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Efeitos do Halotano e Enflurano na Sobrevida de Animais
Inoculados com Tumor Experimental

E. Cremonesi, TSA!, S. B. Zingier? & 1. J. Rodrigues?

Cremonesi E, Zingier S B, Rodrigues | J — Effect of halothane and enflurane influencing the survival of
animals innoculated with experimental tumour

Effect of pre-treatment with halothane and enflurane on survival of mice bearing ascitic Ehrlich’s
tumor.,

Two hundred and ninety-six mice were divided in four groups:groups la and lla received respectively
sub-anesthetic doses of halotane and enflurane for five days. Groups Ib and {Ib were control groups. On
the 5th day of the experiment all animals were inoculated ip with 5x10%cells of Ehrlich’s tumor.
Survival tables were performed. Proportions of dead animals were submitted to statistical analyses by
Kolmogorov Smirnov test for 2 independent samples. Group la, pre-treated with halothane, exhibited a
significant decrease in survival time when compared to its control group |b. There was not a significant
survival time difference between group lla {enflurane) and Ilb (Control).

One explanation for these results could be a decrease in immunological defense caused by chronic
inhalation of halothane allowing a faster proliferation of neoplastic cells.

Key - Words: ANESTHESIA: general; ANESTHETICS: inhalation, volatile, enflurane, halothane;
“ANIMAL: mouse; IMMUNOLOGIC RESPONSES; POTENCY: subanesthetic concen-
tration.

O efeit@ da anestesia sobre as respostas Imuno-
togicas ainda n3o estd esclarecido. Esse fato
se agrava pela dificuldade em se separar 0s efeitos
ao estresse e da agressao cirdrgica, daqueles
decorrentes da anestesia propriamente dita!. De
.um lado a anestesia protege 0 organismo contra a
agressdo cirurgica e de outro pode induzir um
efeito 1munossupressor. Esse tema vem sendo
estudado sob varios aspectos “in vivo'’ e in
vitro”'. Esses estudos mostram que 0S anestésicos
podem atuar de varias maneiras sobre a resposta
imunologica® ~’. E de particular importancia o
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tato da anestesia responder imunclogicamente por
mediacdo de cglulas contra antigenos tumorais’’
®. Ao lado disso devemos colocar o perigo da
IMuNOossuUpressdo induzida no anestesioloyista e no
pessoal gue trabatha em ambiente cinirgico, gue
apresentam assim maior susceptibilidade a tumao-
res malignos®' 12,

Em animars de laboratorio for demonstrada a
maior facilidade para implante de células tumorars
quando eles sdo expostos a anestesia' '+ 12,

NGs nos propomes a estudar o tempo de
sobrevida de camundongos inoculados com tumor
de Ehrtich e submetidos previamente a exposicao
cronica de halotano e enflurano.

MATERIAL E METODOS

Um total de 296 camundongos suicos machos
de 6 semanas de idade e da mesma linhagem, com
peso entre 2b e 30g foram divididos em dois
grupos. Cada grupoc foi subdividido em dois
sibgrupos a e b, Os amimais dos subgrupos la e
lla foram submetidos durante cinco dias sucessi-
ves a inalacdo de 60 minutos de halotano a 1%
(subgrupo la) ou enflurano a 1% (subgrupo llal.
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Os anestésicos foram administrados através de
vaporizadores calibrados (Halotec mod. 27 e Va-
porane mod. 1}, com fluxo diluente de 4 litros de
oxigénio. Os animais foram colocados em grupos
de 10 em uma campanula de 15 litros de
capacidade com entrada superior para a mistura
anestésica e inferior para a eliminagdac dos gases.
No interior da campanula foi colocada cal sodada
para absorcdo de CO,. O orificio de saida foi
submerso em 1 ml de dgua para evitar a entrada
de ar na campénula (Figura 1). A temperatura da
campéanula foi mantida constante em torno de
22C C. A concentracdo anestésica no interior da

cAmara nao foi medida, porem fol considerada .

subanestésica, de vez gue 0s animais, observados
durante toda a experiéncia, apresentavam-se com
atividade espontdnea reduzida porém ndo ausente
e reagiam a estimulacdo aclstica e mecanica
(pancada na parede da campanula e movimenta-
cdo brusca da mesma).

Os animais dos subgrupos |b e Ilb foram
submetidos as mesmas condictes de experimenta-
cdo, exceto pela inalacdo dos anestesicos e servi-
ram de controle para seu respectivo grupo.

No 59 dia de exposicdo, apds sua retirada da
campénula, os animais de todos os grupos foram
inoculados por via intraperitoneal com 0,1 ml de
uma solucdo de tumor de Ehrlich de & x 10°
células mi~1. Essas células eram obtidas de tumor
ascftico mantido em nosso Laboratorio.

O pardmetro estudado foi o tempo de sobrevi-
véncia dos animais. Tabuas de sobrevida foram
‘elaboradas segundo indicacSes de Bradford Hill!?.
A comparacdo entre as propor¢des de mortos em
ambos os grupos foi feita pelo teste de Kolmogo-
rov. Smirnov para duas amostras!®. O nivel de

significdncia foi de p > 0,05 em prova bicaudal.

RESULTADOS
Os resultados sdo apresentados nas Tabelas | e (1.

A sobrevivéncia nos animais do grupo la,
pré-tratados com halotano, foi significantemente
menor do que a do seu grupo controle. Obser-
va-se na Tabela | que até os 162 e 179 dias apds
a inoculacdo essa possibilidade de sobreviver €
maior no grupo controle,

No grupo tratado com enflurano a tabua de
sobrevida ndo foi estatisticamente diferente de
seu respectivo grupo controle.

DISCUSSAO

A observacdo da reducdo da sobrevivéncia de
animais com tumores experimentais pela inala¢ao
de anestésicos foi objeto de estudo por varios
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autores! 1+ 12+ 15 Eles observaram que a eficién-
cia do implante de células tumorals € aumentada

significantemente por anestésicos e manipulagao

cirGrgica. Entretanto, estudos sobre culturas de
células “in vitro” sugerem que 0s anestésicos
possuem efeito antimitdtico de igual intensidade
em células tumorais e normaist®. Talvez esse
contra-senso seja devido a uma acdo mats rapida
do anestésico sobre os leucdHcitos do hospedeiro,
mais susceptiveis, propiciando um aumentc do
crescimento tumoral em condicdes de diminuigao
de imunidade. QOutros autores verificaram que a
anestesia reduz a capacidade do doente responder
imunoliogicamente, por rea¢do do tipo celular,
contra antigenos tumorais! '’ 12, Pesquisas sobre
a acdo de anestésicos no desenvolvimento de
tumores experimentais sdo contraditorias. Foi
observado que a anestesia pode acelerar, reduzir
ou ndo modificar o aparecimento ou disseminagao
de metéstases! Oy 13, 17721

Entretanto ndo encontramos na literatura a
nossa disposicdo, trabalhos que estudem ¢ efeito
de anestésicos, em concentracdes subclinicas e
exposicdo cronica, sobre a sobrevivéncia de ani-
mais com células tumorais inoculadas, que fol 0
objetivo do nosso trabalho. Uma deficiéncia na
metodologia foi a impossibilidade de estabelecer-
mos a concentracao anestésica dentro da camara
de -inalacdo. Contudo, a concentracdo era suba-
nestésica, uma vez que O0OS animals apresenta-
vam-se apenas sedados, com movimentagao dimi-
nuida e reagindo a estimulos sonoros e mecéni-
cos. Dessa maneira nosso trabalho € um ponto de
partida para outros estudos, nos quais possam ser
administradas concentracdes conhecidas de anesté-
sicos e sob condicOes padronizadas para estudes
de carcinogénese em animais, de acordo com as
normas internacionais??.

A semelhanca estrutural dos anestésicos inalato-
rios com agentes reconhecidamente carcinogénicos
sugere que eles possam Induzir ou facilitar a
disseminacdo de um tumor maligno. Entretanto, é
sabido que a carcinogénese requer uma exposi¢ao
prolongada a um agente. Em animais, existe um
periodo de laténcia de horas ou dias, seguido de
outro no qual o processo se torna irreversivel,
apos o qual as células vdo se tornando cada vez
mais andmalas e as sucessivas populacOes celulares
tornam-se eventualmente malignas. Esse periodo
de laténcia pode ser encurtado por uma série de
estimulos hormonais, fisicos e gquimicos??. Vérias
pesquisas mostram que a anestesia pode exercer
influéncia no aparecimento ou agravamento de
tumores experimentais!®» 197 22727  Entretanto
elas ndo sdo conclusivas, apesar de que alguns
compostos como o cloroformio e o tricloroetile-

‘no mostram propriedades carcinogénicas bem de-
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Tabela ! —

EFEITOS DO HALOTANGO E ENFLURANO

halotano durante 5 dias antes da inoculag¢do das células tumorais.

Tébuas de sobrevivéncia de camundongos portadores da forma solida de tumor de Ehrlich. O grupo “tratado’’ recebeu inalacées de

CONTROLE TRATA DO COM HALOTANO
o Probabilidsds  Probsbilidade  Probabilidsds o Probsbilidade  Probabilidede  Probsbilidade .
w(.;z::)o mi':ln'ais Obitos "'P'."r‘:o":o“ n’:‘;’:r"i:;o “:":':"'::?do .ni:\'ais Obitos "‘p'."r‘;;‘;o"" n‘:‘;’:"":"fo “:"::":?:do xou.moégilgvgmnuov
o1 58 0 0 1 1 58 0 0 1 1
02 58 0 0 1 1 58 0 0 1 1
03 58 0 0 1 1 58 1 0,017 0,982 1
04 58 0 0 1 1 57 0 ) 1 0,982
05 58 0 0 1 1 57 0 0 1 0,982
06 58 0 0 1 1 57 0 0 1 0,982
07 58 0 0 1 1 57 0 0 1 0,982
08 58 0 0 1 1 57 1 0,017 0.982 0.982
09 58 0 o 1 1 56 1 0,017 0.982 0,985
10 58 0 0 1 1 55 1 0,018 0,981 0,948
1 58 0 0 1 1 54 1 0,018 0,981 0,931
12 58 0 0 1 1 53 2 0,037 0,962 0,913
13 58 2 0,034 0.965 1 51 2 0,039 0.960 0,879
14 56 5 0,089 0.910 0,965 49 10 0,204 0.795 0,844
15 51 3 0,058 0.941 0,879 39 4 0,102 0,897 0,672
16 a8 3 0,062 0.937 0,827 35 6 0,171 0.828 0.603 D=0276 p > 005
17 a5 5 0,111 0,888 0,775 29 P 0,137 0,862 0,499
18 40 9 0,225 0,775 0,689 2% 2 0,080 0.920 0,431
19 31 8 0,258 0,741 0,534 23 2 0,086 0.913 0,396
20 23 2 0,086 0,913 0,396 21 1 0.047 0,952 0.362
2 21 3 0,142 0,857 0,362 20 3 0,150 0,850 0,344
22 18 3 0,166 0,833 0310 17 1 0,058 0,941 0,293
23 15 1 0,066 0,933 0.258 16 1 0,062 0,937 0.275
24 14 5 0,357 0,642 0,241 15 5 0,333 0,666 0.258
25 9 3 0,333 0,666 0,155 10 3 0,300 0,700 0.172
2 6 0 0 1 0103 7 1 0,142 0.857 0.120
T 6 3 0,500 0,500 0,103 8 2 0,333 0,666 0,103
28 3 2 0,666 0,333 0,051 4 0 0 1 0,068
29 1 0 0 1 0,017 4 2 0,500 0,500 0,068
30 1 0 0 1 0,017 2 1 0,500 0,500 0,034
3 1 1 1 0 0,017 1 1 1 0 0,017
32 ) 0
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Tabela || — Téabuas de sobrevivéncia de camundongos portadores da forma solida de tumor de Ehrlich. O grupo '‘tratado’’ recebeu inalac3es de enflurano
durante 5 dias antes da inoculagdo das células tumorais.
CONTROLE TRATADO COM ENFLURANO
e | N2 gy ik Mo vl e, g v e | e
dias) | animais periodo no periodo até o periodo animais perfodo no periodo até o perlodo KOLMOGOROV-SMIRNOV
10 90 2 0,022 0,977 1 80 0 0 1 1
1 88 0 0 1 0,977 90 2 0,022 0,977 1
12 88 o] 0 1 0,977 88 o 0 1 0877
13 88 1 0,011 0,988 0,977 88 5 0,056 0,943 0977
14 87 2 0,022 0,977 0,966 83 2 0,024 0,975 0922
15 85 0 0 1 0,944 81 4] 0 1 0,900
16 85 0 0 1 0,944 81 0 0 1 0.900
17 85 3 0,035 0,964 0,944 81 1 0,012 0,987 0,900
18 82 2 0,024 0,975 0,911 80 2 0,025 0,975 0,888
19 80 1 0,012 0,987 0,888 78 4 0,051 0,948 0,866
20 79 7 0,088 0,9M 0,877 74 8 0,108 0,891 0,822
21 72 1 0,013 0,986 0,800 66 4 0,060 0.939 0.733
22 Il 2 0,028 0,971 0,788 62 5 0,080 0919 0.688 D=10133ns."
23 69 6 0,086 0,913 0,766 87 5 0,087 0,912 0,633
24 63 2 0.031 0,968 0,700 62 1 0,019 0,980 0577
25 61 18 0,295 0,704 0,677 51 11 0,215 0,784 0,566
26 43 2 0.046 0,953 0,477 40 3 0,075 0,925 0,444
27 41 5 0.121 0,878 0,455 37 9 0.243 0,756 0.411
28 36 6 0,166 0,833 0,400 28 3 0,107 0,892 0,311
29 30 7 0,233 0,766 0,333 25 7 0,280 0,720 0,277
30 23 [ 0,260 0,739 0,255 18 3 0,168 0,833 0,200
31 17 5 0,294 0,705 0,188 15 4 0,266 0,733 0,166
32 12 1 0,083 0,916 0,133 1 1 0,090 0,909 0,122
33 1" 7 0,636 0.363 0,122 10 6 0,600 0,400 0,11
34 4q o] 0 1 0,044 4 2 0,500 0,500 0.044
35 4 1 0,250 0,750 0,044 2 0 0 1 0,022
36 3 1 0,333 0,666 0,033 2 1 0,500 0,500 0,022
37 2 1 0 0 1 0,&1'1—
38 1

*

n.s. = ngo significativo {(p > 0,05}
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finidas de acordo com as normas internacionais
sobre estudos de carcinogénese??s 25 26

Em clinica, estudos epidemioldgicos retrospec-
tivos e prospectivos mostram uma incidéncia
maior de tumores malignos em mulheres anestesis-
tas e enfermeiras expostas cronicamente a anesté-
sicos® 0 311 32 Entretanto outros autores acredi-
tam que O assuntc ainda € controvertido, ndo
conclusivo, exigindo observactes mais extensas,
profundas e mais bem planejadas® 2’ 3. O mesmo
pode ser dito guanto ao desencadeamento ou
agravamento de um tumor maligno preexistente
em pacientes submetidos & anestesig®®t 341 36

Os mecanismos pelos quais uma anestesia pode-
rta induzir ou agravar o desenvolvimento de um
tumor em um individuo e aumentar a susceptibili-
dade do anestesiologista ao cdncer s3o variados:

— Inibicdo do crescimento celutar e da divisdo

cetular, principalmente de medula 6sseas’
6, 16

Cremonesi E, Zingier S B, Rodrigues | J — Efeitos
do halotano e enflurano na sobrevida de animais
inoculados com tumor experimental.

O efeito da anestesia sobre a resposta imunologi-
cas ainda n3do estd esclarecido. Entretanto inime-
ras pesquisas mostram que 0S anestésicos pos-
suem, em grad maior ou menor, um efeito
imunossupressor que poderia comprometer a res-
posta Imunologica contra antigenos tumorais de
pacientes e pessoal exposto a anestésicos. O
trabalho visa estudar o efeito da inalacdo cronica
com halotano e enflurano em doses subcifnicas,
sobre a sobrevivéncia de camundongos implantados
com tumor de Ehrlich.

Os animais (298) foram subdivididos em 4
subgrupos: subgrupos la e |la, submetidos a
Inalacao cronica de halotano ou enflurano e
subgrupos Ib e Itb controles. Nos quatro subgru-
pos, no 59 dia de inalacdo dos anestésicos nos
grupos tratados, foram impiantados 5¢10° células de
uma solucao de tumor de Ehrlich por via perito-
neal. Os animais foram observados quanto a sua
sobrevida, pela elaboracdao de tabuas de sobrevida,
pela elaboracdo de tabuas de sobrevivéncia Os
resultados analisados estatisticamente por método
nao parametrico de Kolmogorov Smirnov para
duas amostras mostraram que a inalacdo cronica
de halotano em concentracdes subanestésicas
reduz significantemente o tempo de sobrevida dos

Revista Brasileira de Anestesiologia
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— Interferéncia com a sintese de DNA e
modificacdo do padrdo normal de crescimen-
t0 celular”’ 15919, 20, 35'

— Formacdo de leucotrienes e outros radicais
livres, por produtos do metabolismo dos
anestesicos, potencialmente cancerigenos®
23, 25, 27,30, 31, 36'

— Reducdo da resposta imunoldgica celular ou
humoral por: reducdo da fagocitose®, da
migracdo de leucdcitos®, alteracdo da funcio
dos iinfocitos T 4itvos e da resposta as
fitohemoaglutininas?!,

— Agao de fatores diversos associados, como
mau estado geral, estresse, cirurgia, alimenta-
cdo, drogas®.

Todos ©s mecanismos vém sendo estudados,
porém os resultados sdo diffceis de serem inter-
pretados e comparados, devido a metodologia
muito diversificada. Contudo merecem atencdo
malor por parte do anestesiologista que atua na
area de pesquisa laboratorial.

Cremonesi E, Zingier S B, Rodrigues | J — Efectos
del halotano y del enflurano en la sobrevida de
animales inoculados con tumor experimental.

Los efectos de la anestesia sobre las respuestas
iInmunolégicas aun no esta esclarecido. No entanto,
Innimeras pesquisas muestran que los anestésicos
poseen, en mayor ¢ menor grado, un efecto
inmunosupresor que podria comprometer la res-
puesta Inmunolégica contra-antigenos tumorales
de pacientes y personal expuesto a anestésicos. E|
trabajo visa estudiar el efecto de la inhalaciéon
cronica con halotano y enflurano en dosis subcli-
nicas, sobre la sobrevivencia de ratones implanta-
dos con tumor de Ehrlich.

Los animales (296} fueron subdivididos en 4
subgrupos: subgrupos la e |la, sometidos a la
inhalacion cronica de halotano o enflurano vy
subgrupos Ib y IIb controles. En los cuatro
subgrupos, en el 5% dia de inhalacion de los
anestésicos en |os grupos tratados, fueron implan-
tados 5¢10° céiulas de una solucion detumor de
Ehrlich por via peritoneal. LLos animales fueron
observados cuanto a su sobrevida, por la elabora-
cidon de tablas de sobrevida, por la elaboraciéon de
tabias de sobrevivencia. Los resultados analisados
estadisticamente por el meétodo no paramétrico
de Kolmogorov Smirnov para dos muestras mos-
traron que la inhalacidn crénica de halotano en
concentraciones subanestésicas reduce significati-
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camundongos, 0 que nao ocorre com o enflurano.
A explicagao para esses achados talvez seja a
reducao das respostas imunoidgicas celulares ou
humeorais, mais acentuadas com o halotano em

relacdo ao enflurano facilitando a proliferacdo de
células neoplasicas.

ZINGIER E COL

vamente el tiempo de sobrevida de los ratones, lo
que no ocurre con el enflurano.

La explicacién para estos resultados esté tal vez
en la reducciéon de las respuestas inmunologicas

celulares o humorales, mas acentuadas con
halotano en relacion al enflurano facilitando la

Unitermos:

—
[ ]

proliferacion de células neoplasicas.
ANESTESIA: geral; ANESTESI-
COS: inalatorio, voléatil, enflurano,
halotano; ANIMAL: camundongo;
POTENCIA, ANESTESICA: con-
centracdo subanestésica; RESPOS-
TAS IMUNOLOGICAS
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