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STUDII EXPERIMENTALE PRIVIND ACTIUNEA ISOFLURANULUI
SI HALOTANULUI ASUPRA PEROXIDAZEI

C. Seitan*, Mihaela Pop*, G. Coman ™, Nicoleta Taus™**

REZUMAT

Isofluranul se apropie foarte mult de calitatile agentului
anestezic ideal, datoritd manevrabilitatii sale, cu un control
bun al profunzimii anestezice, datorita stabilitatii
hemodinamice pe care o confera si datorita bunei protectii
neuronale pe care o da.

in lucrarea de fatd studiile experimentale urméaresc
influenta isofluranului §i halotanului asupra unui sistem
enzimatic 3,3’-diaminobenzidina - apa oxigenata -
peroxidaza. S-a demonstrat actiunea inhibitoare a
halotanului si actiunea activatoare a isofluranului. Aceste
modificari ale vitezelor de reactie si respectiv ale activitatii
enzimei au permis prelucrdari matematice statistice si
posibile explicatii ale mecanismelor de actiune ale
isofluranului i halotanului.

Cuvinte cheie: anestezice generale, isofluran, halotan,
peroxidaza, 3,3 diaminobenzidina.

ABSTRACT
Experimental study on isofluran and halotan
on peroxidase activity

Isoflurane has the same qualities with these of its own
use, with a good control of the depth of the anesthesiology,
because of the persistence of the cardiovascular system
and because of a good protection for the nervous system.

In this work the experimental researches study the
influence of the isoflurane and of the halothane on the
enzymatic system peroxidase - 3,3' diamino
banzidine-hydrogen peroxide.

They demonstrated the inhibitive action of the halothane
and the activating agent of the isoflurane.

These modifications of the reaction speed and of the
enzyme activity allowed statistical mathematical analyses
and some explanation of the activity of the isoflurane.

Key words: general anesthetics, isofluran, halotan,
peroxidase - 3,3’ diamino benzidine.

Aspecte generale

Anestezicele sunt substante care, la doze terapeutice, sunt
capabile sd suprime sau si diminueze temporar sensibilitatea
organismului fird a afecta functiile vitale.

Isofluranul si halotanul sunt anestezice ce produc
inducerea rapidi a anesteziei. Deprimarea zonelor respective
din sistemul nervos central este direct proportionald cu
concentratia anestezicelor in siange si in tesut. In tabelul I
sunt prezentate concentratiile halotanului in singe pentru
diverse interventii:

Tabelul I Concentratiile halotanului
in sange pentru diverse

interventii chirurgicale

Tipul interventiei Concentratia
halotanului
in singe (mg %)
interventii de suprafatd 7-8
interventii chirurgicale 12
deprimarea centrului respirator | 30 - 38

In prezentul studiu experimental s-a analizat influenta
isofluranului si halotanului asupra unui sistem peroxidazic.
S-a incercat o posibild explicatie a actiunii acestor anestezice
asupra peroxidazei si a H,0, din organismele supuse
diverselor interventii.

In sistemul 3,3’ - diaminobenzidinid - apd oxigenata -
peroxidazd s-au introdus concentrafii cunoscute de isofluran

si respectiv de halotan, urmirindu-se fotometric cinetica
reactiei enzimatice. ’

S-au analizat si s-au validat statistic dependentele vitezelor
de reactie si respectiv ale activitatilor enzimatice in functie
de concentratiile anestezicelor analizate.

Au fost respectate conditiile necesare intocmirii unui dosar
de validare statistica. Astfel, s-au descris modul de lucru al
metodei utilizate, rezultatele experimentale, precum si
analizele statistice ale acestor rezultate. Obfinerea rezultatelor
finale i interpretarea acestora s-a realizat intr-o manierd
criticd obiectiva.

Substantele si aparatura

Substantele utilizate in prezentul studiu:

- 3,3" - diaminobenzidina - Fluka (Buchs, Elvetia)

- api oxigenati - Alfa (Karlsruhe, Germania)

- peroxidazi - Merk (Darmstadt, Germania)

- isofluran - solutie comerciald Forine, Abbott (Cedex,
Franta)

- halotan - solutie comerciald Narcotan (halotan
stabilizat cu 0,01% timol), Leciva (Praga, Rep.
Cehia)

- solutie tampon fosfat salin (PBS) - Ortho Diagnostic
System Inc. (New Jersey, SUA)

Solutia PBS a fost utilizatd pentru a mentine pH-ul optim
de actiune pentru peroxidaza, pH = 7,4.

Determinarile s-au realizat la temperatura camerei.

Formarea in timp a produsului reactiei enzimatice s-a

* Dr. Catalin Seitan, Mihaela Pop - asistent, Dr. Gheorghe Coman, conferentiar - Disciplina de Biochimie a Facultatii de Medicind

Universitatea Transilvania Brasov

** Dr. Nicoleta Taus, asistent Disciplina de Farmacologie a Universitatii Transilvania Bragov

74 m TERAPEUTICA, FARMACOLOGIE §1 TOXICOLOGIE CLINICA w 1999 decembrie, volumul ITT w nr. 4




urmarit utilizind un fotometru Eppendorf, selectiondndu-se
radiatii cu ajutorul unui filtru colorat (A = 492 nm).

Modul de lucru

Modul de lueru cuprinde urmatoarele etape:

@® S-au preparat solutiile reactivilor utilizati in studiul
experimental, {inind cont de ipotezele de stationaritate ale
cineticilor enzimatice de tipul:

E+S == ES —> E +P

unde:
E - reprezintd enzima ce catalizeaza procesul
S - substratul specific enzimei
ES - complexul intermediar enzima - substrat
P - produsul de reactie
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Pentru a caracteriza afinitatea (eficienta) enzimei fat3 de
un substrat dat se consideri viteza de formare a produsului
P, in urmitoarele conditii (aseminitoare celor din sistemele
enzimatice ale organismelor).

Tinand cont de valorile concentratiei de halotan in singe
in diverse interventii (Tabel I) s-au realizat diluiri ale
produselor comerciale Narcotan si Forine, pentru a se incadra
in domeniul de concentratii 7 - 38 mg/100 ml proba.

S-au mentinut constante concentratia enzimei (8 * 10°
M) si concentratia substratului (0,841 mM), variindu-se
concentrafiile de anestezic din sistem.

Pentru fiecare dintre concentratiile agentilor anestezici
s-au realizat 3 - 5 determindri care au fost prelucrate statistic
in vederea calcularii vitezelor de reactie si respectiv a
activititilor enzimatice.

In urma reactiei enzimateice s-a obtinut un produs
chinoidic brun, care prezintd maxim de absorbtie la 475 nm.
Cinetica formarii produsului de reactie s-a urmarit fotometric
la A =492 nm (in apropierea absorbtiei maxime a acestuia).

substrat incolor

peroxidaza

H2N NH,

O 200

produs colorat

S-au determinat densititile optice (0.D.) ale produsului
de reactie format la intervale de 15 s. S-au prelucrat statistic
valorile densititilor optice in primele secunde ale reactiei
enzimatice, deoarece procesul a prezentat o vitezi mare a
reactiei.

Rezultate. Discutii.

Analizand datele obtinute experimental s-au obtinut valori
mici ale deviatiilor standard, ale dispersiilor si erorilor
standard ale mediei, ceea ce indici faptul ci experimentul
s-a desfasurat cu erori foarte mici.

Tinand cont si de celelalte valori experimentale ale
densitatilor optice in timp, pentru diferite concentratii de
isofluran si halotan, s-au realizat reprezentarile grafice OD =
f (timp). Pentru fiecare proba analizati statistic s-a observat
respectarea formei teoretice a curbei Michaelis-Menten. S-a
remarcat o portiune liniard care corespunde unei ecuatii de
ordinul I, urmati de o zond cu ordin fractionar si apoi
saturare, caracteristica vitezei maxime de reactie. Pentru
fiecare probd s-a realizat liniarizarea portiunii corespunzitoare
primelor secunde ale reactiei, utilizind un program

computerizat ce utilizeaza metodele celor mai mici pitrate.
Acest program furnizeazi ecuatia dreptei de regresie, alituri
de deviatia maxima (max. dev.) si coeficientul de corelatie
(r¥) (Tabelul II).

S-au observat valori mici ale deviatiilor maxime si valori
ale coeficientilor de corelatie apropiate de valoarea unitara.
Acesti parametri indici alegerea corecti a dependentei direct
proportionale intre cele doud mirimi experimentale.

Panta portiunii liniare reprezinti de fapt viteza procesului
enzimatic. S-a reprezentat grafic dependenta vitezei de reactie
in functie de concentratia de isofluran si respectiv de halotan
din sistem (Fig. 1).

Tabel II  Ecuatiile dreptelor de regresie
OD = f(timp) la diferite
concentratii de isofluran

Prob Elsgoj?(l;sanr:ll Ecuatia dreptei de | max 2
a oroba regresie dev

0 0 0OD=0,0119*imp+0,0102 | 0,0263 0,988
A 5 0D=0,0126*timp+0,0118 | 0,0388 0,984
B 1.5 OD=0,0129*timp+0,0105 | 0,260 0,990
C 10 OD=0,0133*timp+0,0112 | 0,0343 0,989
D 20 OD=0,0133*timp+0,0144 | 0,0462 0,979
E 25 OD=0,0132*timp+0,0123 | 0,0585 0,977
F 30 OD=0,0133*timp+0,0127 | 0,0415 0,981
G 35 0D=0,0132*timp+0,0139 | 0,0278 0,985

Tabel III Ecuatiile dreptelor de regresie
OD = f(timp) pentru diferite
concentratii ale halotanului

Prob i) Ecuatia dreptei de | max 2
a gl (X regresie dev y
proba

0 0 OD=0,0119*timp+0,0102 | 0,0263 0,988
A 5 OD=0,0116*timp+0,0143 | 0,0417 0,976
C 128 OD=0,0114*timp+0,0114 0,0328 0983
D 17,5 OD=0,0107*timp+0,0147 | 0,0344 0,974
E 20 OD=0,0105*timp+0,0131 0,0500 0,966
F 25 OD=0,00979*timp+0,0123 | 0,0558 0,953
G 30 OD=0,00950*timp+0,0108 | 0,0267 0,981
H 33 0OD=0,00928*timp+0,0972 | 0,0231 0,983
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Fig. 1. Variatia vitezei reactiei enzimatice
in prezenta isofluranului si a
halotanului

[E] = 8 * 10 M; [S] = 0,841 mM.

S-a observat o crestere a vitezei reactiei pe intervalul de
concentratie (0 - 10) mg isofluran/100 ml probd, urmata de
un palier al vitezei pentru concentratia de isofluran (10 - 35)
mg/100 ml proba. S-a liniarizat statistic dependenta pe primul
domeniu de concentratii, obtindndu-se ecuatia:

viteza = 1,38 * 10 * [isofluran] + 0,0119

unde max dev = 3,43 * 10°

r* = 0,998

S-a observat o scddere a vitezei procesului enzimatic odata
cu cresterea concentratiei de halotan din sistemul analizat.
Dependenta respectivi s-a liniarizat dupi o ecuatie de tipul:

viteza = -7,95 * 10° * [halotan] + 0,0120
unde max dev = 1,91 * 10+
r2 = 0,986

Studiul experimental este deci extrem de util, faicand
posibild cuantificarea concentratiilor sangvine de isofluran in
intervalul (0 - 10) mg isofluran/100 ml proba. Palierul obtinut
la concentratii mai mari de isofluran in proba analizata indica
faptul ca viteza reactiei nu este influentata in acest domeniu,
putandu-se discuta de o saturare a enzimei cu anestezic.

Deoarece activitatea enzimaticil este direct proportionald
cu viteza reactiei si considerand drept referin{d proba O (in
care lipseste anestezicul). S-au calculat si s-au reprezentat
grafic procentele de modificare a activititii enzimatice a
peroxidazei (% AE) pentru fiecare concentratie de anestezic
(figura 2).

AE in prezenta anestezicului
AE in absenta anestezicului

% AE = * 100

B ISOFLURAN
@  HALOTAN

126 y = +1.16x" +100, max dev:0.250. r*=0

o y = -0.668x' +101, max dev1 61, F=0.986

50
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Fig. 2. Variatia modificdrii activitdtii
enzimatice in functie de concentratia
anestezicului

[E] =8 * 10° M; [S] = 0,841 mM

Din fig 2 se observa cd, in cazul utilizirii isofluranului,
toate %AE sunt mai mari de 100%, ceea ce reda influenta
activatoare a acestuia asupra sistemului analizat. Se poate
astfel indica o posibild actiune a isofluranului asupra
sistemelor peroxidazice, actiune ce ar putea completa
informatiile teoretice si experimentale din literatura de
specialitate, privind mecanismul de actiune al acestui
anestezic.

Si in acest caz s-a remarcat o portiune liniard ce a putut
fi prelucratd matematic:

%AE = 1,16 [isofluran] + 100

unde max dev = 0,290

r? = 0,998

S-a observat actiunea inhibitoare a halotanului asupra
sistemului peroxidazi - 3,3 - diaminobenzidina - H,0,, fapt
ilustrat prin panta negativi a dependentelor:

viteza = f(concentratie halotan)

%AE = f(concentratie halotan)

Este important de remarcat faptul ca halotanul actioneazi
invers isofluranului asupra sistemului enzimatic peroxidaza -
H,O,. Actiunea inhibitoare a halotanului in organismele
supuse anesteziei este periculoasd, ea putind determina
fenomene toxice si procese metabolice secundare datorate
acumularii H,0, in diverse tesuturi si organe. Ca urmare si
a acestui aspect observat experimental si validat statistic, se
poate recomanda utilizarea preferentiald a isofluranului in
locul halotanului.

Concluzii

Este dificil de apreciat superioritatea evidenti a unuia
dintre agentii volatili noi (desfluran si sevofluran) fatd de
isofluran. Existd avantaje si dezavantaje ale fiecaruia, care
trebuiesc insd judecate in functie de contextul in care sunt
utilizate. Practic, anestezia moderni preferd tehnicile
combinate, in care efectele secundare ale dozelor mari
necesare in monoanestezia inhalatorie sunt mult diminuate;
totodata si unele avantaje legate in special de cinetica rapida
a anestezicelor dispar prin asocierea premedicatiei, a opioizilor
si curararizantelor.

Unele efecte secundare sunt de fapt relative, rareori in
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anestezie fiind necesare concentratii de anestezic atit de mari
la care aceste efecte sunt prezente (ex. fenomenul
hipertensiune - tahicardie prezent la MAC > 1,5 pentru
desfluran).

Isofluranul se apropie foarte mult de calititile agentului
anestezic ideal datoritd maniabilitatii sale cu un bun si facil
control al profunzimii anestezice, datoritd stabilitatii
hemodinamice pe care o conferd cu mentinerea, chiar ugoara
crestere a indexului cardiac, datoritd practic nealterarii
debitului sangvin splahnic, datoritd efectelor minime pe care
le are asupra debitului sangvin cerebral si bunei protectii
neuronale pe care o da. $i lista beneficiilor nu se incheie aici.

In lucrarea de fatd am incercat explicarea unor mecanisme
de actiune la nivel molecular al isofluranului si halotanului.

S-a observat ci cele doud anestezice influenteaza viteza
procesului de transformare a apei oxigenate si activitatea
enzimei in mod diferit. Se poate sustine experimental ipoteza
actiunii acestor substante asupra sistemelor peroxidazice din
organismele supuse anesteziei cu isofluran si halotan.

Actiunea inhibitoare a halotanului asupra sistemului
peroxidazic s-a evidentiat experimental prin sciderea vitezei
procesului §i a activitatii enzimei, odatd cu cresterea
concentratiei anestezicului in sistem. Astfel, acumularea apei
oxigenate la nivelul diverselor {esuturi sau organe poate fi si
ea o explicatie a proceselor toxice sau a modificdrilor
metabolice cu risc crescut in cazul organismelor anesteziate
cu halotan.

Actiunea activatoare a isofluranului, demonstrati prin
cresterea vitezei procesului si a activititii peroxidazei, este
un argument in plus pentru recomandarea preferentiali a
acestui anestezic in diverse interventii, in locul altor
anestezice halogenate.

Folosind statistica matematica si programe computerizate
s-au prelucrat datele experimentale si s-au obtinut ecuatii
liniare care caracterizeaza dependentele vitezelor si
activitatilor enzimatice in functie de concentratiile celor doi
agenti anestezici.

Astfe], in intervalul (0 - 10) mg isofluran/100 ml proba si
respectiv (0 - 35) mg halotan/100 ml probi se pot realiza
analize cantitative ale anestezicelor amintite prin interpoliri
pe dreptele de etalonare trasate pe baza datelor experimentale
prelucrate statistic. Prezentul studiu experimental poate
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constitui o modalitate de detectie a concentratiilor sangvine
ale acestor substante in organismele supuse anesteziilor.
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