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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Anestesia; Justificativa e objetivos: Anestésicos inalatorios sdo usados em humanos e também na pratica
Caspase-3; médica veterinaria. No presente estudo investigamos o efeito de isoflurano e sevoflurano em
Isoflurano; hepatocitos de rato.

Figado; Métodos: Foram usados neste estudo 40 ratos Wistar fémeas. Os animais foram divididos em
Sevoflurano grupos de cinco. Os grupos IM e SM serviram como controle. Os grupos I1, 12 e 13 foram usados

para o estudo de isoflurano e os grupos S1, 52 e S3 para o estudo de sevoflurano. Os ratos foram
anestesiados trés vezes, durante duas horas em intervalos de dois dias, com uma concentracao
de 1,5% de isoflurano (11, 12, 13) e 2% de sevoflurano (51, S2, S3). O fornecimento de oxigénio
durante a anestesia foi de 1L 0;/min. Os grupos IM, IS, I1 e S1 foram sacrificados imediatamente
apos a Ultima anestesia. Os grupos 12 e S2 foram sacrificados seis horas apods a Ultima anestesia
e os grupos I3 e S3 foram sacrificados 24 horas apo6s a anestesia. Amostras dos figados foram
colhidas para ressaltar a caspase-3 em hepatdcitos apoptoticos.

Resultados: Apos a administracao de isoflurano, havia menos de 1% das células em apoptose
em destaque nos figados dos ratos dos grupos IM, |1 e 12. As 24 horas apos a anestesia
(grupo 13), um pequeno nimero de hepatocitos apoptoticos foi destacado (3,23% de células em
apoptose), com uma disposicao estritamente periacinar, distribuidos aleatoriamente em um
pequeno numero de lobulos hepaticos. Apos a administracdo do sevoflurano, menos de 1% de
hepatocitos apoptoticos foi identificado em todos os momentos de controle ao longo do estudo.

* Estudo feito no Departamento de Anestesiologia e Propedéutica Cirtrgica, Universidade de Ciéncias Agrarias e Medicina Veterinaria,
Cluj-Napoca, Roménia.
* Autor para correspondéncia.
E-mail: adrianfloringal@yahoo.com (A.F. Gal).
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Conclusdes: Os resultados sugerem que os anestésicos nao apresentam uma hepatotoxicidade
consideravel. A avaliacao comparativa dos dois anestésicos mostra que sevoflurano é superior
ao isoflurano.
© 2015 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Comparative immunohistochemical assessment of the effect of repetitive anesthesia

Background and objectives: Inhalation anesthetics are used in human, as well as veterinary
medical practice. In the present study we investigated the effect of isoflurane and sevoflurane

Methods: A total of 40 Wistar female rats were used in this study. Animals were divided in groups
of 5 rats. Groups IM, SM served as control groups. Groups I1, 12, I3 were used to study isoflurane
and S1, S2, S3 for sevoflurane study. They were anesthetized 3 times, for 2h long, at 2 days
interval with a concentration of: 1.5% isoflurane (I1, 12, 13) and 2% sevoflurane (51, S2, S3). The
oxygen supply throughout the anesthesia was 1L 0,/min. Groups IM, IS, 11, S1 were sacrificed
immediately after the last anesthesia. Groups 12, S2 were sacrificed 6 h after the last anesthesia,
and groups I3, S3, 24 h post-anesthesia. Liver samples were harvested to highlight caspase-3 in

Results: Following isoflurane administration, there were less than 1% cells in apoptosis high-
lighted in rat livers from groups IM, 11 and 12. At 24h post-anesthesia (group 13), a small
number of apoptotic hepatocytes was highlighted (around 3.23% cells in apoptosis), with a
strictly periacinar disposition, randomly distributed in a small number of hepatic lobules. After
sevoflurane administration, less than 1% apoptotic hepatocytes were identified at all control

Conclusions: The results suggest that the anesthetics do not present a considerable hepatoto-
xicity. The comparative assessment of the two anesthetics shows that sevoflurane is superior

© 2015 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-
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Introducao

sevoflurano e registraram valores ligeiramente aumentados
para a atividade da transaminase e nenhuma alteracao mor-

Anestésicos inalatoérios sao amplamente usados em medi-
cina humana e veterinaria. Podem ser usados no manejo
anestésico em um grande nimero de espécies, incluindo
aves, répteis e animais selvagens.'=> O principal local para
o metabolismo dos anestésicos inalatérios ¢ o figado.®’
Nessas circunstancias, é possivel que algumas alteracoes
fisiologicas ou morfoldgicas aparecam no figado devido a
acao direta desses anestésicos ou de alguns metabolitos
intermediarios que resultaram durante a sua degradacéao.
Esses aspectos foram temas de varios estudos que trouxeram
informagdes muito Uteis, mas ainda ha controvérsias sobre
a acao dos anestésicos inalatorios sobre o figado. Assim,
ha estudos que relatam uma pequena elevacao das enzimas
hepaticas, enquanto outros relatam hepatite necrotica
fulminante, que resulta na morte do paciente.?'0

A grande maioria das pesquisas avaliou os efeitos dos
anestésicos inalatorios sobre a funcdo hepatica.'’ Aspec-
tos macro e especialmente microscopicos foram o objeto
de estudo de um nimero relativamente pequeno de pesqui-
sas. Alguns autores sustentam que a anestesia prolongada
com isoflurano nédo induz lesdes hepaticas em animais.'>~'*
Soubhia et al.’® avaliaram histologicamente a atividade
da transaminase e também o figado apo6s a exposicao ao

fologica do parénquima hepatico em microscopia de luz.
Honda et al." avaliaram tanto a funcdo quanto a morfolo-
gia hepatica apds a exposicao ao isoflurano e sevoflurano.
A conclusdo do estudo foi que o grau das lesdes hepa-
ticas induzidas pela exposicao ao isoflurano foi maior do
que o grau das lesdes induzidas pela exposicao ao sevo-
flurano. Elena et al.'® estudaram a fisiologia e histologia
do figado, rim e bago apds anestesia repetida com sevo-
flurano. Os autores nao detectaram alteracoes nas funcoes
hepatica e renal ou alteracdes na arquitetura desses 6rgaos.
Outros autores relatam lesdes histopatologicas que variam
de panlobular a multifocal e até necrose fulminante.” Um
caso de insuficiéncia hepatica fulminante foi relatado apds
a terceira exposicao ao isoflurano, com necrose submacica
e macica no exame histopatologico.? Zizek et al.’ tam-
bém relatam insuficiéncia hepatica subaguda fatal, com
necrose macica dos hepatocitos em anestesia repetida
com sevoflurano.

Considerando o pequeno numero de pesquisas e, espe-
cialmente, as informagdes conflitantes disponiveis na
literatura da especialidade, consideramos oportuno condu-
zir um estudo histologico e imunohistoquimico do efeito de
isoflurano e sevoflurano sobre o figado de ratos.
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Métodos

0 protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Cientifica da University of Agricultural Sciences
and Veterinary Medicine (UASVM) Cluj-Napoca e condu-
zido de acordo com as normas do Ministério da Salde e a
legislacdo europeia sobre o tema. O estudo experimental
foi feito no Biobase e no Departamento de Anestesiologia e
Propedéutica Cirtrgica da UASVM Cluj-Napoca.

Foram usados no estudo experimental 40 ratos da
linhagem Wistar, fémeas de seis semanas. Os ratos foram
alocados aleatoriamente em oito grupos com cinco cada.
Dois desses grupos serviram como controles: Grupo IM
(controle para isoflurano) e grupo SM (controle para sevo-
flurano); os ratos desses grupos foram expostos a oxigénio
isolado (1L.min") por trés vezes, durante duashoras, com
dois dias de intervalo. Trés grupos (11, 12 e 13) foram sub-
metidos a anestesia com isoflurano a 1,5% de concentracéo
e os outros trés grupos (S1,S2 e S3) a anestesia com
sevoflurano a 2% de concentracdo. Nas concentracoes
usadas, a concentracdo alveolar minima (CAM) foi de
aproximadamente um, tanto para isoflurano'® quanto para
sevoflurano.’ A concentracdo do anestésico foi ajustada
com um vaporizador.

Usamos uma caixa de inducao para as anestesias. Os ratos
foram introduzidos na caixa de inducao 15 minutos antes do
inicio da anestesia, com o objetivo de acomodar. Os gru-
pos experimentais foram anestesiados trés vezes, durante
duas horas, em dois dias de intervalo. O fornecimento de
oxigénio durante a anestesia foi de 1L0,.min"" para ambos
isoflurano e sevoflurano. Seguimos o protocolo recomendado
por Honda et al.," as anestesias foram repetidas trés vezes
para avaliar os efeitos da anestesia repetida com isoflurano
e sevoflurano.

Apos a conclusao das anestesias, os ratos foram sacrifi-
cados por deslocamento cervical, em diferentes momentos
pos-anestésicos: os grupos IM, SM, 11 e S2 imediatamente
apos a anestesia; os grupos 12 e S2 seish apos a anestesia e
os grupos 13 e S3 24 horas apos a anestesia.

Imediatamente apoés a eutanasia, amostras do figado
foram colhidas, introduzidas em formalina tamponada
a 10% para fixacdo. Apos o periodo de fixacdo, as
amostras foram embebidas em parafina e depois seccio-
nadas a uma espessura de 5um e montadas em laminas
microscopicas revestidas com poli-L-lisina (para a reacdo
imunohistoquimica).

Para detectar os hepatocitos apoptoticos, usamos a
reacdo imunohistoquimica para realcar a expressao da
caspase-3, como marcador de morte celular programada.
Para esse proposito, o sistema Leica Bond-max™ Imu-
nohistochemistry (Leica Biosystems Melbourne, BondMax,
M2 12154) foi usado. A imunomarcacao foi feita com
anticorpos anti-caspase-3 policlonal de coelho (diluicao
1/75, Rabbit Anticaspase 3 Polyclonal, Linaris, Biologische
Produkte, Dossenheim, Alemanha - Cat. N° RB-1197-R7). As
etapas do sistema para corar as secoes foram as seguintes:
(a) desparafinizacao e lavagem com uma solucao de EDTA
com pH 8,8 (solucao de recuperacao de epitopo 2), 98°C
por 20 minutos; (b) apds a lavagem, o kit DC 9800 foi usado
por 10minutos (Leica Microsystems GmbH) para bloquear
a peroxidase endogena; (c) lavagem e, em seguida, o
anticorpo primario anti-caspase-3 de coelho foi adicionado

e incubado por 30minutos; (d) adicao e incubacao da
polimerase por 10 minutos, obteve-se a reacao de cor com
a ajuda de DAB (diaminobenzidina).

A avaliacao do marcador foi feita por meio de
quantificacdo das células imunomarcadas. As células com um
citoplasma marrom de intensidade diferente foram conside-
radas positivas. As células imunomarcadas de cinco campos
microscopicos, com ampliacdo de 400x, foram contadas.
0 seguinte método de classificacao foi usado para cada caso:
(1) menos de 1% de células em apoptose, (i) 1-2% de célu-
las em apoptose e (1) mais de 2% de células em apoptose.
As imagens microscopicas foram obtidas com o microsco-
pio optico Olympus BX51 conectado a uma camera digital
Olympus DP-25, armazenadas em cartido de memodria
digital e mostradas no monitor.

Resultados

A reacado imunohistoquimica para a caspase-3 destacou um
numero pequeno de caspase-3 em células positivas hepa-
ticas dos ratos dos grupos IM e SM (i. €, menos de 1% de
células em apoptose), nao mais do que a taxa de troca dos
hepatdcitos normais. Além do fato de serem escassas, as
células positivas para caspase-3 estavam isoladas e disper-
sas nos lobulos hepaticos. Na maior parte da area de seccao,
os lobulos hepaticos apresentavam estrutura normal e nao
continham células apoptoticas (fig. 1).

Os figados dos ratos do Grupo I1 ndo apresentaram mais
células positivas para caspase-3 do que o Grupo controle
(i. é, menos de 1% de células em apoptose), de modo que
ndo estavam presentes na grande maioria dos lobulos,
nem mesmo isoladamente. A situacao foi semelhante no
Grupo 12, em relacdo tanto ao aspecto geral do drgao
quanto ao pequeno numero de células em apoptose, em
comparacao com o grupo controle (i. €, menos de 1%
de células em apoptose). As primeiras alteracoes visiveis
aparecem somente no Grupo I3 e consistiam na presenca de
células positivas para caspase-3 em alguns lobulos (3,23%
das células em apoptose, o que representa mais de 2%
das células em apoptose, de acordo com o método de
classificacao sugerido). Algumas das células bem proximas a

Figura 1

Grupo controle - células ndo apoptoticas; reacao
imunohistoquimica, anticorpos policlonais anticaspase-3; con-
tracorado com hematoxilina de Mayer.
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Figura 2  Grupo experimental 13 - células apoptoticas distri-
buidas em areas centrolobulares (sugeridas por um citoplasma
mais escuro) - setas pretas; reacao imunohistoquimica, anticor-
pos policlonais anti-caspase-3; contracorado com hematoxilina
de Mayer.

veia centrolobular pareceram afetadas (fig. 2). Observamos
que o fendmeno nao estava presente em todos os lobulos
hepaticos, mas apenas em alguns deles. Nao observamos
alteracoes inflamatérias ou disturbios circulatérios apos a
exposicao dos ratos ao isoflurano.

Nos figados colhidos de ratos no Grupo S1, a situacao foi
comparavel com a do grupo controle, o nimero de célu-
las positivas para caspase-3 foi muito pequeno. Um grande
aumento das células positivas para caspase-3 nao foi obser-
vado nos grupos S2 e S3. Nao observamos outras lesoes
associadas (p. ex., lesoes distroficas, inflamatorias ou dis-
tarbios circulatdrios) no figado apds a exposicao dos ratos
ao sevoflurano.

Discussao

Os figados dos ratos nos grupos de controle apresentaram
um aspecto normal quanto a lobulagdo e ao padrao lobu-
lar. Células positivas para caspase-3 (i. €, em apoptose)
foram identificadas, mas seu nimero foi pequeno; na ver-
dade, representaram a taxa normal de troca de hepatdcitos
(aspecto sugerido pela disposicao isolada, dispersa pelos
lobulos hepaticos, com numerosos lobulos hepaticos sem
células imunomarcadas).

Os figados dos ratos no Grupo |1 foram comparaveis
com os dos ratos no grupo controle, em todos os aspec-
tos. Células positivas para caspase-3 estavam presentes
em pequenas quantidades e apenas em alguns lébulos, de
modo que ndao podemos afirmar que apoés a administracao
do anestésico houve reacdes adversas imediatas, ou mesmo
reacoes discretas. No Grupo 12 nao foram observadas
alteracoes em relacao a distribuicao de apoptoses no figado,
em comparacao com os dois grupos apresentados ante-
riormente. No Grupo 13, um ligeiro aumento do nimero
de células positivas para caspase-3 foi observado, em
comparacao com os grupos controle, 11 e 12 e com o obser-
vado nos grupos IM, 11 e 12; no caso dos sujeitos do Grupo I3,
um numero maior de células imunomarcadas (em apoptose)
foi identificado, focalmente dispostas, predominantemente

centroacinares. Uma possivel explicacdo para a afetacao
das células na vizinhanca imediata da veia centrolobular
pode ser o fato de o anestésico atingir o figado através
do sistema circulatorio, mas nesse caso os hepatdcitos na
periferia dos lobulos deveriam ser as primeiras células a
ceder, porque esse € o local de entrada dos sinusoides nos
lobulos hepaticos. Porém, os hepatocitos na periferia dos
lobulos sao favorecidos em termos de suprimento de nutri-
entes e oxigénio, sdo os primeiros a ser beneficiados devido
a sua disposicao, o que parece conferir resisténcia a acao
anestésica. As células proximas a veia centrolobular sao as
Gltimas a ser supridas. Aparentemente, isso as torna um
pouco vulneraveis, algumas entram em apoptose sob a acdo
anestésica. Outros relatos sugerem que a zona periacinar é
particularmente vulneravel a necrose/apoptose (conhecida
como necrose/apoptose da zona 3 ou periacinar), em parte
porque estao mais distantes da chegada do sangue arterial e
venoso portal que traz oxigénio e nutrientes essenciais.?%?'

Contudo, o nimero de células apoptoticas foi pequeno;
podemos afirmar que isoflurano € um anestésico com
boa tolerancia. As reacdes adversas que apareceram no
figado apos a sua administracao em dose terapéutica foram
minimas, sem outras lesdes celulares (p. ex., distrofias,
necroses, desordens vasculares) que induzem alteracées no
padrao do 6rgao.

A administracao de sevoflurano nao resultou no aumento
do nimero de hepatoécitos positivos para caspase-3 nos gru-
pos experimentais imediatamente ap6s a anestesia ou nos
outros tempos de avaliacdo (6h e 24h apo6s a anestesia).
Em nenhum desses momentos, as células positivas para
caspase-3 estiveram em um nivel que sugerisse a apoptose
de hepatocitos provocada pelo anestésico. Apoptoses esti-
veram presentes em um pequeno nimero de células, de
alguma forma comparavel em todos os grupos, o que nos per-
mite declarar que sua presenca foi absolutamente normal e
vinculada a taxa normal de troca de hepatodcitos. Em outras
palavras, sevoflurano parece nao induzir reacoes adversas
em figado de rato, detectaveis por meio de exame histolo-
gico. Isso demonstra uma tolerabilidade hepatica muito boa
de sevoflurano.

A avaliacdo comparativa do efeito dos dois anestésicos
em figado de rato sublinha o fato de que, embora ambos
tenham sido bem tolerados, pelo menos na dose e no tempo
de administracdo escolhidos por nds no presente protocolo
experimental existem certas diferencas entre eles. Essas
diferencas referem-se ao fato de que apesar de apresentar
uma boa tolerancia, isoflurano desencadeou a apoptose
em um nUmero relativamente pequeno de hepatdcitos,
enquanto sevoflurano nao o fez. Embora as diferencas
sejam minimas, o fato de sevoflurano apresentar uma
tolerabilidade superior em comparagao com isoflurano é um
destaque. A esse respeito, nossos resultados sao consisten-
tes com os resultados de Nishiyama et al.?? e Nishiyama.?
Eles relataram que o grau das lesdes hepaticas induzidas
pela exposicao ao isoflurano foi maior do que o induzido
por sevoflurano. Honda et al."” fizeram declaracées compa-
raveis, mas os autores acima citados estavam se referindo a
outros tipos de lesoes hepaticas, nao apoptose. Além disso,
relatam que nado observaram apoptose de zero hora ao dia
sete apos a exposicao ao isoflurano ou sevoflurano com o uso
de anticorpos anti-ssDNA policlonais de coelho. A explicacao
fornecida pelos autores é o fato de os resultados parecerem
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ter sido influenciados pela dose que, segundo eles, pode ter
sido muito alta para permitir apoptose. A declaracao parece
correta, sabe-se que a necrose ocorre quando a hipoxia é
grave e a apoptose ocorre quando a hipdxia é leve.?*

A via exata de inducédo de apoptose por anestésicos inala-
torios ndo é totalmente conhecida, mas existem estudos que
propdem diferentes hipoteses. Zhang et al.?> mostraram que
isoflurano a 2% para tratamento por seis horas pode causar
apoptose. O estudo foi feito em culturas de células de neur6-
nios primarios de ratos. Os autores relataram que isoflurano
pode aumentar o nivel do fator pré-apoptotico Bax, diminuir
o nivel do fator antiapoptoético Bcl-2, aumentar o acimulo
de espécies reativas de oxigénio, permitir a libertacao de
citocromo-c das mitocondrias no citosol, induzir a ativacao
da caspase 9 e caspase-3 e induzir assim a apoptose através
da familia de proteinas Bcl-2 e via mitocondrial.

Wei et al.?® propuseram outra hipotese: a ativacdo dos
receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) nas membranas
do reticulo endoplasmatico por isoflurano. Esse fato causa
a liberacao excessiva de calcio e desencadeia a apoptose.
Os autores especificaram que a apoptose induzida por
isoflurano, dependente da concentracao e duracdo do
anestésico, aumentou o calcio citosélico e, em seguida, o
mitocondrial. Turrilazzi et al.?” relatam um caso de necrose
hepatica fulminante fatal apds anestesia com sevoflurano e
atribuiram como causa o aumento de calcio citoplasmatico
por sevoflurano.

Em conclusao, nossos resultados mostram que sevoflu-
rano ndo desencadeia a apoptose de hepatdcitos, enquanto
isoflurano determina apoptose periacinar moderada incons-
tante, 24 horas apos a anestesia. Nossos resultados sugerem
que os anestésicos testados ndao apresentam uma hepa-
totoxicidade significativa, sevoflurano provou ter uma
tolerabilidade superior em comparacao com isoflurano.
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