Rev Bras Anestesiol. 2015;65(1):68-72

REVISTA o
BRASILEIRA DE
ANESTESIOLQGIA s s

ARTICULO CIENTIFICO

Comparacion de los efectos de la perfusion de @CmsMaﬂ(
sevoflurano, desflurano y del propofol sobre el sistema
oxidante/antioxidante durante la anestesia general

Mesut Erbas?, Yavuz Demiraran®*, Hayriye Ak Yildirim¢, Gulbin Sezen®, Abdulkadir
Iskender®, Ibrahim Karagoz"” y Hayati Kandis“

@ Departamento de Anestesiologia y Reanimacion, Facultad de Medicina, Canakkale Onsekiz Mart University, Canakkale, Turquia
b Departamento de Anestesiologia y Reanimacién, Facultad de Medicina, Duzce University, Duzce, Turquia

¢ Departamento de Bioquimica, Hospital Mehmet Akif Ersoy de Investigacion y Formacion en Cirugia Tordcica y Cardiovascular,
Estambul, Turquia

d Departamento de Medicina de Emergencia, Facultad de Medicina, Duzce University, Duzce, Turquia

Recibido el 12 de febrero de 2014; aceptado el 2 de mayo de 2014
Disponible en Internet el 3 de noviembre de 2014

PALABRAS CLAVE Resumen
Oxidante; Justificacién y objetivos: El desflurano y el sevoflurano son usados a menudo para el mantenimiento
Antioxidante; de la anestesia, y hay estudios que mostraron que esos anestésicos causan diversas alteraciones en

los mecanismos de defesa antioxidante contra el estrés oxidativo. El objetivo de este estudio es
comparar los efectos de las anestesias con perfusion de sevoflurano, desflurano y propofol sobre los
sistemas oxidante/antioxidante de pacientes sometidos a colecistectomia laparoscopica.

Métodos: Fueron incluidos en el estudio 45 pacientes entre 18 y 50 afos programados para colecistec-
tomia laparoscopica bajo anestesia general. Los pacientes fueron divididos en 3 grupos para recibir
propofol (grupo P, n=15), sevoflurano (grupo S, n=15) y desflurano (grupo D, n=15). Todos los grupos
recibieron 2 mg/kg de propofol IV, 1 ng/kg de fentanilo IV y 0,1 mg/kg de vecuronio IV para induccion.
Para el mantenimiento de la anestesia, el grupo S recibio ventilacion con sevoflurano al 2%, al grupo
D se le administré desflurano al 6% y el grupo P recibid propofol en perfusiones de 12mg/kg/h en
los primeros 10 min, 9mg/kg/h en los 10 min siguientes y 6 mg/kg/h subsecuentemente. Antes de la
induccion y después de la cirugia, fueron extraidas muestras de sangre venosa para evaluar los niveles
de glutation peroxidasa y el total de oxidantes y antioxidantes.

Resultados y conclusiones: De los 45 pacientes incluidos en el estudio, 22 eran del sexo masculino y
23 del femenino. Las caracteristicas demograficas de los grupos eran similares. En el periodo posto-
peratorio observamos que mientras el sevoflurano y el propofol aumentaron los antioxidantes a un
nivel de significacion estadistica, el desflurano aumenté el nivel total de oxidantes en una cantidad
significativa, en comparacion con los niveles preoperatorios.
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Comparison of effects on the oxidant/antioxidant system of sevoflurane, desflurane and
propofol infusion during general anesthesia

Abstract

Background and objectives: Desflurane and sevoflurane are frequently used for maintenance of
anesthesia and studies have shown that these anesthetics cause a variety of changes to the oxidative
stress and antioxidative defense mechanisms. This study aims to compare the effects of sevoflu-
rane, desflurane and propofol infusion anesthesia on the oxidant and antioxidant systems of patients
undergoing laparoscopic cholecystectomy.

Methods: 45 patients between 18 and 50 years with planned laparoscopic cholecystectomy under
general anesthetic were included in the study. Patients were divided into three groups on the way
to surgery: propofol (group P n: 15), sevoflurane (group S n: 15) and desflurane (group D n: 15). All
groups were given hypnotic 2 mg/kg propofol iv, 1 ng/kg fentanyl iv and 0.1 mg/kg vecuronium iv for
induction. For maintenance of anesthesia group S were ventilated with 2% sevoflurane, group D cases
were given 6% desflurane and group P were given propofol infusions of 12 mg/kg/h for the first 10 min,
9mg/kg/h for the second 10 min, and 6 mg/kg/h after that. Before induction and after the operation
venous blood samples were taken to evaluate the levels of glutation peroxidase, total oxidants and
antioxidants.

Results and conclusions: The 45 patients included in the study were 22 male and 23 female patients.
The demographic characteristics of the groups were similar. In the postoperative period we obser-
ved that while sevoflurane and propofol increased antioxidants by a statistically significant level,
desflurane increased the total oxidants level by a significant amount compared to levels before the
operation.

© 2014 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introduccion

Los radicales libres de oxigeno oxidan las moléculas bioldgi-
cas, como las proteinas, que son los bloques de construccion
del cuerpo, los lipidos y el DNS, pero que pueden trabajar
contra la oxidacion como parte natural del sistema de defesa
antioxidante del organismo. Esa situacion se equilibra en condi-
ciones fisiologicas normales. Sin embargo, en una situacion de
respuesta a cualquier estrés, como resultado del aumento del
consumo de antioxidantes o de la creacion de radicales libres, el
estrés oxidativo aumenta bastante’2. Muchas moléculas antio-
xidantes se encuentran en la sangre para evitar o para inhibir los
efectos perjudiciales de los radicales libres de oxigeno. La medi-
cion del nivel total de antioxidantes y oxidantes en el plasma
puede ser usada para determinar la reaccion del organismo al
estrés oxidativo®“. El desflurano y el sevoflurano son utiliza-
dos a menudo para el mantenimiento de la anestesia y algunos
estudios han demostrado que esos anestésicos causan diversas
alteraciones en los mecanismos de defensa antioxidante contra
el estrés oxidativo®. La estructura quimica del propofol es simi-
lar a la de algunos consumidores de radicales libres, como la
vitamina E enddgena y el hidroxitolueno butilado®2.

Nuestro objetivo fue comparar los efectos de la anestesia
con perfusion de sevoflurano, desflurano y propofol sobre los
sistemas oxidante/antioxidante de pacientes sometidos a cole-
cistectomia laparoscopica.

Métodos

Después de recibir el permiso del Comité de Etica para Estudios
Clinicos de la Facultad de Medicina de la Universidad Duzce
(decision n.°. 2009/12), 45 pacientes con estado fisico ASA
I-1l, de entre 18 y 50 afos, programados para colecistectomia
laparoscopica bajo anestesia general fueron incluidos en el
estudio. Los pacientes fueron divididos en 3 grupos para recibir:

propofol (grupo P, n=15), sevoflurano (grupo S, n=15) y des-
flurano (grupo D, n=15). Pacientes con disfuncion endocrina,
transfusion de sangre en las 2 Ultimas semanas, signos de
infeccion e inflamacion, historial de uso de medicacion en el
preoperatorio, anemia y hemorragia que necesitase transfusion
durante la cirugia fueron excluidos del estudio. Después de un
ayuno de 8 h, todos los pacientes recibieron 1 mg de midazolam
iv como premedicacion 30 min antes de la cirugia. Los pacientes
fueron derivados al quiréfano. La monitorizacion de rutina
fue hecha con electrocardiograma, saturacion periférica de
oxigeno y presion arterial no invasiva. Antes de la cirugia,
fueron recogidas muestras de sangre venosa para evaluar el
estado oxidante total, la capacidad antioxidante total y los
niveles de glutation peroxidasa.

Todos los grupos recibieron 2 mg/kg de propofol IV, 1 ng/kg
de fentanilo IV y 0,1 mg/kg de vecuronio IV para la induccion.
Durante la induccion de la anestesia, los casos fueron oxige-
nados con O, al 100% a una tasa de flujo de 6 L/min. Después
de 3min de ventilacion controlada, se concluyé la intubacion
orotraqueal con el uso de un tubo apropiado para la edad y el
peso. Para el mantenimiento de la anestesia, el grupo S recibio
sevoflurano al 2% y una mezcla de aire/0, al 50% (6L/min);
al grupo D se le administré desflurano al 6% y una mezcla de
aire/0, al 50% (6 L/min); el grupo P recibio propofol en perfu-
siones de 12mg/kg/h en los primeros 10 min, 9 mg/kg/h en los
10 min siguientes y 6 mg/kg/h subsecuentemente. Los pacien-
tes fueron ventilados con una mezcla de aire/0; a una tasa de
flujo de 6 L/min. La ventilacion se inici6 en todos los grupos con
el aparato de anestesia Avance S/5 después de determinar el
volumen corriente en 6-8 mg/kg y de estar la tasa de respiracion
en 125. Diez minutos antes del final esperado de la cirugia, se
termind la perfusion de propofol. Cuando la Gltima sutura se
estaba realizando, fueron suspendidos los agentes inhalatorios.
Se realizo la ventilacion manual con 100% de O,. En ese periodo
se registraron todos los datos paramétricos. Después del inicio
de la respiracion espontanea, el bloqueo neuromuscular fue
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antagonizado con 0,01 mg/kg de atropina y 0,03 mg/kg de neos-
tigmina. Después de la desentubacion el paciente fue derivado a
la sala de reanimacion. A continuacion, fueron extraidas mues-
tras de sangre venosa para evaluar la capacidad antioxidante
total y los niveles de glutation peroxidasa en el postoperatorio.

Andlisis bioquimico

Las muestras de sangre extraidas en tubos al vacio con gel
sin anticoagulante fueron centrifugadas a 2.000 x g durante
15min. El suero se repartio en tubos limpios. Para los estudios
de glutation, el suero separado en el tubo fue desproteinizado.
Para el procedimiento de desproteinizacion, fueron disueltos
5¢g de acido metafosforico en 50 mL de agua destilada, y las
muestras de 200 pL fueron mezcladas con 200 L de solucion
de acido metafosforico y agitadas en el vortice. Las muestras
quedaron en reposo a temperatura ambiente durante 5min
y después fueron centrifugadas a 2.000 x g durante 4 min. El
sobrenadante fue cuidadosamente separado en un tubo dife-
rente. Ese sobrenadante para medir el glutation y las porciones
de suero para medir otros parametros fueron almacenados a
80°C hasta que pudieran hacerse las mediciones. El glutation
fue medido tomando como base las mediciones enzimaticas
con los kits comerciales Cayman (Cayman Inc., Ann Arbor,
MI, EE. UU.), que usan el acido 5-tio-2-nitrobenzoico para
una reaccion con el acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico del
grupo sulfhidrilo en la glutation reductasa GSH y que toman
un color amarillo. El dia de la medicion, las muestras fueron
descongeladas y mezcladas, y seguidamente se anadieron
10 uL de una solucion preparada con 4M de trietanolamina a
las muestras de 200 uL, agitadas en vortice. Después de que
las muestras fueron diluidas con un tapon MES (1:2 v/v), los
estandares fueron preparados de acuerdo con las instrucciones.
Las muestras fueron anadidas a una placa con pozos de 50 pmy
la placa se cubrio con la tapa que venia con el kit. En esa fase,
de acuerdo con las instrucciones, se prepard una combinacion
para el ensayo con tapon MES (11,25mL), mezcla del cofactor
GSH (0,45 mL), mezcla de enzimas GSH (2,1 mL), agua destilada
(2,3mL) y GSH 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (0,45mL), y 150 pL
de esa combinacion recién preparada fueron adicionados a
todos los pozos; la placa se cubri6 y se incubd en la oscuridad
en un mezclador orbital durante 25min. En el minuto 25, la
medicion hecha con el lector de microplacas (Bio-Rad 680
Microplate) fue de 414nm. Las mediciones de antioxidante
total fueron hechas con el kit comercial (Cayman Inc., Ann
Arbor, MI, EE. UU.), con base en la inhibicion de la oxidacion
del ABTSe + por la metamioglobina en ABTS (2,2’-azinobis
[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato]). El dia de la medicion,
las muestras fueron descongeladas y mezcladas, y para las
mediciones de antioxidantes las muestras fueron diluidas con
tapon de ensayo (1:19 v/v) y los estandares fueron preparados
de acuerdo con las instrucciones. Después de anadir 10 pL del
estandar trolox o 10 pL de la muestra a todos los pozos de 10 uL
de metamioglobina y 150 pL de la solucion de cromdgeno y para
iniciar la reaccion inmediatamente, se anadieron al ensayo
antioxidante 40 pL (441 uM) de peroxido de hidrogeno. La placa
se cubrid y se incub6 en un agitador a temperatura ambiente
durante 5min. La medicion se hizo con un lector de micropla-
cas (Bio-Rad 680) a 405nm. Las mediciones de la capacidad
oxidante total fueron hechas con un kit de ensayo (Rel Assay
Diagnostics, Mega Tip San and Tic Ltd Sti, Turquia), desarrollado
por Erel’. Ese método tiene como base los oxidantes de la mues-
tra y transforma un quelato de hierro ferroso en iones férricos,
que en ambiente acido forman un complejo coloreado con el

cromogeno. Ese complejo se mide entonces por espectrofoto-
metria. La solucion estandar estabilizada se diluy6 40.000 veces
en agua deionizada, y enseguida, 150 uL de la muestra fueron
mezclados con 1.000 pL del reactivo 1. La primera absorbencia
fue medida con un espectrofotometro con una extension de
onda de 530 nm; se afiadieron 50 pL de solucion procromogeno,
y fueron mezclados e incubados a temperatura ambiente
durante 10 min. La segunda absorbencia fue medida a 530 nm.
Para los calculos se uso la siguiente formula:

EOT — AAbsorbencia de la muestra
~ \ AAbsorbencia del estandar

) x valor del estandar

AAbsorbencia de la muestra = segunda absorbencia de la mues-
tra — primera absorbencia de la muestra,

AAbsorbencia del estandar =segunda absorbencia del estan-
dar — primera absorbencia del estandar,

Valor del estandar: 20 umol H,0, equivalente/L.

Analisis estadistico

Los dados fueron analizados con el programa estadistico SPSS
11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). La distribucion de
los datos numeéricos entre los grupos se calculd con el test
de Shapiro-Wilk. Los datos con distribucion normal fueron
expresados como media & desviacion estandar y las variables
categoricas expresadas como frecuencias. Para determinar
cualquier diferencia en el promedio de los datos numéricos
entre los grupos, se uso el test Anova para analisis de variancia
simple. Para encontrar grupos responsables por diferencias sig-
nificativas, el analisis multivariado de los datos se hizo con el
test de Scheffe. Las mediciones fueron hechas antes y después
con el test t de muestras pareadas, una vez que la distribucion
de los datos fue normal. Las variables categoricas fueron com-
paradas entre los grupos con el test del Xi-cuadrado. Un valor
p < 0,05 se acept6é como estadisticamente significativo.

Resultados

Fueron inscritos en nuestro estudio 45 pacientes: 15 recibieron
sevoflurano, 15 desflurano y 15 perfusion de propofol. De los
45 pacientes, 22 eran del sexo masculino y 23 del femenino.
No hubo diferencia estadistica entre los pacientes de los gru-
pos con relacion al promedio de edad, al peso y a la duracion
de la anestesia (tabla 1) (p>0,05). Durante la cirugia se com-
pleto la monitorizacion hemodinamica de los pacientes. Durante
esa monitorizacion, la presion arterial media de los pacientes
fue registrada en los periodos preoperatorio, intraoperatorio
y postoperatorio (fig. 1). Los valores de la presion arterial
media fueron similares en los grupos S, D y P. Observamos que

Tabla 1 Caracteristicas demograficas de los pacientes
GrupoS GrupoD GrupoP p

Edad (afos) 3548 3648 3448 0,84

Peso (kg) 69+9,3 68+88 67+8,6 0,92

Sexo (M/F) 9/6 7/8 6/9

Tiempo de 10613 113+18 107+10 0,43

anestesia (min)

F, femenino; M, masculino.
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Tabla 2 Niveles de EOT, CAT y GSH-Px de los pacientes
Preoperatorio Postoperatorio p
CAT (mmol/L)
Grupo S 0,6 + 0,1 0,8 +0,2 0,022
Grupo D 0,8 +0,2 0,7 + 0,2 0,24
Grupo P 0,6 + 0,1 0,7 +£ 0,1 0,042
EOT (nmol/L)
Grupo S 7,1 £ 4,5 10,5 + 6,4 0,07
Grupo D 9,1 + 4,6 12,6 + 4,1 0,03°
Grupo P 8,4+6,3 6,4 + 4,2 0,10
GSH-Px (mmol/L)
Grupo S 0,7+0 0,7 + 0,1 0,42
Grupo D 0,7 +£ 0,1 0,7 + 0,1 0,89
Grupo P 0,8 + 0,1 0,7 + 0,1 0,79

@ Hubo diferencia estadisticamente significativa en la capaci-
dad antioxidante total entre los periodos pre- y postoperatorio
en los grupos Sy P.

b No hubo diferencia estadisticamente significativa en el
estado oxidante total entre los periodos pre- y postoperatorio
en el grupo D.

el sevoflurano y el propofol aumentaron significativamente la
capacidad antioxidante total. Ademas, también descubrimos
que el desflurano aumento significativamente la capacidad oxi-
dante total.

La tabla 2 muestra los niveles del estado oxidante total, de
la capacidad antioxidante total y de la glutation peroxidasa de
los pacientes pre- y poscirugia.

Discusiéon

En este estudio llegamos a la conclusion de que el sevoflurano
y el propofol poseen propiedades antioxidantes, mientras que
el desflurano aumento el estrés oxidativo.

El objetivo de las aplicaciones de anestésicos generales
es crear una anestesia eficaz y reducir a niveles minimos las
condiciones que pueden perjudicar el organismo. El agente
anestésico apropiado para ese objetivo debe ser puro y esta-
ble quimicamente, tener un efecto de inicio rapido y lento al
final, y no causar ningln efecto colateral sobre las funciones
vitales durante y después de la administracion'®. De hecho, los
materiales anestésicos y la duracion del anestésico usado en la
anestesia general, junto con el estrés del trauma quirdrgico, son

factores importantes que alteran los sistemas de defensa, inmu-
noldgico y antioxidante''. La cirugia laparoscopica expone el
peritoneo parietal y el peritoneo visceral al trauma isquémico.
Varios estudios han demostrado que si la presion intraabdominal
se mantiene en 15 mmHg durante la laparoscopia, el flujo san-
guineo para el peritoneo parietal se reduce significativamente,
mientras que no presenta alteracion cuando se mantiene en
10 mmHg. Por tanto, el neumoperitoneo puede causar isquemia
y aumentar los radicales libres de oxigeno'?. La anestesia gene-
ral altera los mecanismos de defensa inmunoldgica e induce una
reaccion inflamatoria en los macrofagos alveolares. En reac-
ciones inflamatorias generalizadas, incluyendo la produccion
de leucocitos, los mediadores de la inflamacion y los radica-
les libres de oxigeno son liberados. Los dafnos causados a las
membranas por los radicales libres durante la anestesia general
aparecen como productos de peroxidacion lipidica evidentes'3.
Algunos estudios han demostrado que varios medicamentos
usados en la anestesia tienen efectos sobre el sistema oxi-
dante/antioxidante. Sin embargo, el efecto del desflurano inha-
lado sobre el sistema antioxidante no ha sido bien estudiado.
El conocimiento de las interacciones del agente inhalatorio en
pacientes bajo estrés oxidativo es de importancia clinica'®. Bay-
sal et al.”® examinaron los niveles de los estados, oxidante y
antioxidante, de pacientes pediatricos sometidos a la cirugia
laparoscopica y llegaron a la conclusion de que el estrés quirGr-
gico de la laparoscopia con anestésicos inhalatorios aumento la
capacidad oxidante total y redujo la antioxidante total.

En los Gltimos afos, muchos estudios han revelado que el
sistema antioxidante tiene efectos importantes sobre la mor-
bimortalidad de los pacientes'®. Los sistemas antioxidantes
normalmente funcionan como un todo y protegen las células de
los efectos toxicos de los radicales de oxigeno. Eso mantiene los
sistemas oxidante/antioxidante equilibrados en el organismo.
En situaciones en las cuales ese equilibrio es alterado para la
oxidacion, los mediadores inflamatorios y los radicales libres
de oxigeno son producidos por leucocitos. Esos crean peroxida-
cion lipidica en las membranas celulares, perjudicando el ADN
y causando enfermedades'”.

En nuestro estudio, observamos que en el grupo D hubo
un aumento estadisticamente significativo de la capacidad oxi-
dante total, un indicador de estrés oxidativo, mientras que la
capacidad antioxidante se redujo aunque no fuese en niveles
estadisticamente significativos. En el grupo S, el estrés oxida-
tivo aumento6 en comparacion con los valores del preoperatorio,
aunque no de forma significativa, mientras que el incremento
de la capacidad antioxidante fue estadisticamente significativo.
Dikmen et al.'® analizaron el efecto del sevoflurano sobre el
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sistema de defensa antioxidante enzimatico en el higado de
ratones, mostrando que el sevoflurano produjo un aumento en la
peroxidacion lipidica antes de cualquier insuficiencia en el sis-
tema de defensa antioxidante enzimatico. Allaouchiche et al."®
compararon el propofol (8 mg/kg/h), el desflurano (10%) y el
sevoflurano (2,5%) para determinar la situacion oxidativa en cer-
dos. Los animales fueron expuestos a los agentes anestésicos
durante cerca de 120 min; y el propofol aumento significati-
vamente los niveles de glutation peroxidasa (GSH-Px) tanto
en el lavado broncoalveolar como en la circulacion; el des-
flurano provocé una disminucion significativa de la GSH-Px en
ambos (lavado broncoalveolar y circulacion), mientras que las
alteraciones significativas no fueron identificadas en el lavado
broncoalveolar y en la circulacion del grupo S. Los autores rela-
taron que el estrés oxidativo a causa de la anestesia con el
desflurano puede estar relacionado con el aumento extremo de
citocinas proinflamatorias en los macrdfagos alveolares. Sivaci
et al.?’ usaron el sevoflurano o el desflurano en pacientes some-
tidos a cirugia laparoscopica y observaron que ambos agentes
presentaron efectos citotdxicos a causa de la formacion de
radicales libres. El desflurano altera el estrés oxidativo y los
mecanismos antioxidantes de forma negativa. Los autores rela-
taron que la mezcla de nitrogeno usada con el desflurano puede
aumentar mucho mas ese efecto y que el desflurano redujo los
niveles séricos de GSH. Sin embargo, no identificamos ningin
efecto sobre los niveles séricos de GSH a causa del desflurano o
del propofol.

Descubrimos que el propofol aumenta la fluidez de la mem-
brana del eritrocito y previene la hemolisis (parecido con la
vitamina E), ademas de presentar una actividad antioxidante.
El propofol protege los eritrocitos del estrés oxidativo y del
estrés fisico. El acido ascorbico mostré que con él ese efecto
era mas fuerte. Inversamente, los anestésicos volatiles reducen
la fluidez de la membrana del eritrocito e inducen hemélisis?'.
En nuestro estudio, el estrés oxidativo en el grupo P después
de la cirugia fue menor, aunque no estadisticamente significa-
tivo en comparacion con los valores basales, pero el aumento
de la capacidad antioxidante fue estadisticamente significativo
después de la cirugia. No se observaron alteraciones estadisti-
camente significativas de los niveles de glutation peroxidasa en
ninguno de los 3 grupos. En el grupo P, esos niveles tuvieron una
leve reduccion en el postoperatorio; en el grupo S el aumento
fue poco en el postoperatorio, mientras que en el grupo D no
fueron observadas alteraciones. En nuestro estudio, los valores
posquirlrgicos de la capacidad antioxidante total en los grupos
S y P aumentaron significativamente en comparacion con los
valores basales.

Conclusion

Este estudio muestra que en la anestesia general, necesaria por
varios motivos en casos bajo estrés oxidativo, debe ser elegido
el agente que causara menos dano al sistema antioxidante, una
cascada importante del sistema de defesa humoral, y que ten-
dra menos efecto sobre el sistema inmunoldgico. Son necesarias
mas investigaciones adicionales sobre el estado inmunoldgico de
los pacientes que reciben anestesia general y sobre las relacio-
nes entre los sistemas oxidante/antioxidante.
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