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RESUMO 

 

Os anestésicos inalatórios têm sido utilizados nas salas operatórias (SO) há muito 

tempo tanto para cirurgias humanas quanto para cirurgias veterinárias. Assim, os profissionais 

que atuam nas SO, mundialmente, estão expostos aos resíduos dos gases anestésicos (RGA) 

diariamente durante anos/décadas. A literatura tem mostrando que a exposição ocupacional 

aos RGA pode ter efeitos deletérios nos profissionais expostos. Considerando-se que há 

escassez de dados na literatura sobre os possíveis efeitos da exposição ocupacional aos RGA 

em profissionais atuantes em hospital veterinário, os quais são muito expostos aos anestésicos 

halogenados, o presente estudo tem como objetivo, de forma inédita, avaliar a instabilidade 

genética e a citotoxicidade nesses profissionais. Assim, o estudo será realizado em 

profissionais expostos aos RGA no Hospital Veterinário da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da UNESP – Botucatu, onde serão mensuradas, pela primeira vez, as 

concentrações dos RGA em SO. Haverá coleta de material biológico (células esfoliativas 

bucais, sangue periférico e urina) de 30 profissionais expostos aos RGA e de 30 voluntários 

que não atuam em hospital, havendo pareamento por sexo, idade e estilo de vida. Os danos no 

material genético serão avaliados de forma sistêmica pelo teste do cometa; a instabilidade 

genética será avaliada pela frequência de micronúcleos (MN) detectados em mucosa bucal e 

em linfócitos; a citotoxicidade será analisada por meio dos testes de MN bucal e em 

linfócitos, assim como por citometria de fluxo. Haverá também análise de hemograma, de F2-

isoprostano e de enzimas (bioquímico). Considerando a importância, originalidade e 

relevância do tema, com os resultados obtidos neste estudo, serão conhecidas as 

concentrações dos RGA em SO e obter-se-ão informações dos possíveis efeitos dos RGA em 

profissionais expostos que atuam em hospital veterinário, contribuindo, assim, para maior 

entendimento dos possíveis efeitos tóxicos da exposição ocupacional aos RGA. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Exposição ocupacional aos resíduos de gases anestésicos (RGA)  

Os anestésicos inalatórios têm sido utilizados há muitas décadas em salas operatórias 

(SO) tanto em cirurgias humanas como veterinárias. Assim, ambos pacientes e profissionais 

atuantes em SO são considerados grupos de risco devido à exposição a estes agentes. 

Em 1950 houve a descoberta de agentes anestésicos halogenados. O halotano foi um 

dos primeiros anestésicos inalatórios a ser bem-sucedido, desbancando rapidamente os 

anestésicos inalatórios usados anteriormente, com exceção ao óxido nitroso - N2O (Eger, 

2005). Mais tarde, outros anestésicos inalatórios foram sendo também utilizados como o 

metoxiflurano, enflurano, isoflurano, sevoflurano e desflurano (Yilmaz & Calbayram, 2016), 

sendo estes últimos os agentes mais utilizados atualmente na anestesiologia humana e o 

isoflurano o mais utilizado na anestesiologia veterinária. A metabolização destes compostos é 

via citocromo P450, pela CYP2E1 sendo a sua metabolização no fígado (Kharasch & 

Thummel, 1993). Dentre as vantagens do uso dos halogenados mais modernos estão à baixa 

solubilidade, a indução e recuperação rápida da anestesia geral, os baixos coeficientes de 

partição sangue/gás e o baixo custo no caso do isoflurano e sevoflurano comparado ao 

desflurano (Young & Apfelbaum, 1995; Wolverson & Nathanson, 1998).  

Os resíduos de gases anestésicos (RGA) são pequenas quantidades desses anestésicos 

inalatórios quando utilizados na SO, o que expões a equipe cirúrgica aos potenciais riscos de 

exposição. Um estudo clássico, realizado pela American Society of Anesthesiologists (ASA) 

em 1974, avaliou os efeitos dos RGA em mulheres que trabalhavam continuamente em SO, as 

quais foram comparadas com mulheres não expostas aos RGA, e observou-se que as 

profissionais expostas ocupacionalmente tiveram risco aumentado para abortos espontâneos, 

anormalidades congênitas, doenças renais, hepáticas e câncer. De fato, estudos sugerem que a 

exposição crônica aos RGA pode constituir riscos para a saúde de pessoal exposto, desde o 

aparecimento de sintomas como irritabilidade, fadiga e cefaleia (ISSA, 2002), até efeitos 

neurotóxicos e alterações neurocomportamentais (Guirguis et al., 1990; Rowland et al., 1995; 

Lucchini et al., 1996), doenças hepáticas, renais e hematopoiéticas (Green et al., 1981; Franco 

et al., 1991; Obata et al., 2000), além de indução de problemas reprodutivos incluindo aborto 

espontâneo e defeitos congênitos, especialmente em médicas veterinárias (Shirangi et al., 

2007, 2009; Allweiler & Kogan, 2013). Embora a anestesiologia tenha evoluído, quando os 

agentes anestésicos são administrados por inalação a contaminação do ar em SO ainda é 

inevitável (Hoerauf et al., 1996; Hoerauf et al., 1997). 
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Dessa forma, são diversos os profissionais que estão expostos ocupacionalmente aos 

RGA, mundialmente, como os médicos e médicos veterinários anestesiologistas e cirurgiões, 

enfermeiros, técnicos, além de estudantes atuantes em SO e em salas de recuperação (NIOSH, 

2007). De forma semelhante à medicina, os avanços na medicina veterinária e o maior 

cuidado no bem-estar dos animais pelos proprietários, têm havido maior expectativa de vida 

de pequenos animais nos últimos anos. Com isso, os animais de estimação têm apresentado 

maior probabilidade de, em algum momento de suas vidas, serem submetidos a intervenção 

cirúrgica-anestésica (Carareto et al., 2005), aumentando assim a exposição aos RGA. 

A presença desses RGA no ambiente cirúrgico se deve a três causas principais: SO 

sem sistema de exaustão, técnicas anestésicas e estação de anestesia (Yasny & White, 2012). 

O equipamento anestésico utilizado na medicina veterinária geralmente é o mesmo utilizado 

em anestesiologia humana e os principais anestésicos utilizados são os halogenados (Fritschi, 

2000). Assim, para minimizar a exposição ocupacional aos RGA, o National Institute of 

Occupational Safety and Health (NIOSH, 2007) recomenda até dois ppm para os anestésicos 

halogenados, embora esse limite refere-se aos anestésicos mais antigos e não para os agentes 

mais modernos utilizados, e até 25 ppm para o N2O, durante o período de administração 

anestésica, tanto para cirurgias humanas quanto para veterinárias. Entretanto, em cirurgias 

veterinárias, as concentrações de RGA podem exceder o limite máximo em 30% a 50% das 

medições realizadas na década de 1990 em países em desenvolvimento (Gardner et al., 1991; 

Korczynski, 1999). Infelizmente no Brasil não existem valores estabelecidos e recomendados 

para a exposição ocupacional aos RGA (Oliveira, 2009) e esse assunto permanece 

negligenciado. Assim, ressalta-se a importância e originalidade em se conhecer as 

concentrações de RGA em hospital veterinário brasileiro. Acredita-se que vários desses 

profissionais devem estar expostos a altas concentrações uma vez que as SO, no Brasil, assim 

como em países em desenvolvimento e subdesenvolvidos, não possuem sistema de exaustão 

adequado e vários profissionais atuam com animais de grande porte, os quais necessitam de 

altas concentrações anestésicas, o que leva à maior poluição das SO. 

Fazendo um paralelo com centro cirúrgico humano, nosso grupo de pesquisa 

recentemente mostrou, de forma inédita em hospital público universitário, que as 

concentrações residuais dos anestésicos isoflurano e sevoflurano excederam, e muito, o limite 

internacional recomendado (NIOSH) quando as medições foram realizadas durante a anestesia 

em SO sem sistema de exaustão de gases, com aumento progressivo das concentrações quanto 

maior o tempo da anestesia; já em SO com sistema parcial de exaustão as concentrações dos 
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RGA foram bem menores, mas a exposição ao sevoflurano ainda excedeu o limite 

recomendado (Braz et al., 2017).  

 

Exposição ocupacional aos RGA e danos no material genético  

Há algumas décadas, percebe-se um aumento dos trabalhos na literatura em relação à 

exposição ocupacional aos RGA e seus possíveis efeitos no genoma, o que demonstra uma 

preocupação em relação aos possíveis efeitos tóxicos frente à exposição ocupacional aos 

RGA, uma vez que milhões de profissionais têm exposição ocupacional diária aos RGA em 

todo o mundo, o que destaca tal assunto como importante questão de saúde ocupacional. 

Deste modo, estudos nesta área são relevantes e abrangem as áreas de anestesiologia, 

toxicologia, genética, entre outras.  

Estudos têm mostrado aumento de danos no material genético (ácido 

desoxirribonucleico - DNA), de aberrações cromossômicas (AC), de trocas de cromátides 

irmãs (TCI) e de micronúcleo (MN) em profissionais expostos cronicamente aos RGA em SO 

de centro cirúrgico humano (Chang et al., 1996; Sardas et al., 1998; Rozgaj & Kasuba, 2000; 

Rozgaj et al., 2001; Chinelato & Froes 2002; Sardas et al., 2006; Chandrasekhar et al., 2006; 

Baysal et al., 2009; Rozgaj et al., 2009; Wronska-Nofer et al., 2009). Estudo realizado por 

Eroglu et al. (2006) mostrou que médicos anestesiologistas que trabalhavam em SO sem 

sistema de exaustão e eram expostos aos resíduos de sevoflurano e N2O tiveram aumento de 

frequência de TCI em relação ao grupo de não expostos; os autores também relataram 

diminuição significativa da frequência de TCI após afastamento de dois meses das SO. El-

Ebiary et al. (2013) observaram aumento significativo de danos genéticos em profissionais 

ocupacionalmente expostos (médicos anestesiologistas e cirurgiões, enfermeiros e técnicos) 

aos RGA, quando comparados ao grupo controle. De forma interessante, um estudo realizado 

na Eslovênia mostrou que médicas anestesiologistas expostas ao halotano, isoflurano e N2O 

tiveram aumento significativo de danos citogenéticos (MN, AC e TCI) comparadas tanto com 

tecnólogas em radiologia quanto mulheres não expostas aos RGA (Bilban et al., 2005). Já 

Wrońska-Nofer et al. (2012) relataram correlação positiva entre danos oxidativos no DNA e 

concentrações de N2O, porém sem associação com efeitos genotóxicos relacionados ao 

isoflurano ou sevoflurano em enfermeiras. Por outro lado, Wiesner et al. (2001) não 

observaram aumento significativo na frequência de MN detectados em linfócitos periféricos 

de profissionais alemães expostos às baixas concentrações de N2O e dos halogenados 

isoflurano, sevoflurano e desflurano.  
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Em estudo realizado em hospital de Manaus, nosso grupo de pesquisa, ao avaliar 

médicos residentes em anestesiologia e cirurgia expostos aos RGA isoflurano, sevoflurano e 

N2O, observou aumento de danos no DNA já aos oito meses de exposição (Costa Paes et al. 

(2014).  Pela primeira vez no Brasil, nosso grupo de pesquisa mensurou a poluição anestésica 

no centro cirúrgico do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp, 

onde ainda são utilizados, embora em menor número, aparelhos de anestesia que não possuem 

sistemas de exaustão, e somente metade das SO possuem sistema de exaustão de gases, 

aumento superior a duas vezes para os anestésicos halogenados e de seis vezes para o N2O 

baseando-se nos valores recomendados pelo NIOSH, e observou-se aumento significativo de 

danos basais no DNA em médicos residentes expostos por três anos aos anestésicos, mas não 

em anestesiologistas cronicamente expostos, que atuavam em hospital universitário (Lucio, 

2016; Souza et al., 2016). Por outro lado, de forma inédita, observou-se que a exposição 

crônica induziu instabilidade genética, citotoxicidade e alteração de proliferação celular, 

detectadas pelo teste do MN bucal (Souza et al., 2016).  

Entretanto, na prática veterinária, há somente um único trabalho, na literatura ao nosso 

alcance, realizado na Alemanha com dez cirurgiões veterinários expostos ao isoflurano e N2O 

que reportou aumento da formação de TCI, mas não de MN em linfócitos nem de índice 

proliferativo ou mitótico (Hoerauf et al., 1999), evidenciando a escassez de literatura em 

relação aos possíveis danos genéticos em profissionais atuantes em centro cirúrgico 

veterinário. 

 

Exposição ocupacional aos RGA e citotoxicidade  

O acúmulo de danos no material genético pode ser reparado; caso isso não ocorra, 

estas lesões podem ser fixadas, acarretando em mutações, morte celular ou neoplasias (Sasaki 

et al., 2000; Ward, 2002; Anazetti & Melo, 2007). Assim, a citotoxicidade tem influência na 

cinética de divisão celular e nos sistemas controladores do ciclo celular. 

A apoptose é forma mais comum de morte celular programada, a qual se trata de 

processo complexo que pode ser induzido por vários fatores e que desempenha papel 

importante em processos como inflamação, tolerância imunológica e hematopoiese (Tyther et 

al., 2002). Em estudo realizado in vitro, a exposição ao sevoflurano e ao isoflurano se 

mostrou citotóxica por aumentar a apoptose celular via regulação de caspase-3 em linfócitos 

de maneira tanto dose como tempo dependentes (Matsuoka et al., 2001). Em outro estudo, 

relatou-se indução de apoptose pela exposição ao sevoflurano e, em menor extensão pelo 

isoflurano, mas não pelo desflurano, em linfócitos T em cultura celular (Loop et al., 2005). 
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Certamente, o processo apoptótico depende da intensidade, duração e tipo de exposição 

(Franco et al., 2009). Em estudo realizado por Souza et al. (2016) foi verificado que médicos 

anestesiologistas expostos em média por 16 anos aos RGA isoflurano, sevoflurano, desflurano 

e N2O apresentaram citotoxicidade, pelo aumento de parâmetros de morte celular e alteração 

de índice proliferativo, em células esfoliativas bucais. Relatos de que os anestésicos 

inalatórios podem causar alterações imunológicas, incluindo linfocitopenia são descritos na 

literatura, como reportado por Perić et al. (1991), os quais observaram diminuição de 

leucócitos, incluindo linfócitos, em profissionais da saúde expostos cronicamente a altas 

concentrações de halotano e N2O. De forma similar, diminuição de linfócitos, especialmente 

os T auxiliares, foi demonstrada em profissionais atuantes em centro cirúrgico humano e 

expostos cronicamente a isoflurano e N2O quando comparados a profissionais não expostos 

aos anestésicos (Bargellini et al., 2001). Por outro lado, inibição de apoptose em neutrófilos já 

foi relatada em exposição ocupacional crônica aos anestésicos isoflurano, sevoflurano e N2O 

(Goto et al., 2000; Tyther et al., 2002).  

A vivacidade de uma célula é ritmada pelo ciclo celular, no qual cada célula de um 

organismo sofre alterações cíclicas que a conduzem à divisão celular. O ciclo celular é 

dividido em quatro fases: G1 (G = gap = intervalo) - a célula cresce devido às sínteses 

proteicas; nesta fase as células estão sujeitas às influências externas sobre o ciclo celular, 

principalmente durante a transição G1/S (S = síntese); na fase S ocorre a duplicação do DNA 

celular; a fase G2 representa a segunda fase de intervalo, no qual a célula tem maior 

crescimento e passa a produzir proteínas e organelas e se reorganiza preparando-se então para 

a fase M (M = mitose), a qual representa a divisão celular propriamente dita (Alberts et al., 

2002). A transmissão de informações genéticas de uma geração de célula para a próxima 

requer replicação do genoma durante a fase S e sua segregação para as duas novas células 

filhas durante a mitose ou a fase M. As fases S e M são eventos cruciais rigorosamente 

ordenados em um processo cíclico que permite a duplicação correta da célula sem o acúmulo 

de anormalidades genéticas. Em um ciclo celular normal, a fase S é sempre precedente da fase 

M. Entre as fases S e M, existem duas lacunas preparatórias, G1 separa M de S e G2 está 

entre S e M. Quando a célula sofre diferenciação, ela sai da fase G1 do ciclo celular para 

entrar em um estado quiescente conhecido como G-zero – G0 (Pucci et al., 2000). Em estudo 

recente, Luo et al. (2015) reportaram que o isoflurano pode influenciar o comportamento das 

células tumorais ovarianas in vitro por regular marcadores associados ao ciclo celular. 

Entretanto, no que se refere à citotoxicidade e a possíveis alterações no ciclo celular pelos 
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RGA em profissionais que atuam em centro cirúrgico veterinário, não há trabalhos na 

literatura ao nosso alcance. 

 

Exposição ocupacional e biomonitoramento humano  

 Biomarcadores genéticos têm sido muito empregados para a monitorização da 

exposição a agentes genotóxicos e/ou mutagênicos com potencial efeito carcinogênico 

(Norppa, 2016). Assim, com a evolução de ferramentas e marcadores genéticos e celulares de 

toxicidade, há a possibilidade de se melhor compreender os possíveis efeitos 

tóxicos/deletérios dos RGA em nível sistêmico e molecular. Destacam-se como importantes e 

sensíveis marcadores de genotoxicidade e mutagenicidade o teste do cometa e MN, 

respectivamente (Lucio et al., 2017). 

A genotoxicidade é a capacidade que algumas substâncias têm de induzir alterações no 

material genético. Quando estas alterações passam a ser permanentes e transmissíveis, utiliza-

se o termo mutagenicidade, assim, todo agente mutagênico é genotóxico (Sasaki et al., 2000). 

Durante a mitose de células somáticas as mutações decorrentes são capazes de se propagar 

pelo organismo levando a consequências como a morte celular, formação de tumores e 

envelhecimento (Düsman et al., 2012).  

O teste do cometa detecta quebras de fita simples e dupla do DNA, sítios álcalis-lábeis 

e lesões oxidativas, além de ser um método sensível e de baixo custo, sendo uma importante 

ferramenta de avaliação de genotoxicidade. É um teste de screening, considerado o método de 

escolha para identificação de lesões no DNA, principalmente em estudos epidemiológicos de 

populações submetidas a diferentes exposições ocupacionais (Collins et al., 2008). A 

metodologia consiste em imergir células eucarióticas em gel de agarose, lisar a membrana 

celular e posterior eletroforese; sob condições alcalinas de eletroforese, as células com danos 

no DNA apresentam maior taxa de migração da molécula em direção ao ânodo, imitando a 

aparência de um cometa (cabeça e cauda) (Tice et al., 2000).  

Os MN são formados durante divisão celular, sendo resultantes dos fragmentos dos 

cromossomos acêntricos ou cromossomos inteiros ou mesmo de dano no aparelho mitótico; 

assim, representam perda de cromatina (Salvadori et al., 2003). Alguns estudos têm 

evidenciado que a frequência de MN pode estar associada ao desenvolvimento de câncer 

(Fenech et al., 1999; Carvalho et al., 2002; Fenech, 2002; Bonassi et al., 2005). Segundo 

Bonassi et al. (2007), há correlação positiva entre o número de MN e o aumento do risco 

relativo de ocorrência de neoplasias malignas principalmente do sistema urogenital (bexiga e 

rim) além do trato gastrintestinal, apesar de mais estudos serem necessários para validar o 
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MN como marcador de risco para câncer. Assim, além do teste do MN detectar instabilidade 

genética, é possível a avaliação de citotoxicidade pelos índices mitótico e de proliferação 

celular (ICH, 1997). Assim, a principal metodologia utilizada atualmente para verificação de 

instabilidade genômica em seres humanos é a do MN, o qual pode ser detectado tanto em 

linfócitos periféricos como em células esfoliadas. Inclusive já se verificou uma correlação 

positiva entre a frequência de MN em linfócitos e células esfoliadas da mucosa bucal (Ceppi et 

al., 2010). Entretanto, ainda não se avaliou se existe correlação entre frequência de MN em 

linfócitos e em células bucais frente à exposição ocupacional aos RGA. 

O uso de MN em células bucais (avaliado pelo teste Buccal Micronucleus Cytome - 

BMCyt) também é validado e tem sido amplamente difundido na última década por estudos de 

biomonitoramento humano para avaliar exposição a agentes genotóxicos e/ou carcinógenos, 

além de doenças neoplásicas. Apresenta a vantagem de ser pouco invasivo, tem rápida 

preparação, sem necessidade de cultivo celular, além de ser versátil, já que diversas análises 

podem ser feitas, incluindo avaliação de dano no DNA, proliferação celular, apoptose, entre 

outras (Bonassi et al., 2011; Bolognesi et al., 2015). Pelo fato de médicos anestesiologistas 

cronicamente expostos terem mostrado instabilidade genômica em mucosa bucal, sugere-se 

que a análise de BMCyt deva ser utilizada para biomonitoramento de possíveis efeitos tóxicos 

no material genético decorrentes da exposição ocupacional aos RGA em todos os 

profissionais expostos (Souza et al., 2016). 

Na década de 1970, foi desenvolvido o primeiro citômetro de fluxo e este se tornou 

um instrumento essencial nas ciências biológicas. A citometria de fluxo é uma técnica 

quantitativa de análise celular que permite análise rápida e objetiva de vários parâmetros de 

células em suspensão. Dentre as vantagens dessa metodologia, há a possibilidade de 

diferenciar populações celulares heterogêneas, quantificar proteínas e enzimas, além de 

detectar proliferação celular, apoptose e reconhecer a fase celular do processo apoptótico 

(Bertho et al., 2000). 

A viabilidade/citotoxicidade celular pode ser detectada utilizando marcadores como 

anexina V (marcada com Fluorescein IsoThioCyanate - FITC), uma vez que a anexina marca 

células em apoptose precoce. Em células viáveis, a fosfatidilserina se encontra na superfície 

interna da bicamada lipídica; já em células em início de processo apoptótico, a membrana 

celular ainda permanece intacta, mas sofre desorganização e a fosfatidilserina é translocada 

para a superfície exterior da bicamada. Portanto, a anexina V é uma proteína que se liga aos 

fosfolipídios e possui alta afinidade pela fosfatidilserina na presença de íons de cálcio. Assim, 

a marcação de células com anexina V refere-se à apoptose precoce, uma vez que há alterações 
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morfológicas, mas sem perda da integridade da membrana (Palma, 2005). Tem se utilizado 

também a coloração com 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) para discriminar apoptose precoce 

da tardia (Kerr et al., 1972). Trata-se de um intercalante de DNA usado como um corante 

vital, pois enquanto a célula estiver com a membrana íntegra, o 7-AAD não pode se ligar e/ou 

intercalar ao DNA; no entanto, quando a integridade da membrana é perdida, o 7-AAD passa a 

ter acesso ao DNA (Zimmermann & Meyer, 2011). Adicionalmente, as aplicações da 

citometria de fluxo na análise do ciclo celular incluem: revelar a distribuição de células em 

fases específicas do ciclo celular e/ou determinar a cinética de progressão por meio dessas 

fases, além de elucidar os mecanismos moleculares associados ao ciclo celular 

(Darzynkiewicz et al., 2001). A citometria de fluxo ainda possibilita medições 

multiparamétricas, com o estudo das relações entre os constituintes celulares medidos, 

especialmente o conteúdo de DNA (posição do ciclo celular ou ploidia do DNA) sem a 

necessidade de sincronização celular (Darzynkiewicz et al., 2001).  

 

2. OBJETIVOS 

 Frente à escassez de dados e considerando a originalidade e relevância do tema, o 

presente estudo tem como objetivo avaliar a instabilidade genética e a citotoxicidade em 

profissionais expostos aos RGA que atuam em hospital veterinário.  

 

3. MÉTODO  

Após aprovação do protocolo de estudo pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), UNESP e obtido o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE), serão recrutados 30 profissionais de áreas diversas atuantes, há 

no mínimo um ano, no centro cirúrgico de grandes e pequenos animais e na reprodução 

animal do Hospital Veterinário da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP 

de Botucatu, de ambos os sexos, os quais são expostos ocupacionalmente ao isoflurano e em 

menor extensão ao sevoflurano. Para o grupo controle serão recrutados 30 voluntários que não 

atuem em hospital, os quais serão pareados por sexo, idade e estilo de vida. A todos os 

indivíduos da pesquisa será aplicado questionário detalhado que inclui dados demográficos, 

questões de história médica e estilo de vida. Os profissionais expostos aos RGA (grupo 

exposto) também responderão questões relacionadas ao tempo de exposição ocupacional e 

período de trabalho semanal e mensal. Serão excluídos do estudo os portadores de doença 

maligna, doenças infecciosas ou inflamatórias, os que fazem uso pesado de álcool (acima de 

nove doses semanais para mulheres e acima de 14 doses semanais para homem, sem episódios 
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de embriaguez – NIAAA, 2015), “drogas ilícitas”, medicamentos e os que fazem uso de 

suplementação vitamínica ou que tenha atuado em alguma área com exposição ocupacional.  

 

Mensuração das concentrações de RGA em SO  

Para a coleta de ar utilizar-se-á o aparelho InfraRan 4-gas anesthetic specific vapor 

analyzer (Wilks Enterprise, EUA) para medição das concentrações individuais dos RGA 

isoflurano e sevoflurano por espectrofotometria infravermelha (Pickworth et al., 2013), 

durante anestesia inalatória no hospital veterinário universitário, o qual dispõe de SO sem 

sistema de exaustão de gases. Esse equipamento portátil tem limite de detecção de 0 a 50 ppm 

para os halogenados, para um fluxo de amostras de 10 l/min.  

 

Coleta de material biológico 

Para ambos os grupos (exposto e controle), de forma simultânea, serão obtidas células 

esfoliadas de ambos os lados da cavidade oral (bochecha), após prévia higienização; urina 

isolada a ser coletada em frasco universal estéril, sendo a primeira da manhã; além de amostra 

de sangue venoso a ser coletada em tubos específicos após jejum (oito h). 

Ressalta-se que não será necessária coleta biológica pela Unidade de Pesquisa Clínica 

(UPECLIN) da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, pois todas as amostras serão 

realizadas pela aluna responsável pelo projeto, a qual tem ampla experiência na coleta de 

amostra biológica. Todas as amostras serão previamente codificadas, imediatamente 

transportadas ao Laboratório GENOTOX (Unidade de Pesquisa Experimental - UNIPEX, 

FMB-UNESP), no qual as amostras serão processadas sob luz amarela para evitar a 

possibilidade de danos adicionais ao DNA e serão analisadas, com exceção das análises 

bioquímicas e de hemograma, que serão realizadas em laboratório terceirizado.  

 

Metodologias a serem utilizadas  

 

-Teste do MN bucal (MBNCyt) 

 As células bucais serão transferidas para solução salina, sendo, em seguida, 

centrifugadas (1000 rpm por 5 min, a 4°C) e fixadas com metanol/ácido acético, na proporção 

de 3:1, seguindo protocolo descrito por Tolbert et al. (1992), com pequenas modificações. A 

centrifugação será repetida (três vezes), o sobrenadante será retirado e a solução fixadora será 

adicionada. A seguir, as amostras serão gotejadas em lâminas limpas, com secagem à 

temperatura ambiente por 24 h. As lâminas serão submetidas à coloração de Feulgen/Fast-
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Green e serão analisadas em microscópio óptico, conforme recomendação de Thomas et al. 

(2009). Realizar-se-á a análise de 1000 células por indivíduo para identificação de células 

basais, diferenciadas e binucleadas; cromatina condensada, cariorrexe, picnose e cariólise. 

Para MN e broto nuclear serão analisadas 2000 células diferenciadas. 

 

-Isolamento de células mononucleares 

Após a coleta de sangue, realizar-se-á o isolamento de células mononucleares com 

Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) seguindo o protocolo de Braz & Fávero Salvadori 

(2007). Para isso, 2 ml do sangue total serão homogeneizados com 2 ml de solução salina 

(PBS) e colocados, cuidadosamente, sobre 3 ml de ficol. Após centrifugação por 30 min a 

2500 rpm, a 4C, os linfócitos serão retirados com auxílio de pipeta Pasteur e transferidos 

para outro tubo, no qual serão adicionados 4 ml de PBS. Após nova centrifugação por 15 min, 

a 1500 rpm (4C), as células (0,5 ml) serão utilizadas para o teste do cometa e MN a fresco.  

 

-Teste do cometa  

Alíquotas de 10 l de células mononucleares serão adicionadas a 120 l de agarose de 

baixo ponto de fusão. Cada uma das alíquotas será colocada sobre lâmina previamente 

recoberta com camada de agarose de ponto de fusão normal, coberta com lamínula e colocada 

a 4ºC para solidificação da agarose. Após, a lamínula será removida e a lâmina colocada em 

solução de lise gelada e recém-preparada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10, 

Triton X-100 a 1% e dimetilsulfóxido a 10%). Em seguida, as lâminas serão lavadas em PBS 

por 5 min. Após esse período, as lâminas serão transferidas para cuba horizontal de 

eletroforese, que será preenchida com tampão alcalino gelado e recém-preparado (1 mM 

EDTA e 300 mM NaOH, pH>13). Após período para desespiralização do DNA e expressão 

dos sítios álcali-lábeis, a eletroforese será conduzida a 25V. Finalizada a eletroforese, as 

lâminas serão colocadas por 15 min em solução de neutralização (0,4 M de Tris, pH 7,5), 

fixadas com etanol, secas à temperatura ambiente e armazenadas a 4°C. No momento da 

análise, as lâminas serão coradas com SYBR Gold e 100 nucleoides (50 

nucleoides/lâmina/indivíduo) serão analisados em microscópio de fluorescência acoplado a 

sistema de análise de imagem (Comet Assay IV – Perceptive Instruments, Reino Unido), para 

mensuração dos danos no DNA (% de DNA na cauda). 
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-Cultura de linfócitos periféricos e teste do MN  

 Imediatamente após o isolamento de células mononucleares (~ 95% linfócitos), as 

amostras serão processadas de acordo com o protocolo descrito por Salvadori et al. (2003). 

Será transferido volume de 500 μl de amostra aos frascos de cultura contendo 4,5 ml de meio 

RPMI, 1 ml de soro fetal bovino e 150 μl de fitohemaglutinina. O meio de cultura com a 

amostra será então incubado a 37°C com 5% de CO2. Após 44 h serão adicionados 18 μl de 

citocalasina B (6 μg/ml) ao meio mantendo o frasco de cultura na incubadora por mais 28 h a 

37°C. No final das 72 h, a cultura será transferida para tubos de ensaio, que serão 

centrifugados a 800 rpm por 5 min a 20°C. O sobrenadante será então descartado. Em 

seguida, será adicionado à suspensão de células solução hipotônica gelada (KCl 0,075 M) por 

7 min e após este período será adicionado o fixador metanol/ácido acético e centrifugado a 

800 rpm por 5 min a 20°C e essa sequência será repetida três vezes. Sendo o primeiro, na 

proporção de 3:4 com o acréscimo de três gotas de formaldeído seguido de centrifugação e 

descarte do sobrenadante, depois, na proporção de 5:1, o qual será repetido mais uma vez, 

com nova centrifugação a 800 rpm por 5 min a 10ºC e descarte ao término de cada adição. O 

precipitado final, após ressuspensão, será gotejado (três gotas dos linfócitos) em lâminas de 

vidro, as quais serão flambadas. As lâminas serão coradas após 24 h com solução de Giemsa 

5%, por 5 min. A análise da frequência de MN, índice de proliferação celular e mitótico será 

feita por meio de microscopia óptica, conforme critérios descritos por Fenech (2000).  

 

-Citometria de fluxo 

Amostras de sangue periférico colhidas em tubos contendo heparina sódica serão 

imunofenotipadas para avaliação de viabilidade celular, apoptose e ciclo celular. Uma 

alíquota de 100 µl de sangue total será marcada com anticorpos monoclonais específicos às 

populações celulares de interesse (CD16-APC – neutrófilos e CD3-PE – linfócitos T), 

utilizados para caracterização das mesmas, de acordo com recomendações dos fabricantes. 

Após incubação de 30 min no escuro, as amostras serão lavadas com solução isotônica e serão 

ressuspendidas em tampão de anexina e corante 7-AAD. Após 15 min, serão adicionados 5 µl 

de anexina-V-FITC e 5 µl de 7-AAD, incubando-se por 15 min no escuro. Acrescentar-se-ão 

450 µl de solução de lise (Lyse Solution - BD Pharmingen™) com nova incubação por mais 

15 min. As amostras serão centrifugadas a 1600 rpm por 5 min e ressuspendidas em solução 

salina isotônica para aquisição no citômetro de fluxo modelo FACSCalibur-BD® utilizando 

software CellQuest™. Realizar-se-á gate para caracterizar as populações leucocitárias de 

interesse, incluindo CD16+/CD3- (neutrófilos) e CD16-/CD3+ (linfócitos), e em cada uma 
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delas serão avaliados os parâmetros de viabilidade celular (anexina-/7AAD-), apoptose precoce 

(anexina+/7AAD-) e apoptose/morte tardia/avançada (anexina+/7AAD +). 

Para o ciclo celular utilizar-se-á o kit da BD Cycletest™ Plus DNA e serão seguidas as 

recomendações do fabricante. Após incubação de 30 min no escuro, as amostras já marcadas 

para as populações de interesse serão lavadas em solução isotônica. A concentração celular 

deverá ser ajustada para 5.0 x 10⁵ células/ml com solução tampão de dimetilsulfóxido 

(DMSO) e em seguida as células serão ressuspendidas em centrífuga a 1600 rpm por 5 min 

em temperatura ambiente desprezando-se o sobrenadante. Acrescentar-se-ão 250 µl da 

solução A (tripsina) e as amostras serão homogeneizadas suavemente, sendo em seguida 

incubadas por 10 min a temperatura ambiente. Sem remover a solução A, será adicionado 

volume de 200 µl da solução B (inibidor de tripsina e RNAse). Homogeneizar-se-ão os tubos 

levemente e as amostras serão incubadas por mais 10 min a temperatura ambiente. Após esse 

período, adicionar-se-á volume de 200 µl de solução C (iodeto de propídio gelado), os tubos 

serão novamente homogeneizados e incubados (10 min no escuro a 4ºC). Acrescentar-se-ão 

450 µl de solução de lise (Lyse Solution - BD Pharmingen™) com nova incubação por mais 

15 min. As amostras serão centrifugadas a 1600 rpm por 5 min e ressuspendidas em solução 

salina isotônica para aquisição no citômetro de fluxo modelo FACSCalibur-BD® utilizando 

software CellQuest™. 

 

-Análise bioquímica, de hemograma e urinária 

Em parte do sangue total colhido em tudo com EDTA, realizar-se-á a fresco a 

contagem celular de glóbulos vermelhos, glóbulos brancos e plaquetas, a ser realizado em 

equipamento automático. Por meio das amostras de soro colhidas em tubo seco, realizar-se-á 

dosagem bioquímica de creatinina e das enzinas hepáticas alanina-aminotransferase (ALT), 

aspartato-aminotransferase (AST) e gamaglutamiltransferase (GGT), por meio de analisador 

automatizado. O F2-isoprostano urinário será avaliado por meio de imunoensaio utilizando-se 

kit comercialmente disponível, conforme instruções do fabricante (OxiSelectᵀᴹ 8-iso-

Prostaglandin F2α ELISA kit, Cell Biolabs, EUA). As concentrações de F2-isoprostano serão 

expressas em ng/mg de creatinina. 

 

 Análise estatística  

O tamanho amostral foi calculado baseado em estudos prévios (Chandrasekhar et al., 

2006; Souza et al., 2016), assumindo uma diferença média esperada entre os grupos para o 

teste do MN bucal em torno de 0,52 e desvio-padrão igual de 0,56, ficando determinado 30 
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indivíduos por grupo com poder do teste de 95% (erro tipo II - β de 0.05) e erro tipo I - α de 

0.05. 

 Para as características dos grupos será utilizado o teste t de Student independente para 

comparação das médias, exceto para a distribuição do sexo entre os grupos, que será analisada 

pelo teste do qui-quadrado. Se os dados a serem analisados apresentarem distribuição normal, 

utilizar-se-á o teste t de Student para comparação dos grupos; se não, os dados serão 

analisados pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney. Para os dados dos testes de MN, 

utilizar-se-á o modelo de regressão linear de Poisson, e a correlação de dados será analisada 

por teste de Spearman. Adotar-se-á nível de 5% de significância. 

 

4. CRONOGRAMA  

Atividades/Semestres 1°/2018 2°/2018 1°/2019 2°/2019 1°/2020 
Aquisição de materiais e reagentes X X X X  
Aprovação do estudo pelo CEP e registro 
no REBEC 

X     

Participação em reuniões do grupo de 
pesquisa 

X X X X X 

Aplicação de questionários, TCLE e 
coleta de material biológico dos dois 
grupos de estudo 

X X X   

Mensuração dos RGA nas SO de hospital 
veterinário 

X X X   

Processamento das amostras a fresco para 
avaliação de danos no material genético 
(teste do cometa e teste do MN bucal) 

X X X X  

Cultura celular e teste do MN em 
linfócitos  

X X X X  

Análise do teste do cometa e dos 
parâmetros para o MN bucal e sistêmico  

X X X X  

Análise de hemograma, bioquímica e 
urinária, além de parâmetros de citometria 
de fluxo 

X X X X  

Tabulação dos dados e análise estatística  X X X  
Apresentação de trabalho em evento 
científico 

 X X X  

Redação de manuscrito e exame de 
qualificação 

   X  

Redação de dissertação e defesa    X X 
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