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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Oxidante; Justificativa e objetivos: Desflurano e sevoflurano sdao usados com frequéncia para a
Antioxidante; manutencdo da anestesia e estudos mostraram que esses anestésicos causam alteracdes vari-
Propofol; adas nos mecanismos de defesa antioxidante contra o estresse oxidativo. Este estudo teve
Anestesia geral como objetivo comparar os efeitos de anestesias com perfusdao de sevoflurano, desflurano e

propofol sobre os sistemas oxidante/antioxidante de pacientes submetidos a colecistectomia
laparoscopica.

Métodos: Foram incluidos no estudo 45 pacientes entre 18 e 50 anos, agendados para cole-
cistectomia laparoscopica sob anestesia geral. Os pacientes foram divididos em trés grupos
para receberem propofol (Grupo P, n=15), sevoflurano (Grupo S, n=15) e desflurano (Grupo D,
n=15). Todos os grupos receberam 2 mg/kg de propofol IV, 1 mcg/kg de fentanil IV e 0,1 mg/kg
de vecuronio IV para inducao. Para manutencéo da anestesia, o Grupo S recebeu ventilacdo com
sevoflurano a 2%, o Grupo D recebeu desflurano a 6% e o Grupo P recebeu propofol em perfu-
soes de 12 mg/kg/h nos primeiros 10 minutos, 9 mg/kg/h nos 10 minutos seguintes e 6 mg/kg/h
subsequentemente. Antes da inducao e depois da cirurgia, amostras de sangue venoso foram
colhidas para avaliar os niveis de glutationa peroxidase e o total de oxidantes e antioxidantes.
Resultados e conclusées: Dos 45 pacientes incluidos no estudo, 22 eram do sexo masculino e
23 do feminino. As caracteristicas demograficas dos grupos eram semelhantes. No periodo pos-
-operatorio, observamos que enquanto sevoflurano e propofol aumentaram os antioxidantes
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a um nivel de significancia estatistica, desflurano aumentou o nivel total de oxidantes em
quantidade significativa, em comparacdo com os niveis pré-operacao.

© 2014 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os
direitos reservados.

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 sevoflurane, 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 mcg/kg fentanyl ivand 0.1 mg/kg
vecuronium v 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 12mg/kg/h for the first 10 minutes, 9 mg/kg/h for the second 10 minutes 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 observed 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.

Introducao

Os radicais livres de oxigénio (RLO) oxidam as moléculas bio-
logicas, como as proteinas, que sdo os blocos de construcao
do corpo, os lipideos e o DNS, mas podem trabalhar contra
a oxidacao como parte natural do sistema de defesa anti-
oxidante do organismo. Essa situacdo é equilibrada sob
condi¢oes fisioldgicas normais. No entanto, em uma situacao
de resposta a qualquer estresse, como resultado do aumento
do consumo de antioxidantes ou da criacao de radicais livres,
o0 estresse oxidativo aumenta muito.”? Muitas moléculas
antioxidantes sao encontradas no sangue para evitar ou ini-
bir os efeitos prejudiciais dos radicais livres de oxigénio. A
mensuracao do nivel total de antioxidantes e oxidantes no
plasma pode ser usada para determinar a reacao do orga-
nismo ao estresse oxidativo.*>“ Desflurano e sevoflurano sao
usados com frequéncia para a manutencao da anestesia e
estudos mostraram que esses anestésicos causam alteracoes
variadas nos mecanismos de defesa antioxidante contra o
estresse oxidativo.® A estrutura quimica de propofol é seme-
lhante a de alguns consumidores de radicais livres, como a
vitamina E enddgena e o hidroxitolueno butilado.®®

O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos de anes-
tesias com perfusdao de sevoflurano, desflurano e propofol
sobre os sistemas oxidante/antioxidante de pacientes sub-
metidos a colecistectomia laparoscopica.

Métodos

Depois de receber a permissdo do Comité de Etica para
Estudos Clinicos da Faculdade de Medicina da Universidade
Duzce (decisao n°. 2009/12), 45 pacientes com estado fisico
ASA I-11, entre 18 e 50 anos, agendados para colecistectomia
laparoscopica sob anestesia geral foram incluidos no estudo.
Os pacientes foram divididos em trés grupos para receber:
AIVT (Grupo P, n=15), sevoflurano (Grupo S, n=15) e desflu-
rano (Grupo D, n=15). Pacientes com disfuncao endocrina,
transfusao de sangue nas duas Ultimas semanas, sinais de
infeccao e inflamacdo, histéria de uso de medicacdo no
pré-operatorio, anemia e hemorragia que necessitasse de
transfusao durante a cirurgia foram excluidos do estudo.
Apds jejum de oito horas, todos os pacientes receberam 1 mg
de midazolam v como pré-medicacao 30 minutos antes da
cirurgia. Os pacientes foram levados para a sala de cirur-
gia. Monitoracdo de rotina foi feita com eletrocardiograma
(ECG), saturacao periférica de oxigénio (SpO;) e pressdao
arterial nao invasiva. Antes da cirurgia, amostras de sangue
venoso foram colhidas para avaliar o estado oxidante total
(EOT), a capacidade antioxidante total (CAT) e os niveis de
glutationa peroxidase.

Todos os grupos receberam 2mg/kg de propofol IV,
1mcg/kg de fentanil IV e 0,1 mg/kg de vecurdnio IV para
inducdo. Durante a inducao da anestesia, os casos foram
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Tabela 1 Caracteristicas demograficas dos pacientes
GrupoS GrupoD GrupoP p

Idade (anos) 3548 36+8 3448 0,84

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

Género (M/F) 9/6 7/8 6/9

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

anestesia (min)

M, masculino; F, feminino.

oxigenados com 100% de O, a uma taxa de fluxo de 6 L/min.
Apos trés minutos de ventilacao controlada, a intubagao oro-
traqueal foi concluida com o uso de tubo apropriado para
idade e peso. Para a manutencao da anestesia, o Grupo S
recebeu sevoflurano a 2% e mistura de ar/0, a 50% (6 L/min);
0 Grupo D recebeu desflurano a 6% e mistura de ar/0,
a 50% (6L/min); o Grupo P recebeu propofol em perfu-
soes de 12mg/kg/h nos primeiros 10 minutos, 9 mg/kg/h
nos 10 minutos seguintes e 6 mg/kg/h subsequentemente. Os
pacientes foram ventilados com uma mistura de ar/oxigénio
a uma taxa de fluxo de 6 L/min. A ventilacao foi iniciada em
todos os grupos apos determinar o volume corrente em 6-
8mg/kg e a taxa de respiracao estar em 12, com o uso do
aparelho de anestesia Avance S/5. Dez minutos antes do fim
esperado da cirurgia, a perfusao de propofol foi encerrada.
Quando a Ultima sutura estava sendo feita, os agentes ina-
latorios foram descontinuados. Ventilacdo manual com 100%
de 0, foi feita. Nesse periodo, todos os dados paramétricos
foram registrados. Apds o inicio da respiracao espontanea,
o bloqueio neuromuscular foi antagonizado com 0,01 mg/kg
de atropina e 0,03 mg/kg de neostigmina. Apds a extubacao,
o paciente foi levado para a recuperacao. Em seguida,
amostras de sangue venoso foram colhidas para avaliar a
capacidade antioxidante total e os niveis de glutationa pero-
xidase pos-operacao.

Andlise bioquimica

As amostras de sangue colhidas em tubos a vacuo com
gel sem anticoagulante foram centrifugadas a 2.000 x g por
15minutos. O soro foi repartido em tubos limpos. Para os
estudos de glutationa, o soro separado no tubo foi des-
proteinizado. Para o procedimento de desproteinizacao,
5g de acido metafosforico foram dissolvidos em 50 mL de
agua destilada e as amostras de 200 uL foram misturadas
com 200 L de solucdo de acido metafosforico e agita-
das em vortice. As amostras repousaram a temperatura
ambiente por cincominutos e depois foram centrifugadas
a 2.000xg por quatrominutos. O sobrenadante foi cuida-
dosamente separado em tubo diferente. Esse sobrenadante
para medir a glutationa e as porcdes de soro para medir
outros parametros foram armazenados a 80°C até que as
mensuracdes pudessem ser feitas. Glutationa foi medida
com base em mensuracdes enzimaticas com os kits comer-
ciais Cayman (Cayman Inc., Ann Arbor, Ml, EUA), que usam
0 acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) para reagir com o acido
5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) do grupo sulfidrila na
glutationa redutase GSH e formar uma cor amarela. No dia
da mensuracao, as amostras foram descongeladas e mis-
turadas e, em seguida, 10 nL de uma solucao preparada
com 4M de trietanolamina foram adicionados as amostras

de 200 uL, agitadas em vortice. Depois que as amostras
foram diluidas com tampao MES (1:2 v/v), os padroes
foram preparados de acordo com as instrucoes. As amos-
tras foram adicionadas a uma placa com pocos de 50 um
e a placa foi coberta com a tampa fornecida pelo kit.
Nessa fase, de acordo com as instrucoes, um coquetel para
0 ensaio com tampao MES (11,25mL), mistura do cofa-
tor GSH (0,45 mL), mistura de enzimas GSH (2,1 mL), agua
destilada (2,3 mL) e GSH DTNB (0,45mL) foi preparado e
150 uL desse coquetel recém-preparado foram adiciona-
dos a todos os pocos. A placa foi coberta e incubada no
escuro em misturador orbital por 25 minutos. No 25° minuto,
a mensuracao feita com leitor de microplacas (Bio-Rad
680 Microplate) foi de 414nm. As mensuracoes de anti-
oxidante total foram feitas com o uso do kit comercial
(Cayman Inc., Ann Arbor, MI, EUA), baseado na inibicao
da oxidacao do ABTS®+pela metamioglobina em ABTS
(2,2’ -azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato]). No dia da
mensuracao, as amostras foram descongeladas e mistura-
das e para as mensuragdes de antioxidantes foram diluidas
com tampao de ensaio (1:19 v/v) e os padrées foram pre-
parados de acordo com as instrucdes. Apos adicionar 10 pL
do padrao trolox ou 10 uL da amostra a todos os pocos de
10 pL de metamioglobina e 150 pL da solucao de cromégeno,
e para iniciar a reacao imediatamente, 40 pL (441 uM) de
perdxido de hidrogénio foram adicionados ao ensaio anti-
oxidante. A placa foi coberta e incubada em agitador a
temperatura ambiente por cinco minutos. A mensuracao foi
feita com o uso de um leitor de microplacas (Bio-Rad 680) a
405 nm. As mensuracdes da capacidade oxidante total foram
feitas com um kit de ensaio (Rel Assay Diagnostics, Mega
Tip San and Tic Ltd Sti, Turquia), desenvolvido por Erel.’
Esse método tem como base os oxidantes da amostra, que
transformam um quelante de ferro ferroso em ions férri-
cos e em ambiente acido formam um complexo colorido
com o cromogeno. Esse complexo é entdo espectrofotome-
tricamente mensurado. Solucao de padrao estabilizada foi
diluida 40.000 vezes em agua deionizada e, em seguida,
150 pL da amostra foram misturados com 1.000 u.L do reativo
I. A primeira absorbancia foi mensurada com o uso de um
espectrofotometro com comprimento de onda de 530 nm;
50 pL de solucdo pro-cromogeno foram adicionados, mistu-
rados e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos.
A segunda absorbancia foi mensurada a 530 nm.
As seguintes formulas foram usadas para os calculos:

absorbancia da amostra
EOT = - =
absorbancia do padrao

> x valor do padrao

AAbsorbancia da amostra =22 absorbancia da amostra — 12
absorbancia da amostra; AAbsorbancia do padrao =22 absor-
bancia do padrao— 12 absorbancia do padrado; Valor do
padrao: 20 umol H,0, equivalente/L.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com o programa estatistico
SPSS 11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). A distribuicao dos
dados numéricos entre os grupos foi avaliada com o teste
de Shapiro-Wilk. Os dados com distribuicao normal foram
expressos como média & desvio padrdo (DP) e as variaveis
categoricas expressas como frequéncias. Para determinar



Efeitos de sevoflurano, desflurano e propofol sobre o sistema oxidante/antioxidante

Al

84
82
80 -
S Y
78 - , R
26 4 \ ’$ _ KV
! - =4 Grupo S
74
7(2) [ == Grupo D
7 1
68 - ; : . . . . Grupo P
R U P P P
AT 0T T T 9" T T 6
vfo’oQ ‘9’& R
o QS Q’o9
Figura1 Dados hemodinamicos dos grupos.

qualquer diferenca na média dos dados numéricos entre os
grupos, o teste Anova para analise de variancia simples foi
usado. Para encontrar grupos responsaveis por diferencas
significativas, a analise multivariada dos dados foi feita com
o teste de Scheffe. As mensuracdes foram feitas antes e
depois com o teste t de amostras pareadas, uma vez que
adistribuicao dos dados foi normal. As variaveis catego-
ricas foram comparadas entre os grupos com o teste do
qui-quadrado. Um valor p < 0,05 foi aceito como estatis-
ticamente significativo.

Resultados

Foram inscritos em nosso estudo 45 pacientes: 15 recebe-
ram sevoflurano, 15 desflurano e 15 perfusao de propofol.
Dos 45 pacientes, 22 eram do sexo masculino e 23 do femi-
nino. Nao houve diferenca estatistica entre os pacientes dos
grupos em relacdo a média de idade, peso e duracao da
anestesia (tabela 1) (p>0,05). Amonitoracdo hemodinamica
dos pacientes foi concluida durante a cirurgia. Durante essa
monitoracao, a pressao arterial média (PAM) dos pacientes
foi registrada nos periodos pré-operatorio, intraoperatorio e
pos-operatorio (fig. 1). Os valores da PAM foram semelhantes
nos grupos S, D e P. Observamos que sevoflurano e propofol
aumentaram significativamente a capacidade antioxidante
total. Além disso, descobrimos que desflurano aumentou
significativamente a capacidade oxidante total.

A tabela 2 mostra os niveis do estado oxidante total
(EOT), da capacidade antioxidante total (CAT) e da gluta-
tiona peroxidase dos pacientes pré- e pds-cirurgia.

Discussao

Neste estudo, chegamos a conclusao que sevoflurano e pro-
pofol tém propriedades antioxidantes, enquanto desflurano
aumentou o estresse oxidativo.

O objetivo das aplicagdes de anestésicos gerais € criar
uma anestesia eficaz e reduzir a niveis minimos as condicdes
que podem prejudicar o organismo. O agente anestésico
apropriado para esse objetivo deve ser puro e estavel qui-
micamente, ter efeito de inicio rapido e lento no fim e nao
causar quaisquer efeitos indesejaveis sobre as fungdes vitais
durante e ap6s a administracao.'? De fato, os materiais anes-
tésicos e a duracao do anestésico usado em anestesia geral,
em conjunto com o estresse do trauma cirdrgico, sao fatores

importantes que alteram os sistemas de defesa, imunoldgico
e antioxidante."" A cirurgia laparoscdpica expée o peritonio
parietal e o peritonio visceral ao trauma isquémico. Estudos
mostraram que se a pressao intra-abdominal for mantida
em 15mmHg durante a laparoscopia, o fluxo sanguineo
para o peritonio parietal reduz em quantidade significa-
tiva, enquanto nao apresenta alteracao quando mantida
em 10mmHg. Portanto, o pneumoperitonio pode causar
isquemia e aumentar os radicais livres de oxigénio.'?> A anes-
tesia geral altera os mecanismos de defesa imunoldgica
e induz uma reacdo inflamatdria nos macréfagos alveola-
res. Em reacdes inflamatorias generalizadas, incluindo a
producao de leucdcitos, os mediadores da inflamacao e os
radicais livres de oxigénio sdo liberados. Os danos causa-
dos as membranas pelos radicais livres durante a anestesia
geral se apresentam como produtos de peroxidacao lipidica
observados.'® Estudos mostraram que varios medicamentos
usados em anestesia tém efeitos sobre o sistema oxidante-
-antioxidante. No entanto, o efeito de desflurano inalatorio
sobre o sistema antioxidante nao foi bem estudado. O conhe-
cimento das interacdes do agente inalatorio em pacientes
sob estresse oxidativo é de importancia clinica. Baysal
et al."”® examinaram os niveis dos estados, oxidante e anti-
oxidante, de pacientes pediatricos submetidos a cirurgia

Tabela 2 Niveis de EOT, CAT e GSH-PX dos pacientes

Pré-op Pos-op 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 0,04%
EOT (umol/L)

Grupo S 7,1+ 45 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

@ Houve diferenca estatisticamente significativa na CAT entre
os periodos pré- e pos-operatorio nos grupos S e P.

b Nao houve diferenca estatisticamente significativa no EOT
entre os periodos pré- e pods-operatorio no grupo D.



72

M. Erbas et al.

laparoscopica e concluiram que o estresse cirdrgico da lapa-
roscopia com anestésicos inalatorios aumentou a capacidade
oxidante total e reduziu a capacidade antioxidante total.

Nos ultimos anos, muitos estudos revelaram que o sistema
antioxidante tem efeitos importantes sobre a morbidade
e a mortalidade dos pacientes.'® Os sistemas antioxidan-
tes normalmente funcionam como um todo e protegem
as células dos efeitos toxicos dos radicais de oxigénio.
Isso mantém os sistemas oxidante/antioxidante equilibrados
no organismo. Em situacdes nas quais esse equilibrio é
alterado para oxidacdo, os mediadores inflamatorios e os
radicais livres de oxigénio sdo produzidos por leucdcitos.
Esses criam peroxidagao lipidica nas membranas celulares,
danificam o DNA e causam doenca."’

Em nosso estudo, observamos que no grupo desflurano
houve um aumento estatisticamente significativo da capa-
cidade oxidante total, um indicador de estresse oxidativo,
enquanto a capacidade antioxidante foi reduzida, embora
nao em niveis estatisticamente significativos. No grupo sevo-
flurano, o estresse oxidativo aumentou, em comparacao com
os valores no pré-operatdrio, embora nao de forma signi-
ficativa, enquanto o aumento da capacidade antioxidante
foi estatisticamente significativo. Dikmen et al.”® analisa-
ram o efeito de sevoflurano sobre o sistema de defesa
antioxidante enzimatico no figado de ratos e mostraram
que sevoflurano produziu um aumento na peroxidacao lipi-
dica antes de qualquer insuficiéncia no sistema de defesa
antioxidante enzimatico. Allaouchiche et al." compararam
propofol (8 mg/kg/h), desflurano (10%) e sevoflurano (2,5%)
para determinar a situacao oxidativa em porquinhos-da-
-india. Os animais foram expostos aos agentes anestésicos
por cerca de 120 minutos; propofol aumentou significativa-
mente os niveis de glutationa peroxidase (GSH-Px) tanto no
lavado broncoalveolar (LBA) quanto na circulacao; desflu-
rano provocou uma diminuicao significativa da GSH-Px em
ambos, LBA e circulacao, enquanto alteracdes significativas
nao foram identificadas no LBA e na circulacao do grupo
sevoflurano. Os autores relataram que o estresse oxidativo
por causa da anestesia com desflurano pode estar relaci-
onado ao aumento extremo de citocinas pro-inflamatoérias
nos macrofagos alveolares. Sivaci et al.2° usaram sevoflurano
ou desflurano em pacientes submetidos a cirurgia laparos-
coOpica e observaram que ambos os agentes apresentaram
efeitos citotoxicos por causa da formagao de radicais livres.
Desflurano altera o estresse oxidativo e os mecanismos anti-
oxidantes de forma negativa. Os autores relataram que a
mistura de nitrogénio usada com desflurano pode aumentar
ainda mais esse efeito e que desflurano reduziu os niveis
séricos de GSH. No entanto, nao identificamos efeito sobre
os niveis séricos de GSH por causa de desflurano ou propofol.

Descobriu-se que propofol aumenta a fluidez da mem-
brana do eritrécito, previne a hemolise, semelhantemente
a vitamina E, apresenta uma atividade antioxidante e pro-
tege os eritrocitos dos estresses oxidativo e fisico. O acido
ascorbico mostrou tornar esse efeito mais pronunciado.
Inversamente, os anestésicos volateis reduzem a fluidez da
membrana do eritrocito e induzem hemdlise.?’ Em nosso
estudo, o estresse oxidativo no grupo propofol apos a cirur-
gia foi menor, embora nao estatisticamente significativo
em comparacao com os valores basais, mas o aumento da
capacidade antioxidante foi estatisticamente significativo
apds a cirurgia. Alteracdes estatisticamente significativas

dos niveis de glutationa peroxidase ndo foram observadas
nos trés grupos. No grupo propofol, esses niveis tiveram
uma leve reducdo no pos-operatério; no grupo sevoflu-
rano, o aumento foi pouco no pos-operatorio, enquanto
no grupo desflurano nao foram observadas alteracées. Em
nosso estudo, os valores pos-cirdrgicos da CAT nos grupos
sevoflurano e propofol aumentaram significativamente, em
comparacao com os valores basais.

Conclusao

Em anestesia geral, necessaria por varios motivos em casos
sob estresse oxidativo, deve ser escolhido o agente que
causara menos dano ao sistema antioxidante, uma cas-
cata importante do sistema de defesa humoral, e menos
efeito sobre o sistema imunoldgico. Sao necessarias pes-
quisas adicionais sobre o estado imunologico dos pacientes
que recebem anestesia geral e sobre as relacdes entre os
sistemas oxidante/antioxidante.
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