Perquirere, 17 (1): 195-205, jan./abr. 2020. ISSN: 1806-6399
© Centro Universitario de Patos de Minas
https://revistas.unipam.edu.br/index.php/perquirere

Efeito carcinogénico do Isoflurano®, avaliado por
meio do teste para deteccao de clones de tumores
epiteliais (ETT) em Drosophila melanogaster

Carcinogenic effect of the Isoflurane®, assassed by epithelial tumor clone
detection test (ETT) in Drosophila melanogaster

Isabella Cristina Branquinho de Oliveira
Graduanda do curso de Medicina Veterinaria (UNIPAM).
E-mail: isabellabranquinho@outlook.com

Jeyson Cesary Lopes
Professor orientador (UNIPAM).
E-mail: jeysoncl@unipam.edu.br

Resumo: O Isoflurano® é um anestésico inalatério amplamente utilizado na Medicina
Veterindria, tanto para inducdo quanto para manutencdo anestésica, principalmente pelas
vantagens da rdpida alteracdo do plano anestésico, excrecao parcialmente (ou nao) dependente
das fungdes hepaticas e renais e, em consequéncia, menor periodo de recuperagao anestésica.
Em meio a tantas vantagens, existem autores que postulam que o anestésico pode ser
genotoxico; desse modo, pode promover a formagao de tumores, uma vez que a genotoxicidade
esta associada a carcinogénese. Nesse contexto, o presente estudo objetivou analisar o efeito
carcinogénico do Isoflurano® por meio do teste ETT em Drosophila melanogaster. Os resultados
obtidos na pesquisa demonstram que o Isoflurano® nas concentragdes de 3% e 0,75%
apresentam frequéncias tumorais de 0,51 e 0,46, respectivamente. Constatou-se um aumento
significativo (p>0,05) na frequéncia de tumores em relacao ao controle negativo 0,26. Isso posto,
nas presentes condi¢des experimentais, o Isoflurano® apresentou efeito carcinogénico,
evidenciando efeito indutor de tumores.
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Abstract: Isoflurane® is an inhaled anesthetic widely used in veterinary medicine, both for
anesthetic induction and maintenance, mainly due to its advantages of rapid change in the
anesthetic plane, excretion partially or not dependent on hepatic and renal functions and,
consequently, shorter anesthetic recovery period. In spite of many advantages, some authors
have postulated that the anesthetic can be genotoxic, thus, it may promote the formation of
tumors, since genotoxicity is associated with carcinogenesis. In this context, the present study
aims to analyze the carcinogenic effect of Isoflurano® through the ETT test in Drosophila
melanogaster. The results of the research show that Isoflurane® at concentrations of 3% and 0.75%
have tumor frequencies of 0.51 and 0.46, respectively, thus, there is a significant increase (p> 0,
05) in the frequency of tumors when compared to the negative control 0,26. Thus, under the
present experimental conditions, Isoflurano® showed a carcinogenic effect, evidencing tumor-
inducing effect.
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1 INTRODUCAO

Os avangos na Medicina Veterinaria e a maior atencao oferecida pelos
proprietdrios aos seus animais de estimagao tém como consequéncia um aumento na
expectativa de vida de caes, gatos e cavalos. A vista disso, animais de estimacao tém
apresentado maior propensao de, em algum momento de suas vidas, estarem sujeitos a
intervengOes cirurgicas e anestésicas, as quais, por mais seguras que possam ser,
sempre oferecem algum grau de risco ao paciente (CARARETO et al., 2005).

Neste contexto, destaca-se o Isoflurano® um anestésico inalatorio muito
utilizado na medicina veterindria, em caes, gatos, equinos e passaros. O Isoflurano®
atua na manutengao de anestesia, por dispor de rapida recuperagao, de aumento da
frequéncia cardiaca, resultando em uma menor diminui¢do do débito cardiaco e,
quando administrado com opioides, leva a uma depressao respiratoria; dessa forma,
seu uso torna-se bastante viavel (STEFFEY, 2013).

Em contrapartida, Tardelli et al. (2013) postula que o Isoflurano® pode ser
genotoxico, podendo promover a formacao de tumores, uma vez que a genotoxicidade
estd associada a carcinogénese. Supde-se que o anestésico reaja diretamente na
molécula de DNA, alquilando a posigao N7 das purinas, por moléculas derivadas de
metabolicos resultantes do metabolismo hepatico/renal ou dos produtos de sua
degeneragao. Outra provavel explicacao € a liberagao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), ja que estas podem levar a diferentes lesdes no material genético (BARBOSA et
al., 2010).

Assim como outros anestésicos inalatorios, o Isoflurano® pode ser inalado nao
apenas pelo paciente, mas também pela equipe cirtrgica quando nao ha um correto
sistema de escoamento (SILVA, 2015). Isto posto, fazem-se urgentes pesquisas a fim de
se compreender precisamente a capacidade de ele gerar danos ao material genético de
animais (ROCHA et al, 2015, BRAZ;, KARAHALIL, 2015). De pacientes humanos
(BRAZ et al., 2011, OROSZ et al., 2014, NOGUEIRA et al., 2016) e de profissionais
inalantes, como veterindrios, médicos e profissionais da saude (SOUZA et al., 2016;
CHANDRASEKHAR et al., 2006); SZYFTER et al., 2016).

Nesse contexto, por tratar-se de satde publica, torna-se relevante identificar
os riscos trazidos pela inalagdo do anestésico tanto pelo paciente quanto pelo
profissional, com intuito de se perceber o risco de carcinogénese acarretado por ele
(LUCIO et al., 2018). Sendo assim, a presente pesquisa objetivou avaliar o potencial
carcinogénico e/ou anticarcinogénico do Isoflurano, por meio do teste para detec¢ao de
clones de tumores epiteliais (ETT) em células somaticas de Drosophila melanogaster O
uso da D. melanogaster é fundamental, ja que esse organismo modelo possui genes
semelhantes aos dos mamiferos. Além disso, trata-se de um método in vivo (DOKE;
DHAWALE, 2015).

2 METODOLOGIA
2.1 AGENTES QUIMICOS

2.1.1 Isoflurano
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Isoflurano, CsH2CIFsO, massa molecular 184,5 g/mol e registro CAS 26675-46-
7, foi adquirido comercialmente com auxilio de uma receita C1 branca, disponibilizada
por um médico veterinario, por ser um medicamento de controle especial, restrito a
hospitais.

Na realiza¢do do teste para deteccao de clones de tumores epiteliais (ETT), foi
utilizada agua de osmose reversa como solvente para se obterem as diferentes
concentracoes de 3%, 1,5% 0,75%, 0,375% e 0,1875%. As concentragdes utilizadas no
estudo foram estabelecidas com base em dois trabalhos desenvolvidos por Olufs et al.
(2018) e Kundomal e Baden (1985), nos quais foi utilizada a D. melanogaster como
organismo-teste.

Figura 1- Férmula estrutural Isoflurano®
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Fonte: https://www kisspng.com/png-halogenated-ether-isoflurane-chemical-
formula-enfl-3355411/download-png.html.

2.1.2 Doxorrubicina

O cloridrato de doxorrubicina (DXR), de nome comercial Adriblastina RD®,
produzido pelo laboratério Pfizer e comercializado em ampolas de 50mg, possui
férmula molecular C2zH»NO11, massa molecular 579.9802g/mol e registro CAS 25316-
40-9. Foi utilizado como controle positivo (0,4mM), uma vez que possui efeito
carcinogénico e genotdxico quando utilizado em altas doses.

Figura 2 - Férmula estrutural Doxorrubicina.
O OH 0]

Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/d2975000?lang=
pt&region=BRé&cm_sp=Insite-_-noResults_doxorrubicina-_-noResults9-.

2.1.3 Teste para deteccao de clones de tumores epiteliais (ett) em drosophila melanogaster
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O teste para deteccao de clones de tumores epiteliais (ETT) faz uso de duas
linhagens diferentes de Drosophila melanogaster, as linhagens mwh/mwh e wts/TM3. Estas
sdao mantidas em incubadora tipo B.O.D., em temperatura controlada (25°C), no
Laboratorio de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas
(UNIPAM) em frascos de 250 mL, dispondo de meio de cultura préprio para D.
melanogaster.

Para a realizagao do teste, foi realizado o cruzamento entre fémeas virgens
wts/TM3, Sb' com machos mwh/mwh. Apos esse procedimento, as moscas foram
transferidas para frascos contendo base solida de agar e uma camada de fermento
bioldgico (Sacharomyces cerevisiae) suplementado com sacarose, onde ocorreu a postura
dos ovos durante periodo de 8 horas. Apds a eclosao dos ovos, o meio de postura foi
lavado com 4gua osmose reversa, e larvas de 72 horas (+ 4 horas) provenientes do
cruzamento foram coletadas com o auxilio de peneira de malha fina.

As larvas foram submetidas a uma exposigao cronica as substancias testadas,
por 48 horas (+ 2 horas). Para isso, foram adicionados, em frascos de 25mL, 1,5g de
puré de batatas instantaneo e 5mL de cinco diferentes concentracdes isoladas de
isoflurano (3%, 1,5%, 0,75%, 0,375% e 0,1875%). Como controle negativo, foi utilizada
agua de osmose reversa e, como controle positivo, o cloridrato de doxorrubicina
(0,4mM).

Apods a metamorfose, os individuos adultos emergentes foram coletados e
transferidos para frascos contendo etanol 70%, devidamente identificados. Para a
andlise, as moscas adultas com tricomas de fendtipo curto foram descartadas, sendo
analisadas apenas as moscas de tricomas selvagem. A andlise ocorreu usando placa
escavada contendo glicerina (Glicerol CsHsOs), com auxilio de pingas para manuseio
dos individuos e em uma lupa estereoscopica.

A localizagao de cada tumor foi observada e transcrita para uma planilha
padrao, que separa a ocorréncia de tumores nas estruturas do corpo da mosca (olhos,
cabega, asas, corpo, pernas, halteres) e o total por mosca, em cada concentragao testada.

Figura 3 - Placa escavada com glicerina e moscas (A), tumores no corpo e asa (B),
tumores no corpo, asa e pernas (C) e tumor no corpo (D)

(R

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019.
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2.2 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, as diferencas entre as frequéncias de tumor das
concentragoes testadas de isoflurano e dos controles positivo e negativo foram
calculadas, utilizando-se o teste U, nao paramétrico, de Mann-Whitney, empregando o
nivel de significancia p <0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo utilizou o teste para deteccdo de clones de tumores
epiteliais (ETT) em Drosophila melanogaster para avaliar o potencial carcinogénico de
diferentes concentragdes de ISOFLURANO® (3%, 1,5% 0,75%, 0,375% e 0,1875%). Como
controle negativo, foi utilizada 4gua de osmose reversa e, como controle positivo, DXR
0,4 mM. Os resultados dessa andlise foram agrupados na Tabela 1.

Tabela 1— Frequéncia de clones de tumores observados em Drosophila melanogaster,
heterozigota para o gene supressor de tumor wts, tratadas com Doxorrubicina (0,4mM)
e diferentes concentragoes de Isoflurano®

Tratamentos , Ntmero de tumores analisados
Ntmero

de Frequéncia

Isoflurano  DXR 1 iy iduos Olho Cabeca Asa Corpo Perna Halter Total de
(%) (mM) " analisados tumores/
mosca)
0 0 94 1 0 10 11 3 0 25 0,26
0 0,4 146 44 28 257 134 123 32 618 4,23%
0,1875 0 95 3 5 6 14 6 0 34 0,36
0,375 0 94 2 1 6 11 4 2 26 0,28
0,75 0 80 1 6 9 15 5 2 38 0,46*
1,5 0 113 0 4 9 18 3 1 35 0,31
3 0 119 0 6 10 34 8 3 61 0,51*

Diagnostico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0,05.
* Valor considerado diferente do controle negativo (p <0,05).
DXR, doxorrubicina.

Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme pode ser observado na Tabela 1, a frequéncia tumoral obtida para
os individuos tratados com o controle positivo DXR 0,4 mM, a frequéncia observada foi
de 4,23 tumores por mosca, logo é possivel notar um aumento significativo (p<0,05) na
frequéncia de tumores, em comparagao com o controle negativo, revelando que o gene
marcador wts estava ativo nos descendentes e que a linhagem respondeu como
esperado.

As larvas que foram submetidas ao tratamento com o Isoflurano® nas
concentragoes de 3% e 0,75% apresentaram frequéncias tumorais de 0,51 e 0,46,
respectivamente. Desse modo, observa-se um aumento significativo (p<0,05) de
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tumores em relacdo ao controle negativo, indicando um efeito indutor de tumores do
composto nestas concentragoes.

Ainda que os mecanismos da genotoxidade e mutagenicidade do Isoflurano®
nado estejam completamente elucidados, sabe-se que esse composto possui diferentes
faces que levam a carcinogénese tanto aos pacientes expostos quanto ao inalante
ocupacional. As primeiras hipoteses descritas na literatura estao associadas a exposi¢ao
de cultura de células de pacientes. A exemplo disso, em 1999, Jaloszynski et al.
detectaram o potencial genotoxico do Isoflurano (ISF), quando utilizaram o teste do
cometa em linfécitos humanos expostos, in vitro, a concentragdes de 1 mM. O aumento
de lesdes genotdxicas em linfdcitos de pacientes submetidos a cirurgias invasivas e
anestesiados com o ISF foi também relatado por Sardas et al. (1998) e por Karabiyik et
al. (2001). Resultados semelhantes foram obtidos por Kim et al. (2006), que também
utilizando o teste do cometa, observaram aumento de danos no DNA de linfécitos,
bago, medula dssea, figado e cérebro de ratos expostos a 1% de ISF, por 30 ou 60
minutos.

Benzonana et al. (2013) relata que o anestésico induz a expressao de fator
indutivel de hipdxia (HIF) de forma dependente do tempo e da concentragao exposta
ao ISF, aumentando a proliferacdao celular, migracao celular e induz o rearranjo
citoesquelético nas células. Segundo Semenza (2003), os HIFs sao fatores de transcricao
que coordenam diretamente a expressao de mais de 800 genes que atuam para
compensar as mudangas nas condigoes fisioldgicas, permitindo que a célula se adapte e
sobreviva. Sendo assim, o autor afirma que os HIFs e muitos de seus genes-alvo
também estao fortemente envolvidos em toda a série de atividades tumorgeénicas.

Zhang e Shao (2016) relatam que o ISF influencia a sintese proteica e o
crescimento celular superexpressando a proteina AKT, que esta associada diretamente
a autonomia do sinal de crescimento e a resisténcia a estimulos antiproliferativos
através da via proteina quinase B/alvo da rapamicina em mamiferos (AKT/mTOR) A
AKT/mTOR promove a biogénese do ribossomo e a tradu¢do do RNA mensageiro,
além de estimular a entrada na fase G1 do ciclo celular, ativando proteinas atuantes na
proliferacao celular (MAJUMDER et al, 2004).

Outra face da anestesia inalatdria e de seus riscos de carcinogenicidade deve-
se aos profissionais de saude, que ficam expostos cronicamente a residuos de gases
anestésicos (RGA) e ao estresse oxidativo. Em um estudo pioneiro realizado por Paes et
al. (2014), os efeitos da exposi¢ao ocupacional aos RGAs no material genético foram
observados durante a residéncia médica. Os autores verificaram aumento significativo
de lesdes primarias no genoma de médicos residentes expostos de 16 a 22 meses ao
Isoflurano, Sevoflurano e N20 em relagao a um grupo controle, em sala de operacao
sem exaustao de gases.

De acordo com Chinelato e Froes (2002), o metabolismo oxidativo é capaz de
gerar Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e a indugdo de dano direto no genoma, em
qualquer fase celular. Jena (2012) relata a atuacdao de diferentes espécies reativas na
geracao de modificagOes estruturais ao DNA, levando ao aparecimento de mutagoes e
diversas doengas como o cancer. Nesse estudo, o pesquisador enfoca um maior ataque
dos radicais livres a base nitrogenada guanina, fato que se deve a menor oxidagdo
dessa base.
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Nelson e Cox (2014) relatam que o ciclo celular é regulado por diferentes
genes, como 0s proto-oncogenes, os genes supressores de tumor e os genes de reparo;
sendo que mutagOes geradas em qualquer um destes genes resultardo em divisoes
celulares desordenadas, com uma possivel geracao de tumores (GRIFFITHS et al.,
2017).

Malekirad et al (2005) realizou um estudo onde foi avaliada a exposigao
cronica de profissionais da satide a anestésicos inalatorios sem sistema de exaustao de
gases, sendo verificado aumento de peroxidagao lipidica por ERO e redugao em grupos
antioxidantes; entretanto, uma correlagao negativa entre danos no material genético e
capacidade antioxidante foi observada em profissionais expostos a halotano,
isoflurano, sevoflurano, desflurano e N20, em centro cirtrgico com sistema de
exaustao de gases anestésicos (BAYSAL et al, 2009).

Outros estudos mostraram resultados semelhantes aos obtidos no presente
estudo, em que foram detectados aumento na frequéncia de quebras no material
genético e diminui¢ao de enzima e capacidade antioxidante, em profissionais expostos
a enflurano, halotano, isoflurano, sevoflurano, desflurano e em salas de operagao com
sistema de exaustao parcial (IZDES et al, 2010; TURKAN; AYDIN; SAYAL, 2005).

Os trabalhos citados anteriormente corroboram os resultados aqui obtidos,
uma vez que, de acordo com a literatura consultada, o ISF é capaz de induzir danos ao
material genético tanto por um mecanismo de agao direto quanto por meio de via
oxidativa, gerando ERO. No presente estudo, o ISF apresentou efeito carcinogénico
ap0s exposic¢ao cronica das larvas de Drosophila melanogaster, nas concentragdes de 3% e
0,75%, revelando efeito indutor de tumor em exposi¢des de longo prazo.

4 CONCLUSAO

Com base nas concentragdes e condigdes experimentais delineadas no
presente estudo, conclui-se que o Isoflurano é um potencial agente carcinogénico, tanto
para animais que passarem pelo processo de anestesia, quanto para o profissional
exposto a ele, uma vez que foi capaz de induzir a formacao de clones de tumores
epiteliais em Drosophila melanogaster. Os mecanismos especificos indutores de lesao nao
foram alvo deste estudo, mostrando a importancia de se aprofundar em pesquisas que
melhor elucidem seus mecanismos de acao.
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