Carlos Eduardo Domingues®

Loraine Minchuerri
Edilaine Assuncao Caetano
José Antonio Dias Garcia
Yolanda Christina de Sousa
Loyola*

1
2
3

! Médicos Veterinarios formados pela Universidade
José do Rosario Vellano — UNIFENAS, Alfenas/ MG.

2 Enfermeira. Mestre em Ciéncias pela Escola de
Enfermagem de Ribeirdo Preto da Universidade de
S&o Paulo (EERP/USP). Ribeirdo Preto/SP.

®Médico Veterinario. Doutor em Fisiologia Humana
pela Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Docente da Universidade José do
Rosério Vellano — UNIFENAS, membro do Nucleo de
Pesquisa em Farmacologia e Cirurgia Experimental.
Alfenas/MG.

*Meédica Veterinaria. Doutora em Farmacologia pela
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
Docente do Centro Universitario do Norte do Espirito
Santo (UNESC). Colatina/ES.

Trabalho realizado na Universidade José do Rosario |
Vellano — UNIFENAS, Alfenas/MG.

Recebido em julho de 2012
Aceito em setembro de 2012

Correspondéncia:

Edilaine Assun¢do Caetano

Rua Tiradentes, 2969, Jardim Sao Carlos
Alfenas, MG — CEP 37130-000.
Telefone e fax: 35-3291-9500.

Celular 35-9203-0407

E-mail: dipatinga@hotmail.com

RTIGO ORIGINAL

Efeito do Halotano sobre a Gestacéao e a Viabilidade
Embrionaria em Ratos - Estudo Experimental

Effect of Halothane on Pregnancy and Embryonic Viability

in Rats - Experimental Study

RESUMO

Objetivo: conhecer alteragdes morfolédgicas no desenvolvimento embrionario de
filhotes de ratas expostas ao halotano no periodo estral e gestacional e avaliar o
periodo gestacional de maior risco. Materiais e Métodos: projeto aprovado pela
Comissdo de Etica e Pesquisa da UNIFENAS (Parecer N° 11%/2008). Foram
utilizadas 25 ratas da linhagem Wistar distribuidas em cinco grupos. Grupo 1:
controle (n=5) ratas com prenhez identificada sem exposicdo ao halotano. Grupo
2: (n=5) ratas expostas ao halotano no periodo estral. Grupos 3: (n=5) ratas
expostas ao halotano no 8°-10° dia de prenhez. Grupo 4: (n=5) ratas expostas ao
halotano no 11° a 13° dia e Grupo 5:(n=5) 14° a 16° dia. Os animais foram
expostos ao halotano (0,8%) por 30 minutos com oxigénio a 100%. Os filhotes,
analisados quanto ao tamanho, peso, alteracbes morfolégicas e comprimento do
corddo umbilical e nimero de nascidos vivos por grupo. Os resultados foram
expressos como média (+-), desvio padrdo da média, seguida de teste de Tukey.
Resultados: Ocorreram alteracBes morfologicas no periodo gestacional e
alteracBes no peso, tamanho e comprimento do corddo umbilical de filhotes do
grupo 2 (3,05 + 0,10 cm, 3,17 + 0,17g e 2,57 + 0,12 cm), sendo significativo
(p<0,005). Conclusédo: Halotano ndo comprometeu a fertilizagdo dos animais
estudados, mas promoveu o aparecimento de alteragdes morfolGgicas no
primeiro periodo gestacional, mostrando o risco de teratogenicidade e
consequentemente, a inviabilidade embrionaria.

Palavras chave: halotano, gestacéo, ratos

ABSTRACT

Objective: identify morphological changes in embryonic development in rats
exposed to gestational and halotano estrous period and assess the gestational
period of greatest risk. Material and Methods: project approved by
Commission standards and research ethics at UNIFENAS (Federal University of
Alfenas) (Opinion No. 112 /2008). We used 25 female Wistar rats, distributed in
five groups. Group 1: control (n=5) rats with pregnancy identified without
exposure to halothane. Group 2: (n=5) rats exposed to halothane during estrous
period. Groups 3: (n=5) rats exposed to halothane in 8" to 10" day of pregnancy.
Group 4: (n=5) rats exposed to halothane in 11" to 13™ days of pregnancy, and
Group 5: (n=5) 14" to 16" days. The animals were exposed to halothane (0.8%)
for 30 minutes with 100% oxygen. The offspring of the groups was analyzed
according to size, weight, morphological and umbilical cord length and number
of live births in each group. Results were expressed as mean +- standard
deviation, followed by Tukey test. Results: morphological changes in different
periods of pregnancy and changes in weight, size and length of the cord in group
2 (3.05+0.10 cm, 3.17+0.17 g and 2.57+0.12 cm) being significant (p<0.005).
Conclusion: halothane did not affect the fertility of the animals studied, but
promoted the appearance of morphological changes in the first period of
pregnancy, showing the risk of teratogenicity and therefore the embryonic
infeasibility.
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INTRODUCAO

O halotano é um anestésico volatil,
amplamente utilizado para a realizagdo de
procedimentos cirlrgicos, em que é necessaria a
utilizacdo da anestesia geral. Foi introduzido na
década de 50, sendo um dos primeiros
hidrocarbonetos halogenados modernos,
servindo, além do uso clinico, como padrédo de
comparacdo de novas drogas anestésicas. ' E
muito utilizado na clinica cirlrgica veterinaria,
incluindo o uso experimental em ratos e
camundongos. 2

A teratogenicidade é um fator
importante na administracdo dos halogenados.
Devido a sua alta lipossolubilidade e baixo peso
molecular, os anestésicos halotano, sevoflurano,
isoflurano e enflurano atravessam rapidamente a
placenta, porém ndo ocorre depressdo da
atividade respiratoria do feto, a menos que o
plano anestésico utilizado seja muito profundo.’

No passado, alguns estudos
demonstraram que o halotano possuia um efeito
teratogénico, porém, hoje se sabe que as
condicbes das pesquisas, tais como as
concentragdes do anestésico, eram diferentes
das comumente utilizadas para humanos. Nos
dias atuais, é conhecido que o halotano reduz a
fertilidade, viabilidade embrionaria, nimero e
tamanho de fetos em camundongos, porém,
ainda ndo é bem elucidado como isso acontece.”

Um estudo avaliou camundongas
expostas ao halotano, sevoflurano e isoflurano e
encontrou alteragdes somente no grupo exposto
ao halotano. Na avaliacdo do tamanho fetal, os
fetos das fémeas do grupo-halotano foram
menores que os fetos dos demais grupos. Com
relagdo aos indices reprodutivos, o autor
encontrou que as fémeas do grupo halotano

apresentaram menores taxas de fémeas

gestantes. Em todos os grupos, ndo foram
observadas alteracbes histopatolégicas em
6rgdos das fémeas expostas, ou em fetos, nem
alteracOes morfoldgicas externas  que
evidenciassem teratogenia.*

Em outro estudo, em 23 fémeas de
camundongas gestantes expostas a 4 CAM
(Concentracdo Alveolar Minima) diarias de
halotano, durante 9 semanas prévias a
concepcdo e durante a gestacdo, foi observado
efeito letal em 14 fémeas, sendo que de 9
fémeas sobreviventes, 8 tiveram 100% de
embriotoxicidade. A fémea que progrediu com a
gestacdo, teve 4 fetos, sendo que estes
apresentavam  malformagdes como fenda
palatina, anoftalmia, assimetria de créanio,
costelas  ou  veértebras  fusionadas e
anormalidades em membros.> No entanto, a
exposicao realizada pelo autor, produziu niveis
diferentes dos encontrados em  centros
cirirgicos e nd3  mostrou  evidéncia
experimental, indicando que a exposicdo a
concentragdes subanestésicas de halotano seja
consideravelmente embriotdxica ou
teratogénica.

Em um estudo experimental, ndo foi
encontrado qualquer efeito teratogénico em
5178 filhotes de 305 ratas da linhagem Sprague-
dawley, expostas ao halotano e outros
halogenados, por 6 horas diérias, em trés
periodos distintos de gestacdo, sendo avaliada a
conformagdo morfoldgica dos recém nascidos e
futuras progénies. N&o foram observados efeitos
prejudiciais na reproducdo destas fémeas,
concluindo os autores que o halotano ndo
produz problemas de reprodugdo ou fertilidade
em camundongos.®

Outro estudo, realizado com fémeas de
camundongos da linhagem Swiss ICR, expostas

por 2 horas durante a prenhez aos anestésicos
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inalatdrios halotano, isoflurano e
metoxifluorano, em quatro exposi¢cdes com
intervalos de 2 dias, os filhotes néo
apresentaram nenhuma alteracdo, como ma
formacdo fetal. Este trabalho se estendeu até os
15 meses de vida dos mesmos, que continuaram
a ser expostos aos anestésicos, com mais 24
exposicdes apos o parto, sendo uma a cada trés
dias. Ao final, os 1973 descendentes foram
avaliados e ndo se constatou qualquer alteracéo
carcinogénica ou teratogénica.’

O halotano pode induzir alteraces
estruturais visiveis em filhotes de ratos expostos
a concentracfes durante a gestacdo, como
alteracdes degenerativas no cortex cerebral. ®
Estudos feitos com ratas prenhas expostas ao
halotano no periodo entre 8 - 12 dias de
gestacdo ndo mostraram teratogenicidade, em
relacdo a perda fetal, mas significativa alteracdo
no peso.*?

Sendo assim, 0 presente estudo
objetivou conhecer as altera¢cdes morfoldgicas e
de viabilidade embrionéria (peso, tamanho,
comprimento do corddo umbilical) de filhotes
de ratas expostas ao halotano no periodo estral e
gestacional, ressaltando a relagdo risco-

beneficio do seu uso em animais gestantes.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 25 ratos da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus albinus), higidos,
fémeas, distribuidos em cinco grupos. Grupo 1-
Controle (N=5): ratas com prenhez identificada,
sem exposicdo ao halotano. Grupo 2- (N=5):
ratas expostas ao halotano no periodo estral,

antes da concepgdo. Grupo 3- (N=5): ratas

expostas ao halotano no periodo de
embriogénese (8° ao 10° dia de prenhez). Grupo
4- (N=5): ratas expostas ao halotano no periodo
fetal (11° ao 13° dia de prenhez) e Grupo 5-
(N=5): expostas ao halotano do 14° ao 16° dia
de prenhez.

Os animais foram criados no biotério
da Universidade José do Rosario Vellano
(Alfenas, MG, Brasil), com controle de
temperatura entre 20 e 24° C e ciclo
claro/escuro (12 horas), mantidos em caixas
padronizadas e tratados com e 4agua e ragdo ad
libitum. Todos os procedimentos realizados
estavam de acordo com as normas da Comisséo
de Etica e Pesquisa da Universidade de Alfenas
(Parecer N° 11/2008).

Foram realizados esfregagos vaginais
de animais expostos ao halotano no periodo
estral antes da concepgdo. Os resultados foram
comparados, com aqueles obtidos de esfregacos
vaginais do grupo controle (ndo expostos ao
halotano).

O procedimento experimental do
esfregaco vaginal foi realizado de acordo com
técnica descrita por Marcondes e Gomes.*°

Para a realizacdo do esfregaco vaginal,
foi utilizado um conta gotas de calibre
adequado, preparando-o0 com um pequeno
volume de soro fisiolégico. Segurou-se a rata
pelo dorso e, em seguida, cerca de 0,5 cm da
ponta do conta gotas contendo soro fisiol6gico
foi introduzido na vagina da rata. Aspirou-se,
colhendo assim o fluido vaginal.

O material colhido foi estendido numa
lamina limpa e examinado ao microscépio com
aumento médio. Para a conservacdo do material,

utilizou-se a coloragdo de Shor (Figura 1).
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Figura 1 - Lamina de esfregaco vaginal de ratas expostas ao halotano no periodo estral

A anestesia foi induzida nos animais
durante 30 minutos com halotano (0.8%)
administrado por meio de um cone facial com
oxigénio a 100% e uso do vaporizador
universal, com fluxo de admissdo de gases
1L/min, conectado a aparelho com filtro

circular, dando-se um ligeiro escape, a fim de se

evitar sobredoses por reinalagdo. A
monitorizacdo foi realizada por meio da
observacdo dos reflexos, frequéncia respiratoria
e coloracdo das mucosas, bem como a vigilancia

constante dos reflexos comumente observados

em anestesia geral (Figura 2).

Figura 2- Cone Facial utilizado na anestesia inalatéria com halotano em ratos

No final do periodo gestacional (20°
dia), o grupo controle e os grupos de ratas
prenhas expostas ao halotano foram submetidos

a cesariana.

O agente dissociativo, cetamina, e 0

farmaco miorrelaxante, sedativo e analgésico, a

xilazina, foram utilizados para anestesia em

ratas submetidas a cesariana.
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A dose de cetamina e xilazina foi de
0,ImL para cada 100g de peso do rato, da
mistura de 1mL de cetamina 5% (50mg) e 1mL
de xilazina 2% (20mg), por via intramuscular. **

Os filhotes, apds o nascimento, foram
analisados quanto ao tamanho (cm), peso (Kg) e
comprimento do corddo umbilical (cm).

Para avaliacdo da teratogenia, utilizou-
se a classificacdo proposta por Mazze et al, a
saber: malformacBes maiores (que impediriam a
sobrevivéncia normal do

individuo), que

incluem fenda palatina, exencefalia,
deformidade em membros; ou malformagdes
menores (anormalidades que ndo desfigurariam
ou incapacitariam o individuo), como membros
mal posicionados, cauda curvada, entre outros. °

Os resultados foram apresentados por
meio do calculo de médias + e erro padrdo da

média, por cada grupo estudado e comparados

pelo teste de Tukey, assumindo um nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho
mostram alteracdes morfoldgicas em filhotes de
ratas no periodo de embriogénese e alteracGes
no peso, tamanho e comprimento do corddo
umbilical de filhotes de ratas anestesiadas, no
periodo estral antes da concepcao.

Os filhotes do grupo 2 apresentaram
tamanho, peso e comprimento do corddo
umbilical menores (3,05 + 0,10 c¢cm, 3,17 %
0,179 e 2,57 + 0,12 cm), respectivamente, em
relacdo ao grupo controle (3,97 + 0,04 cm, 5,33
+ 0,33g, 3,14 £ 0,04 cm), sendo estatisticamente
significativo (p<0,005) (Tabela 1).

Tabela 1- Par@metros fetais avaliados ao nascimento (Valores expressos X + EPM)

1 2 3 4 5

Comprimento  do | 3,1+0,1cm? 2,6+0,1cm” 3,1+0,1 cm? 2,9+0,1cm? 3,1+0,2cm?
corddo  umbilical
(cm)
Peso corporal (g) 5,40,49° 3,2+0,2¢° 4,4+0,5¢° 5,3+0,7¢% 6,2+0,5¢°
Comprimento 4,0+0,1cm? 3,2+0,1cm” 3,6+0,1cm® 3,5+0,2cm? 4,0+0,3cm?
(tamanho) (cm)

= a) ndo apresentam diferencas estatisticas significativas

# b) resultados foram estatisticamente diferentes (p < 0,05)

Os filhotes das ratas expostas ao uma  toxicidade sobre 0s  ovocitos,

anestésico antes da concepgdo (periodo estral)
foram os que apresentaram maiores alteracdes.

Acreditamos que o halotano possa promover

comprometendo o desenvolvimento embrionério
(Figura 3).
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Figura 3- Foto comparativa entre um filhote do Grupo Controle e do Grupo 2 (periodo estral).

No grupo 3 (ratas expostas ao halotano

no periodo de embriogénese - 8° ao 10° dia de

prenhez), houve o aparecimento de filhotes com 4).

auséncia na formagdo de estruturas vitais,

k

Figura 4 - Filhote do Grupo 3: auséncia de estruturas vitais para o desenvolvimento fetal.

O numero de filhotes vivos do grupo 5

(correspondente ao terco final da gestagdo - 14°

ao 16° dia de prenhez) foi menor comparado aos

Tabela 2 — Numero de filhotes vivos por grupo ao nascimento.

Grupos No de filhotes vivos ao nascimento
1 11 + 18
2 13 +18
3 13 +18
4 15+ 18
5 7+1°
b=p<0,05

Revista Ciéncias em Saude v2, n 4, out 2012

importantes para o desenvolvimento fetal,

mostrando o risco da teratogenicidade (Figura

grupos estudados, com fetos sem placentas e

mortos ao nascimento (Tabela 2 e Figura 5).



DISCUSSAO

Na avaliacdo da fase estral, observamos
alteracGes nos filhotes de ratas anestesiadas no
estro, antes da concepcdo (Grupo 2), os quais
apresentaram tamanho, peso e comprimento do
corddo umbilical menores. Com relacdo ao
tamanho fetal, os fetos dos grupos expostos ao
halotano apresentaram tamanho menor, em
relagdo ao grupo controle, principalmente os
filhotes de ratas expostas no periodo estral, o
que concorda com estudo que encontrou
reducdo no tamanho de fetos de camundongas
expostas a 1% de halotano durante 9 semanas. >

Coate et al, verificaram retardo no
desenvolvimento em fetos de ratas prenhes
expostas a 1 ppm de halotano associado a 50
ppm de &xido nitroso do 6° ao 15° dia de
gestagdo, 2 demonstrando que a exposicdo ao
halotano leva a um retardo no desenvolvimento
dos fetos, 0o que também foi encontrado em
nosso estudo, pela diferenga significativa no
tamanho, peso e comprimento do corddo
umbilical de filhotes do grupo de ratas expostas

ao halotano no periodo estral.

-
Figura 5 - Filhotes do grupo 5: Morte fetal

e -

a4

Na avaliagdo da fase embriogénica
(Grupo 3), houve o aparecimento de filhotes
com auséncia na formacdo de estruturas vitais,
importantes para o desenvolvimento fetal,
mostrando o risco da teratogenicidade.

Em uma pesquisa experimental, apos
expor fibroblastos de hamsters chinesas a 2% de
halotano durante 24 horas, foi observado que,
durante a exposi¢do ao anestésico, a divisdo
celular foi reduzida. No entanto, ap6s remogéo
do anestésico, houve recuperagdo das células, as
quais voltaram a se dividir normalmente, sendo
o efeito da exposi¢do ao inalatério transitorio. O
autor sugere que o halotano diminui a taxa de
absorcdo de timidina no DNA,
consequentemente interferindo em sua sintese, e
também apresenta evidéncias que concentracdes
menores que 2% prolongam a fase G2 do ciclo
celular, interferindo na mitose. Desse modo, a
hip6tese com base nas evidéncias desse estudo,
é que a menor viabilidade dos embrides de ratas
expostas ao halotano deve-se a este
prolongamento que retarda o desenvolvimento
embrionario, uma vez que, logo apds a

fertilizacdo, o zigoto passa pelo processo de
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clivagem, consistindo em vérias divisdes
mitéticas que visam o aumento do nimero de
células.”® Acredita-se que esta hipotese também
explicaria a auséncia no desenvolvimento fetal
nos filhotes de ratas submetidas ao halotano na
primeira semana de gestacdo no presente
trabalho (Grupo 3).

Outra possivel explicagdo para 0 maior
namero de embrides comprometidos é que 0s
mesmos podem ter origem de uma onda
folicular anterior, onde os 6vulos liberados de
foliculos maduros nao foram fertilizados, ja que
as ratas ovulam espontaneamente, ou também
por terem sido fertilizados préximo ao final de
sua vida fertil, em consequéncia de uma
cobertura tardia. Hafez afirma que animais de
laboratério mostram porcentagens elevadas de
gestagdes anormais e uma reducdo do ndmero
de filhotes nascidos, a medida que a idade do
6vulo aumentou antes da fertilizagdo. Assim, o
autor esclarece que estes ovos podem ou ndo se
implantar e, neste caso, embrides ndo viaveis
s&o produzidos na maioria das vezes. '

Coate et al observaram em ratos
machos e fémeas os efeitos da exposicdo ao
halotano e ao 6xido nitroso em concentragdes de
1ppm com 50 ppm, e 10 ppm com 500 ppm,
respectivamente, durante 12 semanas por 7
horas diarias, obtendo diminui¢do da ovulagdo
de ratas em ambas as concentracfes de
exposicéo. 2 Entretanto, no presente estudo, ndo
foi observado diminuicdo da ovulagdo nos
grupos halotano, pois ao somar, 0 ndmero de
embrides viaveis e comprometidos por fémea
nestes grupos é semelhante ao nudmero de
filhotes do grupo controle.

Porém, mesmo  ndo havendo
comprometimento da ovulagdo, algumas
explicacbes sdo sugeridas para as baixas taxas

de gestacdo e ndmero de implantagbes na

exposicdo ao halotano, dentre elas, estdo a falha
na ovulacdo, producdo de ovdcitos inviaveis,
falha na fertilizacdo ou implantacdo, ou perda
embrionaria precoce pés-implantacao.”

No presente estudo, foram observadas
malformacGes maiores, como auséncia de
estruturas vitais (Grupo 3), expostas de acordo
com a classificacdo adotada.® Alguns autores
ndo observaram efeitos teratogénicos em fetos
de ratas expostas a 10 ppm de halotano ou 20
ppm de enfluorano, durante 64 dias antes de
acasalamento e durante a gestac&o.*

Em um estudo, ap6s exporem machos e
fémeas de trés linhagens de camundongos a 16
ppm de halotano, por 7 horas diérias, 5 dias por
semana, durante 6 semanas, 0s autores ndo
observaram malformac6es em seus
descendentes.’® Resultados controversos foram
encontrados em outro experimento, onde 0s
autores, apds exporem ratas Sprague-dawley
prenhes a 0,8% de halotano por 12 horas, uma
Unica vez, entre 0 6° e 10° dia de gestacdo,
observaram costelas lombares e alteraces em
corpos vertebrais toracicos de até 50% na
exposigdo durante a gestaco.

Na avaliacdo gestacional, foi observado
que o numero de filhotes vivos foi menor no
grupo de ratas expostas no final da gestacdo,
comparado ao grupo controle, principalmente
(Grupo 5).

Este achado corrobora com o0s
encontrados por Rosa, onde o grupo halotano de
seu experimento teve menor nimero fetos em
relagdo aos demais grupos. * Porém, nenhuma
literatura ou autor sugerem algum mecanismo
que expligue como o halotano ou outros
anestésicos halogenados afetam a atividade
reprodutiva, ao contrario do que se sabe para 0

6xido nitroso. 8
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Doenicke et al, observaram uma taxa
muito baixa de descendentes em ratos expostos
a 8000 ppm de halotano por 4 horas diérias,
durante 9 semanas. Estes  resultados
demonstraram que a exposicao ao halotano pode
diminuir a viabilidade fetal, semelhante ao
observado neste experimento com menor
nimero de fetos viaveis, quando comparado ao
grupo controle. *°

Vérios  fatores podem  também
influenciar o tamanho da ninhada, dentre eles, o
nimero de partos; a ninhada aumenta apés o
primeiro e diminui apés o quinto parto, 2 além
de fatores genéticos importantes, como

diferencas significantes entre varias linhagens.
21,22

CONCLUSAO

O halotano ndo comprometeu a
fertilizacdo dos animais no periodo estral, mas
promoveu diminuicdo do tamanho, peso e
comprimento do corddo umbilical dos filhotes
destes animais anestesiados no periodo pré-

concepcgdo. Este efeito pode estar relacionado a
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producdo de ovdcitos inviaveis ou a uma
possivel toxicidade sobre os mesmos.

O anestésico também promoveu o
aparecimento de alteragdes morfolégicas no
primeiro periodo gestacional, mostrando o risco
de teratogenicidade e, consequentemente, a
inviabilidade embrionaria. A morte fetal no final
da gestacdo também foi evidenciada.

A concentracdo da droga estudada em
ratos mostrou-se segura, quanto ao risco de
morte durante anestesia.

Diante disso, afirma-se que o0s
resultados do presente estudo demonstraram que
0 halotano afetou a viabilidade embrionaria e
gestacional. No entanto, mais pesquisas sobre a
teratogenicidade, relagdo risco  beneficio
materno-fetal produzida pelo halotano e outros
halogenados devem ser investigados, bem como
a melhor monitorizagdo de doses administradas
durante a anestesia, 0 que poderd aumentar a

seguranca no seu uso clinico e experimental.
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