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RESUMO

O uso de anestésicos volateis é realizado diariamente em ambiente hospitalar, em decorréncia da rotina
de procedimentos cirlrgicos, expondo os profissionais presentes no referido local de trabalho. Ha caréncia
de estudos que demonstrem riscos embriotdxicos em mulheres gestantes e a necessidade de elucidar os
danos causados por tais poluentes ambientais sem utilizar modelos animais vivos. Desta forma, seria
interessante desenvolver modelos in vitro para testes embriotdxicos em fases iniciais do desenvolvimento.
O objetivo do estudo sera caracterizar e validar um modelo in vitro de embriotoxicidade para anestésicos
volateis, utilizando o isoflurano no desenvolvimento inicial de embrides bovinos. A pesquisa trata-se de um
estudo de desenvolvimento metodolégico que explora, observa, e descreve um modelo de teste
toxicologico in vitro para exposi¢do assistida a anestésicos halogenados durante o cultivo embrionério.
Para obtencdo dos odcitos serd@o utilizados ovarios bovinos coletados em abatedouro. A presente
metodologia, ird se apresentar nas seguintes sec¢des: (1) Protocolo de produgéo in vitro; (2) Caracterizagédo
do modelo embriotéxico; (3) Analise da eficiéncia técnica do modelo desenvolvido e validagcdo do método.
Espera-se definir um modelo embriotoxico in vitro em embrides expostos ao isoflurano no periodo pré-
implantacional visando propiciar uma metodologia adequada para futuros trabalhos sobre os riscos
ocasionados aos embrifes pela exposicdo a anestésico inalatorio. O intuito € contribuir para a seguridade
em ambientes laborais para as gestantes expostas aos agentes anestésicos volateis, permitindo prever os
possiveis danos causados aos embriées no periodo pré-implantacional.

PALAVRAS-CHAVE: Anestesia inalatéria; Embriotoxicidade; Isoflurano; Modelo animal.

1 INTRODUCAO

A anestesia pode ser definida como um fenbmeno que impede a percepcgao e
consciéncia de estimulos externos, dentro dessa préatica a anestesia inalatéria vem sendo
difundida diariamente. Os anestésicos inalatorios (Al) produzem rapidamente o efeito
esperado com minimos efeitos indesejaveis, e facilmente reversiveis. Sdo administrados
pela via pulmonar com o auxilio de um aparelho de anestesia. Para exercer seu efeito, é
carreado pelo sangue até o sistema nervoso central, porém, embora utilizados ha mais
de 150 anos, possuem mecanismo de acédo desconhecido para esclarecer a auséncia de
resposta a procedimentos cirdrgicos e outros estimulos nocivos. Dentre os anestésicos
inalatorios halogenados, o isoflurano € o que menos sofre metabolizacdo por tecidos
(LUMB et al., 2019).

Os gases anestésicos possuem um potencial de impacto ao aguecimento global
centenas a milhares de vezes maior que o dioxido de carbono, devido a sua meia vida e
peso molecular. Diariamente os agentes da saude se expdem por longos periodos aos
residuos destes gases anestésicos, em centros cirdrgicos, enfermarias ou salas de
preparo, aumentando consideravelmente os sinais de dores de cabeca, alteracdes
comportamentais, depresséo e até danos ao material genético (BRAZ et al., 2007). Além
disso, de acordo com a UHS (University Health Services, 2017) a exposi¢ao cronica como
a que acontece com os agentes de saude, leva a prejuizo da funcdo hepatica e renal.
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Na atualidade, os danos pela liberacdo dos anestésicos para atmosfera tém sido
descritos de forma extensiva; no entanto, métodos e padrdes para praticas sustentaveis
na anestesia quanto ao uso de halogenados, ndo sao abordados de forma suficiente. Em
geral, todos os processos envolvidos na anestesia com utilizacdo de halogenados podem
permitir o escape destes compostos para a atmosfera, seja no momento na intubacéo,
inducdo em mascara, por nao utilizacdo de sistemas antipoluicdo, respiracao fora da
ventilagdo mecanica, circuitos sem reinalagcéo de gases, entre outros (OLIVEIRA, 2009).
Os ambientes sem sistema de exaustdo levam a alta exposicdo dos residuos de
anesteésicos inalatérios, no qual os residuos hospitalares, em geral, séo lesivos a saude
humana e ao meio ambiente. O comprimento da legislacédo vigente, com embasamento
no Programa de Gerenciamento de Residuos de Servico de Saude, visa diminuir o
impacto ocasionado por estes, por meio de ac¢des de biosseguranca e correto descarte.

A ndo destinacao correta dos residuos de Al ou até mesmo a sua exposic¢ao diaria
causa nos profissionais efeitos indesejaveis como cefaleia, nauseas, vomitos, sonoléncia
e decréscimo neurocomportamental (EPP et al., 2012). Sobretudo, com maior
preocupacao sao descritas alteracdes proliferativas. Médicas anestesiologistas expostas
ao isoflurano e halotano e Oxido nitroso, apresentaram maior alteracfes citogénicas,
cromossOmicas e trocas entre carétides irmas, quando comparadas a outros voluntarios
(BILBAN et al., 2005). Shigari et al. (2009) demonstraram que mulheres que trabalham
em centros cirdrgicos sem sistemas de exaustdo de gases adequados, tem maior
probabilidade de sofrer aborto espontaneo.

Quanto aos possiveis efeitos embriotoxicos do isoflurano, existem poucos
trabalhos que demonstram os efeitos in vitro, sendo que a maioria sdo estudos de caso
relacionados aos procedimentos de reproducdo humana assistida (MATSOTA et al.,
2015; TOLA, 2019; HEO et al., 2020). Referente a modelos in vitro de testes
embriotéxicos, a literatura indica em um estudo que o isofluorano, em concentracdes
semelhantes as empregadas durante a recuperacao de odcitos humanos na FIV, inibe o
desenvolvimento embrionario de camundongo (CHETKOWSKI et al., 1988).

Um modelo interessante para este estudo toxicolégico seria os bovinos, que
possuem uma cinética do desenvolvimento embrionario inicial semelhante aos humanos
(SANTOS et al., 2014). O embrido bovino apresenta em seus ciclos de clivagem até o
estagio de morula importantes eventos que determinam sua competéncia embrionaria ou
ndo (SIRARD, 2010).

Diante dos fatos expostos e da falta de estudos na literatura € preciso entender
quais 0s possiveis riscos embrionarios das gestantes com atividades laborais em
ambientes hospitalares que realizam o uso de anestésicos inalatorios.

2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa trata-se de um estudo de desenvolvimento metodolégico que explora,
observa, e descreve um modelo de teste toxicoldgico in vitro para exposi¢ao assistida a
anestésicos halogenados durante o cultivo embrionario.

Para obtencdo dos odcitos serdo utilizados ovarios bovinos coletados em
abatedouro (Abatedouro de Florai, Florai-PR). As producdes de embrides in vitro seréo
realizadas no BIOCELGEN, localizado na fazenda Unicesumar, Maringa, no Parana
(23°25'S, 51°57'W e altitude de 550m).

A metodologia, ira se apresentar nas seguintes secoes:

(1) Protocolo de producdo in vitro, com aspiracdo de ovarios advindos de
abatedouro, e, em seguida, maturacéo, fertilizacéo e cultivo.

(2) Caracterizacdo do modelo embriotoxico: este modelo utilizard embrides
bovinos produzidos in vitro expostos ao anestésico inalatério isoflurano no periodo pré-
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implantacional em uma incubadora modular, nas concentragcdes de 1,5%, 3% e 5% do
anestésico. O tempo de exposicdo ao contaminante volatil serd determinado em
intervalos de aproximadamente 5 a 6 horas, 3 a 4 horas e 0 a 1 hora. Para caracterizar o
modelo serd determinado o melhor estagio do desenvolvimento embrionario para
exposi¢do ao contaminante: zigoto (dia 1 apos fertilizagdo); embriéo clivado (dia 2 apds
fertilizacdo); ou mérula (antes da abertura da blastocele).

(3) Andlise da eficiéncia técnica do modelo desenvolvido e validagdo do método:
a andlise e validacdo do método serdo realizadas pela avaliacdo do desenvolvimento
embrionario apos a exposi¢do. Avaliando, portanto, a taxa de clivagem (n° clivados/ n°
o0citos), taxa dos embrides que chegarao a blastocisto (n° blastocistos / n° o4citos), taxa
de embrides que nado ultrapassam o bloqueio embrionario (n°® embrides 8 células / n°
00citos), e a taxa de embrifes que eclodiu (n° blastocistos eclodidos/ n° blastocistos). No
dia 7 de cultivo os blastocistos serdo avaliados quanto a qualidade morfolégica seguindo
os critérios da IETS 2019.

3 RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se definir um modelo embriotoxico in vitro em embrides expostos ao
isoflurano no periodo pré-implantacional e entender os riscos causados devido a
exposicao deste anestésico inalatério. A aplicacao deste método alternativo possibilitara
elucidar os riscos ao embrido inicial sem utilizar modelos animais in vivo, seguindo assim
os principios de Russell - Burch (1959) de “reducao, substituicdo e refinamento” sugerido
como método padréo pela Unido Européia desde 2016.

Amplamente, este estudo almeja contribuir para a seguridade em ambientes
laborais para as gestantes expostas aos agentes anestésicos volateis, permitindo prever
0s possiveis danos causados aos embrides no periodo pré-implantacional.
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