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Tratados con Sevoflurano *
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RESUMEN

Bezerra FJL, Vale NB, Macedo BO, Rezende AA, Almeida MG —
Evaluacion de Parametros Antioxidantes en Ratones Tratados con
Sevoflurano.

JUSTIFICATIVA Y OBJETIVOS: El sevoflurano es un éter haloge-
nado con flior que sufre una biotransformacion hepatica a través del
citocromo P450 2E1. Los éteres halogenados que sufren biotransfor-
macion por el P450 2E1, pueden generar especies reactivas del oxi-
geno (ERO) y promover el debilitamiento del sistema de defensa an-
tioxidante. El objetivo de este trabajo fue investigar la relacion entre la
actividad de las enzimas antioxidantes eritrocitarias y el sevoflurano.

METODO: Los animales fueron distribuidos en cuatro grupos: Grupo
1 control: apenas oxigeno a 100% (1 L.min" por 60 minutos duran-
te 5 dias consecutivos); Grupo 2 — sevoflurano 4,0% en oxigeno a
100% (1 L.min"" por 60 minutos durante 5 dias consecutivos); Grupo
3 — isoniazida (i.p.), 50 mg.kg'! de peso corporal /dia, durante 4 dias
y enseguida tratados apenas con oxigeno a 100% (1 L.min"" por 60
minutos durante 5 dias consecutivos); Grupo 4 — isoniazido por via
intraperitoneal en dosis de 50 mg.kg' de peso corporal, diariamente
durante 4 dias, seguido de la administracion del sevoflurano a 4,0%
en oxigeno a 100% (1 L.min" por 60 minutos durante 5 dias). Des-
pués de 12 horas de la dltima exposicion al sevoflurano, los animales
se sacrificaron y la sangre se recolecto a través de la vena porta para
el andlisis de la actividad de las enzimas antioxidantes.

RESULTADOS: Aumento de la actividad especifica de la glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa, reduccion de la actividad especifica de la
catalasis, principalmente en el grupo de animales pretratados con
isoniazida y enseguida, tratados con sevoflurano. El glutation peroxi-
dasa no presento ninguna alteracion en su actividad.

CONCLUSIONES: La interaccion del sevoflurano con inductores
enzimaticos del citocromo P450 2E1 puede propiciar la instalacion
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del estrés oxidativo en el caso que la exposicion se prolongue y sea
repetitiva.

Descriptores: ANESTESICOS, Volatil: sevoflurano; ANIMALES: ra-
tones; FARMACOS, Antioxidantes: isoniazida; METABOLISMO: cito-
cromo P-450 CYP2E1, glucosa fosfato deshidrogenasa

INTRODUCCION

El sevoflurano (CH,F-O-CH(CFy), fluorometil 2,2,2-trifluoro-
1-[trifluorometil] etil éter), es un agente anestésico inhala-
torio halogenado con fluor de baja solubilidad sanguinea,
y muy utilizado para la anestesia pediatrica y ambulatorial
. Su biotransformacién, catalizada principalmente por la
monoxigenasa citocromo P450, isoforma 2E1 (CYP2E1), es
predominantemente hepatica y ocurre en una baja extension
(2-5%) con relacion a los demas agentes halogenados: ha-
lotano (20%), enflurano (2%), isoflurano (0,2%) y desflurano
(9%) 2. Las isoenzimas del citocromo constituyen una familia
de hemoproteinas encontradas en la membrana del reticulo
endoplasmatico de hepatocitos con funciones oxidativas y
que son los responsables por la metabolizacién de xenobio-
ticos. El metabolismo final de ese halogenado resulta en una
produccion del fluor inorganico y del fluor organico, hexaflu-
oroisopropanol (HFIP) 3.

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) son sustancias pro-
ducidas durante la utilizacién del oxigeno por los organismos
aerdbicos. Esas sustancias pueden reaccionar con moléculas
organicas (DNA, lipidos, carbohidratos) y estan implicadas en
una serie de condiciones patoldgicas, como la arterosclero-
sis, cancer, envejecimiento y también en procesos fisiopato-
I6gicas como la inflamacidn, angiogénesis y apoptosis €. El
aumento en la produccion de ERO esté asociado al cambio
en el equilibrio intracelular oxidante/antioxidante, que puede
causar consecuencias malignas para la homeostasis celular.
Evolutivamente, las células crearon un sistema antioxidante
que puede convertir las ERO en derivados inactivos. A través
de las enzimas antioxidantes superodxido dismutasa (SOD),
catalasis (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation (GSH),
de lo iones magnesio y zinc, de las vitaminas C y E, de los
cofactores nicotinamida adenina difosfato (NADPH), ademas
de proteinas tales como albumina, ferritina y ceruloplasmina,
las células logran librarse de las ERO 7. EI CYP2E1, enzima
responsable por la biotransformacion hepatica del sevoflura-
no es capaz de producir ERO como el anién superoéxido (O, )
y el peréxido de hidrégeno (H,O,) durante su ciclo catalitico 8.
La presencia de iones de hierro durante esa produccion de
O, es capaz de generar una ERO altamente reactiva llamada
radical hidroxilo (OH") °.
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Con relacion a la accién oxidante del sevoflurano, algunos
autores han sugerido que el sevoflurano es capaz de producir
ERO como el radical hidroxilo (OH'), el radical anién supero-
xido (O,7) 0y el peroxido de hidrogeno (H,0,) ', ademas
de promover la lipoperoxidacion 12, debilitando el sistema de
encimas antioxidantes '3 en diversos tejidos. Se especula que
el sevoflurano pueda ser capaz de alterar el flujo de los elec-
trones a lo largo de la cadena respiratoria a nivel mitocondrial,
generando la formacién de ERO 4.

Por otra parte, publicaciones recientes han abordado el fe-
némeno del precondicionamiento anestésico, en el cual una
breve exposicion previa al sevoflurano puede ser capaz de
proteger el miocardio y otros érganos contra los efectos tisu-
lares perjudiciales promovidos por el proceso de isquemia/
reperfusion 1516,

Considerando la escasez de estudios sobre el sistema de
defensa antioxidante después de mdltiples exposiciones al
sevoflurano, el presente trabajo tienen el objetivo de evaluar
la actividad de enzimas antioxidantes en los eritrocitos de ra-
tones Wistar tratados con sevoflurano, y sometidos o no a la
induccion enzimatica del CYP2E1 con isoniazida.

METODO

Se usaron 42 ratones machos Wistar pesando como prome-
dio 280 g, con una edad de 90 dias y que fueron mantenidos
en jaulas con agua y con alimentos ad libitum, ciclo claro/
oscuro de 12h en el criadero del Centro de Ciencias de la
Salud de la Universidad Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN). Ese estudio fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion Animal del Centro de Ciencias de la Salud de
la UFRN. Los ratones fueron anestesiados en una camara
de vidrio de 3.200 cm?® usando oxigeno 100% 1 L.min"'. El
anestésico fue liberado a partir de un vaporizador calibrado
HB44 (Abott, Madison, WI). Después de 1 hora de exposicion,
los ratones recibieron oxigeno a 100% (1 L.min"") hasta que
se despertaron, y entonces se les colocé nuevamente en las
jaulas. Se dividieron en cuatro grupos. En el Grupo 1, nueve
animales (n = 9) recibieron oxigeno a 100%, a un rango de
1 L.min"' por 60 minutos, durante 5 dias consecutivos. Los
nueve animales (n = 9) del Grupo 2 recibieron sevoflurano 4%
(1,8 CAM.h'") en oxigeno a 100% a un rango de 1 L.min"" por
60 minutos durante 5 dias consecutivos. Los seis animales (n
= 6) del Grupo 3 recibieron isoniazida por via intraperitoneal,
50 mg.kg™! de peso corporal/dia, durante 4 dias consecutivos
y enseguida, fueron tratados apenas con oxigeno a 100%,
en un rango de 1 L.min', por 60 minutos durante cinco dias
consecutivos. Los siete animales (n = 7) del Grupo 4 recibie-
ron isoniazida a través de una inyeccion intraperitoneal en la
dosis de 50 mg.kg* de peso corporal, diariamente durante 4
dias y después sevoflurano a 4% en oxigeno a 100%, a un
rango de 1 L.min-', por 60 minutos durante 5 dias consecu-
tivos. Después de 12 horas de la ultima exposicion, los rato-
nes fueron sacrificados por dislocacion cervical y la sangre se
recolecto directamente de la vena porta con heparina como
anticoagulante.
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La sangre heparinizada se centrifugd en centrifuga refrigera-
da de mesa, modelo PK121R, ALC® ITALIA (1000 x g por 10
minutos a 4°C), y el plasma se separd. Los eritrocitos se lava-
ron tres veces con solucién salina 0,9% y se centrifugaron a
1000 x g por 10 minutos a 4°C. El precipitado fue hemolizado
con #mercaptoetanol 0,27 M pH 7,0. Ese hemolizado se us6
para determinar la actividad de las enzimas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD) ' catalasis (CAT) 7 y glutation pe-
roxidasa (GPx) 8

El andlisis estadistico de los resultados se hizo a través del
andlisis de variancia, seguido de la aplicacion del test U de
Mann-Whitney para la comparacién entre los dos grupos.

RESULTADOS

La actividad enzimatica de la G6PD (Tabla 1), present6 un
aumento de cerca de 5% para el grupo tratado con sevo-

Tabla | — Actividad de la Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa
en Eritrocito de Ratones Sometidos al Tratamiento con
Sevoflurano y Pretratados o No con Isoniazida

Grupos Tratamiento mU.mg" of Hb

G1 Oxigeno 17,27 £ 0,87 (n=9)
G2 Sevoflurano 18,24 +2,03*(n=9)
G3 Isoniazida 17,87 + 0,62 * (n = 6)
G4 Isoniazida + sevoflurano 21,98 £ 1,26 **(n=7)

Los resultados estan expresados como promedio + error estandar.
* Indica diferencia estadistica significativa (p < 0,05) con relacién al Grupo 4.
** Indica diferencia estadistica significativa (p < 0,01) con relacién al Grupo 1.

Tabla Il — Actividad de la Catalasis en Eritrocito de Ratones
Sometidos al Tratamiento con Sevoflurano y Pretratados
o No con Isoniazida.

Grupos Tratamiento U.mg" of Hb

G1 Oxigeno 371,41 + 33,06 (n = 8)
G2 Sevoflurano 332,96 + 47,28 (n =10)
G3 Isoniazida 284,56 + 16,21 *(n = 6)
G4 Isoniazida + sevoflurano 27411 £14,10 ** (n = 11)

Los resultados estan expresados como promedio + error estandar.

* Indica una diferencia estadistica significativa (p < 0,05) con relacién al Grupo
1.

**Indica una diferencia estadistica significativa (p < 0,01) con relacién al Grupo
1.

Tabla lll — Actividad del Glutatién Peroxidasa en Eritrocito
de Ratones Sometidos al Tratamiento con Sevoflurano y
Pretratados o No con Isoniazida.

Grupos Tratamiento U.mg" of Hb

G1 Oxigeno 0,88+ 0,15(n=9)
G2 Sevoflurano 0,87 +0,21 (n=9)
G3 Isoniazida 0,66 + 0,13 (n = 6)
G4 Isoniazida + sevoflurano 0,64+0,10(n=7)

Los resultados estéan expresados como promedio + error estandar.

Revista Brasileira de Anestesiologia
Vol. 60, N2 2, Marzo-Abril, 2010



EVALUACION DE PARAMETROS ANTIOXIDANTES EN RATONES TRATADOS CON SEVOFLURANO

flurano (G2). A su vez el Grupo (G4) presenté un aumento
significativo con relacion al Grupo 1 (G1) (p < 0,01) y con
relacion a los Grupos 2 (G2) y 3 (G3) (p < 0,05). Los resul-
tados estan en miliunidades por miligramo de hemoglobina
(mU.mg-" de Hb).

Para la CAT (Tabla 2), el G2 presenté una reduccién de la
actividad enzimatica de cerca de 10% en relacién al G1. Los
animales tratados con isoniazida y pretratados con isoniazida
seguida del sevoflurano tuvieron una reduccion significativa
(p <£0,05y p <0,01), respectivamente, con relacion a los del
grupo G1. Los resultados aparecen en unidades por miligra-
mo de hemoglobina (U.mg de Hb).

Con relacion a la actividad del glutation peroxidasa (GPx),
no se observaron alteraciones significativas entre los grupos
tratados. Los resultados estan expresados en unidad por mi-
ligramo de hemoglobina (U.mg de Hb).

DISCUSION

La G6PD es una enzima que oxida la glucosa-6-fosfato y la
6-fosfoglucolactona en una via metabdlica conocida como
ciclo de las pentoses, generando el NADPH a través de la
reduccion del NADP+ '°. La isoniazida (INH) es inductora del
sistema enzimatico hepatico CYP2E1, y responsable del me-
tabolismo de algunos farmacos como el acetominofen, etanol
20, isoflurano y sevoflurano 2'. El aumento de la actividad en-
zimatica de la G6PD en los animales tratados con isoniazi-
da y sevoflurano (G4), puede estar asociado a la induccion
enzimatica promovida por la INH y un posible dafo oxidativo
proveniente de ese proceso. La isoenzima CYP2E1 utiliza
NADPH como donante de electrones durante su ciclo cataliti-
€0 20, Se conoce que la reduccién de los niveles de NADPH o
la oxidacion del glutation (GSH), son fuertes estimulos activa-
dores de la G6PD 7. Asi, la induccién enzimatica del CYP2E1
promovida por la INH provoca la deplecién de las reservas
eritrocitarias de NADPH, lo que contribuye para aumentar la
actividad de la G6PD, como se ve en el G4.

El pretratamiento con isoniazida aumenta la tasa de defluo-
racion del sevoflurano entre 0,5-4 veces, siendo que ese au-
mento depende de la dosis y de la duracion del pretratamiento
efectivo a partir de 3 dias 22. EI mecanismo de accién de in-
duccién enzimatica de la isoniazida resulta primariamente del
aumento de la eficacia de la translacién del RNA-mensajero.
El grupo amino de la cadena lateral de la hidrazida y el anillo
piridina, poseen un importante papel en la induccién selectiva
y en la magnitud de la induccion de la isoforma citocromo
CYP2E1 23,

Ademas de la induccién enzimatica, otro posible factor que
envuelve la activacion de la G6PD en ese grupo seria la bio-
transformacion del sevoflurano y de la INH, ambas asociadas
a la produccion de fldor inorganico. Motta y col. 24 demostra-
ron el aumento de la actividad de la G6PD en las glandulas
submandibulares de ratones sometidos al tratamiento con flu-
oruro de sodio. El fluor también es capaz de estimular la pro-
duccién de ERO (O,) en leucocitos polimorfonucleares 25.
Por tanto, el consumo de NADPH a través del ciclo catalitico
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de la CYP2E1 y el fldor liberado durante la biotransformacion
del sevoflurano, pueden estar actuando de forma sinérgica,
aumentando la actividad de la G6PD, como se ve en el G4. Al
contrario de lo que observamos, un estudio in vitro demostrpo
un efecto de inhibicion en la accion de la G6PD por el sevo-
flurano 28. Sin embargo, en ese estudio no fueron utilizados
animales o INH para realizar la induccion enzimatica.
CYP2E1 es capaz de producir ERO como el O, y la H,0,,
que en exceso en el organismo puede promover la inhibicion
de la CAT 27, Por tanto, el aumento de las ERO producidas
durante el ciclo catalitico de la CYP2E1 puede ser responsa-
ble de la inhibicion de la actividad de la CAT observada en los
G3 (INH) y G4 (INH + sevoflurano).

El sevoflurano promovio la alteraciéon en la actividad de la
CAT apenas en la presencia del inductor enzimatico, y ese
resultado puede estar relacionado con el flior formado en
mayor concentracion durante la biotransformacion del sevo-
flurano y con el aumento de la actividad del ciclo catalitico de
la CYP2E1. Se sabe que el fluor es nefrotéxico en concen-
traciones plasmaticas por encima de 50 pyM, ademas de ser
un potente inhibidor metabdlico de varias enzimas, inclusive
la CAT 28. Por ser un elemento electronegativo, puede unir a
metales cofactores, tales como Cu*+, Zn+* o Fe**, presentes
en el grupo heme de enzimas como la CAT, como también
alterar la transcripcion de enzimas antioxidantes 2°. La ele-
vacion del fluoruro puede provocar una mayor inhibicion de
la CAT.

El glutation peroxidasa no presento alteracion en su actividad
en los grupos estudiados. Se le considera una enzima mas
sensible a bajas concentraciones de H,O, y esta interrela-
cionada con la actividad de la G6PD. La GPx depende de la
G6PD para recibir el NADPH necesario para la reduccién de
su forma oxidada. Esos resultados estan a tono con los de la
literatura, como Yesilkaya y col., que estudiaron eritrocitos de
conejo sometidos a tratamiento con dos agentes anestésicos,
halotano 1% e isoflurano 1.5%, y tampoco vieron alteracio-
nes significativas en la actividad de la GPx en ninguno de los
grupos estudiados 2. Sin embargo, Durak y col. evaluaron la
actividad de esa enzima en corazones de hamster, expuestos
al mismo tratamiento con halotano, y confirmaron la reduc-
cion de la actividad de la GPx 3. Por tanto, la ausencia de
alteracion de la actividad de la GPx observada en nuestro
trabajo podra estar relacionada con el comportamiento de esa
enzima en diferentes tejidos, como también con la metodolo-
gia empleada.

En un estudio anterior, observamos el aumento de los nive-
les de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (SRAT) 2,
indicando una peroxidacion lipidica en ratones expuestos a
ese mismo tratamiento. Cuando asociamos el resultado de
ese estudio al presentado ahora, observamos la presencia de
peroxidacion lipidica, el aumento de la actividad de la G6PD y
la reduccion de la actividad de la CAT. Ese perfil presentado
indica que, a pesar de haber habido un aumento en la activi-
dad de la G6PD, las otras enzimas, CAT y GPx, no fueron ca-
paces de actuar contra el aumento en la produccion de ERO,
probablemente promovido por el flior y por el ciclo catalitico
de la enzima CYP2E1.
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Dikmen y col. 3 estudiaron ratones sometidos al tratamiento
con el sevoflurano y se percataron del aumento de la activi-
dad de la SOD, CAT, GPx, pero no de TBAR. De acuerdo
con nuestro resultado, esa diferencia puede ser explicada por
la menor duracién del tratamiento (5 dias consecutivos en
nuestro estudio), ademas del uso previo de la INH en nuestro
trabajo.

Bajo nuestra perspectiva, ese podra ser el perfil encontrado
durante el inicio de la exposicién al sevoflurano, o sea, au-
mento de la actividad de las enzimas antioxidantes sin lipope-
roxidacion y en la medida en que esa exposicion se extienda y
se haga repetitiva, podra ocurrir la lipoperoxidacién y reducci-
6n de la actividad enzimatica, como observamos en nuestros
estudios. Nuestro resultado también aboga por la importancia
del ayuno en la modulacién de la actividad enzimatica mito-
condrial y del reticulo endoplasmatico sobre el metabolismo
de los farmacos, porque el raton (alta tasa metabdlica), quedd
sin ingerir alimento durante mas de 1 hora durante los 5 dias
del experimento con sevoflurano (G2 y G4), lo que también
favorece la induccién del CYP2E1.

La mayoria de los articulos publicados en la literatura no in-
dica un posible efecto oxidante del sevoflurano 1516-3435 pero
ese efecto puede ser benéfico o perjudicial dependiendo del
tejido estudiado. Por ejemplo, la proteccién cardiaca exhibida
a través del precondicionamiento isquémico del miocardio es
un ejemplo del efecto benéfico de las ERO producidas por
el sevoflurano 6. La producciéon de ERO por el sevoflurano
conllevaria a la activacion de la proteina C quinasa y a la con-
secuente abertura de los canales de potasio sensibles al ATP
(adenosina trifosfato), conocidos como K,rp (canales de po-
tasio ATP-asa dependientes), que tienen un efecto protector
frente a una isquemia y reperfusion miocardica. La abertura
de esos canales esta relacionada con la reduccion del ion cal-
cio en el interior de la mitocondria y con una mayor eficacia en
la utilizacion del oxigeno por el miocardio durante el proceso
enzimatico de isquemia y reperfusion 3. Ya la produccion del
anion superoxido en la disfuncién endotelial en segmentos de
aorta inducida por el sevoflurano es una muestra del efecto
perjudicial de las ERO producidas por el sevoflurano 36.

Vale destacar que no solo los farmacos que se usan durante
la anestesia deben ser los responsables del desequilibrio en
el sistema de defensa antioxidante. La presencia de patologi-
as clinicas previas en curso ¥, la condicién clinica del pacien-
te antes de entrar al quiréfano y el trauma quirdrgico de por
si 3839 son factores importantes que promueven el desequili-
brio del sistema de defensa antioxidante, ademas del ayuno,
como ya se menciono.

Una situacion clinica en particular que involucra el uso de se-
voflurano merece nuestra atencion: el uso de ese halogenado
en individuos portadores de discapacidad de la enzima eri-
trocitaria G6PD “0. Esos pacientes no logran una produccion
satisfactoria de NADPH, importante cofactor para el eritrocito
porque auxilia indirectamente en la actividad de la GPx, en-
zima responsable por la eliminacidon de los perdxidos de los
hematies 4! y también muy importante para la activacién de la
CAT #2. Por eso, esos individuos son mas susceptibles a crisis
de hemdlisis debido a la insuficiente produccion de NADPH y
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a la consecuente menor proteccion contra agentes oxidativos.
La opcidn técnica por el sevoflurano aparenta ser una indica-
cion pertinente en la anestesia de portadores de discapacidad
de la enzima G6PD, siempre que sea en exposicion unica 3.
Tedricamente, el riesgo de hemdlisis se reduciria, porque él
genera el aumento de la actividad de la G6PD y como conse-
cuencia, el aumento en la produccion de NADPH.

Otra consideracion importante es respecto de los pacientes
tuberculosos que usan a largo plazo inductores del CYP2E1
como la isoniazida, especialmente en el grupo genéticamente
determinado como de acetiladores lentos. La asociacion de
INH, alcohol, cigarro (inductores del CYP2E1) y discapacidad
de G6PD en la anestesia inhalatoria con sevoflurano, pue-
de resultar en un estrés oxidativo y en la consecuente lesion
eritrocitaria, especialmente se ese uso es repetitivo y a largo
plazo. Si existe la necesidad técnica de administrar el sevo-
flurano frente a la discapacidad genética de G6PD, se acon-
seja la realizacion de hematocrito seriado, la investigacion de
hemoglobina en orina, y la dosificacion de lactato deshidro-
genasa y potasio (sefiales de derramamiento del contenido
eritrocitario) para la observacion de las sefhales de hemdlisis
durante el procedimiento anestésico-quirurgico. Por tanto, en
la prevencion de la anemia hemolitica, Io mejor seria optar
por otra técnica anestésica "antioxidante" mas segura, como
la anestesia venosa total con propofol 44,

Resumiendo, los resultados del presente trabajo contribuyen
con evidencias laboratoriales en el sentido de que el uso del
anestésico halogenado sevoflurano en pacientes que usen
xenobidticos inductores del CYP2E1, como la isoniazida,
podra favorecer la produccion de EROs y debilitar o incluso
exceder la capacidad del sistema de defensa antioxidante de
eliminarlas, principalmente si su elecciéon como opcion anes-
tésica general es prolongada y/o repetitiva.
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