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DESCRIPCION DEL TRABAJO

RESUMEN :

La injuria tisular generada por la cirugia, provoca cambios neuroenddcrinos,
metabdlicos e inmunoldgicos que constituyen la “Respuesta de Estrés”. Los
estimulos aferentes neuronales desde el sitio de injuria y la liberacion de
citoquinas son los dos factores mas importantes en la iniciacion de esta
respuesta. Los anestésicos pueden afectar la repuesta inflamatoria e
inmunologica ya sea por efectos directos sobre la funcion de las células
inmunes, o por efectos indirectos sobre el eje hipotalamo-hipofisiario. Los
anestésicos también podrian tener un rol inmunomodulador importante por sus
efectos en la apoptosis celular. El propofol por sus propiedades antioxidantes
podria modular la apoptosis. A la vez los agentes inhalatorios se asociarian a la
induccion de apoptosis por distintos mecanismos.

La disfuncién inmune podria tener implicancias clinicas, por lo que se hace
necesario considerar las propiedades inmunomoduladoras de las drogas
anestésicas.

Objetivo:  Comparar la respuesta de estrés anestésico/quirargico y la
apoptosis celular durante colecistectomias videolaparoscopicas realizadas bajo
dos regimenes anestésicos.

Materiales v _método:  Estudio clinico prospectivo, aleatorizado, en
pacientes ASA | y Il sometidos a colecistectomias videolaparoscopicas. Los
pacientes se asignaron al azar al Grupo | Propofol-Remifentanilo o al grupo Il
Sevoflurano-Remifentanilo. Se valoraron variables hemodinamicas (TAS, TAD
y FC), basal, post-intubacién, post-incision de piel y al final de la cirugia;
parametros de laboratorio (glicemia, cortisol y recuento leucocitario) y
marcadores de apoptosis celular: basal, al final de la cirugia y dos horas post-
quirurgicas.

Resultados: No se encontraron diferencias significativas en los valores de
presion arterial sistOlica, diastélica y frecuencia cardiaca entre técnicas
anestésicas. Tampoco se encontraron diferencias significativas en los valores
de glucemia, lactato, cortisol y recuento leucocitario en el intra y post
quirdargico respecto a los valores basales, ni entre grupos. Ninguna técnica,
aumentd el nimero de células apoptéticas en los momentos intra y post-
quirdrgicos respecto a los valores basales. No hubo diferencias significativas en
el namero de neutrofilos, monocitos y linfocitos anexina e IP positivos entre
ambas técnicas anestésicas.

Conclusion:  Ambas técnicas anestésicas fueron eficaces en suprimir la
respuesta de estrés anestésico-quirdrgico en pacientes sometidos a
colecistectomia videolaparoscopica. Ninguna técnica se asocidé a un aumento
en la apoptosis de las células inmunes.

PALABRAS CLAVES:

Propofol, Sevoflurano, Respuesta de Estrés Anestésico-quirargico, Apoptosis.
INTRODUCCION:




La injuria tisular generada por la cirugia, provoca cambios neuroenddcrinos,
metabolicos e inmunoldgicos que constituyen la “Respuesta de Estrés”. Esta se
inicia por la activacion del eje hipotalamo-hipofisiario y del sistema simpatico y
se caracteriza por un aumento de ACTH, cortisol, catecolaminas, aldosterona,
glucagon, reactantes de fase aguda y citoquinas. Los estimulos aferentes
neuronales desde el sitio de injuria y la liberacion de citoquinas son los dos
factores mas importantes en el inicio de esta respuesta. La misma es esencial
para la reparacion tisular, pero cuando es exagerada puede ser peligrosa
causando desde hiperglucemia y alteraciones hemodinamicas hasta una
respuesta inflamatoria sistémica. A la vez una respuesta insuficiente puede
originar inmunosupresion, que se asocia a humerosas complicaciones post-

operatorias como infecciones, recurrencia de neoplasias y disfuncién cognitiva
(1-3).

El aumento de cortisol es un indicador sensible de estrés, interfiere en la
produccion de citoquinas, impide la agregacion de neutrofilos y macrofagos al
sitio de injuria, disminuye la fagocitosis e induce apoptosis linfocitaria. La
hiperglucemia en el perioperatorio es consecuencia de un aumento en la
glucogenolisis y gluconeogénesis hepética e insulinorresistencia y se asocia a
peores resultados.(2)

El balance entre los mecanismos inmunoestimuladores e inmunosupresores
puede verse afectado por multiples factores entre ellos los agentes
anestésicos.)

Los anestésicos pueden afectar la repuesta inflamatoria e inmunoldgica ya
sea por efectos directos sobre la funcion de las células inmunes, o por efectos
indirectos modulando la respuesta de estrés sobre el eje hipotalamo-hipofisiario
ya que los sistemas nervioso, endocrino e inmune estan integrados anatdomica
y fisiologicamente, mediante la expresion de receptores comunes adrenérgicos,
para glucocorticoides, citoquinas y neuropétidos ; 4).

Ya hace mas de cien afios que Chadbourne y Snell observaron que los
anestésicos provocaban disfuncion inmune postoperatoria, sin embargo las
implicancias clinicas de estos hallazgos siguen siendo un tema de controversia
ya que la mayoria de los estudios fueron realizados in Vitro y en modelos
animales (1.

Esta disfuncion inmune tiene variada expresion post-operatoria
destacandose un incremento del recuento leucocitario, con variados efectos en
las diferentes subpoblaciones celulares. Tanto el propofol como sevoflurano
producen neutrofilia con inhibicion de la funciones de fagocitosis y estallido
respiratorio, disminucion del recuento de monocitos y linfocitos ().

Distintos estudios sugieren que la anestesia endovenosa total con propofol
comparada con la anestesia balanceada es mas eficiente en suprimir la
respuesta de estrés provocando disminucion postoperatoria de catecolaminas,
cortisol y glucemia y menor efecto inmunosupresor con menor reduccion de
linfocitos T y B y mejor respuesta TH1 (3; 5-7).

Los anestésicos también podrian tener un rol inmunomodulador importante
por sus efectos en la apoptosis celular. Los agentes inhalatorios se asociarian
a la induccion de apoptosis por distintos mecanismos; fasL/fasR ligando,
regulando la expresion de factores anti y pro-apoptoéticos y via mitocondrial (;
8;9). Otro mecanismo que vincula a los halogenados con induccion de apoptosis
celular es la produccién de especies reactivas del oxigeno (ERO) y estrés
oxidativo, que mediarian la expresion de factores pro-apoptoticos y alterarian



el estado redox mitocondrial.(i0;11) Los ERO son moléculas que en su estructura
atomica presentan un electron desapareado que les confiere una alta
inestabilidad. Se producen en forma constante como producto del metabolismo
aerobio y su principal fuente es la mitocondria. El estrés oxidativo es resultado
de un disbalance entre la generacion de radicales libres y los mecanismos
antioxidantes, llevando a dafo de la membrana celular, lipidos, proteinas o del
ADN.a2) El propofol por sus propiedades antioxidantes podria modular la
apoptosis (13).

El término apoptosis fue utilizado por primera vez por Kerr, Wyllie y Currie
en 1972 para describir una forma distinta de muerte celular, programada y
determinada genéticamente. Esta ocurre normalmente durante el desarrollo y
envejecimiento como mecanismo homeostatico para mantener la poblacion
celular de los diferentes tejidos y como mecanismo de defensa para eliminar
células dafadas por enfermedades o noxas. Es un proceso coordinado,
dependiente de energia, que involucra la activaciéon de un grupo de cistein-
proteasas llamadas “caspasas” que se encuentran en forma inactiva como pro-
caspasas y una vez activadas, activan a otras, iniciando una compleja cascada
de eventos intracelulares que conducen finalmente a la muerte celular. Existen
dos vias principales que pueden llevar a la apoptosis: la via extrinseca mediada
por receptores de membrana o “de muerte”, que pertenecen a la familia de
receptores llamada “factor de necrosis tumoral (TNF) cuyos ligandos son
similares al TNF (FasL) y culmina con la activacion de pro-caspasas 8. La via
intrinseca o0 mitocondrial, puede ser iniciada por diferentes estimulos:
radiaciones, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones virales, ERO, que
producen cambios en el potencial de transmembrana de la mitocondria y el
pasaje de proteinas pro-apoptoéticas (Citocromo C y HtrA2/Omi) desde el
espacio intermembrana al citosol y culmina con la activacién de pro-caspasas
9. La regulaciéon de esta via es a través de proteinas de la familia Bcl-2 que
pueden ser antiapoptéticas (Bcl-2) o pro-apoptoticas (Bax).

También existe una via adicional, Perforina /Granzima que involucra
citotoxicidad por célulasT. Todas las vias concluyen en una via final comdn,
con activacion de caspasas que producen fragmentacion del ADN, degradacion
del citoesqueleto y proteinas nucleares, formacién de cuerpos apoptéticos que
posteriormente son fagocitados por células fagociticas. Las células apoptoticas
son reconocidas por los fagocitos debido a la externalizacién de proteinas en la
membrana celular como fosfatidilserina, anexina | y calreticulina (14;15).

Debido al incremento de los pacientes en riesgo como ancianos e
inmunodeprimidos que se someten a practicas quirdrgicas en los cuales la
disfuncién inmune podria tener implicancias clinicas, se hace necesario
considerar las propiedades inmunomoduladoras de las drogas anestésicas ().

En el siguiente estudio se plantea como hipotesis que TCI propofol /
remifentanilo produce una alteracion menor en la respuesta hemodinamica,
endocrino-metabdlica e inmunologica si se lo compara con anestesia
balanceada.

OBJETIVOS:




OBJETIVO GENERAL :

Comparar la respuesta hemodinamica, enddcrino-metabdlica e
inmunoldgica y el desarrollo de apoptosis en células inmunes durante
colecistectomias videolaparoscopicas realizadas bajo dos regimenes
anestésicos (endovenoso versus balanceada).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar si TCI propofol / remifentanilo modula la respuesta de estrés
anestésico /quirdrgico comparado con sevoflurano /remifentanilo, evaluando:
» Condiciones hemodinamicas: tension arteria sistolica (TAS), tension
arterial diastdlica (TAD) y frecuencia cardiaca (FC).
Marcadores bioquimicos: cortisol, glicemia y lactato.
Respuesta leucocitaria: recuento de glébulos blancos.
Marcadores de apoptosis celular (anexina e ioduro de propidio).

YV VYV

METODOLOGIAY TECNICAS A EMPLEAR:

Estudio clinico, prospectivo y aleatorizado en el que se estudiaron 30
pacientes sometidos a colecistectomia videolaparoscépica programada en
“Hospital Escuela Eva Perdon” durante el periodo de Diciembre 2014 a Marzo de
2015.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Escuela “Eva
Perén”. Luego de firmar el consentimiento informado, los pacientes se
asignaron, segun lista de aleatorizacion (se adjunta en anexo 1) a uno de los
siguientes grupos:

» GRUPO 1 (TCI): administracion de propofol-remifentanilo.
» GRUPO2 (VIMA): administracion de sevoflurano- remifentanilo.

En el presente estudio solo se incluyeron las cirugias que comenzaron a las
7:30 a.m para evitar las variaciones horarias de las hormonas de estrés. Todas
las cirugias fueron realizadas por técnica estandar de cuatro trécares y
pneumoperitoneo con didxido de carbono a una presion intra-abdominal de 13
a 15 mmHg y fueron asistidas por el mismo grupo de anestesiélogos.

Poblacion estudiada:

Criterios de inclusién:

Pacientes ASA |y Il

Edad entre 18 y 65 afios.

Ambos sexos.

indice de Masa Corporal: mujeres < 35 kg/m2 y hombres < 42
kg/m2.

YV YVYY

Criterios de exclusién:

» Negativa del paciente.



Uso de benzodiacepinas, opioides, corticoides, b-bloqueantes o
bloqueantes calcicos.

Hipersensibilidad a opioides o propofol / emulsién lipidica.

Presencia de infeccion aguda.

Diabetes.

YVVV VY

Manejo anestésico:

Al arribar a quiréfano se insertd una canula de teflon 18G en vena
antecubital de miembro superior izquierdo, con doble llave de tres vias para
cada una de las drogas a infundir. Los pacientes fueron premedicados con
midazolam 0,02-0,05 mg/kg como ansiolitico, diclofenac 1mg/kg, tramadol 1
mg/kg y dexametasona 8 mg como analgesia preventiva. Se administraron 10
ml/kg de solucién CINa 0.9% para compensar la pérdida nocturna de fluidos y
luego se mantuvo una infusion continua de la misma solucion a 5 ml/kg/h. Se
colocdé una segunda linea endovenosa en miembro superior derecho para
extraer las muestras de sangre.

En todos los pacientes se monitorizoé durante el transcurso de la cirugia:
saturacion de oxigeno, tension arterial no invasiva, didxido de carbono espirado
y electrocardiografia.

Método anestésico empleado:

Para la técnica TIVA la induccién se realizé con TCI propofol (Diprivan®),
modelo de Marsh, Ce 3 mcg/ml hasta lograr la pérdida del reflejo palpebral;
luego se continu6 con Ce 2 mcg/ml hasta el final de la cirugia.

Para la técnica Inhalatoria se precargo el circuito anestésico con sevoflurano
(Sevorane®) al 8% a 6 I/min durante 1 min y se realizé la induccién con
sevoflurano al 8% con técnica de capacidad vital (se solicité al paciente que
realice una inspiraciéon maxima seguida de una espiracidbn maxima) hasta lograr
la pérdida del reflejo palpebral; luego se continué con sevoflurano al 2% hasta
finalizar cirugia.

En ambos grupos, después de lograda la pérdida del reflejo palpebral se
comenzd con la perfusion de TCI remifentanilo (Remicit®), Modelo Minto, Cp
3ng/ml durante la induccién y entre 4-10 ng/ml durante el mantenimiento, que
se ajustd para mantener las variables hemodinamicas dentro del 20% de los
valores de ingreso. Se administré vecuronio (Vecural®) a 0,1 mg/kg para
facilitar la intubacioén, luego 0,02 mg/kg cada 40 min y al finalizar la cirugia se
revirtid el bloqueo neuromuscular con atropina 0,01 mg/kg y neostigmina 0,03-
0,05mg/kg.

Se intubd a los 4 minutos posteriores al inicio de la induccion anestésica y
se inici6 ventilacion mecéanica controlada por volumen para mantener
normocapnia (end-tidal CO2 entre 30 y 35 mmHg), con mezcla de aire y
oxigeno a FIO2 de 60%.

En caso de bradicardia (frecuencia cardiaca menor de 40) se administro
atropina 0,01 mg/k y en caso de hipotension arterial (tension arterial sistolica
menor 80) se administro etilefrina.

Obtencion de muestras de sangre:




Se obtuvieron tres muestras de sangre, la primera o basal, al ingreso a
quiréfano, la segunda o intraoperatoria, 30 minutos después del comienzo de
la cirugia y la tercera, a las 2 hs post-quirargicas. En cada muestra se
determinaron: glicemia, cortisol, lactato, recuento de leucocitos, y marcadores
de apoptosis celular (anexina, ioduro de propidio).

Los datos correspondientes a las variables de sangre periférica se
corrigieron para minimizar los cambios peri-operatorios en el volumen
sanguineo de acuerdo a la siguiente féormula: Valor ajustado= valor de la
variable x Hto Basal/ Hto del momento en estudio; utilizada por Roth-Isigkeit et
al (16).

Métodos de obtencidon de registros, equipos y monito res:

La infusion de propofol y remifentanilo se realizé con Base Primea; Fresenius
Kabi®.

La monitorizacion durante el transcurso de la cirugia se realizé con monitor
multiparamétrico Draguer Infinity vista XL® y la ventilacion con maquina de
anestesia Draguer Fabius Plus GS Premium®.

Determinaciones de laboratorio

Marcadores bioquimicos enddcrino-metabdlicos:

Para medicion de Glicemia (mg%, VN: 70-110) y Lactato (mmol/l, VN: 0,6-
2,2) se utilizé Instrumento Radiometer-Copenhagen, Serie ABL 700- Sistema
de Gases en Sangre, Oximetria, Electrolitos y Metabolitos. Para medicion de
Cortisol (ug/dl, VN: 6,2-19,4) se utilizé Instrumento Cobas e 411, Roche Hitachi.
Test inmunoldgico in vitro para la determinacion cuantitativa de cortisol.
Inmunoensayo de electroquimioluminiscencia “ECLIA” para ser utilizado en
cobas e.

Hemograma y recuento leucocitario:

Se constatdo en sangre periférica mediante hemograma con Instrumento:
Sysmex serie XT (XT-1800).

Marcadores de apoptosis celular:

Se determinaron por citometria de flujo: Citdmetro FACSCantoll.
BD.Biosciences, Sofware BDFACSDivaFITC. Kit Annexin V Apoptosis
Detection I, 10X Annexin V Binding Buffer 50 ml (1 ea), FITC Annexin V 0,5 ml
(1 ea) 5 pl, Propidium lodide Staining Solution 2,0 ml (1 ea) 5 pl).

Se recolectaron 2 ml de sangre entera con EDTA, se centrifugé 10 minutos
a 200g para recoger el plasma rico en leucocitos y plaquetas en otro tubo
tratando de no contaminar con globulos rojos y luego se centrifugd 10 minutos
a 500g y se descartd sobrenadante. Se resuspendieron las células en 1 ml de



PBS frio. Se Centrifugd a 500g 10 minutos y descarté el sobrenadante. Se
resuspendio el pellet en 1 ml de PBS frio, se contaron las células y
centrifugaron igual que antes. Se resuspendieron las células en binding buffer
1x a concentracion de 1x106. Se coloc6 en un tubo falcon 100ul de la
suspension celular y se agrego 5 ul de Anexina V' y 5 ul de loduro de propidio.

Se incubd 15 minutos en oscuridad. Luego se agrego 400 ul de binding
bufferlx. Adquirir 100000 eventos dentro de la hora.

Método de reqistro:

En una ficha disefiada para este estudio, la cual se adjunta en el anexo 2,
se registraron: Tension Arterial Sistolica (TAS), Tension Arterial Diastolica
(TAD) y Frecuencia Cardiaca (FC) en los siguientes momentos: basal (al
ingreso a quiréfano), un minuto post-intubacion, un minuto post-incisién de la
piel y al finalizar la cirugia (un minuto post-extubacion). En la misma ficha se
registraron también las determinaciones de laboratorio: glicemia, cortisol,
lactato, recuento de leucocitos, y marcadores de apoptosis celular en
neutrofilos, linfocitos y monocitos.

Los datos se guardaron en una base de datos exel.

Andlisis estadistico

Los datos se presentan mediante el promedio acompafiado del desvio
estandar (DE) para las variables continuas y las frecuencias junto con los
porcentajes para las variables categoricas. En el caso particular del analisis de
anexina e ioduro de propidio para los registros relacionados con la apoptosis
celular se presenta la mediana junto con el el percentil del 25 y del 75%, debido
a las caracteristicas de dichas variables.

En el analisis de las variables basales las comparaciones entre grupos se
realizaron mediante el Test t para evaluar igualdad de promedios (luego de
verificar el cumplimiento del supuesto de normalidad mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov) y mediante el Test de Fisher para comparar las
proporciones entre grupos. En el analisis de los parametros hemodinamicos y
de los valores de glucemia, cortisol, lactato y recuento leucocitario se utilizo el
Test de Mann-Whitney para evaluar las diferencias en cada momento de
evaluacion, ya que no se verificd el supuesto de normalidad. Se realizaron
asimismo, comparaciones entre las mediciones del intraquirdrgico y del
postoperatorio versus las mediciones basales mediante el Test de Wilcoxon
para muestras apareadas, en cada uno de los grupos.

Los resultados con una probabilidad asociada menor que 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.

RESULTADOS




Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes se presentan en
la Tabla 1. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos estudiados. Ambos grupos son comparables en cuanto a edad, peso,
talla, BMI, sexo y requerimiento de drogas vasoactivas. Un paciente en cada
grupo requirid 1 mg de atropina. Dos pacientes requirieron etilefrina en el grupo
TIVA y cuatro en el grupo inhalatorio, el maximo requerimiento fue de 6 mg.

Tabla 1.
Grupo TIVA Grupo VIMA p
(n=15) (n=15)

Edad (afos)? 38,9 (16,7) 37,4 (13,5) 0,793
Peso (k) 73,4 (14,4) 72,8 (15,4) 0,913
Talla (m)? 1,65 (0,1) 1,64 (0,1) 0,819
IMC?2 26,8 (3,5) 26,7 (4,1) 0,963
Sexo® (femenino) 12 (80%) 12 (80%) 1,000
Uso de efedrinaP 2 (13%) 4 (26%) 0,651
Uso de atropina® 1 (7%) 1 (7%) 1,000

Los datos se presentan como: 2 promedio (desvio estandar) — Test t de comparacion de medias; ® n° (%) —
Test de Fisher.

Los parametros hemodinamicos demuestran que tanto los pacientes que
recibieron TIVA como los que recibieron anestesia inhalatoria disminuyeron su
presion arterial sistolica y diastélica con respecto a los niveles preoperatorios
sin diferencias significativas entre ambos grupos. (Figura 1y 2).

También se produjo una disminucion de la frecuencia cardiaca con respecto
a los niveles pre-quirurgicos, con valores significativamente menores en el
grupo inhalatorio al minuto post-intubacion (p=0.007). No existieron diferencias
entre grupos en los registros post-incision y al finalizar la cirugia. (Figura 3).
Ambos grupos mostraron un buen control hemodinamico.
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Figura 1 — Los puntos representan los valores promedios y las lineas el desvio estandar de los valores de
la TAS en cada uno de los momentos de evaluacién segun grupo.
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Figura 2 — Los puntos representan los valores promedios y las lineas el desvio estandar de los valores de
la TAD en cada uno de los momentos de evaluacion seguin grupo.
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Figura 3 — Los puntos representan los valores promedios y las lineas el desvio estandar de los valores de
la FC en cada uno de los momentos de evaluacién segun grupo. * p=0,007, comparacién entre grupos,
Test de la U de Mann-Whitney.

Los valores promedios de las variables hemodindmicas se presentan en la

Tabla 2.

Tabla 2.
Basal Post intubacion Post insicion Final de cirugia

Parametro | Grupo

Promedio | DE | Promedio | DE |Promedio| DE |Promedio| DE
TIVA 124,2 15,9 115,0 16,4 106,8 14,2 112,9 14,9
" VIMA 117,9 16,9 103,8 21,3 98,0 13,2 112,6 13,5
TIVA 76,7 15,1 64,2 17,5 64,0 17,1 69,7 13,8
e VIMA 74,0 12,2 62,0 20,0 60,0 14,6 70,9 13,3
TIVA 75,3 7,6 76,9 8,9 67,9 13,9 72,5 12,7
e VIMA 72,6 10,2 64,1 12,8 65,9 13,8 80,9 21,2

Los niveles de lactato, glicemia y cortisol se muestran en las figuras 4, 5y
6. No hubo diferencias significativas en las muestras intra-quirargica y post-
quirdrgica con respecto a los valores basales. Tampoco existieron diferencias
entre grupos.
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Figura 4 — Los puntos representan los valores promedios y las lineas el desvio estandar de los valores de
Lactato en cada uno de los momentos de evaluacién segun grupo.
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Figura 5 — Los puntos representan los valores promedios y las lineas el desvio estandar de los valores de
Glicemia en cada uno de los momentos de evaluacién segin grupo.
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Figura 6 — Los puntos representan los valores promedios y las lineas el desvio estandar de los valores de
Cortisol en cada uno de los momentos de evaluacion segin grupo.
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Figura 7 — Los puntos representan los valores promedios y las lineas el desvio estandar de los valores de
Recuento leucocitario en cada uno de los momentos de evaluacion segun grupo.
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No se encontraron diferencias significativas en el recuento leucocitario entre
los tratamientos anestésicos, ni entre las muestras intra y post-quirdrgica
respecto a la basal. Los valores se muestran la figura 7.

En la tabla 3 se observan los valores promedios de lactato, cortisol, glucemia
y recuento leucocitario para ambos grupos.

Tabla 3

Basal Intraquirdrgico 2 hs postoperatorio

Parametro | Grupo
Promedio DE Promedio DE Promedio DE

Lactato TIVA 2,18 1,30 2,02 1,05 2,44 0,98
(mmol) | vima | 1,87 0,59 1,84 0,54 2,16 0,75
Giicemia | TIVA | 10620 |3254| 10907 |3028| 10440 | 26,80

(mg%) VIMA 107,13 27,80 107,47 | 24,26 106,33 | 35,82

Cortisol TIVA 12,87 8,59 9,34 10,48 13,55 10,55
(ugidl) | vima | 11,85 7,01 9,33 6,63 13,30 6,12
Recuento | TIVA 6,93 2,01 7,41 2,99 7,67 3,14
leucocitario
(x103mm3) | VIMA 7,04 2,09 6,85 2,21 7,05 1,90

En los marcadores de apoptosis celular no se registré incremento en el
namero de neutréfilos, monocitos y linfocitos con anexina positiva en los
momentos intraquirurgicos y post-quirdrgicos respecto al basal en ningun
grupo. (Figuras 8, 10, 12). Tampoco existieron diferencias en el numero de
células (neutrdfilos, linfocitos y monocitos) positivas para IP en el intra y post-
quirdrgico respecto al basal en ningun grupo. (Figuras 9, 11y 13).

No se registraron diferencias significativas en el nimero de células positivas
para anexina e IP entre los dos tratamientos anestésicos, excepto en el numero
de neutréfilos anexina positiva basal que fue mayor en el grupo TIVA.
(Figural2)

En la tabla 4 se observa la mediana y los cuartiles 25-75 para el porcentaje
de neutrdfilos, monocitos y linfocitos anexina e IP positivos en los momentos
basal, intraquirdrgico y post-quirurgico.
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Tabla 4

Basal Intraquirdrgico 2 hs postoperatorio
Parametro | Grupo ] ] ]
Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3 Mediana Q1 Q3
(50%) | (25%) | (75%) | (50%) | (25%) | (75%) | (50%) | (25%) | (75%)
Anexina TIVA 9,0 5.8 14,1 8,6 4.0 13,2 9,9 5,0 15,2
Neutréfilos
(%) VIMA 17,3 14,1 27,9 16,7 6,8 31,6 11,9 3,1 24,4
IP TIVA 3,3 2,5 7,4 3,0 1,9 5,3 3,4 1,4 4,7
Neutréfilos
(%) VIMA 4,5 2,6 10,1 2,9 2,1 6,5 3,8 2,4 9,7
Anexina TIVA 15,2 7.7 21,5 15,9 7,6 23,3 11,9 6,2 14,8
Monocitos
(%) VIMA 15,2 8,7 28,5 15,0 8,9 25,6 9,0 3,6 22,9
IP TIVA 4,1 1,9 5,3 3,5 1,7 4,1 2,8 1,6 5,3
Monocitos
(%) VIMA 2,4 2,3 4,3 2,6 2,0 4,3 2,7 1,5 4,1
Anexina TIVA 2,7 1,5 3,3 2,4 1,7 3,5 2,0 1,5 3,3
Linfocitos
(%) VIMA 2,8 1,9 4,2 3,5 2,0 4.9 2,5 1,4 6,5
IP TIVA 0,3 0,2 0,8 0,4 0,2 0,5 0,2 0,1 0,4
Linfocitos
(%) VIMA 0,3 0,2 0,5 0,3 0,2 0,4 0,3 0,2 0,4
DISCUSION:

En el presente estudio se comparo la respuesta hemodinamica y endocrino-
metabdlica entre dos técnicas anestésicas, propofofol y remifentanilo vs.
sevoflurano y remifentanilo durante colecistectomias videolaparoscopicas.

En referencia a

la

respuesta hemodinamica,

existi6 estabilidad

hemodinadmica en ambos grupos con disminucion de los niveles de presion
arterial sistélica, diastolica y frecuencia cardiaca en el intra y post-quirdargico
respecto a los niveles basales, sin diferencias atribuibles a los métodos
anestésicos. Al minuto post-intubacion el grupo inhalatorio presentd valores de

frecuencia cardiaca menores, sin relevancia clinica.

La respuesta de estrés anestésico-quirdrgico refleja cambios endocrinos,
metabdlicos e inmunoldgicos que ocurren luego de la injuria quirdrgica. La
magnitud de esta respuesta es proporcional a la amplitud de la injuria siendo la
extension del trauma quirdrgico uno de los factores mas importantes asociado
a los cambios peri-operatorios de la respuesta inmune. Estos cambios

aumentan la morbimortalidad postoperatoria en pacientes susceptibles.;17)

La técnica anestésica parece influir en la respuesta del organismo frente a
la agresion quirdrgica por el efecto inmunomodulador de las distintas drogas.

La anestesia ideal seria una anestesia “libre de estrés”.(is)

Los resultados hallados en este trabajo, coinciden con los de Lasinska et al,
gue no observaron diferencias significativas en las variables hemodinamicas
comparando TCI de propofol con sevoflurano en cirugia de mama.(19) Ahmed et
al, tampoco encontraron diferencias significativas en frecuencia cardiaca y
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presion arterial cuando compararon TIVA, sevoflurano y anestesia peridural en
cirugias abdominales bajas.(20)

En el presente estudio no se observaron incrementos en los niveles de
lactato, glicemia y cortisol en las muestras intra-quirurgicas y post-quirurgicas
respecto a los niveles basales en ningun grupo. Tampoco existieron diferencias
significativas atribuibles a los diferentes tratamientos anestésicos. Ambas
técnicas anestésicas fueron eficientes en suprimir la respuesta endoécrino-
metabdlica.

Otros estudios difieren de este, sugierendo que la respuesta metabdlica es
mejor atenuada cuando se utiliza TIVA como técnica anestésica. Ihn CH et al )
compararon la respuesta de estrés entre dos grupos, TIVA versus Sevoflurano
durante histerectomias y observaron que las variables hemodinamicas fueron
significativamente menores en el grupo TIVA que en el grupo inhalatorio, al
igual que los valores de adrenalina, noradrenalina, cortisol y glucosa.
Resultados similares obtuvieron Deyra et ale1 durante herniorrafias
comparando propofol, sevoflurano y anestesia raquidea. Elena et alz) durante
colecistectomias videolaparoscopicas evidenciaron niveles de cortisol mayores
en el grupo isoflurano que en el grupo TIVA. Otro estudio también evidencié
qgue las concentraciones séricas de glucemia y lactato fueron menores con
propofol-fentanilo comparado con anestesia balanceada.(22)

Los diferentes resultados obtenidos en estos estudios pueden deberse al
uso de isoflurano como agente anestésico. Cuando se compararon los
diferentes halogenados la anestesia con isoflurano se asocié a niveles mas
elevados de cortisol y mayor linfopenia que sevoflurano.(s)

En el periodo postoperatorio inmediato ocurren cambios profundos pero
transitorios en el recuento leucocitario, y esto puede tener un rol importante en
el desarrollo de inmunosupresion durante este periodo.(2s3)

El presente estudio no demostré diferencias en el recuento leucocitario entre
grupos y tampoco entre los valores intra y post-operatorios respecto al basal.
En el recuento leucocitario Elena et al, encontraron leucocitosis con neutrofilia
en el postoperatorio de colecistectomias videolaparoscépicas comparando
TIVA vs isoflurano pero sin diferencias entre las dos técnicas anestésicas.(3;7)

Varios estudios;7) sugieren que los inhalatorios pueden provocar disfuncion
inmune, causando linfocitopenia. Los mecanismos que median este dafio
celular todavia no estan claros. Resultados contradictorios han sido obtenidos
respecto a como influyen los diferentes anestésicos en el nimero y funcién
linfocitaria.2)

En este estudio evaluamos el desarrollo de apoptosis celular en neutrofilos,
monocitos y linfocitos de pacientes sometidos a colecistectomias
videolaparoscopicas bajo anestesia endovenosa total o balanceada. Para la
deteccidén de apoptosis pueden utilizarse diferentes métodos. En este estudio
se utilizo anexina v conjugada con fluoresceina, que es una proteina
recombinante que se une a los residuos de fosfatidilserina expuestos en la
membrana celular de las células apoptdéticas. Combinamos IP, un marcador de
ADN impermeable a la membrana para diferenciar apoptosis de necrosis. Las
muestras se analizaron con citometria de flujo. Con este método el lavado y
transferencia de células puede dafar la membrana y alterar significativamente
los resultados.
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No se evidenciaron diferencias significativas en el porcentaje de células
apoptoticas en el intra-quirdrgico y post-quirdrgico respecto al basal ni tampoco
entre técnicas anestésicas.

Loop et al,24) estudiaron in Vitro la induccion de apoptosis en linfocitos T
humanos comparando sevoflurano (8%), desflurano (18%) e isoflurano (5%)
durante 24 horas y a través de que mecanismos se produjo la misma.
Obtuvieron como resultado que tanto sevoflurano como isoflurano pero no
desflurano indujeron apoptosis linfocitaria de manera dosis dependiente y
mediada por activacion de caspasas a través de la via intrinseca o
mitocondrial, pero no por via extrinseca. Es dificil comparar estos resultados
con los de este estudio, debido al uso de cultivos celulares, una concentracion
altay exposicion mas prolongada a los agentes halogenados.

Recientemente se ha propuesto que los inhalatorios producen apoptosis
alterando la homeostasis intracelular de calcio. La principal fuente intracelular
de calcio es el reticulo endoplasmatico (RE), capaz de liberar calcio al citosol a
través de dos receptores: inositol trifosfato (IP3) y rianodina. Cuando la
liberacién de calcio es excesiva, se produce sobrecarga del mismo en el citosol
y la mitocondria, con alteracion del potencial de transmembrana mitocondrial y
acumulo de radicales libres del oxigeno (ERO), ambos inductores de
apoptosis. (25)

Yang Hui at el,26) estudiaron los efectos de concentraciones equipotentes
(2 CAM) de isoflurano, sevoflurano y desflurano en linfocitos B de pollo,
midiendo marcadores de apoptosis (anexina v, IP y caspasa3), concentracion
de calcio en RE, citosol y mitocondria. Obtuvieron como resultado que los tres
halogenados indujeron apoptosis linfocitaria asociada a una excesiva activacion
de los receptores IP3, con deplecion de calcio en el RE y aumento del mismo
en citosol y mitocondrial. Este estudio utilizd concentraciones altas durante 24
horas y en cultivos celulares lo que es dificil de extrapolar a nuestro escenario
clinico.

Distintos estudios reportaron que los agentes halogenados podrian
contribuir al desarrollo de Enfermedad de Alzheimer a través de este
mecanismo, ya que la activacion de caspasa 3 producida por sobrecarga de
calcio mitocondrial, estimula la formacion de proteina B-amiloide a nivel
cerebral.(25;26)

El balance normal entre sustancias pro-oxidantes y anti-oxidantes puede
resultar transitoriamente alterado como consecuencia del trauma quirdrgico y
de las drogas utilizadas para la induccién y mantenimiento de la anestesia.(22)

Se especula que sevoflurano es capaz de producir ERO como el radical
hidroxilo, radical anion superdxido y peroxido de hidrogeno y de alterar el flujo
de los electrones a lo largo de la cadena respiratoria mitocondrial, ademas de
promover la lipoperoxidacion, debilitando el sistema de enzimas antioxidantes
en diversos tejidos.(27)

La estructura quimica fendlica del propofol es similar a la de los
antioxidantes naturales como el alfa-tocoferol, lo que le confiere propiedades
antioxidantes actuando como “consumidor” de radicales libres y debido a esto
podria tener un rol en la modulacion de la apoptosis.io;11) También se
atribuyeron sus propiedades antioxidantes a la capacidad para estimular el
sistema de la heme oxigenasa (HO1). El propofol es capaz de prevenir la
peroxidacién lipidica, proteger contra el estrés oxidativo e incrementar las
propiedades antioxidantes del plasma.(su)
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Delogu et al@23), estudiaron la apoptosis de linfocitos cd4 y cd8, generacion
de radicales libres a nivel mitocondrial y los niveles de glutation reductasa en
pacientes sometidos a cirugia electiva bajo anestesia balanceada con
isoflurano, obtuvieron como resultado a las 24 hs post-quirdrgicas un aumento
del porcentaje de linfocitos apoptéticos, asociado a una alteracion del estado
redox mitocondrial a favor pro-oxidante. Resultados similares fueron descriptos
por Chung et al, que encontraron un aumento en la apoptosis de neutrofilos
expuestos a sevoflurano (al 1% y 3% durante 1 hora) de manera dosis
dependiente asociada a un aumento en los ERO intracelulares.29) Un estudio(o)
realizado in Vivo demostré resultados opuestos, la exposicion de neutréfilos a
sevoflurano disminuyo la apoptosis a las 24 hs, sin embargo esto podria ser
perjudicial ya que los neutrofilos tienen un rol principal en la respuesta
inflamatoria y un retardo en la apoptosis de los mismos llevaria a un aumento
en los ERO e inflamacién sostenida.(31)

Otros estudios no encontraron diferencias en las propiedades
oxidantes/antioxidantes entre propofol y sevoflurano. Allaouchiche et aluy),
compararon la produccién de radicales libres y el consumo de glutation
peroxidasa en lavado broncoalveolar y en sangre de cerdos alas 2 y 4 hs de
ser expuestos a desflurano (1CAM), sevoflurano (LCAM) y propofol (8mg/kg/h).
El grupo propofol, mostr6 menores niveles de ERO y menor consumo de
glutation peroxidasa que desflurano. El grupo sevoflurano no mostré un
aumento en el nivel de ROS. Resultados similares obtuvieron Erbas et al@o)
que compararon los efectos de la perfusion de propofol, sevoflurano y
desflurano sobre el sistema oxidante /antioxidante en pacientes sometidos a
colecistectomia videolaparoscépica, demostrando que tanto propofol como
sevoflurano aumentaron la capacidad antioxidante en cambio desflurano
aumento el estrés oxidativo.

En los estudios en los que se evidencié un aumento en la apoptosis celular
con sevoflurano, utilizaron este halogenado como agente anestésico Unico, a
diferencia del presente estudio donde se utiliz6 anestesia balanceada con
sevoflurano mas remifentanilo a lo cual podrian atribuirse las diferencias en los
resultados encontrados.

CONCLUSION

La anestesia endovenosa total y la anestesia balanceada fueron igualmente
eficaces en suprimir la respuesta de estrés anestésico-quirlrgico en pacientes
sometidos a colecistectomias videolaparoscépicas. Ninguna de las técnicas
anestésicas produjo cambios en los marcadores de apoptosis estudiados.

Deberian realizarse estudios futuros con mayor nimero de pacientes.
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ANEXO 1:

TABLA DE ALEATORIZACION

Paciente

Grupo
asignado
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ANEXO 2: PLANILLA DE RECOLECCION DE DATOS:

Servicio de Anestesia Analgesia y Reanimacion

Hospital Escuela Eva Perén

HEEP - 1968

EVALUACION DE LA APOPTOSIS LEUCOCITARIA EN DOS TECNICAS ANESTESICAS:
INHALATORIA VS ENDOVENOSA

N° de protocolo:
Grupo

Protocolo de evaluacion de pacientes

Fecha:
Edad:

PARAMETROS HEMODINAMICOS:

Sexo:
Talla:
BMI:

T. quirurgico:
T. anestésico :

BASAL

POST

INTUBACION

POST
INCISION

FIN
CIRUGIA

TAS

TAD

FC

USO DE ATROPINA: Sl

USO DE ETILEFRINA: SI

LABORATORIO:

NO

NO

DOSIS:

DOSIS:

BASAL

INTRAPERATORIA

2 HS POP

HTO

LEUCOCITOS

GLUCEMIA

CORTISOL

LACTATO

ANEXINA

BASAL

INTRAOPETATORIA

2 HS POP

NEUTROFILOS

LINFOCITOS

MONOCITOS

P

BASAL

INTRAOPERATORIA

2 HS POP
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