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! Os efeitos da inalacdo repetitiva de concentracoes subb-
| anestéesicas de halotano foram estudados em 10 ratos, expcstos
. ao anestésico durante 7 dias consecutivos, por um periodo dia-
rio de 2 horas O grupo controle, constituido de 10 ratos, foi
submetido a inalacdo de oxigénio a 100%, nas mesmas condi-
coes experimentais.

As alteracoes funcionais, avaliadas experimentalmente pe-
lo consumo de barbiturato “in vitro”, traduzem a ocorréncia
do fenomeno de inducdo microsomal enzimdtica no figado dos
animais tratados com halotano.

Os autores discutem o resultado procurando relaciond-los
com a “poluicao” das salas cirurgicas por tracos residuais de
anestéesicos volateis.

Até 1964, acreditava-se que os anestésicos inalatorios em
uso clinico, com excecao do tricloroetileno, fossem biologica-
mente inertes ainda que farmacologicamente ativos (°%). Os
trabalhos de Van Dyke et al (% ¢7) demonstrando que todos
os anestésicos inalatorios até entao empregados sofriam bio-
transformacao, abriram perspectivas para o estudo da bio-
logia celular em anestesia, visando encontrar explicacao dos
fenomenos de toxicidade muitas vezes observados com certes
agentes halogenados, especialmente o halotano (1-1-1-triflu-
or-2-cloro-2-bromoetano) .

Os trabalhos de Rehder et al (°') vieram demonstrar que
aproximadamente 20% do halotano inalado sofre metaboli-
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zacao no figado, resultando em produtos nao volateis. Dos
sub-produtos, o acido trifluoracético seria bioquimicamente
0 mais ativo ,podendo interagir com proteinas, polipeptideos.
e amino-acidos (5 %), Cohen et al (%) sugerem que os deri-
vados fluorados do halotano se ligariam a estruturas celula-
res,constituindo metabolitos nao volateis, demonstrados por
tecnicas auto-radiograficas principalmente no figado, de on-
de seriam lentamente eliminados, durante um periodo de
varios dias. Como conseqiiéncia deste processo de elimina-
cao lenta, nos casos de exposicao repetitiva a droga, ocor-
reria, no figado, concentracoes crescentes dos produtos de
degradacao, os quals poderiam entao desempenhar um pa-
pel toxicologico importante.

No homem e em certos animais, como os roedores, exis-
te um sistema localizazdo na fraga,o do reticuio endopla.s—-
matico, de diversos tecidos — especialmente no figado —
denominadu sistema microsomal enzimdlico, capaz de agir
sobre extensa variedade estrutural de compostos quimicos,
agentes toxicos e drogas (¥"). As suas funcdes se prendem
a degradacao biologica das substiancias estranhas, abolindo
ou reduzindo suas acoes farmacolégicas, e a conversiao de
compostos quimicamente lipofilicos em derivados polares, os
quais, sendo hidrossoluveis, poderao ser eliminados pelos
rins. Klingenberg (%) e Garfinkel (*2) demonstraram, inde-
pendentemente, em 1958, que o sistema microsomal hepati-
co contém um pigmento que apresenta absorcdo Optica na
faixa de 450 mu, guando reduzido e combinado com o mo-
noxido de carbono. Omura et al (°?) caracterizaram a natu-
reza hemo?protéica deste pigmento e o denominaram de ci-
tocromo P-;;,. O Sistema enzimatico de que participa este
pigmento € capaz de metabolizar uma grande variedade de
compostos estruturalente diferentes. Sua atividade pode ser
estimulada por mais de duzentas drogas, dentre as quais car-
cmogenns, inseticidas, hormodnios e outros compostos, qui-
micos. O processo determinante do aumento da atividade deste
sistema, respons vel pela metabolizacdo das drogas, ao nivel
celular, € denominado de inducao enzimdlica microsomal.
Sua importancia é fundamental porque dele dependem, em
muitos casos, a duracao e intensidades dos efeitos farmacolo-
gicos de substancias xenobi6ticas no homem e nos ani-
malis (%4%),

Recentemente ,0s pesquisadores tém dado énfase parti-
cular aos anestésicos inalatdorios, especialmente os halogena-
dos, como possiveis determinantes de inducdo microsomal
hepatica.

A transformacao biologica e o metabolismo acelerado dos
anestésicos inalatorios pelo mecanismo da inducio apresen-
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ta mais que um interesse estritamente académico. E bem
plausivel que a toxicidade ocasionalmente produzida no ho-
mem por estes agentes possa estar relacionadas com tais
efeitos (2!); poderia por exemplo, estar ligada & producédo de
metabolitos toxicos, ou, alternativamente, a formacao de ra-
dicais livres, que por combma(_;ao com protemas formariam
haptenos sensibilizantes (8. 62) . Tanto um como outro destes
mecanismos poderia tornar-se mais evidente na presenca de
enzimas microsomais induzidas (19).

As implicacoes clinicas da inalacdo crdnica de doses sub-
anestésicas de vapores ainda nao estao bem estabelecidas.
“Sensibilizacao” de anestesiologistas ao halotano tem sido
descrita por varios autores (124°). Infelizmente, estes casos
nao foram estudados, no que se refere i atividade enzimatica
microsomal induzida e, sob este aspecto, a questao permanece
em aberto (19).

Outro aspecto do problema se refere a gravidade do ris-
co a que estao submetidos os individuos expostos pelos gases
anestésicos nas salas cirurgicas. Isto deve merecer especial
atencéo, especialmente em nosso meio, onde os sistemas de
anestesia sem reinalacao sao os mals usuals. Existe sempre
a possibilidade de que a inalacao repetitiva desses vapores,
resultando em inducdo microsomal hepatica, leve a uma
maior velocidade de producao de mefabolitos das drogas
anestésicas, com conseqiiente citotoxicidade aumentada.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de ve-
rificar a ocorréncia ou nao do fendmeno da inducdo micro-
somal hepatica conseqiiente a inalac@o repetitiva de concen-
tracoes sub-anestésicas de halotano, sendo que na impossi-
bilidade técnica de realiza-lo no homem, 0 animal de experi-
mentacao escolhido foi o rato.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 (vinte) ratos machos, da raca Spra-
gue-Dawley pesando aprommadamente 200 gramas e colo-
cados individualmente em uma cidmara de vidro especialmen-
te construida para a administracao de uma mistura gasosa
de oxigénio e anestésico a pequenos animais. O anestésico
era administrado por um vaporizador calibrado de Takaoka,
modelo Fluovapor 1.200, acoplado ao orificio de entrada da
camara. O orificio de saida da cdmara permanecia em con-
tato com o exterior, permitindo livre saida da mistura gasosa.
O anestésico utilizado foi o halotano, cuja concentracao no
interior da camara fol mantida constante e controlada em
um valor de 0,25% através de um aparelho Fluotest modelo
90 de Takaoka conservando-se a temperatura em todos os
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experimentos, em aproximadamente 25°C. Para evitar-se
uma eventual reinalacao de gas carbonico no interior da ca-
mara, colocou-se cal sodada em granulos em uma quantida-
de que seguramente excedia de varias vezes a necessidade pa-
ra reabsorcao de CO, da camara — (Fig. 1).

FIGURA 1

Sistema utilizado para exposicio dos animais ao anestésico inalatério
(ver explicacio no texto),

Os animais foram divididos em 2 grupos:

Grupo I — Controle — Constituido de 10 ratos machos,
expostos a inalacao de oxigénio ,administrado com um fluxo
de 51/min, durante 2 horas por dia, durante 7 dias consecuti-
vos, com um intervalo de 24 horas entre as exposicoes.

Grupo II — Tratado — Constituido de 10 ratos machos
expostos a inalacao de uma mistura de oxigénino (5 1/m) e
halotano na concentracao de 0,25%, durante 2 horas por
dia, durante 7 dias consecutivos, sempre com um intervalo
de 24 horas entre as exposicoes.

Estudo de Atividade Microsomal “In Vitro”: — Na ma-
nha do 89 dia, ou seja 24 horas apos a ultima exposicao a mis-
tura inalatéria, um par de ratos (1 do grupo controle e 1 do
grupo tratado com halotano) era sacrificado por decapitacao
e exsanguinado. Rapidamente seus figados eram retirados,
pesados e submetidos & homogeneizacao e centrifugacéo sob
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refrigeracao (centrifuga Sorvall a 5°C) a 9000 g., durante 15
minutos (99).

A substancia utilizada como droga indicadora da ativi-
dade enzimatica microsomal hepatica induzida foi o nem-
butal (°5 °¢), sendo os resultados do presente estudo expres-
sos em termos de microgramas de nembutal consumido, por
grama de hemogeneizados por hora (ug/g/h).

Para a determinacao quantitativa do barbiturato presen-
te apds as indubacoes foi empregado uma variacao do meéto-
do de Goldbaum (3¢) descrito por Sunshine (%), que se€ ba-
seia nas caracteristicas de absorcao ultra-violeta dos deriva-
dos de acido barbiturico. Procedeu-se a leitura da densidade
optica no espectrofotometro de Zeisa, modelo PMQ-II utili-
zando-se o comprimento de onda de 260 nanometros (nm),
contra o branco correspondente.

- Foi feita analise estatistica dos resultados, empregando-
se 0 teste t (Student) para amostras nao pareadas. O nivel
de P <0,01 foi selecionado para representar diferencas sig-
nificativas entre as médias (%%).

RESULTADOS
t
Os resultados obtidos sao apresentados nas tabelas nu-

meradas de I a IV e no grafico I,

Na tabela I verificamos que os valores de consumo de
nembutal (X) pelos homogeneizados dos figados dos ratos
do grupo controle, apresentaram a seguinte variacao:

7,2 =X = 24,17% . Por outro lado, na tabela II verificamos

que o consumo porcentual de nembutal (Y) pelos homoge-

TABELA I

CONSUMO (*) PORCENTUAL DE NEMBUTAL (X) EM HOMOGENEIZADOS DE
FIGADO DE RATOS DO GRUPO I

Ratos do Grupo I Consumo porcenfual de Nembutal (X)
1 20,63%
2 20,85%
o 24,17%
4 18,51%
5 14,97
6 15,119
T 16,25¢%
8 7,20%
9 3,9
10 12,359%

{(*) Calculado pela diferenca entre os valores das concentracdes de Nembutal
encontradas nas amostras de 2 horas (X)) e na amostras de zero hora (XG).
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TABELLA 1II

CONSUMO (*) PORCENTUAL DE NEMBUTAL (Y) EM HOMOGENEIZADOS DE
FIGADO DE RATOS TRATADOS COM HALOTANO

Ratos Tratadog Consumo porcentual de Nembutal (Y)

61.3%
62,5
56,66%
51,649
42,25%
46,5%
33,73%
52,5%
46,2%
48.3%

L _
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(*) Calculado pela diferenca entre os valores das concentracdes de Nembutal
encontradas nas amostras de 2 horas (Y,) e nas amostras de zero hora (Yﬂ).

neizados dos figados dos ratos do grupo tratado, apresenta-
ram a seguinte variacao:

33.73% = Y= 62,5% .

A tabela III apresenta a meédia dos valores de consumo
e médio dos consumos porcentuais de nembutal para os ho-

TABELA III

MEDIA DOS VALORES DE CONSUMO E MEDIAS DOS CONSUMOS PORCEN-
TUAIS DE NEMBUTAL PARA 0S HOMOGENEIZADOS DOS FIGADOS DOS
GRUPOS I E II, E RESPECTIVOS ERROS PADROES DAS MEDIAS

Grupo Média do consumo Média do consumeo
(ug/h/g) percentual (%)
I 140 -+ (0,89 * 15,9 == 123 %
IT 4,20 +~ 3,10 * 47,7 + 087 *

* Erro padrao da média.

mogeneizados dos figados para ambos os grupos de animais.
Aplicado o teste t (Student) para comparacao enfre as mé-
dias dos grupos, verificamos na tabela IV resultados estatisti-
cos altamente significativos, para a probalidade de p <0,01.

TABELA 1V

X — X t* te ** (P 0,01)

42 — 14 8.2 2 88
PRAAFFRRRIRRSPRRRRARmmm © RS A S e —— - [
* t obtido

** 1t critico (18 graus de liberdade).
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- No grafico I apresentamos em conjunto uma visao pano-
ramica das diferencas de consumo de nembutal (droga in-
dicadora da atividade microsomal) entre os 2 grupos de ani-
mais.

" CONSUMO PERCENTUAL DE NEMEBUTAL NOS HOMOGENEIZADOS DE FIGADOS ‘
DE RATOS

89

,fa ).

o

40

CONSUMO PERCENTUAL |

GRUPO I~RATOS DO GRUPO CONTROLE

B GRUPO II-RATOS TRATADOS COM HALOTANQ

GRAFICO 1

Barras estreitas representam valores individuais. Barras largag representam as

médias dos valores de cada grupo, com os respectivos erros-padroes das médias.

4. Berman M L, Lowe H J, Bochantin J and Hagler K — Uptake and elimina-
tion of methoxyflurane as influenced by enzime induction in the rat.

DISCUSSAO

A poluicao ambiental vem apresentando incremento
progressivo, devido a grande quantidade e variedade de subs-
tancias potencialmente toxicas, produzidas pela moderna so-
ciedade industrial. Entre essas drogas os hidrocarbonatos
desempenham um importante papel ecolégico. Os anestési-
cos volateis sendo hidrocarbonatos halogenados, e em parti-
cular o halotano (1-1-1-trifltor-2-bromoetano), tém sido
apontados como agentes causadores de doencas ocupacionais
advindas da poluicao de ambientes cirargicos. A gravidade
do risco a que estdo sujeitos os individuos, expostos repetiti-
vamente a concentracoes sub-anestésicas dessas drogas, tem
aumentado de tal maneira que a Sociedade Americana de
Anestesiologistas designou recentemente uma comissdo es-
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pecial para estudar o problema. Os resultados deste estudo,
publicados em 1974, vieram justificar plenamente a preocupa-
cao existente, corroborando as impressées preliminares de
diversos autores. Cascorbi et al (}"!%) haviam concluido
que a transformacao biolégica do halotano é influenciada
por fatores ambientais e que os individuos expostos cronica-
mente a seus vapores apresentam maior velocidade de meta-
bilizacao da droga, em relacao aquela exibida por individuos
niao expostos. Linde e Bruce (%5) verificaram a presenc¢a de
tracos apreciaveis de gases € vapores anestésicos em salas ci-
rurgicas varias horas apoés cessar a administracao dos mes-
mos, 0 que foi confirmado por Corbett (2¢) que encontrou
tracos de halotano até 64 horas decorridas do término da ex-
posicdo. Além disso, determinacoes em amostras de ar ex-
pirado pelos proprios anestesiologistas demonstraram a pre-
senca de quantidades significativas do anestésico (3. 3% 1),
Como repercussoes toxicas dessas exposicoes cronicas ao ha-
lotano salientam-se efeitos imunossupressores (1°), taxas sig-
nificantemente altas de aborto e disgenesias fetais em pa-
cientes e em animals de experimentacao (!-'231.25.33) . e hepa-
totoxidade, incluindo hepatite e necrose centrilobular (511141,
28, 40, 22, €1} . No entanto os mecanismos intrinsecos desta ci-
totoxidade aindg nao estao bem esclarecidos, conforme res-
saltado por Holaday (°) e Van Dyke (8).

Dentre as alteracoes produzidas pela inalacao repetitiva
de halotano destacamos as hepaticas como objeto de nosso
estudo, porque os mecanismos de detoxificacao que ocorrem
emn certo grau em todos os tecidos, sdo mais intensos no figa-
do. Este orgao representa a sede mais aftiva do metabolismo
de drogas e se constitui no local preferencial das reacoes to-
xicas eventualmente advindas da degradacao bioldgica de di-
versos compostos xenobhicticos e, em particular, do halota-
no (**). Os estudos de Brodie et al (% 7) enfatizam que a du-
racao e intensidade dos efeitos das substancias exégenas de-
pendem da velocidade com que agem o8 sistemas enzimati-
cos envolvidos em seu metabolismo e que, se nao ocorresse
degradacao metabolica, as acoes de alguns compostos per-
durariam até durante meses. Diversos fatores como os de
origem ambiental, nutricional, hormonal ou os devidos a pro-
pria administracao de uma grande variedade de drogas, po-
dem alterar a atividade dos sistemas metabdlicos (32 #1. #1)
A denominacao tnducdo microsomal engimdiica refere-se es-
sencialmente ao processo de estimulagao da capacidade me-
tabdlica das enzimas localizadas nos microsomas hepaticos,
a partir de alguns dos efeitos supra-citados.

Dois aspectos fundamentais relativos aos anestésicos vo-
lateis e a inducao microsomal devem ser considerados: de um
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lado, o efeito de administracao prévia de outras drogas sobre
a degradacao dos anestésicos e, de outro, a repercussao in-
trinseca da proépria exposicio crénica dos anestésicos sobre
o0 sistema microsomal. Neste estudo objetivou-se a explora-
cio de aspectos relacionados com a segunda eventualidade,
pois, revendo a literatura pertinente, observamos que a maio-
ria dos estudos experimentais tem enfocado, preferencial-
mente, as repercussoes de administracdo dos agentes sobre o
figado de animais previamente submetidos a outras substan-
cias com capacidade de induc¢do microsomal, particularmen-
te o fenobarbital. Na realidade, poucos sao os {rabalhos que
abordam os aspectos relacionados com a exposicao repetitiva,
principalmente no que se refere as concentracdes sub-anes-
tésicas dos agentes. Van Dyke (") demonstrou que o trata-
mento prévio com fenobarbital acelera o metabolismo do me-
toxifluorano (2-2-dicloro-fluor-ctil-metil-éter) e do halotano.
Leeson e al (*¥) e Berman (*) verificaram uma producac
aumentada de metabolitos derivados do metoxifluorano, prin-
cipalmente o acido oxalico, em ratos previamente tratados
com fenobarbital. Assim, 0 usc dagquele agente anestésico em
paclientes que utilizam barbituratos deve ser potencialmente
perigoso, mesmo quando empregado em baixas dosagens (19),
pois ha evidéncias de que a nefrotoxicidade associada a anes-
tesia com metoxifluorano esta correlacionada as taxas meta-
bolicas e aos niveis de fluoreto de acido oxalico advindos da
degradacao biolégica do anestésico (*"). Quanto ao aspecto de
exposicoes iterativas produzirem inducao micresomal, Ber-
man e Bochantin (3) fiveram a primazia de comprovar gu?
pequenas doses de metoxifluorano produzem, por si so, In-
ducao enzimatica. Posteriormente, Linde e Berman () am-
pliaram estes experimentos, demonstrando que todos os anes-
tésicos inalatorios, exceto os gases ciclopropano e Oxido ni-
troso, estimulariam o metabolismo de drogas, sendo os éte-
teres os mais potentes sob este aspecto. Segundo Brown e
Sagalyn ('), a estimulacido do sistema enzimatico microso-
mal nessas condicoes seria resultado de uma inducac seme-
lhante & que ocorre em associacao com o fencbarbital.

Os resultados do presente trabalho permitiram a verifi-
cacao de um aumento estatisticamente significante no con-
sumo “in vitro” da droga (barbiturato) utilizada como in-
dicadora do metaboblismo hepatico, pelos animais submeti-
dos a inalacdo repetitiva de halotano, em relacao aqueles
do grupo controle. Acreditamos poder atribuir este efeito ao
fato de ter ocorrido inducido microsomal hepatica, desde que
0 consumo de barbiturato por homogeneizados de figado €
um feste empregado para verificacao de tal fenémeno (*3 *
31) . Nossos resultados sao concordes com os apresentados por
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Ross e Cardell (5), que observaram inducao microsomal em
figado de ratos submetidos a uma exposi¢cao diaria de 7 ho-
ras de halotano durante 7 dias consecutivos. As observacoes
iniciais sobre inducdo enzimatica microsomal parecem datar
de 1954, com os trabalhos de Brown e col, sobre a in-
fluéncia da dieta no metabolismo de amino-azo-corantes
depois da descricao preliminar por Mueller (°°9!) do me-
tabolismo de compostos exdgenos ocorrer atraves dos mi-
crossomas hepaticas. Desde esta época, tém sido realizados
estudos para avaliar as possivels implicacoes clinicas deste
lado, visando a inibico de certos efeitos toxicos de drogas
ou a diminuicao de alteracoes patologicas pregressas. Cons-
tituem exemplos dessa orientacao a administracao de feno-
barbital, para diminuir os nvveis de bilirrubinemia, a paci-
entes com colestase intra-hepatica cronica (1% 58 ) ¢ a reé-
cém-nascidos com ictericia (26 27. 2% 72)  Acredita-se também
que a administracio prolongada de difenil-hidantoina pro-
duz aceleracio do metabolismo de glicocorticdides, resultan-
do em melhora importante no quadro clinico de pacientes
portadores de Sindrome de Cushing, conforme relato de
Werk et al (%9 0},

Se estes aspectos abordados parecem reforgar o concei-
to de que a inducao microsomal deva se revestir de um efeito
peculiar ocasionando detoxificacao orginica, outras evidén-
cias emprestam-lthe outro tipo de significado. Assim, quan-
do se trata da inalacio cronica de agentes anestésicos ,espe-
cialmente de hidrocarbonetos halogenados como ¢ halotano,
objeto de nosso estudo, estes mecanismos, levando a uma de-
gradacio biologica acelerada dos compostos, tém sido impli-
cados como possiveis condicionadores de citotoxicidade, even-
tualmente verificada em associacido a tais drogas (2% 52 86, 67)
Um exemplo ilustrativo dessa possibilidade refere-se ao fluo-
rexeno, outro anestésico volatil, o qual ainda nao foi intro-
duzido em nosso meio clinico. Reynolds e Maslem (°7) rela-
tam o caso de um paciente que recebia grandes doses de fe-
nobarbital e difenil hidantoina, e apresentou necrose hepa-
tica macica e morte apds a anestesia com o flurexeno. Es-
tes achados foram posteriormente confirmados experimen-
talmente por Harrison e Smith (%), que verificaram necrose
hepatica fulminante em ratos anestesiados com o fluorexe-
no e que haviam recebido previamente fenobarbital.

Em decorréncia do que foi discutido podemos afirmar
que 0 grupo de animais submetido a inalacao repetitiva de
halotano apresentou um consumo hepatico de barbiturato,
“in vitro”, aumentado em relacao ao grupo controle, sendo
a diferenca estatistica entre as meédias de consumo dos gru-
pos altamente significativa.
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Essa diferenca de consumo de barbiturato “in vitro” é

atribuida a atividade metabolica mais elevada e, conseqiien-
temente, ¢ compativel com a ocorréncia do processo de in-
ducao enzimatica microsomal por acdo do halotano adminis-
trado em concentracao sub-anestésica .

SUMMARY

THE EFFECTS OF HALOTHANE ON THE RATS LIVER. MICROSOMAL

ENZYMATIC INDUCTION

A study group of ten rats was submitted to a repetitive exposure to subanes-

thetic doses of halathane, for 2 hours a day during 7 days. A control group was
exposed to 1009% oxygen during the same periods.

Alteration in hepatic function were observed experimentally by the in vitro

consumption of barbiturates by the homogenised rat liver, showing that there was
a microsomal enzyme induction phenomenon. The results are discussed in relation
to the possible effects of operating room polution, by residual anesthetics.
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