam em centro cirurgico.

1.3 Avaliacdo de estresse oxidativo frente a exposicdo ocupacional
anestesica

A producdo de especies reativas de oxigénio (ERO) e parte integrante
do metabolismo humano e é observada em diversas condigdes fisioldgicas. As
ERO tém importante funcédo bioldgica, como na fagocitose, fendbmeno em que
essas espécies sdo produzidas para eliminar o agente agressor (Vasconcelos
et al., 2007). Por outro lado, quando sua producdo é exacerbada, pode ser
prejudicial ao organismo. O estresse oxidativo é evento decorrente do
desequilibrio entre a magnitude de formacao dos radicais livres e ERO e a da

capacidade de defesa antioxidante (Schafer & Buettner, 2001). Assim, a
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manutencdo do equilibrio entre oxidantes e antioxidantes € importante para
evitar o estresse oxidativo (Halliwell, 2012).

As membranas celulares, bem como as membranas de organelas,
constituem importante alvo de atuacdo de ERO, pois apresentam estrutura
bilipidica e uma variedade de proteinas e agucares (Barreiros et al., 2006). O
dano celular resulta basicamente de ataque de ERO nas macromoléculas,
incluindo o &cido desoxirribonucleico (DNA), no qual ocorrem quebras na
cadeia, ligagdo cruzada entre fitas e modificagcbes em suas bases, que podem
levar a mutagédo e apoptose; as proteinas, que possuem muitos sitios reativos,
e pode ocorrer ligacdo peptidica com fragmentacdo das cadeias e oxidacdo de
quase todos os tipos de aminoacidos, com producéo frequente de compostos
carbonilados; e os lipidios, os quais sofrem peroxidacdo (conhecida como
lipoperoxidacéao) pelo ataque de ERO (geralmente radical hidroxila), podendo
causar mudancas nas propriedades fisicas e quimicas da membrana, alterando
sua fluidez e permeabilidade, com expansdo do liquido intracelular e riscos
de ruptura das membranas da célula e das organelas, com consequente morte
celular (Vasconcelos et al., 2007).

Outra importante vertente para analise do estresse oxidativo é pela
avaliacdo de antioxidantes, 0os quais sdo capazes de neutralizar os radicais
livres e ERO, inibindo ou retardando sua acdo (Soares, 2002). Pode-se
classificar os antioxidantes em enzimaticos, que sdo produzidos de forma
enddgena, destacando-se a glutationa peroxidase (GSH-Px), a superoxido
dismutase (SOD) e a catalase, e 0s ndo enzimaticos, que podem ser
lipossoluveis (tocoferois, carotenos, flavanoides, etc.) ou hidrossoliveis
(&cido ascorbico, acido drico, albumina, dentre outros), sendo possivel
mensurar esses antioxidantes individualmente ou pela capacidade
antioxidante, a qual considera a acdo acumulativa de todos os antioxidantes
(Ghiselli et al., 2000).

Acredita-se que os anestésicos inalatdrios, incluindo os halogenados e
N20, possam gerar estresse oxidativo (Jaloszynski et al., 1999), o que tem

contribuido para estudos nessa area em relacdo a exposicdo ocupacional aos
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RGA (Wronska-Nofer et al., 2009; Al-Rasheedi et al., 2021; Hua et al., 2021).
Estudos do tipo transversais tém mostrado controvérsias em relacdo a
capacidade antioxidante, seja por mensuragdo individual ou total, nos
profissionais expostos ocupacionalmente aos RGA quando comparados a
grupo sem exposicao - controle (Malekirad et al., 2005; Turkan et al., 2005;
Wronska-Nofer et al., 2009; Izdes et al., 2010; Jafari et al., 2018; Braz et al.,
2020; Souza et al., 2021). Destaca-se que alguns estudos da literatura que
detectaram marcadores de estresse oxidativo avaliaram mistura de anestésicos
halogenados modernos e antigos enquanto outros somente avaliaram os mais
modernos, com ou sem N2O (Baysal et al., 2009; Wronska-Nofer et al., 2012;
Costa Paes et al., 2014; Ceginetal., 2016; Hua et al., 2021; Souza et al., 2021),
em SO sem sistema de exaustdo (Malekirad et al., 2005; Baysal et al., 2009;
Izdes et al., 2010; Costa Paes et al., 2014) e com sistema de exaustdo (Turkan
et al., 2005; Cegin et al., 2016; Al-Rasheedi et al., 2021; Hua et al., 2021) e
com mensurag6es dos RGA (Neghab et al., 2020a; Hua et al., 2021; Souza et
al., 2021) e sem mensuracdo dos RGA (Tirkan et al., 2005; Baysal et al.,
2009; Costa Paes et al., 2014).

Em relacdo aos marcadores oxidativos em profissionais expostos, de
forma ocupacional aos RGA, a peroxidacao lipidica é descrita em estudos
transversais que detectaram aumento de malondialdeido - MDA (Neghab et
al., 2020a) e de substéncias reativas ao &cido tiobarbitirico - TBARS
(Wronska-Nofer et al., 2012) em profissionais expostos. Em contrapartida,
estudo transversal no qual a exposicdo aos RGA encontrava-se acima dos
limites recomendados ndo evidenciou diferenca no nivel de MDA nos
profissionais expostos quando comparados ao grupo controle (Souza et al.,
2021). Diferentemente, a literatura é escassa quanto & deteccdo de oxidagéo
proteica; hd somente um estudo transversal realizado em profissionais
expostos por trés anos aos RGA, no qual o contetido de proteinas carboniladas
foi semelhante ao grupo controle (Braz et al., 2020).

Pouco se sabe a respeito do possivel papel do estresse oxidativo

avaliado em médicos durante o periodo de especializacdo (residéncia médica),
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0s quais sao expostos aos RGA no centro cirargico. De fato, na literatura, ha
apenas dois estudos nacionais que abordaram esta tematica e demostraram
resultados controversos (Costa Paes et al., 2014; Braz et al., 2020). Ressalte-
se que os estudos anteriormente citados tinham delineamentos diferentes,
foram realizados em locais diferentes e com populagdes distintas, com
diferentes sistemas de exaustdo de SO, sendo que em somente um estudo foi
realizada mensuracdo da poluicdo anestésica no ambiente de trabalho.
Alguns autores observaram associagao entre a exposi¢cdo aos RGA mais
utilizados atualmente (halogenados e N2O) com estresse oxidativo (Wronska-
Nofer et al. 2012; Neghab et al., 2020a) e essa associacdo pode estar

relacionada aos danos genéticos encontrados nesses profissionais expostos.

1.4 Exposicao ocupacional aos anestésicos e avaliacdo toxicogenética

A genotoxicidade é a capacidade que algumas substancias possuem de
induzir alteracGes no material genético de organismos a elas expostos (Kolling
et al., 2006). Sugere-se que 0s anestésicos halogenados podem ser
genotdxicos por reagirem diretamente com a molécula de DNA ou pela
formacao de compostos reativos ou, ainda, liberando ERO (Jaloszynski et al.,
1999), que induzem varios tipos de lesdes no material genético.
Adicionalmente, acredita-se que 0s anestésicos halogenados, como o
halotano, podem atuar como agentes S-independentes (como as drogas
radiomiméticas), ou seja, produzem alteracdes em todas as fases do ciclo
celular (Chinelato & Froes, 2002).

Ja a toxicidade do N2O é baseada em sua interacdo com a vitamina B12;
0 N20 pode inativar a metionina sintase por meio da oxidagao do cobalto na
vitamina B12, o que pode levar ao aumento da homocisteina, a qual é toxica;
ressalta-se que a formacdo de metionina é essencial para 0 metabolismo da
vitamina B12 e do folato e desempenha papel relevante na sintese de DNA,
acido ribonucleico (RNA) e bainha de mielina (Sanders et al., 2008).

A genotoxicidade dos RGA tem sido objeto de debate na comunidade

cientifica, pois alguns estudos transversais demostraram que a exposi¢do
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ocupacional anestésica esta associada aos danos no DNA detectados pelo teste
do cometa (Baysal et al., 2009; Wronska-Nofer et al., 2012; El-Ebiary et al.,
2013; Costa Paes et al., 2014; Braz et al., 2020) enquanto outros autores nao
verificaram associacdo com genotoxicidade utilizando o mesmo método,
quando avaliado em células de sangue periférico (Szyfter et al., 2016; Souza
et al., 2016; Aun et al., 2018). As possiveis hipOteses dos controversos
achados podem ser resultantes do tipo do(s) anestésico(s) inalatdrio(s)
utilizado(s) (mais antigo ou mais moderno), pelo tempo de exposi¢do
ocupacional, pela presenca ou auséncia de sistema adequado de exaustdo de
gases das SO e das concentracdes residuais anestésicas nas SO (se estavam
dentro ou acima do limite recomendado). Adicionalmente, ha somente
escassos estudos sobre avaliacdo de bases oxidadas do DNA, utilizando-se o
teste do cometa, comparando profissionais expostos aos RGA em relacéo a
grupo nao exposto (Wronska-Nofer et al., 2012; Braz et al., 2020; Souza et
al., 2021). Por outro lado, a instabilidade genética, avaliada por deteccdo de
micronucleos em mucosa bucal, em profissionais ocupacionalmente expostos
aos RGA, ja foi detectada (Chandrasekhar et al., 2006; Souza et al., 2016;
Cakmak et al., 2019).

A maioria dos estudos existentes na literatura mostra que médicos
residentes atuantes em centro cirargico tiveram aumento de danos genéticos
avaliados em células de sangue periférico ou em mucosa bucal quando
comparados a um grupo controle (Costa Paes et al., 2014; Braz et al., 2018;
Braz etal., 2020). Por outro lado, ndo h4, na literatura ao nosso alcance, estudo
de genotoxicidade realizado durante todo o periodo de especializacdo em
jovens médicos expostos ocupacionalmente aos RGA. Ressalte-se,
adicionalmente, que ainda ndo foram monitorados possiveis danos oxidativos
no DNA em médicos ao longo do periodo da residéncia. Assim, o
biomonitoramento neste grupo pode auxiliar na elucidacdo dos possiveis
mecanismos envolvidos dos RGA.

A toxicogendmica é definida pela integracdo da gendmica e da

toxicologia, avaliando como o genoma esta envolvido nas respostas a
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estressores e toxicos ambientais para melhor compreender o papel das
interacbes gene-ambiente (Gomase & Tagore, 2008). Adicionalmente a
genotoxicidade, sabe-se que varios agentes podem influenciar a expresséo de
genes (lyama & Wilson, 2013). Segundo McCord (2000), as ERO podem
regular a expressdo génica; contudo, ainda ndo se sabe se a exposicao
ocupacional aos RGA pode interferir na transcri¢do de genes-chave, incluindo
genes de resposta oxidativa/antioxidante e danos oxidativos em adultos jovens
no periodo da especializacdo médica, 0 que certamente contribuird ao avango
do conhecimento nessa area.

Um dos mecanismos de defesa celular contra o estresse é pela ativacdo
da via de resposta antioxidante por meio de nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (NRF2) que ativa genes codificantes de proteinas antioxidantes.
Assim, o gene NRF2 é um regulador da resisténcia celular aos agentes
oxidantes que controla a expressao basal e induzida de uma matriz de genes
dependentes de elementos de resposta antioxidante (Ma, 2013). Portanto, o
NRF2 é um gene fundamental para regulacdo da homeostase celular, atuando
em uma grande rede de enzimas antioxidantes, no reparo e remogdo de
proteinas danificadas além de inibir a inflamacdo e outros fatores de
transcricdo (Holmstrom et al., 2016), modulando a expressdo de genes
antioxidantes e desintoxicantes (Gan & Johnson, 2014).

Outro gene importante para o funcionamento celular é a heme
oxigenase-1 (HO1). Seus produtos tém efeitos citoprotetores importantes, por
meio de atividade antioxidante, anti-inflamatoria e anti-apoptotica (Soares &
Bach, 2009). O aumento proteico de HO1 é considerado indicador da resposta
adaptativa ao estresse oxidativo (Choi et al., 2015). Um estudo que avaliou a
expressdao de HO1 em tecido hepéatico de ratos expostos aos anestésicos
mostrou que o desflurano ndo alterou a expressdo desse gene, enquanto que
isoflurano e sevoflurano induziram a expressdo génica (Hoetzel et al., 2002).

As lesdes no DNA, especialmente as oxidativas, sdo reparadas
principalmente pelo sistema de reparo de excisdo de bases (BER), o qual é

encarregado pelo reparo de importantes proteinas codificadas pelos genes
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human 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 - OGGl e X-ray Cross-
complementing group 1 protein - XRCC1 (Collins & Gaivao, 2007; Zaha et
al., 2014). O mecanismo do reparo do tipo BER permite a remocgédo de um
certo nimero de lesdes do DNA, especialmente as modificacbes de bases,
assim como sitios abasicos e quebras de fita de DNA (Wilson & Bohr, 2007).
Trabalho realizado em pacientes submetidos a cirurgia minimamente invasiva
sob isoflurano mostrou menor expressdo do gene OGG1 24 horas apds a
exposicao anestésica quando comparado ao momento basal e intraoperatorio,
sugerindo alteracdo da expressdo desse importante gene ap0s exposicao a
anestesia inalatoria (Braz et al., 2011).

Considerando que a literatura é bastante escassa em relagdo a analise
transcricional de genes frente a exposi¢do ocupacional aos RGA (Souza et al.,
2021), a avaliacdo da expressdo dos genes NRF2, HO1 e OGGL1 pode fornecer
informacdes sobre a possivel modulacdo génica em jovens profissionais

expostos aos RGA ao longo do periodo de residéncia médica.

1.5 Exposicdo ocupacional anesteésica e avaliagfes bioquimica e
neuroendocrina

Apesar da baixa solubilidade e eliminacdo rapida, os principais
anestésicos volateis podem ser degradados em produtos potencialmente
toxicos (Obata et al., 2000). Ressalte-se que 0s anestésicos inalatérios sdo
metabolizados no figado, mas também nos pulmdes e nos rins. No tecido
hepatico, os anestésicos halogenados sofrem metabolismo oxidativo pelas
enzimas do citocromo P450, resultando em ions fluoreto e metabolito acido
trifluoroacético, com excecdo do sevoflurano, cujo metabdlito € o
hexafluoroisopropanol (Soubhia et al., 2011).

A disfuncdo hepatica, caracterizada por aumento transitério nos niveis
de algumas enzimas como alanina-aminotransferase (ALT), aspartato-
aminotransferase (AST), gamaglutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina
(ALKP) foi descrita em profissionais atuantes em SO e expostos de forma

crbnica para os anestésicos halogenados mais antigos, os quais tinham maior
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taxa de metabolizacdo e produziam mais metabolitos toxicos (Burm, 2003,
Nilsson et al., 2005). De fato, alteragdes hepaticas também foram descritas
em profissionais expostos ocupacionalmente ao halotano, enflurano e
isoflurano, além do N2O (Casale et al., 2014). Caciari et al. (2013) observaram
que a exposicdo a baixas concentragdes de RGA também pode alterar o0s
parametros hepaticos em trabalhadores de saude. Estudo recente demonstrou
que profissionais cronicamente expostos ao isoflurano, sevoflurano e N2O
apresentaram aumento estatistico das enzimas hepaticas quando comparados
ao grupo controle; contudo, os valores de ambos o0s grupos estavam dentro da
faixa de normalidade (Neghab et al. 2020b). Assim, ainda ndo se sabe se
podem ocorrer alteragfes bioguimicas hepaticas também frente a exposicéao
aos anestésicos halogenados mais modernos, juntamente ao N>O e com menor
tempo de exposicao.

Casale et al. (2014) mostraram, além do aumento das principais enzimas
hepaticas, alteragdes hematologicas, como aumento de linfécitos e diminuicao
de neutrdfilos, em diferentes profissionais expostos cronicamente aos RGA
(antigo halotano e enflurano, além de N2O e isoflurano), quando comparados
a um grupo ndo exposto. Caciari et al. (2013) observaram que a exposi¢ao aos
RGA também pode alterar os parametros hematoldgicos em profissionais
atuantes em SO. Por outro lado, ainda ndo se sabe se essas alteracOes
hematol6gicas também podem ocorrer com menor tempo de exposi¢do
ocupacional aos RGA.

Adicionalmente as enzimas hepaticas, a proteina hepéatica C reativa
(PCR) é considerada marcador de leséo tecidual e mediador inflamatério da
resposta imune (Garcia et al., 2002). O aumento do nivel de PCR esta
relacionado ao concomitante aumento da concentracdo de citocinas
(Kurosawa & Kato, 2008), importantes na sinalizacdo da resposta
inflamatoria. Durante essa resposta, outros mediadores, como o hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) e o cortisol, sdo liberados pelo eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA). Desta forma, a resposta inflamatoria é caracterizada

pela producdo de proteinas, células imunoldgicas e hormonios. Kurosawa &
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Kato (2008) observaram que a anestesia geral acompanhada de estresse
cirargico suprime a imunidade por afetar diretamente o sistema imunolégico
e/ou pela ativagdo do eixo HPA e do sistema nervoso simpatico.

Em relacdo a resposta enddcrina, sabe-se que os corticosteroides séo
hormdnios secretados pela regido cortical das glandulas supra-renais e 0s
glicocorticoides sdo produzidos pela zona fasciculada e estdo envolvidos em
diversas funcgdes fisioldgicas e também na adaptacdo a situacdes de estresse
(Kapugi & Cunningham, 2019). O cortisol ou hidrocortisona é o principal
glicocorticoide natural circulante no ser humano e sua sintese é regulada pelo
ACTH, secretado pela hipofise anterior, em resposta a liberacdo pelo
hipotalamo (Anti et al., 2008). Ja a prolactina € um horménio proteico cuja
secre¢cdo aumenta em resposta ao estresse e ao ato cirurgico (Desborough,
2000).

Ha alguns estudos, ndo muito recentes, que verificaram controvérsias
em relacdo as possiveis alteracbes comportamentais e no sistema
neuroenddcrino em profissionais expostos aos RGA (Lucchini et al., 1996;
Lucchini et al., 1997; Isolani et al., 1999; Scapellato et al., 2008). De forma
interessante, Eisenach et al. (2014) realizaram estudo piloto prospectivo do
tipo coorte, com avaliacdo anterior e durante os primeiros meses de residéncia
em anestesiologia, utilizando diversos marcadores. Os autores, apesar de ndo
terem realizado analise estatistica devido ao pequeno tamanho amostral,
observaram pequenas oscilagdes em cortisol, adrenalina, noradrenalina e
interleucina pro-inflamatéria (IL-6), sugerindo alteracBes no eixo HPA e
sistema simpatico-imunoldgico, e enfatizaram a necessidade de realizacdo de

estudos nessa tematica em médicos residentes.

1.6 Justificativa do estudo
Diversos profissionais ao redor do mundo Sd&o expostos

ocupacionalmente aos RGA, sendo relevante entender o impacto desta
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exposicdo. Adicionalmente, ressalta-se a auséncia de regulamentacdo da
exposicdo ocupacional aos RGA em nosso pais. Dessa forma, é fundamental
a avaliacdo dos possiveis riscos a que estdo sujeitos os profissionais expostos,
para conscientizacao e possiveis melhorias no ambiente de trabalho.

Deve-se enfatizar que a maioria dos estudos disponiveis na literatura até
0 momento sobre profissionais expostos aos RGA em relagdo aos marcadores
de interesse foram delineados como transversais (grupo exposto versus grupo
controle) e, portanto, s&o limitados na avaliacdo de possivel associagéo, e ndo
a relacdo causa-efeito (estudos de coorte) entre a exposicdo aos RGA e
possivel toxicidade. Atualmente ndo ha evidéncias suficientes de uma ligacéo
causal entre a exposicao ocupacional anestésica e efeitos adversos (Magnavita
et al., 2020). De acordo com Neghab et al. (2020a), estudos prospectivos de
coorte (ou longitudinais/follow-up) neste campo de pesquisa devem ser
incentivados.

Os residentes sdo uma categoria especial de médicos cujo bem-estar e
salide ocupacional sdo de grande preocupacdo em todo o mundo (Eisenach et
al., 2014; Kassam et al., 2015) e o biomonitoramento humano é ferramenta
valiosa para avaliar os possiveis efeitos que esta exposi¢cdo pode acarretar.

Assim, a hipotese do estudo é que, durante a especializacdo, jovens
médicos que atuam em SO sem adequado sistema de exaustdo estdo expostos
a elevadas concentracBes residuais anestésicas, com possibilidade de

apresentarem alteracdes moleculares e sistémicas.
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2 OBJETIVO

Considerando a relevancia do tema, de forma inédita, o presente estudo
longitudinal teve como objetivo monitorar as concentragdes residuais
anestésicas e as possiveis alteracdes causadas pela exposi¢cdo ocupacional aos
RGA em médicos durante o periodo de especializagdo utilizando-se
biomarcadores de estresse oxidativo e toxicogenéticos (objetivos primarios),
bioquimicos e neuroendécrinos (objetivos secundarios) para melhor
compreender os possiveis efeitos deletérios/toxicos da exposicao ocupacional
aos RGA isoflurano, sevoflurano, desflurano e N.O em centro cirdrgico com
sistema parcial de exaustdo, a fim de se contribuir para o avanco cientifico

nessa area.
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3 METODOS

3.1 Aprovacao ética e delineamento do estudo

Este estudo longitudinal prospectivo foi realizado no Hospital das
Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), na Universidade
Estadual Paulista (UNESP) apés aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa - CEP da FMB-UNESP (n° 2.261.832; CAAE
40494115.6.0000.5411 - Anexo A e n° 4.404.099; CAAE
40494115.6.0000.5411 - Anexo B). Para a pesquisa, 26 médicos de ambos 0s
sexos atuantes no centro cirargico do HCFMB-UNESP (anestesiologia e area
cirargica incluindo cirurgia geral, ortopedia e neurocirurgia) foram recrutados
e acompanhados, em seis momentos, ao longo da residéncia médica: antes do
ingresso nas respectivas residéncias médicas (antes da exposi¢do) e apos seis
meses, um ano, um ano e meio, dois anos e dois anos e meio de exposicao
ocupacional aos RGA. Os médicos residentes foram seus proprios controles e
estavam ocupacionalmente expostos especialmente aos residuos de isoflurano
e sevoflurano, e em menor grau ao desflurano e N2O.

Todos os médicos residentes participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) e responderam a um
questionario detalhado (Apéndice B) antes do inicio do estudo e antes de cada
coleta de amostra bioldgica. Os critérios de exclusdo incluiram gestantes,
tabagistas, individuos com doencas malignas, infecciosas ou inflamatorias, 0s
que faziam uso de remédios, suplementos vitaminicos/antioxidantes ou
drogas ilicitas, consumo pesado de alcool (acima de nove doses semanais para
mulheres e acima de 14 doses semanais para homem, sem episodios de
embriaguez - NIAAA, 2015) ou os que fizeram residéncia médica prévia em

alguma area com exposicao ocupacional (ex. anestésicos e radiacdo).
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3.2 Mensuracao das concentracdes de residuos de gases anestésicos para
avaliacéo da exposi¢do ocupacional

Todos os médicos residentes participantes atuavam em todas as SO do
HCFMB-UNESP, o qual é um hospital publico terciario com centro cirargico
composto por 13 SO, com diferentes areas (23,5 m? - 40,2 m?). Seis SO
possuem um aparelho de ar condicionado em cada sala (portanto sem sistema
de exaustdo de gases) e sete SO possuem ar condicionado central com sistema
de exaustdo de gases, sendo que nessas salas a circulacdo de ar é feita somente
com 25% de ar novo (ambiente externo), o que leva de 6 a 8 trocas de ar/hora.
Adicionalmente, o fluxo de ar no centro cirurgico era do tipo turbulento.
Assim, o sistema de exaustdo de gases nas SO ndo € adequado, 0 que
representa a grande maioria dos centros cirdrgicos em paises em
desenvolvimento.

Utilizou-se o aparelho InfraRan 4-Gas Anesthetic Specific Vapor
Analyzer (Wilks Enterprise, EUA) para medir, em tempo real, por
espectrofotometria infravermelha, as concentragdes (ppm) de anestésicos
inalatorios halogenados (isoflurano, sevoflurano e desflurano) e do gas N.O
em todas as SO. Antes do inicio de cada mensuracao, o aparelho foi zerado,
como recomendado pelo fabricante; as concentracdes de N2O e dos
halogenados foram medidas no ar, com fluxo de amostras de 10 I/min, sempre
na area de respiracdo do médico residente durante todos o0s tipos de cirurgias
em pacientes de todas as idades que foram submetidos a anestesia inalatdria
durante o periodo da especializacdo. Assim, a média dos anestésicos
halogenados e N>O foram calculadas para se ter o conhecimento da exposi¢ado

ocupacional.

3.3 Coletas de material bioldgico e processamento das amostras

As coletas de amostras de sangue periférico dos meédicos residentes
foram realizadas em seis momentos, ressaltando que antes de cada coleta foi
aplicado um questionario para ver se 0s participantes iniciais continuavam

aptos a participar do estudo. As amostras biol6gicas foram coletadas com oito
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horas de jejum, sempre no periodo da manha, entre 0 meio e o fim da semana
e antes que os participantes entrassem de férias (30 dias) a fim de evitar
possiveis vieses no estudo. As amostras de sangue venoso foram colhidas em
tubos contendo anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético - EDTA
(danos no DNA e contagem celular), tubos com gel separador (estresse
oxitativo, avaliacdo bioguimica e avaliacdo enddcrina), tubos contento
anticoagulante heparina (avaliacdo do sistema antioxidante) e em tubos com
estabilizador de RNA (expressao génica).

Imediatamente apos cada coleta de sangue em tubo de EDTA realizou-
se contagem da série branca e o isolamento de células mononucleares (~ 95%
linfécitos), seguindo o protocolo de Braz & Favero Salvadori (2007), por
gradiente de Ficoll Paque Plus® (GE Healthcare, Suécia), e procedeu-se
imediatamente a avaliacdo de genotoxicidade. O plasma e o soro foram
obtidos por meio de centrifugacdo a 4°C por 15 minutos a 3.500 rota¢des por
minutos (rpm) e as amostras foram armazenadas em aliquotas em freezer -
80°C para avaliacdo de estresse oxidativo, horménios e marcadores hepéticos.
As amostras de sangue em tubo com heparina foram processadas seguindo
protocolo das enzimas antioxidantes enquanto os tubos contendo estabilizador
de RNA foram armazenados em freezer -80°C.

Todas as amostras foram previamente codificadas, imediatamente
transportadas ao Laboratério GENOTOX (Unidade de Pesquisa Experimental
- UNIPEX, FMB-UNESP) e processadas sob luz amarela para evitar a
possibilidade de danos adicionais ao DNA e inducgdo de estresse oxidativo.
Todas as etapas das metodologias foram realizadas sob ar condicionado e as
analises foram realizadas de maneira cega.

Para avaliacdo de alguns marcadores de estresse oxidativo (MDA,
proteina carbonilada e capacidade antioxidante) utilizou-se pool de amostras
conhecidas para controle de qualidade, a partir do qual se calculou o
coeficiente de variacdo (CV). Admitiram-se valores de CV < 10% ¢ para as

curvas-padréo, valores de R>>0,99.
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3.4 Testes de estresse oxidativo

3.4.1 Peroxidacdao lipidica

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada com o marcador
plasmatico MDA, realizada pela técnica high-performance liquid
chromatography (HPLC), considerada gold standard, conforme protocolo de
Nielsen et al. (1997), com pequenas modifica¢fes, de acordo com emprego
de detector de fluorescéncia segundo Tatum et al. (1990).

De forma resumida, em tubos de vidro de hemolise foram adicionados
100 pl de plasma (em duplicata, de cada momento/participante) com 700 pl
de &cido ortofosfdrico 1%. As amostras foram agitadas vigorosamente e 200
I de &cido tiobarbiturico (42 mM) foram adicionados as amostras, que foram
novamente agitadas. Os tubos foram entdo aquecidos a 100°C por uma hora e
posteriormente resfriados por dez minutos e 200 ul foram transferidos para
tubo tipo eppendorf de 1,5 ml contendo 200 ul de hidréxido de sddio - NaOH
a 2 M diluido em metanol na proporcédo de 1:12. Em seguida, os tubos foram
centrifugados por trés minutos a 13.000 rpm e volume de 200 ul de
sobrenadante foi colocado em vial e 50 pl foram injetados no cromatografo
Shimadzu, modelo LC-10AD (Japéao). A fase mdvel constituiu-se de tampéo
fosfato (1 mM de fosfato monopotassico) e metanol (60:40 vol.) com fluxo de
1,2 ml/min, utilizando-se a coluna C18 (modelo Gemini, Phenomenex, EUA)
em fase reversa (5 pum, 150 x 4,6 mm) com detector de fluorescéncia (modelo
RF535, Shimadzu, Japdo) com excitacdo em 525 nandmetros (hm) e emissdo
em 551 nm. Realizou-se entdo o calculo por meio da curva-padrao utilizando-

se 0 tetrametoxipropano.

3.4.2 Oxidacao proteica

Anteriormente a avaliacdo de proteinas carboniladas (OxiSelect™
Protein Carbonyl ELISA kit, Cell Biolabs, EUA) como marcador de oxidagao
proteica, necessitou-se determinar a concentracdo de proteinas totais nas

amostras séricas, pelo bicinchoninic acid assay (BCA, Thermo Fisher
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Scientific, EUA). Dessa forma, as amostras foram inicialmente diluidas em
phosphate-buffered saline (PBS) (1x) na proporcdo de 1:100 e foram
pipetadas 10 pl, em triplicata, em placa de 96 alvéolos. Também foram
pipetados 10 pl dos standards, e 200 pl da mistura dos reagentes BCA protein
assay reagent A e BCA protein assay reagent B, na proporcdo de 1:50, em
toda a placa, a qual foi incubada em estufa a 37°C por 30 minutos. Apds esse
periodo, as amostras permaneceram por dez minutos em temperatura
ambiente e foram, em seguida, lidas em espectrofotometro Synergy HT
(Biotek, EUA) a 562 nm.

Com os resultados obtidos, foi possivel conhecer a quantidade de
proteina de cada amostra, para entdo, realizar o teste de proteinas
carboniladas, o qual exigia concentracdo proteica de 10 pg/ml em cada
amostra. Assim, as amostras que ndo se encontravam nessa concentragéo,
conforme os resultados do BCA, tiveram que ser ajustadas individualmente.

Em microplaca de 96 alvéolos foram adicionados 100 pul de amostra em
triplicata e standards nos respectivos po¢os. Em seguida a microplaca foi
incubada a 4°C overnight. Apds esse periodo, a placa foi lavada trés vezes
com 250 ul de PBS (1x) e o excesso de liquido foi removido com auxilio de
papel absorvente.

Volume de 100 pl de DNPH working solution foi adicionado em cada
alvéolo e a placa foi incubada em temperatura ambiente por 45 minutos em
ambiente escuro. Em seguida, a placa foi novamente lavada com 250 pl de
uma mistura com PBS/etanol (1:1) e colocada em agitador por cinco minutos.
As amostras foram lavadas com 250 ul de PBS por duas vezes. Apos, foram
adicionados 200 ul de blocking solution em todos os alvéolos e a placa foi
incubada por uma hora e 30 minutos em temperatura ambiente sobre agitador.
Posteriormente, a placa foi novamente lavada por trés vezes com 250 pl de 1x
wash buffer e removeu-se o excesso de liquido. Foram adicionados entdo 100
pl do anticorpo anti-DNP diluido em todos os alvéolos e a placa foi incubada
por uma hora em temperatura ambiente sobre agitador. Em seguida, realizou-

se nova lavagem com 250 ul de wash buffer.
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Apbs remocgdo do excesso de liquido, foram adicionados 100 pl do
anticorpo secundario HRP conjugado diluido em todos os alvéolos, e a placa
foi novamente incubada por uma hora. A placa foi lavada cinco vezes com o
wash buffer, o excesso de liquido foi removido e adicionou-se volume de 100
ul do substrate solution. Nesse momento, as amostras foram protegidas da
luz, e houve nova incubagdo em temperatura ambiente por aproximadamente
20 minutos sobre o agitador. A placa foi observada cuidadosamente e, ap6s a
mudanca de cor consistente, 100 pul de stop solution foram adicionados em
cada alvéolo para bloqueio da reacdo enzimatica. A placa foi lida

imediatamente em espectrofotdmetro a 450 nm.

3.4.3 Capacidade antioxidante

Amostras plasmaticas, protegidas da luz, foram utilizadas para
avaliacdo da capacidade antioxidante, seguindo-se protocolo descrito
anteriormente por Aldini et al. (2001) com pequenas modificacbes (Braz et
al., 2013). Foram adicionados, em tubos de ensaio, 300 pl de PBS, 100 pul de
plasma e 100 pl de controle phosphatidylcholine (PC). Posteriormente, 30 pl
da sonda lipofilica BODIPY foram diluidos em PBS (1x), sendo 100 pl
adicionados em cada tubo. As amostras foram colocadas em banho-maria a
37°C por dez minutos. Durante esse intervalo, diluiu-se o iniciador de radicais
2,2 -azobis (2-amidinopropane) dihydrocloride (AAPH) (Merck, Alemanha).
Apods, foram adicionados 485 pl de PBS em cada tubo de amostra e, em
seguida, de forma vagarosa, 80 pl do AAPH. Volumes de 200 ul por amostra,
em triplicata, assim como o controle PC, foram pipetados em placa preta de
96 alvéolos, a qual foi colocada no equipamento Wallac Victor 2
(PerkinElmer, EUA) a 37°C por ~ quatro horas. Os resultados foram
tabulados em planilha e os célculos foram realizados para obtencdo dos
resultados, conforme a seguinte formula: (média da area do PC - media da
area da amostra) / (média da area do PC) x 100.

36



3.4.4 Enzimas antioxidantes

Para obtencdo da atividade enzimatica da GSH-Px e SOD em hemacias
lavadas, primeiramente foram centrifugados os tubos de heparina sodica por
dez minutos, a 1.500 rpm a 4°C, e ap0s separacdo do plasma, as hemacias
foram lavadas trés vezes com PBS por quatro minutos, a 1.500 rpm a 4°C.
Retirado o sobrenadante, volume de 100 pl de hemécias foi pipetado
juntamente com 1,9 ml de solucéo estabilizadora (2,7 MM de EDTA e 0,7 mM
de 2-mercaptoetanol). A concentracdo de hemoglobina foi determinada
conforme descrito por Yagi (1976) para a realizagdo do calculo dos valores
finais das atividades enzimaticas de ambas as enzimas, as quais foram
determinadas, em duplicata, por imunoensaio, utilizando-se protocolo
descrito por Ferreira et al. (1999) com pequenas alteragdes, com leitura em
340 nm para GSH-Px e 420 nm para SOD, utilizando-se o software Gen5
(Biotek, EUA).

3.4.5 Danos basais e oxidativos no DNA

O teste do cometa (alcalino e modificado com enzimas) foi realizado
sob luz amarela e em duplicata conforme descrito anteriormente (Singh et al.,
1988) com pequenas modificacdes (Nogueira et al., 2018) e de acordo com
guia de recomendacao para esse ensaio (Brunborg & Collins, 2020). A Figura
1 apresenta as etapas do teste do cometa.

Células mononucleares de sangue periférico (constituidas, em maior
parte, por linfocitos) foram misturadas (10 pl) com 120 pl de 0,5% de agarose
de baixo ponto de fusdo (37°C). Essa mistura foi colocada em laminas de
microscopio previamente revestidas com camada de agarose de ponto de
fusdo normal (1,5%) e foram cobertas com uma laminula. As laminas foram
resfriadas por cinco minutos para permitir que a agarose solidificasse e as
laminulas foram entdo cuidadosamente removidas. Em seguida as laminas
foram imersas, durante duas horas, em solucao de lise gelada (EDTA 100 mM,
cloreto de sddio 2,5 M, Tris 10 mM; potencial hidrogeni6nico - pH de 10;

Triton X-100 1% e dimetilsulfoxido 10%). Posteriormente, as laminas foram
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lavadas em PBS por cinco minutos e, em seguida, permaneceram trés vezes
(cinco minutos cada) em solucéo Flare 1x (Hepes 40 mM, cloreto de potassio
1 M, albumina sérica bovina 0,2 mg/ml e EDTA 0,5 mM, pH 8). Apoés a
adi¢do de 50 pl da enzima formamidopirimidina DNA glicosilase - FPG
(Uniscience, Inglaterra), que detecta purinas oxidadas, 50 pl da enzima
endonuclease I11 —ENDO Il1 (Uniscience, Inglaterra), que detecta pirimidinas
oxidadas, e 50 pl de tampao enzimatico (controle) para deteccao de dano basal
no DNA, as laminas foram incubadas a 37°C por 30 minutos em cédmara
Umida. As laminas foram entdo resfriadas por 15 minutos, e as laminulas
foram removidas. Todas as laminas foram adicionadas em cuba de
eletroforese horizontal com tampao gelado recém-preparado (EDTA 1 mM e
NaOH 300 mM, pH >13) por 40 minutos para desespiralizacdo do DNA. Em
seguida, as ldminas foram submetidas a eletroforese (0,8 VV/cm e 300 mA) por
30 minutos. O procedimento eletroforético foi validado em cada corrida
usando controles internos. Apos a eletroforese, as laminas foram neutralizadas
por 15 minutos (0,4 M Tris a pH 7,5), fixadas com etanol absoluto, secas ao
ar e armazenadas a 4°C até o momento da anélise.

As laminas foram coradas com 80 ul de Sybr Gold (Invitrogen,
Inglaterra), e 100 nucleoides para cada tipo de lesdo por individuo (50
nucleoides/lamina, totalizando 300 nucleoides/individuo) foram analisados
em microscopio de fluorescéncia (aumento de 400 x) acoplado a um sistema
de analise de imagem (Comet Assay IV - Perceptive Instruments, Reino
Unido). Apds analise das laminas realizou-se a tabulacdo dos dados e o
parametro tail intensity (% de intensidade de DNA na cauda) foi utilizado para

estimar o dano no DNA.
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Figura 1 - Esquema representando as etapas do teste do cometa. ENDO Il =
endonuclease I1l, FPG = formamidopirimidina DNA glicosilase. Fonte:
Figura adaptada de Gunasekarana et al., 2015.

3.5 Expressao génica

A expresséo génica foi avaliada em trés momentos: antes do ingresso
nas respectivas residéncias médicas (antes da exposi¢do - controle), ap6s um
ano e meio (meio da especializacdo) e dois anos e meio (final da
especializacdo) de exposicao ocupacional aos RGA.

Apos descongelamento dos tubos em temperatura ambiente durante
duas horas, o RNA foi extraido das células do sangue periferico pelo kit
PAXgene® Blood RNA (Qiagen/PreAnalytiX, Suica), de acordo com as
instrucbes do fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas em
espectrofotdbmetro Nano Drop One (Thermo Fisher Scientific, EUA) e cada
amostra foi avaliada quanto a pureza/qualidade por absorbancia (A 260/280
nm - amostras entre 1,9 e 2,0). As amostras de RNA foram armazenadas a -
80°C até a etapa de transcricdo reversa (cDNA), que foi realizada utilizando o
kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific,
EUA) com as seguintes etapas de ciclo: 25°C por dez minutos seguido de duas
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horas a 37°C. As amostras de cDNA foram armazenadas a -80°C até a
deteccdo dos transcritos.

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa foi realizada em tempo
real (QPCR) em triplicata em termociclador automatico (Applied Biosystems
Prism 7500 Fast, EUA) usando sondas e primers Tagman FAM-MGB
(Thermo Fisher Scientific, EUA) para os genes envolvidos em reparo de dano
oxidativo no DNA (OGG1; Hs 002134_m1) e efeitos antioxidantes (NRF2;
Hs00975960_m1 e HO1; Hs 01110250 _ml). O controle enddgeno
selecionado (housekeeping) foi o gene R-actina - ACTB (Hs99999903 ml).
Utilizou-se controle negativo (para garantir que ndo houvesse contaminacao)
bem como pool de amostras de cDNA de voluntarios saudaveis (como
controle) sendo adicionados em cada uma das placas de 96 pocos, de acordo
com protocolo (Braz et al., 2011).

Para a preparacdo das placas, utilizou-se TagMan Fast Universal PCR
Master mix (Thermo Fisher Scientific, EUA) e as reacOes foram realizadas em
volume final de 10 pl, com as seguintes condicGes de ciclagem térmica para
todos os genes: 94°C por dez minutos, seguido por 40 ciclos a 95°C por 15
segundos e 60°C por um minuto. A férmula 244¢ foi aplicada para a

quantificacdo relativa da expressao génica (Livak & Schmittgen, 2001).

3.6 Avaliacdo celular e bioquimica

Por meio do analisador hematoldgico CELL-DYN Ruby (versdo 2.1,
Abbott, EUA) realizou-se a contagem celular e diferenciada de glébulos
brancos utilizando-se amostras frescas de sangue total. Esse analisador utiliza
métodos de impedancia elétrica, no qual ha imerséo das células hematoldgicas
em solucdo eletrolitica e contagem dessas a partir dos impulsos elétricos
gerados por elas; além disso, também faz uso de sistema Optico e de citometria
de fluxo, em que um feixe de laser incide sobre cada célula, a qual é
reconhecida por sensores que fornecem suas caracteristicas expressas em um

histograma.
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Para deteccdo sérica das enzimas hepaticas ALT, AST, ALKP e GGT
utilizou-se o sistema automatizado Vitros 950 (Johnson & Johnson, EUA) por
meio de quimica seca. Neste método, ndo ha utilizacdo de 4gua ou de outros
reagentes liquidos, que sdo passiveis de contaminacgdo, e sim uma pequena
lamina (microslide) com seis camadas de reagentes solidos e filtros, que
purificam as amostras e diminuem a probabilidade de contaminacao,
promovendo uma analise mais precisa. Trata-se de teste colorimétrico em que
a reacdo entre o reagente cromégeno e o soro resulta na mensuracdo das
concentracOes das enzimas hepaticas.

A proteina C reativa de alta sensibilidade (PCR-as) foi detectada no soro
por imunoensaio quimioluminescente segundo instru¢cdes do fabricante
(High-Sensitivity CRP, Immulite 2000, Siemens Healthcare Diagnostics
Products, Reino Unido).

3.7 Avaliacéo neuroenddcrina

A deteccdo sorolégica dos horménios ACTH, cortisol e prolactina foi
realizada  por  ensaio imunoenzimatico de microparticulas
quimioluminiscentes (ACTH assay, Cortisol assay, Prolactin assay,
respectivamente, Immulite 2000, Siemens Healthcare Diagnostics Products,

Reino Unido) utilizando-se o equipamento Immulite 2000 XPi (Reino Unido).

3.8 Andlise estatistica

O tamanho amostral foi calculado com base em um estudo piloto
considerando o conteudo de proteinas carboniladas. Assumindo uma
diferenca média de 4 nmol/mg e um desvio padrdo de 3,5 entre 0s momentos,
0 minimo de 20 individuos foi determinado para permitir um poder de teste
de 95% (erro tipo | - a de 0,05 e um erro tipo II - B de 0,05). Considerando
uma perda de 30% dos participantes ou desisténcias ao longo do estudo, 26
participantes foram recrutados para participar do estudo.

Utilizou-se andlise de variancia para medidas repetidas (ANOVA)

seguida do teste de Duncan para avaliagdo de todos os marcadores avaliados
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que apresentaram distribuicdo normal;, para as varidveis enzimas
antioxidantes, gene NFR2 e PCR-as, as quais nao apresentaram distribuicdo
normal, utilizou-se o teste de Friedman seguido do teste de Dunn. Valores

com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



4 RESULTADOS

Vinte e seis individuos foram recrutados e trés participantes foram
excluidos durante o estudo (um por desistir de participar do seguimento do
estudo e dois por desistirem da residéncia médica), resultando em 23
individuos analisados. A Tabela 1 mostra as caracteristicas demograficas e
antropométricas, no momento inicial do estudo, dos 23 médicos residentes
participantes, os quais dez eram da area de anestesiologia e 13 da area
cirdrgica. Todos eram adultos jovens, sem obesidade, sendo 74% do sexo
masculino e 26% do sexo feminino, os quais trabalhavam, em média, 41 horas
semanais em centro cirargico. Os participantes estavam expostos a
concentracOes residuais anestésicas médias de dez ppm para os halogenados
e 150 ppm para o N2O.

Tabela 1 - Caracteristicas demogréaficas e antropométricas, no momento

inicial do estudo, dos médicos residentes.

Caracteristicas Medicos residentes (n = 23)
Idade (anos) 272
Sexo (masculino / feminino) 17/6
indice de massa corpdrea (kg/m?) 25+3

Dados apresentados em média £ desvio-padrdo ou nimero absoluto.

Os dados de estresse oxidativo em lipidios e proteinas estdo
demonstrados na Tabela 2. Os niveis de MDA aumentaram,
significativamente, ap0s um ano e meio e dois anos € meio de exposicao
enguanto houve aumento progressivo de oxidacao proteica a partir dos seis
meses e um ano de exposi¢do, 0 qual se manteve até um ano e meio de

exposicdo, com retorno dos niveis basais a partir de dois anos de exposicao.
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Tabela 2 - Marcadores de oxidacéo lipidica e proteica de médicos residentes nos momentos avaliados.

Momentos

Valor

Marcadores Antes da % ano de 1 ano de 1 % ano de 2 anos de 2 % anos de de p

exposicdo exposicdo exposicdo exposicdo exposicéo exposicdo
Malondialdeido
(M) 053+0,112 056+0,18 0,52+0,11%8 0,76+0,16° 0,65+0,15% 0,78+0,16° <0,001
VI
Proteina
carbonilada 251+299% 6,09+266° 840+3,10° 8,04+4,06° 1,77+050® 1,07+0,08 <0,001
(nmol/mg)

Dados apresentados em média + desvio-padrdo. Momentos representados por letras distintas diferem significativamente para o parametro

analisado.



A Tabela 3 mostra os resultados de marcadores antioxidantes durante
0s momentos avaliados. Em relacdo a capacidade antioxidante, houve
aumento significativo a partir do primeiro ano da residéncia médica com
aumento progressivo aos dois anos e meio de exposi¢do em comparagéo ao
momento controle. Os niveis da enzima GSH-Px aumentaram
significativamente com um ano e meio de exposi¢cdo e seus valores
permaneceram aumentados até o final da residéncia médica em comparacéao
com os valores basais. Por outro lado, os valores de SOD diminuiram com um
ano e meio de exposicao, sendo que os valores permaneceram diminuidos até
0s dois anos e meio de exposicdo em comparagdo com 0S momentos

anteriores.
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Tabela 3 - Avaliacdo das enzimas antioxidantes e capacidade antioxidante em médicos residentes nos momentos avaliados.

Momentos
Valor
Marcadores Antes da Y ano de 1 ano de 1 % ano de 2 anos de 2 % anos de de p
exposicao eXxposicao exposicao exposicéo exposicéo exposicéo
Capacidade
o 412+157% 422+143* 598+56° 629+54> 652+78° 718%6,7° <0,001
Antioxidante (%)
Glutationa
] 0,32 0,22 0,22 0,6° 0,7° 0,7°
Peroxidase < 0,001
) [0,2;0,4] [0,1;0,4] [0,1; 0,3] [0,6; 0,7] [0,5; 0,7] [0,6; 0,7]
(mM/min/mg de Hb)
Superoxido
_ 31,82 33,5% 34,42 27,0° 27,0° 27,6°
Dismutase <0,001
[30,8; 35,8] [30,9;35,6] [27,8;44,2] [26,2; 27,8] [26,2; 27,9] [26,0; 28,9]
(U/mg Hb)

Dados apresentados em média = desvio-padrdo ou mediana [25%; 75%]. Momentos representados por letras distintas diferem

significativamente para o pardmetro analisado.



A Tabela 4 mostra os resultados da avaliacdo de danos genéticos. As quebras
de fitas do DNA (danos basais) aumentaram, significativamente, com um ano de
exposi¢do e continuaram aumentando com um ano e meio de exposi¢do até o
momento final avaliado em compara¢do ao momento controle. Houve leve aumento
nos niveis de pirimidinas oxidadas com um ano de exposi¢do até dois anos de
exposicao e houve inducdo de danos oxidativos (p < 0,05) no final da residéncia
médica (dois anos e meio de exposi¢do) quando comparado ao momento anterior a
exposicao. Por outro lado, ndo houve diferenga entre os momentos avaliados para

purinas oxidadas (p > 0,05).
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Tabela 4 - Danos basais e oxidativos nas bases do DNA (tail intensity) avaliados pelo teste do cometa em médicos residentes nos

momentos avaliados.
) Momentos
Tipos de danos Valor de
Antes da Y2 ano de 1anode 1% ano de 2 anos de 2 Y2 anos de
no DNA p
exposicao eXxposicao exposicao exposicao exposicéo exposicao

59,2 +8,8° 51,6 +16,4° <0,001

Quebras de fita
379+10,12 431+11,1% 471+124°> 575+135°
(%)
Purinas

_ 44,2 + 10,4 470+124  47,4+150 51,3+ 18,9 52,8+ 12,2 53,0+ 17,7 0,37
oxidadas (%)
Pirimidinas

474 +9,12 53,1+9,6% 550+13,3% 554+120% 549+142% 615+16,8° 0,01

oxidadas (%)
Dados apresentados em média + desvio-padrdo. Momentos representados por letras distintas diferem significativamente para o parametro

analisado.



A Tabela 5 mostra os resultados da expressdo dos transcritos
analisados. Os genes NRF2 e OGG1 tiveram expressdo aumentada com um
ano e meio e dois anos e meio de exposi¢do quando comparada a0 momento
controle. Diferentemente, o gene HO1 teve sua expressdo reduzida no
altimo momento avaliado da residéncia médica quando comparada aos dois

momentos anteriores.

Tabela 5 - Expressdo relativa de genes relacionados a efeitos
antioxidantes (NRF2 e HO1) e reparo de danos oxidativos no DNA

(OGG1) nos médicos residentes durante trés momentos avaliados.

Momentos
Valor
Genes Antes da 1Y% ano de 2 Y% anos de d
. . . ep
exposicao exposicao exposicao
1,72 2,1° 1,9°
NRF2 0,006
[1,5; 1,8] [18; 2,2] [1,6; 2,4]
HO1 1,2+0,32 1,1+0,42 0,8+0,3° 0,01
0GG1 1,4+0,38 25+1,3° 26+1,0° < 0,001

Dados apresentados em mediana [25%; 75%] ou média + desvio-padrao.
Momentos representados por letras distintas diferem significativamente para o

parametro analisado.

A Tabela 6 mostra que os valores de globulos brancos elevaram com
um ano de exposicdo em relacdo ao momento controle, porém os valores de
todos 0os momentos estavam dentro do valor de referéncia/normalidade. Os
basofilos se elevaram (acima do valor de referéncia), de forma significativa,
com um ano de exposi¢cdo em relacdo a0 momento anterior a exposi¢ao aos
RGA, porém todos os outros valores médios se mantiveram dentro da
normalidade. Quanto aos neutrofilos, linfocitos, mondcitos e eosinofilos ndo

houve diferencas significativas ao longo dos momentos e todos os valores
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médios (exceto para linfocitos com um ano de exposi¢cdo) encontravam-se

dentro da faixa de normalidade.
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Tabela 6 - Contagem de leucdcitos dos médicos residentes nos momentos avaliados.

Momentos Valores de
Contagem Valor .
Antes da % ano de 1 ano de 1% ano de 2 anos de 2 Y% anos de Referéncia
Celular o o . - - - de p
exposicao exposicao exposicao exposicao exposicao exposicao (x 103 )

Globulos brancos 6,7+ 1,62 73+18% 86+24° 72+15% 70+21% 73+19% 0,03 3,7-10,1

Neutrofilos 35+1.2 36+11 44+106 36+10 33+x11 3,7+18 0,08 1,63-6,96
Linfdcitos 2,4+0,7 29+10 3,1+0,9 2,7+0,7 2,7+0,9 26+0,8 0,10 1,09-2,99
Monocitos 0,5+0,2 0,6+0,2 0,7+0,3 0,6+0,2 0,6+0,3 0,6+0,2 0,14 0,24-0,79
Eosindfilos 0,2+0,1 0,2+0,1 0,3+0,2 0,2+0,1 0,3%+0,2 0,2+0,1 0,34 0,03-0,44
Basofilos 0,08 +0,05* 0,05+0,03* 0,14+0,16° 0,08+0,03% 0,08+0,03* 0,08+0,03% 0,001 0-0,08

Dados apresentados em média + desvio-padrdo. Momentos representados por letras distintas diferem significativamente para o parametro
analisado.



A Tabela 7 mostra os resultados da avaliagdo bioquimica além de
marcador inflamatério. Como os valores de referéncia para a maioria das
enzimas hepaticas difere entre os sexos, subdividimos os individuos pelo sexo
para as enzimas ALT, AST e GGT. A enzima ALT, somente no sexo
masculino, teve seus valores diminuidos com um ano e meio de exposi¢do em
relacdo ao momento pré-exposicao. Os valores de AST néo diferiram entre 0s
momentos para ambos 0s sexos. Quanto a enzima GGT, seus niveis
aumentaram com um ano e meio de exposicdo em comparacdo aos Sseus
valores basais no sexo masculino; ja no sexo feminino a enzima apresentou
pequenas oscilagdes ao longo dos momentos, com pequeno aumento com um
ano e meio de exposi¢ao, momento no qual o valor médio excedeu um pouco
o valor méximo de referéncia. Ja para a ALKP, houve reducao de seus valores
somente com um ano e meio de exposi¢ao em relagdo aos valores basais. Nao
houve diferenca significativa, entre os momentos, para o marcador PCR-as (p
> 0,05). Ressalte-se que em todos os parametros avaliados os resultados se

mantiveram dentro dos limites de referéncia.
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Tabela 7 - Mensuracdo, subdividida por sexo, de marcadores hepaticos dos medicos residentes nos momentos avaliados.

53

Momentos
Valor de Valores de
Sexo Marcador Antes da Y2 ano de 1 ano de 1% ano de 2 anos de 2 %2 anos de o
) ) ) ) ) ) Referéncia
exposicao exposicao exposicao exposicdo exposicdo exposicéo
M ALT (UMD 354+16,8" 246+88% 293+125% 219+88°  431+95  423+168° <0,0001  21-72
F 31,7+21,7 25,2+ 20,1 24,2 £127 18,7 £ 10,0 295+3,1 34,3+1211 0,49 9-52
M AST (U 28,6 £9,6 26,3+£9,0 218142 284+7,3 26,1+49 27,776 0,09 17 - 59
F 23,3184 27,2 £13,7 215+3,3 24,0+9/4 21,0+ 3,0 23,3+44 0,81 14 - 36
M GGT (UN) 30,6 +152% 269+114% 254+17,1®% 514+137° 252+125% 26,2+139* <0,001 15-73
F 30,3+15,0% 247+128% 197+81% 492+202* 172+30° 223+7,9% 0,04 12-43
ALKP
M/F i 650+11,3% 60,7+13,1® 615+153* 530+141° 60,0+10,3% 60,9+ 10,92 0,007 38-126
PCR-as
M/l 1,2[0,7;1,8] 1,1[06;1,7] 1,2[06;2,3] 09[05;19] 1,0[05;21] 1,0[0,5; 24] 0,90 <3
mg

Dados apresentados em média + desvio-padrdo ou mediana [25%;75%]. M: sexo masculino, F: sexo feminino. ALT: Alanina Transaminase, AST: Aspartato
Transaminase, GGT: Gamaglutamil Transferase, ALKP: Fosfatase Alcalina, PCR-as: proteina C reativa de alta sensibilidade. Momentos representados por
letras distintas diferem significativamente para o parametro analisado.



A Tabela 8 demonstra os resultados do sistema neuroenddcrino
avaliado. Em relacdo a prolactina, seus valores aumentaram,
significativamente, com um ano, dois anos e dois anos e meio de exposic¢do
quando comparados ao momento controle. Por outro lado, para 0 horménio
cortisol, ndo houve diferenca significativa nos momentos avaliados. Quanto
ao ACTH, seus valores oscilaram entre 0s momentos, mas houve reducéo de
seu valor no final da residéncia médica quando comparado ao momento
controle (antes da exposicao). Ressalta-se, porém, que para os trés hormonios,

todos os valores médios permaneceram dentro da faixa de referéncia.
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Tabela 8 - Mensuracao dos parametros hormonais nos médicos residentes durante 0s momentos avaliados.

Momentos
Valor  Valores de
Marcadores  Antes da Y2 ano de 1 ano de 1% ano de 2anosde 2% anosde o
_ ) _ _ ) _ dep  Referéncia
exposicdo  exposicdo exposicdo exposicéo exposicéo exposicéo
Prolactina
116 +7,4° 14792 173+104° 16,1+102%® 181+7,4> 178+84° 0,037 1,9-25
(ng/ml)
Cortisol
16,3+65 186+64 20,3+11,1 18,1+5,3 18,7+5,2 17,2+5,3 0,32 5-25
(Hg/dl)
ACTH
(ogim) 12,5+85% 18,0+10,6° 11,7+8,7° 139+9,3% 141+89% 82+83° <0,001 < 46
pg/m

Dados apresentados em média + desvio-padrdo. ACTH: hormonio adrenocorticotréfico. Momentos representados por letras distintas diferem
significativamente para o pardmetro analisado.



5 DISCUSSAO

O presente estudo biomonitorou jovens médicos saudaveis, ao longo do
periodo de residéncia médica, os quais atuaram em centro cirrgico com
sistema inadequado de exaustéo de gases. A exposi¢ao a altas concentragdes
de RGA induziu estresse oxidativo em macromoléculas e alteracbes no
sistema antioxidante, danos genéticos e alteracdes transcricionais nesses
profissionais; porém ndo houve grande repercussdo nos marcadores
bioquimicos e neuroenddcrinos.

As concentracGes dos RGA no ambiente de trabalho, as quais 0s
médicos residentes estavam expostos, estavam muito superiores aos valores
recomendados pela NIOSH (1992) tanto para os anestésicos halogenados
(cinco vezes) quanto para 0 N2O (seis vezes). Infelizmente na maioria dos
centros cirurgicos no Brasil, assim como em outros paises em
desenvolvimento, ndo ha sistemas de exaustdo de gases (ou sao inadequados),
possivelmente devido a falta de legislacdo e ao alto custo de investimento
inicial para sua implantagdo (Amma et al., 2016; Lucio et al., 2018). De fato,
as SO do presente estudo ndo atendem as normas do American Institute of
Architects (AIA, 1992) que recomenda um sistema de fluxo laminar com
minimo de 15 trocas por hora sem recirculacdo de ar. Portanto, € prudente
tentar minimizar a exposi¢do ocupacional aos RGA, mantendo-a em
concentracfes as menores possiveis (OSHA, 2000).

Os mecanismos pelos quais 0s anestésicos halogenados podem induzir
estresse oxidativo ndo sdo totalmente compreendidos, mas as possiveis
explicaces incluem metabdlitos oxidativos (especialmente pelo citocromo
P450 - CYP2E1) e danos ao genoma em qualquer estagio do ciclo celular
(Chinelato & Froes, 2002). Em relacdo ao N2O, esse gas pode elevar a
concentracdo citosolica de espécies de ferro de baixo peso molecular, que
catalisam a formacdo de ERO nas reacdes de Haber-Weiss e Fenton; além

disso, 0 N2O promove a reducdo de um elétron da vitamina B12 da metionina
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sintase seguida pela formac¢do de superoxido e radicais hidroxila (Wronska-
Nofer et al., 2012).

De fato, o presente estudo mostrou, de forma pioneira, que médicos
residentes apresentaram alteracdo do estado redox ja aos seis meses de
exposicdo ocupacional aos RGA em termos de oxidagéo proteica, a qual se
manteve até a metade do periodo de especializacdo. De fato, acredita-se que
as proteinas carboniladas sdo formadas precocemente nas células em
decorréncia de dano oxidativo (Dalle-Donne et al., 2003); niveis decrescentes
de oxidacdo proteica j& foram descritos em estudos que avaliaram outras
condicgdes além da exposicdo ocupacional (Abu-Zidan et al., 2002; Andresen
et al., 2008). O unico estudo transversal disponivel na literatura que tenha
avaliado oxidagdo proteica em profissionais expostos por trés anos a altas
concentragOes de isoflurano, sevoflurano e N2O quando comparados a
profissionais ndo expostos ndo mostrou diferenca entre os grupos (Braz et al.,
2020). Adicionalmente, fazendo um paralelo com estudo clinico, houve
aumento de proteinas carboniladas apds seis horas e 24 horas de procedimento
cirurgico em pacientes expostos ao desflurano, associado ou ndo ao N2O
(Sivaci et al., 2006), sugerindo que as proteinas sdo marcadores precoces e
sensiveis do desbalanco redox.

Outra vertente do desbalanco redox € validada pela peroxidacéo lipidica
induzida na metade e no final da residéncia médica pela elevacdo do MDA
plasmatico. Os fosfolipidios da membrana celular sdo particularmente
suscetiveis ao processo de peroxidacdo, que leva a alteracdes na estrutura e
permeabilidade da membrana, resultando em perda de seletividade de troca
ibnica, liberacdo do contetdo de organelas e formacdo de produtos
citotdxicos, como o MDA (Ayala et al., 2014). Portanto, trata-se de marcador
importante de produtos secundarios da lipoperoxidacao; adicionalmente, o
dano oxidativo aos lipidios pode afetar as proteinas pela producao de produtos
secundarios da peroxidacdo lipidica pela formacdo de aductos proteicos
(Marnett, 2000).
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Alguns estudos transversais corroboram com 0s nossos achados;
Malekirad et al. (2005) observaram aumento de peroxidacdo lipidica
plasméatica em profissionais expostos principalmente ao N>O e halotano,
atuantes em média por nove anos em centro cirdrgico, no qual as SO ndo
tinham adequado sistema de exaustdo, quando comparados a um grupo nédo
exposto. Um estudo recente também mostrou aumento de MDA em
profissionais expostos, em média por 11 anos, a concentracdes de isoflurano,
sevoflurano e N2O que excediam o limite recomendado (Neghab et al.,
2020a). Outro estudo comparou enfermeiras expostas ao isoflurano,
sevoflurano e N2O (altas concentragdes) com um grupo controle e também
verificou aumento de marcador de peroxidagédo lipidica (Wronska-Nofer et
al., 2012). Por outro lado, estudo que avaliou anestesiologistas universitarios
gue ndo passam a maior parte da atividade profissional no centro cirurgico
ndo mostrou aumento de MDA, guando comparados a um grupo de médicos
ndo expostos (Souza et al., 2021).

Portanto, nossos achados contribuem para reforcar o papel do estresse
oxidativo tanto em lipidios como em proteinas, 0s quais ja ocorrem em jovens
profissionais expostos aos anestésicos mais modernos, juntamente ao N2O,
durante a residéncia médica. Ressalte-se que o ataque oxidativo em proteinas
e lipidios pode aumentar o risco de mutagénese (Reuter et al., 2010). Ha
evidéncias sugerindo que 0Ss processos oxidativos podem contribuir
substancialmente para a genotoxicidade associada a varias condicdes
patoldgicas, bem como a exposicdo a poluentes ambientais e ocupacionais
(Rohr et al., 2013; Adetona et al., 2019; Qu et al., 2019).

De fato, detectamos aumento gradativo nas quebras de fitas do DNA ao
longo da exposi¢do aos RGA nos médicos residentes. As ERO podem causar
quebras nas fitas de DNA, levando a instabilidade gendmica, e o dano no
DNA pode ser considerado biomarcador de exposi¢cdo aos anestésicos.
Médicos que atuavam em SO sem qualquer sistema de exaustdo expostos
ocupacionalmente aos RGA (sem mensuracdo no local de trabalho) tiveram

aumento de danos basais no DNA apds 16 meses do inicio da residéncia
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médica em hospital de Manaus em compara¢do com um grupo controle (Costa
Paes et al., 2014). Em outro estudo transversal, médicos avaliados somente no
final de residéncia médica e os quais estavam expostos (por trés anos) aos
anestesicos isoflurano, sevoflurano e N2O no HCFMB-UNESP apresentaram
aumento significativo de danos basais no DNA quando comparados a um
grupo de médicos nao expostos (Braz et al., 2020).

As principais causas da oxidacdo no DNA podem resultar da exposicéo
a genotoxicos ambientais e por radicais livres/ERO enddgenos, em particular
radicais superdxidos liberados da cadeia respiratéria na mitocondria
(Dusinska & Collins, 2010). Apenas um numero limitado de artigos,
delineados como estudos transversais, detectou dano oxidativo no DNA (teste
do cometa), com achados conflitantes em relagéo a exposic¢éo ocupacional aos
RGA. Dois estudos avaliaram profissionais expostos por longo periodo a altas
concentracfes anestésicas e avaliaram apenas bases oxidadas reconhecidas
por FPG, e foram encontrados achados controversos (Wronska-Nofer et al.,
2012; Souza et al., 2021); o terceiro estudo avaliou ambas as enzimas (ENDO
I11 e FPG) em médicos expostos a uma mistura de anestésicos e foi observada
auséncia de alteracGes nas bases oxidativas do DNA guando comparados com
médicos ndo expostos (Braz et al., 2020). Assim, pela primeira vez, nossos
resultados mostram que tanto as quebras no DNA, que ocorreram mais
precocemente, quanto os danos oxidativos no DNA (pirimidinas), que
ocorreram mais tardiamente, foram devido a alta exposicdo aos anestésicos
halogenados modernos e N2O em jovens profissionais durante o periodo de
especializacao.

E importante ressaltar que a intensidade da exposicdo (altas
concentragOes) e a duracdo da exposigéo (carga de trabalho semanal e anos)
podem ser indicadores relevantes na avaliacdo de danos genéticos (basais e
oxidativos) relativos a exposicao ocupacional aos RGA.

Para se obter um quadro completo do estresse oxidativo, € importante
considerar ndo apenas a oxidacao de proteinas, lipidios e DNA, mas também

0 status antioxidante. Para prevenir o estresse oxidativo, as células possuem
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mecanismos de defesa, como enzimas antioxidantes, que desempenham papel
crucial na manutencdo do estado redox homeostatico. Em humanos, a
combinacdo de GSH-Px e SOD ¢ ferramenta poderosa para a desintoxicagédo
de radicais livres e ERO gerados dentro da célula (Miyamoto et al., 2010). Os
nossos achados mostraram diferentes comportamento na atividade dessas
enzimas a partir de um ano e meio de exposicdo. A reducdo da atividade da
SOD pode ter ocorrido devido a sua deplecéo ou inibicdo como resultado do
aumento da producdo de radicais livressERO (observada em proteinas e
lipidios). No entanto, em uma condi¢do de estresse oxidativo, conforme
observado em nosso estudo, seria esperado um aumento da atividade dos
antioxidantes para neutralizacdo das ERO, como ocorreu com a GSH-Px, a
qual é capaz de reduzir o peroxido de hidrogénio e os hidroperéxidos
lipidicos. Portanto, foi importante a GSH-Px ser induzida para tentar proteger
as células da oxidacdo de biomoléculas, para tentar reverter o quadro de
estresse oxidativo instalado nesses jovens profissionais.

Semelhante aos nossos achados, em estudo transversal recente, 0s
autores relataram diminuicédo da atividade da enzima antioxidante (SOD) e
aumento da peroxidacdo lipidica (MDA) quando trabalhadores atuantes em
centro cirdrgico foram expostos a concentracdes elevadas dos anestésicos
mais amplamente utilizados (Neghab et al., 2020a), reforcando que a
exposicdo repetitiva ou continua/prolongada aos RGA acima da
recomendacdo da NIOSH leva ao estresse oxidativo. Além disso, profissionais
expostos a uma mistura de anestésicos antigos e modernos também apresentou
niveis mais baixos de SOD quando comparados com um grupo controle
(Tirkan et al., 2005). Por outro lado, o estudo mencionado também relatou
niveis mais baixos de GSH-Px no grupo exposto. Em outro estudo transversal,
a atividade da GSH-Px estava reduzida enquanto ndo houve alteragdo no
antioxidante a-tocoferol em enfermeiras expostas a altas concentracdes de
N20 (Wronska-Nofer et al., 2012). De forma semelhante ao nosso estudo,

verificou-se que médicos que trabalhavam em SO tiveram aumento de GSH-
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Px aos 16 meses e 22 meses da residéncia em comparagdo com um grupo
controle (Costa Paes et al., 2014).

Juntamente com as enzimas antioxidantes, nossos dados também
demonstraram indug&o progressiva da capacidade antioxidante plasmatica nos
médicos residentes expostos, sugerindo que a defesa antioxidante aumentou
em decorréncia da oxidacdo proteica e lipidica, além da oxidagédo de bases no
DNA para compensar 0 organismo, com recrutamento de antioxidantes para
combater a exacerbacdo do processo oxidativo. Em contrapartida,
diferentemente de nossos achados, estudos transversais disponiveis na
literatura sobre a tematica encontraram diminui¢do do status antioxidante
(Baysal et al., 2009; lzdes et al., 2010; Neghab et al., 2020a) ou auséncia de
alteragdes significativas em profissionais expostos quando comparados a
profissionais ndo expostos (Malekirad et al., 2005; Braz et al., 2020; Souza et
al., 2021). Deve-se ressaltar que os estudos diferem quanto ao método de
avaliacdo de capacidade antioxidante, tipo de amostra bioldgica analisada,
tempo de exposi¢do aos RGA, se os profissionais trabalhavam em SO com ou
sem sistema de exaustdo, se os profissionais foram expostos a anestésicos
modernos ou mais antigos, se a poluicdo anestésica foi mensurada, entre
outros parametros.

Destaca-se que, diferentemente das pesquisas realizadas, somente
individuos jovens, sem comorbidades, e recém-expostos aos RGA foram
avaliados na presente pesquisa, e, portanto, com maior possibilidade de
apresentarem boa resposta do sistema antioxidante, ja que os danos gerados
em macromoléculas parecem estimular o sistema de defesa do organismo.
Ressalte-se também que o teste de capacidade antioxidante realizado
distingue a oxidacdo dos compartimentos aquoso e lipidico, bem como a
interacdo entre eles, diferentemente da grande maioria dos métodos utilizados
na literatura que aferem somente a capacidade antioxidante hidrofilica.
Contudo, possivelmente essa capacidade antioxidante pode nédo ser téo
responsiva face a alta exposicdo aos RGA por longo prazo em individuos mais

experientes.
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A analise transcricional de genes é ferramenta importante para a
deteccdo de possiveis alteracbes precoces especialmente nas células do
sangue periférico, por refletir eventos precoces de toxicidade que ocorrem no
organismo apds exposicdo a agentes exogenos (Lin & Barbosa, 2002). Assim,
trata-se da primeira pesquisa a monitorar possiveis alteracdes moleculares
durante a exposicdo ocupacional aos RGA durante o periodo de
especializacdo. O estresse oxidativo pode ativar uma variedade de fatores de
transcricdo, incluindo o NRF2, que induzem a expressdo de Varios genes,
incluindo aqueles necessarios para a desintoxicacdo de moléculas oxidantes,
reparo e manutencdo da homeostase celular (Reuter et al., 2010; Espinosa-
Diez et al., 2015).

A via do NRF2 é extremamente importante na manutencdo da
integridade das mitocondrias sob condicdes de estresse ambiental (Dinkova-
Kostova & Abramov, 2015) e o gene NRF2 coordena a expressdo de genes
contendo elementos de resposta antioxidante, incluindo enzimas GSH-Px,
SOD e HO1 (Huang et al., 2015). De fato, como esperado, a expressao de
NRF2 aumentou frente a exposicao residual anestésica nos médicos avaliados
em consequéncia dos danos oxidativos. Além disso, esse fator de transcricao
possivelmente modulou a inducdo de GSH-Px e a defesa antioxidante para
aumentar a resposta antioxidante nos médicos residentes expostos.

Diferentemente do ocorrido com o NRF2, a expressdo de HO1 diminuiu
no final do periodo da residéncia médica; a supressdo de HO1 pode estar
relacionada ao aumento da resposta inflamatdria e do estresse oxidativo
(Sherif et al., 2018). Outro estudo que avaliou exposi¢cdo ocupacional a
poluentes ambientais também mostrou diminuicdo do gene HO1 (Peruzzi et
al., 2019). No entanto, sabe-se que alteracBes na transcricdo génica nao
refletem necessariamente alteracdes em nivel proteico.

O reparo do tipo BER é considerado uma das principais vias para 0
reparo de danos induzidos por ERO, como bases oxidadas e quebras de fitas
do DNA e o gene OGG1 desempenha papel relevante neste mecanismo

(Janssen et al., 2001). Fazendo paralelo com estudos clinicos, a modulacao do
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gene OGGL foi relatada em pacientes anestesiados com isoflurano (Braz et
al., 2011; Freire et al., 2018). Considerando que as quebras de fita de DNA
aumentaram durante a exposi¢do aos RGA e que as bases de DNA foram
oxidadas, possivelmente houve aumento da expressao de OGG1 para reparar
essas lesdes genéticas.

Em relacdo a avaliacdo hematologica, foram observadas pequenas
oscilagdes nos valores encontrados ao longo do periodo da
especializacdo/exposicdo, entretanto a grande maioria dos valores
encontrava-se dentro da faixa de normalidade, exceto para um ano de
exposi¢do, momento no qual se observou discreta linfocitose e basofilia, mas
acreditamos que esses resultados ndo tenham relevancia biolégica. Um leve
aumento de basofilos pode ser encontrado em infiltrados inflamatérios e
também em casos de alergia, 0 que é corroborado pelo fato de que essas duas
condi¢cBes ndo foram observadas apds um ano de exposi¢do. Respaldando
nossos achados, estudos transversais também ndo detectaram alteracdes
hematol6gicas tanto na contagem linfocitdria em médicos expostos
cronicamente aos RGA isoflurano e N>O quando comparados a um grupo de
médicos ndo expostos (Bargellini et al., 2001) quanto na contagem de
leucocitos em 52 profissionais atuantes em SO e expostos aos RGA
(isoflurano, sevoflurano e N2O) em relacdo ao grupo controle (Amiri et al.,
2018).

Por outro lado, estudos de delineamento transversal que avaliaram
profissionais expostos aos RGA, incluindo os mais antigos halogenados,
encontraram diferentes achados. Profissionais expostos por 14 anos aos RGA
halotano, enflurano, isoflurano e N2O tiveram linfocitose e neutropenia
guando foram comparados ao grupo controle (Casale et al., 2014).
Profissionais expostos cronicamente a altas concentracdes do halotano e N2O
tiveram reducdo de leucaocitos, neutrofilos, linfécitos e baséfilos comparados
a um grupo nado exposto (Peri¢ et al., 1991).

Adicionalmente, um dos principais efeitos advindos da exposi¢gdo aos

RGA seria 0 possivel aumento transitério dos niveis de algumas enzimas
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hepaticas. Apesar de pequenas flutuacdes das quatro enzimas analisadas, em
ambos 0s sexos, ndo se detectou nenhuma alteracdo importante ao longo da
residéncia médica, tendo em vista que em todos 0s momentos avaliados todas
as enzimas permaneceram dentro dos valores de normalidade, exceto a GGT
(com um ano e meio de exposi¢do) no sexo feminino. Um estudo investigou
106 médicos alocados em grupo exposto (halogenados mais utilizados
atualmente e N2O) e grupo controle e ndo encontrou alteragdes nas principais
enzimas hepaticas quando se comparou 0s grupos (Aun et al., 2021),
corroborando com o0s nossos achados. Adicionalmente, Neghab et al. (2020b)
avaliaram anestesiologistas, cirurgides, técnicos e enfermeiras expostos em
médiaa 11 anos ao N20O, isoflurano e sevoflurano e observaram que apesar de
ALT, AST e GGT estarem significativamente maiores no grupo exposto do
que no grupo controle, todos os valores médios estavam dentro da
normalidade. Diferentemente, trés estudos verificaram alteracGes nas enzimas
hepaticas em profissionais expostos, mas ndo consideraram os valores de
referéncia; Casale et al. (2014) observaram aumento estatisticamente
significativo das concentragbes das enzimas ALT, AST e GGT em
profissionais da salde (anestesiologistas, cirurgides, enfermeiros, entre
outros) expostos por mais de 20 horas semanais aos RGA (halotano,
enflurano, isoflurano e N20); Caciari et al. (2013) observaram aumento
significativo de GGT nos profissionais expostos a baixas concentracdes de
RGA em comparacdo com os profissionais controles; e Jafari et al. (2018)
demonstraram aumento das enzimas ALT e AST, mas ndo de ALKP, em
diferentes profissionais (técnicos e enfermeiras) expostos aos RGA com
valores abaixo e acima dos valores recomendados pela NIOSH para os
anestésicos sevoflurano e isoflurano, respectivamente, sem mensuracgao para
0 N20O. Sugerimos, portanto, que a avaliagdo dos pardmetros quando
estiverem dentro da faixa de normalidade é mais relevante que mostrar
possiveis diferencas estatisticas entre 0s momentos, porque essa informacao
(dentro da faixa de referéncia) parece refletir melhor o real efeito biolégico

da exposicao ocupacional aos RGA nos marcadores hepaticos.
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Concomitantemente as quatro enzimas hepaticas, notou-se que a PCR-
as, proteina produzida pelo figado, cuja concentracdo sanguinea se eleva
quando ha indicativo de processo inflamatério ou infeccioso, sendo
normalmente um dos primeiros indicadores a se elevar, estava dentro do limite
de normalidade. Fazendo um paralelo com pacientes cirirgicos sob anestesia
mantida com desflurano e sevoflurano, ndo se encontrou diferenca
significante nas concentracdes intra- e pos-operatorias da PCR-as em relacao
ao periodo anterior ao ato anestésico-cirrgico na comparagao entre 0s grupos
e em cada um dos grupos (Marana et al., 2013). De forma similar, outro estudo
realizado em pacientes cirdrgicos submetidos ao desflurano associado ou ndo
ao N2O néo encontrou diferenga significativa entre os grupos para PCR-as
(Arruda et al., 2021). Provavelmente, nossos achados referentes as avaliagoes
bioquimicas podem ser explicados devido as propriedades fisico-quimicas
dos halogenados mais modernos utilizados (desflurano, sevoflurano e
isoflurano) serem mais favoraveis que os halogenados mais antigos
(especialmente o halotano), ja que os anestésicos mais recentes tém baixas
taxas de solubilidade sanguinea e de metabolizacdo (Stachnik, 2006). De fato,
a taxa de degradacdo metabdlica do desflurano é 0,02%, o isoflurano tem
0,2% e o sevoflurano tem, em torno, de 3%-5%, o que diminui
consideravelmente o potencial de inducdo de anormalidade bioquimica
hepética (Saraiva, 2003).

Em relacdo ao sistema neuroendocrino, a prolactina e o ACTH
apresentaram pequenas oscilagdes durante os momentos avaliados,
diferentemente do que ocorreu com o cortisol; entretanto todos os horménios
permaneceram dentro dos seus valores de normalidade. O ACTH é um
hormdnio secretado pela glandula pituitaria e é responsavel por regular a
sintese do cortisol. Em situacGes de estresse, ocorre grande aumento dos
niveis de ACTH, com consequente aumento do cortisol que desempenha
papel importante na adaptagdo do organismo a situacGes de estresse
(Kurosawa & Kato, 2008). Em contraste, o sistema dopaminérgico modula a

prolactina, que é o Unico hormdnio secretado independentemente do estimulo
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hipotalamico (Mutti et al., 1993), e seu aumento pode ser uma resposta
importante a situagdes estressantes (Graziola et al., 2005; Paola et al., 2015).
O cortisol apresenta um ritmo circadiano acentuado, com niveis baixos
durante a primeira parte da noite, valores crescentes no inicio da manhd, pico
ao despertar e valores decrescentes ao longo do dia (Kudielka et al., 2007).
Portanto, foi importante predefinir o periodo de coleta de sangue pela manhg,
sempre no mesmo horario, em nosso estudo. Prolongada ou repetida ativacdo
dos sistemas HPA e simpato-adrenal pode aumentar o risco de distarbios
fisicos ou psiquiatricos (McEwen, 1998).

Contudo, a literatura é extremamente escassa no que tange a resposta
hormonal frente a exposicdo ocupacional aos RGA. A exposi¢do a alta
poluicdo anestésica, como 500 ppm ao N.O e superior a 15 ppm aos
halogenados antigos halotano e enflurano, prejudica o comportamento
neurocomportamental (Mahoney et al., 1988). Adicionalmente, estudo
realizado com meédicos atuantes em centro cirdrgico e expostos ao N2O e
halogenados mostrou que ap6s uma semana com constante uso de anestesia
inalatoria esses profissionais apresentaram menor tempo de reacdo (quando
aplicaram um teste chamado simple reaction time) como avaliacdo
neurocomportamental, aumento da secrecdo de prolactina e niveis de cortisol
inalterados quando comparados com profissionais que ndo estavam utilizando
anestésicos inalatorios e grupo controle (Lucchini et al., 1996). Assim, 0s
autores enfatizam que mesmo uma baixa exposicdo anestésica em
profissionais atuantes em SO estd associada com comprometimento do
desempenho neurocomportamental, com possivel interferéncia do sistema
dopaminérgico.

Uma limitagdo do presente estudo deve ser reconhecida: os médicos
residentes foram esporadicamente expostos a radiacdo. No entanto, utilizou-
se protecdo adequada (protetor cervical de chumbo e avental de chumbo), o
que certamente minimizou o impacto dessa exposi¢cdo em nossos resultados.

Os pontos fortes de nosso estudo incluem originalidade, tipo do estudo
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(longitudinal e prospectivo), avaliacdo dos RGA no local de trabalho,
rigorosos critérios de incluséo e os métodos aplicados.

Portanto, nosso estudo longitudinal contribui com relevante informacao
a respeito da evolucdo temporal de eventos toxicos em adultos jovens
expostos aos anestésicos mais utilizados mundialmente em centro cirargico
sem adequado sistema de exaustdo de gases. Dessa forma, enfatiza-se a
importancia de monitoramento nesses profissionais e a urgente necessidade
de melhorias na infraestrutura das SO com o intuito de mitigar tanto a polui¢ao

anestésica quanto a exposi¢do ocupacional anestésica.
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6 CONCLUSAO

A exposicdo ocupacional a altas concentragdes de RGA induz estresse
oxidativo (oxidacdo proteica, lipidica e no DNA além de alteracGes
antioxidantes), danos genéticos e alteragfes transcricionais em médicos
durante o periodo da especializacdo. Por outro lado, leves oscilacGes, sendo a
maioria dos dados dentro da faixa de normalidade, foram observadas na
contagem leucocitaria e nos parametros bioquimicos e hormonais. Apesar dos
individuos avaliados serem jovens e saudaveis, pode-se verificar efeitos
deletérios frente a exposicao ocupacional aos RGA, antes mesmo de iniciarem

suas carreiras.
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intitulado “Avaliagdo neuro-imune-enddcrina em profissionais expostos aos
residuos de gases anestésicos durante a residéncia médica”, que serd
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tabaco e drogas ilicitas, etc) e histéria médica (uso de medicamentos e
suplementos vitaminicos, doencas, etc); todas as informacdes sdo de caréater
confidencial e sua identidade sera preservada. O questionario durara cerca de
30 minutos e sera aplicado pela propria pesquisadora com agendamento
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duracéo total de trés anos. A coleta sera realizada por profissional experiente
e o procedimento causa apenas o desconforto da picada com risco minimo, ja
que serd utilizado material estéril e descartavel. A participacao nesta pesquisa
ndo infringe as normas legais e éticas. Os procedimentos adotados nesta
pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos
conforme Resolugéo N° 466/12.

A realizacdo desta pesquisa permitira a possivel melhoria das condicdes
de trabalho no centro cirdrgico no sentido de minimizar os possiveis efeitos
toxicos causados pelos residuos de gases anestésicos.

Caso o(a) sr(a) ndo queira participar da pesquisa, é seu direito e ndo
haverd nenhum prejuizo. O(A) sr(a) podera retirar seu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa sem nenhum prejuizo. Se houver interesse, o(a)
sr(a) podera consultar o andamento da pesquisa solicitando informag6es por
meio do telefone ou e-mail da pesquisadora do projeto e, se necessario por
meio do telefone do Comité de Etica em Pesquisa.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o
Comité de Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-
1609 que funciona de 22 a 62 feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas,
na Chéacara Butignolli s/n® em Rubido Junior — Botucatu - S&o Paulo. Os dados
de localizacdo dos pesquisadores estdo abaixo descrito:

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

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA
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Nome:

Assinatura;
Data: / /

Pesquisadora: Aline Garcia Aun
Fone: (14) 99617-1409

Assinatura:

E-mail: aline.aun@hotmail.com

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

E-mail: mgbraz@fmb.unesp.br

APENDICE B

QUESTIONARIO

Avaliacdo neuro-imune-enddcrina em profissionais expostos aos

residuos de gases anestésicos durante a residéncia médica

Registro hospitalar (se houver):

Caodigo do individuo no estudo:

Data [/



Momento do Estudo:

I — 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 corpdrea):

09-Origem (cidade e estado):

Il — Informacdes gerais e coleta da amostra bioldgica

10-Tem alguma doenca?

( )sim ( ) néo
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10.1 - Se sim, qual®?:

10.2 - Quando foi diagnosticado?:

10.3 - Fez tratamento? ( ) sim ( )néo

10.4 - Radioterapia? () sim () ndo

10.5 - Quimioterapia? () sim ( ) néo

10.6 — Finalizou o tratamento? () sim ( ) nédo

10.7 — Quando finalizou o tratamento? ( ) sim ( ) néo

11- Ja teve alguma doenca maligna (cancer)?
()sim () néo

11.1 - Se sim, qual?:

11.2 - Quando foi diagnosticado?:

11.3 - Fez tratamento? () sim ( )nédo

11.4 - Radioterapia? () sim ( ) néo

11.5 - Quimioterapia? () sim ( ) ndo

11.6 — Finalizou o tratamento? () sim ( ) ndo

11.7 — Quando finalizou o tratamento? ( ) sim ( )nédo

12- Ja fez residéncia médica previamente?
()sim ( ) nédo

12.1 - Se sim, em qual &rea?:

12.2 - Por quanto tempo?:

12.3 - Em que ano terminou?:

13- Em qual residéncia medica passou na Faculdade de Medicina de

Botucatu?
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14- Dormiu bem esta noite?

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

15- Esta de jejum de 12 h?
()sim ( ) nédo

6.1 - Em caso negativo, relatar:

16- Considera sua alimentagdo saudavel?

()sim ()néo

17- Qual a frequéncia de realizacédo das refei¢Oes diarias? (Assinalar na tabela

abaixo)

Refeicdo Frequéncia

Diariamente Néo Faz Irregularmente

Café da manha

Lanche da

manha

Almoco

Lanche da tarde

Jantar

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

laz2
) Todosos | 2a3vezes Rara/
Alimento ) vezes por
dias por semana A Nunca
més
Frutas
Folhosos
Legumes

Leite e Derivados

Ovos

Carne Bovina

Carne de Porco

Galinha

Peixe

Embutidos

Feijao

Arroz

Macarrao

Pao

Bolacha

Doces

Balas e chicletes

Frituras

Salgados assados

Sanduiches

Refrigerante

Suco natural

90



Suco artificial

Café

19- Qual o consumo de agua diario:
( )la3copos ( )4a6copos ( )7 oumaiscopos

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

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

20.1-Se sim, qual tipo (musculacdo, caminhada,

etc)?

20.2-Se sim, quantas vezes

semana?

21- Fuma?
() Sim ( ) Néo

21.1- H& quanto tempo?

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

() 1a2magos () mais de 2 macos

pilates

por

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

etc)?:

22- J& fumou alguma vez?
() Sim ( ) Naéo
22.1-Quantos cigarros/dia fumava:

() menos de meio mago () de meio a um mago
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() 1a2magos () mais de 2 macos
() apenas experimentou
*mago = 20 cigarros/dia

22.2-Durante quanto tempo fumou

(meses/anos)?

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

etc)?:

23- Fuma ou ja fumou alguma substancia utilizando o cachimbo tipo

Narguile?
()sim ( )néo Qual substancia?
23.1- Com que frequéncia/quantas vezes fumou?

24- Consome bebida alcodlica? ( ) sim () nédo

24.1- Se sim, quantas vezes por semana:

() somente aos finais de semana () somente em eventos
sociais

( )la3dias () 4 ou mais dias

24.2 - Se sim, quanto doses por semana:

() até 2 doses ( )de3addoses ( )de5a6 doses

( )de7a9doses ( )acimade 10 doses

*considera-se a 1 dose: meia garrafa ou 1 lata de cerveja, 1 célice de

vinho ou 1 dose de bebidas destiladas (aguardente, whisky, etc)

24.3 - Qual tipo de bebida (cachaca, cerveja, whisky, vinho,
etc)?
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25- J& consumiu bebida alcodlica?

()sim ()nédo

26- Ha quanto tempo deixou
beber?

27- Consome drogas?
()sim ()ndo

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

de

27.2 - Ha quanto tempo?

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

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

28.2 - Ha quanto tempo?

29- Tem contato com substancias toxicas?
()sim ()ndo

29.1- Se sim, qual (agrotoxicos,
tinta)?

29.2 - Ha

tempo?

111 - Historia Médica

30- Passou por algum estresse ultimamente?

gasolina,

quanto

93



()sim ()ndo

31- Se sim,

qual?

32- Foi submetido a raio X, tomografia ou escopia recentemente (no ultimo
més)?

()sim ()néo

32.1-
Quando?

32.2- Sabe quantas chapas ou tomografias foram

feitas?

33- Tem alguma doenca (asma, hipertensédo, diabetes, hepatite, lUpus, artrite,
etc)?
()sim ()néao
33.1-
Qual?

34- Ja teve alguma doenca grave?
()sim ()néo

34.1- Se sim, qual?

34.2- Ha quanto tempo?

35- Faz ou fez uso continuo de algum tipo de medicamento, se sim, quais:
() antibidtico ( ) anti-inflamaté6rio () analgésico

() anti-hipertensivo ( ) corticéide ( ) anti-convulsivante
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() insulina ( ) hipoglicemiante ( ) relaxantes
musculares

() hormdnios ( ) anti-histaminicos ( ) tranquilizantes

() fitoterapicos ( ) homeopaticos () inibidores de apetite

( ) antiacidos ( ) outros - quais:

35.1- Frequéncia/dia:

36- Ja fez uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)?
()sim ()ndo

36.1- Se sim, qual (is)?

36.2- Frequéncia/dia:

36.3 - Ha quanto tempo?

37- Faz uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)?
()sim ()néo

37.1- Se sim, qual (is)?

37.2 - Nome comercial:

37.2.1- Frequéncia/dia:
37.2.2 - Ha quanto tempo?

38- Tomou alguma medicacdo no ultimo més (tratamento esporadico)?
()sim ( ) ndo

38.1 - Se sim, qual (is)?

() antibidtico ( ) anti-inflamatorio () analgésico

() anti-hipertensivo () corticoide ( ) anti-convulsivante
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() insulina ( ) hipoglicemiante ( ) relaxantes
musculares

() hormdnios ( ) anti-histaminicos ( ) tranquilizantes

() fitoterapicos ( ) homeopaticos () inibidores de apetite

( ) antiacidos ( ) outros - quais:

38.2 - Frequéncia/dia:

38.3 - Ha quanto tempo parou?

39- Teve alguma infeccdo ou inflamacg&o no Gltimo més?

()sim ()ndo

39.1- Se sim, qual
(is)?

39.2- Ha quanto tempo
parou?

40- Esta resfriado ou gripado?

()sim () néo

41- Ja fez alguma cirurgia?
()sim () néo

41.1- Se sim, qual?

41.2-Se sim, quantas:

41.3- Ha quanto tempo foi a altima?

42- Ja foi submetido a anestesia?

()sim () néo
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42.1- Se sim, sabe qual tipo de anestesia (local, geral, raquidea,

regional)?

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

Qual anestésico?

42.3 - Ha quanto tempo?

43- Realizou exames hematol6gicos nos ultimos 12 meses? Se sim, houve

algum resultado fora dos padrdes de normalidade?
()sim ( ) ndo

Anormalidade encontrada:

IV — Atividade Profissional

44- Qual € a sua especialidade

médica?

45- Qual é o principal hospital que vocé atua?

45.1 - Voce faz plantdes fora do expediente do local acima, em

centro cirdrgico (final de semana ou de noite)? ( )sim () ndo
45.2 - Se sim, vocé é exposto aos anestésicos inalatorios? () sim
( )ndo

45.3 - Frequéncia de exposicao:

45.4 - Local do trabalho:




46- Em que ano de residéncia vocé se encontra?

() primeiro () segundo () terceiro ()

outro:

47- Em relacdo a atuacé@o na residéncia, ha quanto tempo esta atuando?

()___dias ()__ meses ( )___ anos

48- Em relacdo a atuacdo no centro cirurgico,
48.1- Quantas horas/dia?

48.2 - Quantas horas/semana (lembrar de eventuais plantdes aos

finais de semana)?

48.3 - Frequéncia mensal (dias):

49- Ha quanto tempo esta exposto aos anestésicos inalatorios?:

()___dias ()__ meses ()___ anos

50- Tem exposicdo a radiacdo (raio-X, tomografia, escopia)?
()sim ( ) ndo

50.1 - Se sim, qual a frequéncia/semana? horas dias

50.2 - Quando se expde usa protecdo? ( ) ndo ( ) sim:
() jaleco de chumbo

() tireoide

() tireoide e jaleco de chumbo

obs:

51- Atualmente realiza ou participa de mais anestesia inalatoria ou venosa?
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52- Qual a frequéncia (vezes e %) de cada anestesia (manutencao) por

semana?

Venosa:

Inalatoria;

obs:

53- Quando realiza ou participa de anestesia inalatoria quais anestésicos sao

mais utilizados?

() isoflurano ( ) desflurano ( )sevoflurano ( )ndosabe ( )

outro:

54- Sabe com que frequéncia (quantas vezes) e a % de utilizacdo conjunta

com o N20 aos anestésicos (venosos ou inalatorios)?

55- Qual o fluxo (I/min) de gas fresco predominantemente utilizado durante

a anestesia?
() Baixo (<1)
() Médio (1-2)

() Intermediério (2-4)
( ) Alto (> 4)
( ) N&o sabe

56- Apds um dia de trabalho no centro cirargico sente algum dos

sintomas/sinais abaixo?

()sim () ndo
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() nausea ( ) fadiga

() cansago extremo ( ) tontura

() cefaleia/enxaqueca ( ) agitacéo

() dificuldade de concentracdo () baixo rendimento
() dificuldade para dormir/insdnia () sintomas depressivos
() infecgbes mais frequentes ( ) irritagdo das vias aéreas
( )enj6o () vomito

() sistema imunologico debilitado () deséanimo

() estafa/burnout () irritacdo

(' ) sonoléncia () memodria fraca

( ) outros:

56.1 - Se sim, qual a frequéncia semanal?

()1vez ( )2vezes ( )3vezes ( )4vezes ( )5vezes

( )>6vezes

56.2 - Quando comecou a trabalhar no centro cirurgico algum

sintoma era mais frequente?

()sim ( ) néo Se sim, qual (is):

56.3 - Quando as anestesias Sd0 em criangas 0s sintomas pioram?

()sim ( ) néo Se sim, qual (is)?

56.4 - Sente que os sintomas diminuiram com o passar do tempo?
()sim ( ) nédo

56.5 - Se sim, quando diminuiram?




57- Tira férias anualmente?
()sim ( ) nédo
57.1 Se sim, por quanto tempo:

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

58- Durante o periodo de férias, continua tendo exposi¢do aos anestésicos

inalatorios?
()sim () ndo

Frequéncia:

59- Tirou férias ou se afastou do centro cirdrgico recentemente?

()sim () nédo periodo:

59.1 - Se sim, teve exposicdo aos anestésicos inalatorios?

()_____ dias () semanas ()

Mmeses

59.2 - Se sim, h& quanto tempo ndo esta mais exposto aos gases

anestésicos?

() dias ( ) meses obs:

60- Realizou estagio fora de Botucatu e ficou sem exposicao aos anestésicos

inalatérios? () sim ( )ndo  periodo:

61- Tem sido exposto aos anestésicos inalatorios no Ultimo més?

()sim ( ) néo Quantas vezes:
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62 -Teve exposicao aos anestésicos inalatérios no dia de ontem ou nesta

madrugada?
()sim () nédo

Se sim, por quanto tempo?

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

( )N2O ( ) isoflurano (' ) desflurano () sevoflurano

62- Ao longo da residéncia médica (desde a coleta anterior):

62.1 - Ficou doente? ( ) sim ( ) nédo obs:

62.2 - Sofreu acidente? () sim ( ) nédo obs:

62.3 — Foi operado sob anestesia geral inalatéria? () sim

( ) ndo obs:

62.4 - Teve algum estresse grave? ( ) sim () ndo obs:

62.5 - Teve algum acidente com perfuro-cortante? ( ) sim ( ) néo

obs:

63- Gostaria de acrescentar alguma informacdo que considere importante?

Se homem:

64-Tem filhos?
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()sim () ndo
64.1 - Se sim, sua parceira demorou para engravidar? ( ) sim (
) ndo
64.2 - Se sim, precisou de algum tratamento para engravidar? ( ) sim
() nédo
64.3 - Se sim, algum apresenta algum tipo de problema?
()sim ( )néo

Se sim, qual (is):

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

Se sim, qual (is):

64.5 - Se ndo, sua parceira ja tentou engravidar? () sim (
) ndo

Se sim, ha quanto tempo estdo tentando engravidar?

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

Se sim, qual (is):

Hé& quanto tempo?

65- Sabe se sua parceira ja teve algum aborto espontaneo? ( ) sim ( ) ndo
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Se sim, quantos:

Hé& quanto tempo:

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

Se sim, qual:

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

()sim () néo

Se mulher:
68-Tem ciclo menstrual regular?
()sim () néo

68.1 - Se ndo, sabe a causa?

68.2 - Sabe em que fase do ciclo esta?

69- Esta de TPM ou menstruada?

70- Faz uso de anticoncepcional?
()sim () ndo
70.1- Se sim, que tipo:
( )oral ( ) injetavel () adesivo transdérmico

() implante subcutaneo ( ) outros:

Nome comercial:
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70.2 - Se sim, hé& quanto tempo?

71- Faz algum tipo de reposicao hormonal?
()sim () néo

71.1-Se sim, que tipo:

( )oral () injetavel ( ) adesivo transdérmico
() implante subcutaneo ( ) outros:
71.2 - Se sim, ha quanto tempo?

72- Tem filhos?

()sim () nédo
72.1- Se sim, demorou para engravidar? ( )sim ( ) néo
72. 2 - Se sim, precisou de algum tratamento para engravidar? (

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

Se sim, qual (is):

72.4 - Se sim, teve algum problema com a gestacdo? ( ) sim
() néo

Se sim, qual (is):

72.5 - Se ndo, ja tentou engravidar? ( ) sim ( ) ndo

72.6 - Se sim, hd quanto tempo estd tentando engravidar?

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

Se sim, qual (is):
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Hé& quanto tempo?

73- Sabe se ja teve algum aborto espontaneo durante a residéncia ou em

momento anterior?
()sim () nédo

obs:

73.1 - Se sim, quantos:

73.2 - Ha quanto tempo:

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

74.1 - Se sim, qual:

75- Sabe se vocé ou seu (sua) parceiro (a) tem algum problema de

infertilidade?

()sim () ndo



