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Foram estudadas as repercussoes histopatologicas sobre o
figado, em ratos submetidos @ inalacdo repetitiva de concen-
¢Oes sub-anestésicas de halotano, durante 2 horas por dia, por
um periodo de 7 dias consecutivos. O grupo controle foi subme-
lido nas mesmas condicdes, a inala¢do de oxigénio 100%.

O exame hislologico realizado ao microscopio optico mos-
trou uma nilida deple¢cdo do conteido de glicogénio, além de
um discreto grau de degenerag¢do turva dos hepatécitos. Em
negz.hum dos animais observou-se a ocorréncia de necrose hepato-
citica.

Os autores discutem a fisiopatologia dos achados tentando
correlactona-los com as reagdes de citotoridade prvocadas por
anestésicos inalatorios, eventualmente observadas na prdtica

clinica.

Apoés sua introducao na Inglaterra (5°), o halotano tor-
nou-se um dos anestésicos volateis mais utilizados em todo
0 mundo, devido a suas excelentes propriedades fisicas e qui-
micas, que proporcionam grande poténcia anestésica, além
de rapidez na inducao e na recuperacao. A medida que aumen-
tava sua utilizacao na pratica clinica, comecavam a ser rela-
tados na literatura casos de disfuncao hepatica (17:25.3256.65)

Recentemente, as possiveis repercussoes toxicas advin-
das da assim chamada “poluicao” das salas cirurgicas pelos
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anestésicos tem merecido especial atenc@o dos pesquisado-
res, €, em especial, a dos anestesiologistas, obrigados que
s80 a permanecer varias horas diariamente em contacto
com oS vapores anestésicos.

Numa tentativa de correlacionar este problema clinico
com dados experimentais, em trabalho anterior (8) verifica-
mos a ocorréncia do fendmeno da inducéo enzimatica miecro-
somal no figado de ratos submetidos & inalacao repetitiva
de concentracoes sub-anestésicas de halotano. Agora, no pre-
sente estudo procuramos verificar se, além da alteracdo fun-
cional responsavel pelo aumento no metabolismo de drogas,
existe também uma alteracio na arquitetura histologica do
hepatécito em animais submetidos a inalacdo repetitiva de
halotano.

MATERIAL E METOQODO

Foram utlizados 10 ratos machos da raga Sprague Daw-
ley os quais eram colocados numa cimara especialmente cons-
truida para anestesia de pequenos animais (¢). O analgésico
utilizado foi o halotano, vaporizado através de um vaporiza-
dor calibrado de Takaoka, modelo Fluovapor 1200, em uma
concentracao de 0,25%, com um fluxo de oxigénio de 5 1/min,
cuja concentracdo era controlada através de um aparelho
Fluotest modelo 90 de Takaoka. Para evitar-se uma eventual
reinalacao de gas carbdnico (CO,) no interior da camara,
colocou-se cal sodada em granulos em uma quantidade que
seguramente excedia de varias vezes & necessaria para absor-
cao de CO, na camara. O tempo de exposicdo dos ratos ao
anestésico foi de 2 horas por dia, durante 7 dias consecutivos.

O grupo controle foi constituido de 10 ratos machos sub-
metidos & inalacldo didria de oxigénio a 100% com um fluxo
de 5 1/min, por 2 horas durante 7 dias consecutivos.

Manteve-se sempre, para ambos os grupos de animais,
um intervalo de 24 horas entre as exposicoes, durante as
quals os animais eram mantidos em caixas de madeira, com
agua e alimentacao “ad libitum”, com as precaucdes usuais
no sentido de se evitar conctacto com substancias possivel-
mente hepatotoxicas, especialmente inseticidas. A tempera-
tura e ventilacido do ambiente em que permaneceram duran-
te todo o periodo experimental foram consideradas satisfato-
rias, com uma iluminacao de aproximadamente 10 horas
diarias.

Estudo Histologico: — Na manhi do 8.0 dia (24 horas apés a
ultima exposi¢do) os ratos eram sacrificados por decapita-
¢io, exsangiiinados e de seus figados eram separados 2 frag-
mentos para cortes histolégicos em duplicata. O fixador utili-
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zado foi o Gendre gelado, conservado a aproximadamente
40°C (%).

A fixacao do material era feita durante 3 horas, em gela-
deira. A seguir lavava-se o material em banhos de alcool 90°
para retirar o excesso de acido picrico.

O material assim fixado, a seguir era incluido em para-
fina e cortes em duplicatas foram corados com PAS (acido
periodico de Schiff) e HE (Hematoxilina e eosina) e exami-
nado em microscopio optico.

RESULTADOS

As alteracoes histopatolégicas mais evidentes conforme
1llustram as fotomicrografias anexas (Figura 1, 2, 3 e 4) re-
ferem-se a uma deplecao nitida de glicogénio dos hepatoéci-
tos nos animais submetidos a inalacao repetitiva do halotano
quando comparados aos controles. Além da deplecao de glico-
génio podemos notar um discreto grau de degeneracao turva
dos hepatoécitos dos animais tratados.

Nao observamos, em nenhum dos casos estudados (10
tratados e 10 controles) a ocorréncia de necrose hepatocitica.

FIGURA 1

Rato controle., Figado. Fixacfo: Gendre gelado. Coloracfio: PAS-hematoxilina.
Aumento: 160x.
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FIGURA 2

Rato tratado pelo halotano (7 dias). Figado. Diminuicio de glicogénio dos hepa-
tocitos. Fixacdo: Gendre gelado, Coloracdio: PAS-hematoxilina. Aumento: 160x.

Todos os animais sobreviveram durante o periodo expe-
rimental, tendo suas mortes ocorrido por decapitacdo, na

manha do 8.° dia.
DISCUSSAQO

A malioria dos autores concorda que o halotano possa de-
terminar alteracoes patolégicas incluindo necrose hepatica,
especialmente apés multiplas exposicoes (5.7:32.16.3.28,29,11,26,20,
53.39,9.35)_

Durante a seqliéncia experimental deste estudo, dois
aspectos foram particularmente controlados no sentido de
evitar-se que intercorréncias indesejiveis pudessem prejudicar
a consecucao dos objetivos propostos: um deles se refere 3 via
de administracao e o outro a4 concentracdo da mistura inala-
toria empregada.

Quanto a administracao, foi utilizada a via inalatoéria,
pols € a normalmente empregada na pratica clinica e o mo-
delo experimental pretendido visava assemelhar-se o mais
possivel as condicoes clinicas usuais. Foust (22) ressalta
bem a importancia da via de administracdo das drogas sobre
0 estado da atividade enzimatica microsomal. Quando a via
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FIGURA 3

Rato Controle. Figado — veia centro-lobular, Fixacfio: Gendre gelado. Coloracéo:
PAS-hemtatoxilina. Aumento: 560x.

intra-peritoneal é a escolhida, deve-se ter em mente que o
composto esta sendo oferecido quase que diretamente ao figa-
do, sem praticamente ser submetidos as influéncias decorren-
tes de emprego de outras vias, em especial a inalatoria (12). Se-
veras criticas sao feitas neste sentido, as conclusoes advindas
dos trabalhos independentes de Davis e col (%) e Stenger e
Johnson (°°), os quais administraram halotano por via intra-
peritonial em ratos previamente induzidos com fenobarbital,
verificando necrose multifocal no parénquima hepatico, além
de uma diminuicao na capacidade metabdlica do 6rgao. Estes
efeitos podem ser atribuidos ao excesso de concentracao da
droga que, atingindo o hepatocito diretamente, ai exerce seus
efeitos toxicos. O emprego da via oral (3") € passivel também
de restricoes, assim como os estudos realizados empregando-se
a perfusao de figado com o anestésico (%62).

Em relacao a mistura inalatoéria de oxigénio e halotano,
esta fol empregada em concentracoes consideradas sub-anes-
tésicas, o0 que permitia aos ratos tratados permanecerem no
interior da camara em um estado de quietude e trangqiiilida-
de, sem hipnose, nao apresentando depressao respiratoria e
reagindo quando um estimulo doloroso era aplicado por meio
de pincamento da cauda. Além disso, imediatamente apés
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FIGURA 4
Rato tratado pelo halotano (7 dias). Figado — wveia centro-lobular. Mostra nitid:
diminuicdo de glicogénio dos hepatécitos, comparada com a figura anterior.
Fixacio: Gendre gelado. Coloracio PAS-hematoxilina. Aumento: B560x.

terminado o periodo de exposicao ao anestésico, ao serem re-
tirados da camara, readquiriam movimentacao e reflexos ha-
bituais, sem aparente efeito residual da droga, inclusive ali-
mentando-se normalmente. O cuidado na observacao destes
parametros foi o mais rigoroso possivel no sentido de evitar-
-se a ocorréncia de hipé6xia, hipercapnia, depressao circula-
toria ou nutricao insuficiente, fatores estes que podem alte-
rar os sistemas envolvidos no metabolismo de drogas, conforme
salientam Morris e col. () e outros (*%442) Em relacao a
esses fatores, o trabalho de Stevens et al (') é passivel de cri-
ticas. Nesse trabalho, ratos foram submetidos & concentracao
sub-anestésicas de halotano por um periodo de 35 dias e as
alteracoes histopatologicas degenerativas verificadas no fi-
gado, assim como a reducao no ganho ponderal observado
nos animais, bem que poderiam ser imputadas a deficiéncia
de alimentacao, determinada pela administracao ininterrup-
ta do agente anestésico.

No que se refere a repercussoes estruturais da adminis-
tracao repetitiva do halotano, as observacoes ao microscopio
6ptico, realizadas neste trabalho, mostraram principalmente
uma nitida deplecao no conteudo hepatocitico de glicogénio.
Estes resultados sao concordantes com os de Almersjo (!) que
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encontrou, ao microscopio optico, uma diminuicéo do glicogé-
nio hepatico em ratos previamente tratados com fenobarbital e
anestesiados com halotano durante 150 minutcs. Remmer (51)
em estudos realizados com microscopio eletrénico constatonu di-
minui¢ac do glicogénio hepatico e concomitantemente prolife-
racao do reticulo endoplasmatico liso do hepatoécitos em ratos
induzidos com fenobarbital. Turchini e col. (52) observaram di-
minuicao de glicogénio e de acido ribonucleico em ratos apads
inalacao repetitiva de metoxifluorano. A deplecdo de glicogénio
hepatico observada em nosso trabalho talvez possa estar asso-
clada ao aumento de glicemia que ocorre durante a anestesia
com diversos agentes anestésicos, inclusive o halotano (8%42.66),
provavelmente devido a uma glicogendlise aumentada (39).
Observa-se também uma elevacao acentuada dos niveis ce-
rebrais de glicose, glicose-6-fosfato e glicogénio (33%) durante
a anestesia com halotano., Qutra possivel explicacdo para a
diminuicao do glicogénio hepatico seria que a ocorréncia de
inducao enzimatica microsomal determinasse velocidade me-
tabolica aumentada com maior consumo de energia, prove-
niente das reservas de glicogénio, Neste sentido, o glicogénio
e uma fonte de energia metabdlica, cujo produto de degra-
dagao, através da glicogendlise; é a glicose-1-fosfato que é con-
vertida em glicose-6-fosfato (37). Conforme salienta Mannering
(3%}, a metabolizacio de substancias exégenas pelo sistema mi-
crosomal enzimatico, depende de um sistema gerador de nicoti-
namida-adenina-difosfonucleotideo reduzido (NADPH), con-
sistindo de nicotinamida-adenina-desidrogenase, ou do pro-
pric NADPH. As presencas do fon magnésio de oxigénio mo-
lecular sao também fundamentais, conforme comprovacio ex-
perimental de Posner e col. (4?), Estes trabalhos basearam-se
nas descrig0es de Mueller e Miller (4546) de que o metabolismo
de compostos exdgenos ocorreria, nos microssomas hepaticos,
as custas da NADP, NAD e oxigénio molecular.

O conteudo de glicogénio do hepatdcito tem sido consi-
derado como um indice de trauma agudo desde os trabalhos
de Rosenbaum (5¢), Revendo a literatura, observamos uma
discordancia entre os autores no que se refere ao quadro his-
topatologico encontrado nas hepatites virais, contraposto ao
verificado nas hepatites produzidas pelo halotano, em relacao
ao conteudo de glicogénio. Segundo observacdes independen-
tes de Ruegner e col. (*%), na hepatite viral o glicogénio dimi-
nui acentuadamente; ja Usunalimoglu e col. (%) afirmam
que na hepatite pos halotano as concentragdes de glicogénio
estariam até mesmo aumentadas.

Aléem da deplecio do glicogénio hepéatico, observamos
também um aspecto histologico de tendéncia 3 degeneracio
turva dos hepatécitos dos animais tratados com halotano.
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Robbins (%2) atribui esta alterag&o, que sc manifesta pelo
aspecto granuloso e tumefeito das células, basicamente a um
acumulo anormal intracelular de agua, com possivel modi-
ficacao do estado fisico-quimico do gel-proteinico ou de orga-
noides de citoplasma. Varios autores comprovaram gue anes-
tésicos volateis, incluindo o halotano, inibem a respiracéo
mitocondrial, blogueando enzimas oxidantes do ciclo de Krebs.
Este efeito resultaria em deficiente liberacao de energia ne-
cessaria para o transporte de agua para o exterior da célula,
resultando na assim chamada degeneracao turva (19-13.2¢) Rob-
bins atribui a degeneracio turva um aspecto benigno e reversi-
vel, frisando, porém, que pode evoluir para degeneracao hidro-
pica ou vacugclar, processo mais grave o que eventualmente pre-
cede 4 morte celular. Os animais do presente trabalho apre-
sentaram, conforme referido, uma tendéncia a degeneracao
turva apos o periodo de 7 dias de exposicao ao halotano. Nio
e Importavel que as lesdoes pudessem se acentuar se a expo-
sicao tivesse sido mais prolongada.

Outreossim, nao encontramos, em nenhum dos animais
tratados, a ocorréncia de lesOes descritas por outros autores,
como necrose centrolobular, esteatose hepatoeitica, ou rea-
coes do tipo inflamatdrio (%3°7.21.2031.32,57.6064.65% A  nao
constatacao dessas alteracoes €& compativel com a pos-
sibilidade de que outros fatores intervenham para mo-
dificar a reacao do figado ao halotano, provecando re-
sultados inconstantes e heterogéneos. TFatores relacio-
nados com aspectos imunologicos sugeridos por diver-
sos pesquisadores (1419485338} ofereciam condicOes propicias
para a ocorréncia varidvel de alteracdes histopatolégicas.
Reacido imunoldgica cutinea foi produzida experimentalmen-
te por Mathieu e col. (7)) por meio de injecoes intra-dérmicas
de triflucracetato, um metabolito do halotano. Esta verifica-
¢ao veio confirmar as hipéteses de Remmer (51), de que 0s pro-
dutos de degradacao do anestésico poderiam funcionar como
haptenos, os quals reagindo com prcteinas, formariam coms-
postos capazes de provocar respostas imuno-celulares especi-
ficas em individuos ou animais ‘“sensiveis”. A observacao da
raridade de ocorréncia de lesoes hepaticas na pratica aneste-
siologica, em que o halotanc ocupa um lugar de destagque de-
vido as suas excelentes: qualidades clinicas, parece coadu-
nar-se com esta hipotese. No mesmo sentido, temos os rela-
tos de Solosko e col. (59) sobre suas observacoes em um pa-
ciente que recebeu 111 anestesias com o agente referido, em
um periodo de dez anos, sem gque apresentasse durante todo
0 periodo de seguimento, sinails clinicos ou laboratoriais de
comprometimento hepatico. Ainda sugerindo a interacao
destes fatores, possivelmente imunologicos, sao descritas a
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ocorréncia de artralgias, manifestacoes alérgicas e de hiper-
sensibilidade em individuos que apresentam ictericia e eosi-
nofilia no periodo pés anesteésico (*?). Acreditamos que a
comprovacao dessas hipoteses requeira, entretanto, investiga-
¢coes mais minuciosas e dirigidas para a exploracao de tais fe-
némenos, transcendendo os objetivos deste trabalho.

SUMMARY

THE EFFECTS OF HALOTHANE ON THE RAT LIVER

IT — HYSTOLOGICAL STUDY

A series of 10 rats were subjected to the inhalation of repetitive sub-anesthetic
doses of halothane, for periods of two hours on 7 consecutive days, while another
series inhaled 100% oxygen serving as controls. A comparative hystologic study
of their livers showed a visible reduction in the amount of stored glyccgen
besides a slight degreegof cloudy swelling of the liver cells. No animal showed
liver necrosis,

The physiopathology of these findings are discussed, ‘while a correlation with
posaible mechanisms of citotoxicity of inhalation anesthetics observed in clinical

practive is suspected.
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