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Este trabajo presenta un estudio preliminar de los efectos de los anestésicos propofol, remifentanilo y bromuro de ve-
curonio sobre las propiedades reoldgicas de eritrocitos glicados in vitro, modelizando la glicacién por hiperglucemia
observada en la diabetes. Se determinaron los pardmetros viscoeldsticos y de cinética de agregacion de los eritrocitos
utilizando un reémetro eritrocitario y un agregémetro de chip éptico desarrollados en nuestro laboratorio. Los resulta-
dos mostraron alteraciones significativas en la viscosidad superficial de membrana, el mddulo eldstico y el indice de
deformabilidad eritrocitaria para los distintos anestésicos estudiados. También los pardmetros de cinética de agregacion
mostraron diferente tipo de alteraciones por efecto de los anestésicos. Este estudio preliminar sugiere que el uso de es-
tos anestésicos en pacientes diabéticos podria inducir alteraciones hemorreoldgicas que perturben la microcirculacion.
Por tal motivo, se recomienda profundizar estas investigaciones a fin de prevenir complicaciones en procedimientos
quirudrgicos.
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This paper presents a preliminary study of the effects of the anesthetics propofol, remifentanil, and vecuronium bromide
on the rheological properties of glycated erythrocytes in vitro, modeling the glycation by hyperglycemia observed
in diabetes. Viscoelastic and aggregation kinetic parameters of erythrocytes were determined using an erythrocyte
rheometer and an optical chip aggregometer developed in our laboratory. The results showed significant alterations in the
membrane surface viscosity, the elastic modulus, and the erythrocyte deformability index for the different anesthetics
studied. Also, the kinetics aggregation parameters showed different types of alterations due to the effect of anesthetics.
This preliminary study suggests that the use of these anesthetics in diabetic patients could induce hemorheological
alterations that disturb the microcirculation. For this reason, it is recommended to deepen these investigations to prevent

complications in surgical procedures.
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I. INTRODUCCION

La diabetes es un grupo de trastornos que presentan la
ausencia relativa o absoluta de insulina, y se caracteriza por
hiperglucemia [1]. Debido a esta condicién, los glébulos ro-
jos (GR) son modificados quimicamente por efecto de la
glicacion [2], la cual produce una disminucién de la carga
eléctrica superficial negativa [3]. En consecuencia, la glica-
cion de los GR por efecto de la hiperglucemia disminuye la
repulsion electrostdtica, favoreciendo la agregacion eritro-
citaria y alterando sus pardmetros hemorreoldgicos [4, 5].

Por otra parte, se ha observado que las técnicas anesté-
sicas pueden afectar los pardmetros hemorreolégicos y he-
mostaticos [6, 7]. Los anestésicos aplicados por via intra-
venosa mds usuales consisten en una combinacion de los
anestésicos propofol, remifentanilo y bromuro de vecuro-
nio [8]. El propofol es un agente hipnético de corta dura-
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cién y rapida recuperacion anestésica [9]. El remifentanilo
se emplea como analgésico, y para ayudar a la induccién y
mantenimiento de la anestesia general [10]. El bromuro de
vecuronio es un bloqueador neuromuscular que no afecta el
potencial de membrana [11].

Estudios realizados por Alet ef al. [12, 13] en muestras de
sangre de pacientes diabéticos tratadas in vitro con propo-
fol describen alteraciones hemorreoldgicas al comparar con
los valores correspondientes a muestras de dadores sanos.
Asociado a esto se encontraron alteraciones en la agrega-
cién eritrocitaria, debidas probablemente a alteraciones de
la carga eléctrica superficial y, en menor grado, de la bica-
pa lipidica. Ademads, Batista da Silva et al. [14] encontraron
que el propofol puede alterar las propiedades viscoelasticas
dindmicas de la membrana del GR.

Dado que los pacientes diabéticos presentan alteraciones
hemorreoldgicas de base, el uso de anestésicos podria agra-
varlas. Por ese motivo la deteccién y cuantificacion de di-
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chas alteraciones antes de una cirugia, es de gran impor-
tancia para poder tomar medidas preventivas y obtener el
mdaximo beneficio para el paciente.

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio preli-
minar de los efectos de agentes anestésicos (propofol, remi-
fentanilo y bromuro de vecuronio) en GR glicados in vitro
simulando el estado de hiperglucemia in vivo. El estudio se
realiz6 utilizando técnicas Opticas de difractometria laser y
de transmisién laser para determinar pardmetros viscoelds-
ticos y de cinética de agregacidn eritrocitaria.

I. METODOS
Muestras biolégicas

Se utilizaron muestras de sangre de dadores sanos (n = 3)
obtenidas por puncién venosa y anticoaguladas con EDTA.
Posterior a la extraccion, los GR se lavaron dos veces con
buffer fosfato salino (PBS: 300 mOsM, pH = 7.4), y se re-
servé el plasma para uso posterior. La extraccién y el pro-
cesamiento de las muestras se realizé segtn las recomenda-
ciones del panel de expertos en Hemorreologia del Conse-
jo Internacional de Estandarizacién en Hematologia (ICSH)
[15].

Glicacion in vitro

La glicacién no enzimdtica in vitro difiere de la glica-
cién in vivo, particularmente por los cambios fisioldgicos, el
consumo de glucosa y la continua renovacion de las células
sanguineas que ocurre en el cuerpo humano. Por tal motivo,
a fin de modelizar in vitro la glicacién que se produce in
vivo en la diabetes, se han propuesto diversas técnicas que
utilizan distintas concentraciones de glucosa y en las cuales
el tiempo de incubacion puede variar desde minutos hasta
dias [16-19]. En nuestro grupo de investigacion se han rea-
lizado ensayos poniendo a punto diversos protocolos en los
cuales se analizé el grado de glicacion, y las alteraciones
bioquimicas y hemorreoldgicas de las muestras incubadas
con soluciones de glucosa [20-24].

Teniendo en cuenta las experiencias previas y las condi-
ciones del presente experimento, se establecié como condi-
cién 6ptima la incubacién de volimenes iguales de GR con
una solucién de glucosa 0.5 % p/v (equivalente a una glice-
mia de 250 mg/dL), adicionada con albtimina sérica huma-
na 0.5% v/v en PBS, durante 5 horas a 37°C con agitacién
constante. Luego de que los GR fueron incubados, se lava-
ron dos veces con PBS. La muestra control (C) consistié en
una alicuota de la misma muestra de sangre, pero utilizando
solo PBS durante la incubacioén.

Tratamiento con anestésicos

Los anestésicos utilizados para la incubacion fueron:

= P: propofol (Propofol Gray® 10 mg/mL, DR. GREY,
Buenos Aires, Argentina).

= R: remifentanilo (5 mg - Fresenius Kabi, L:
76KL521041. Martinez, Buenos Aires - Argentina).

= V: bromuro de vecuronio (Scott Cassara - 10 mg).

Los anestésicos fueron diluidos en forma seriada hasta
llegar a la concentracién de trabajo en solucién fisioldgi-
ca. Para realizar el tratamiento in vitro, los GR glicados y
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sin glicar se suspendieron en plasma autélogo al 40 %, y se
incubaron por partes iguales con la solucién del anestésico
correspondiente en PBS, siendo la concentracién final de
incubacion la presentada en steady-state durante una ciru-
gla:

= Pen4 pg/mL de plasma.
= Ren 10 ng/ml de plasma.
= Ven0.15 pg/ml de plasma.

El esquema de incubacién consistié en muestras glicadas
y sin glicar, tratadas con cada anestésico por separado (P, R
y V) y sus combinaciones (PR, PV y RV) y los respectivos
controles. La incubacién se realizé en estufa a 37°C duran-
te 30 minutos bajo agitacién suave y constante. Luego, las
muestras fueron centrifugadas a 533 RCF y los GR se la-
varon dos veces con PBS. Los GR lavados de cada muestra
fueron suspendidos al 40 % en plasma autélogo.

Parametros viscoelasticos

Para observar los posibles efectos de los anestésicos en
los GR glicados analizamos los pardmetros hemorreoldgi-
cos utilizando el Reémetro Eritrocitario [25, 26] (Patente
AR 091467 A1, 2013). Este instrumento se basa en la téc-
nica de difractometria laser y permite obtener los siguientes
parametros viscoeldsticos de los GR en estudio [27]:

ID: indice de deformabilidad.
u: moédulo elastico de la membrana del GR.
n: viscosidad superficial de la membrana del GR.

Para cada tratamiento los datos fueron obtenidos por quin-
tuplicado.

Parametros de agregacion

Se estudio la cinética de agregacion de los GR utilizando
el Agregémetro de Chip Optico [28, 29] también desarro-
llado en nuestro grupo de investigacion y basado en la téc-
nica de transmisidn laser. Mediante el andlisis de las curvas
obtenidas es posible calcular los siguientes pardmetros de
agregacion eritrocitaria:

Amp, /,: amplitud de la intensidad luminosa, indican-
do el grado de agregacion de glébulos rojos.

t;»: tiempo necesario para alcanzar la mitad intensi-
dad de la luz Amp, 5, lo que indica la constante de
tiempo caracteristica para el nivel de agregacién en un
momento dado.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados estadisticamente me-
diante la prueba r de Student utilizando Scientific Python.
Se consideraron que las diferencias son significativas [30]
cuando el p-valor de comparacién contra el control (C) co-
rrespondiente fue p < 0.05.
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TABLA 1: Pardmetros Viscoeldsticos de GR de muestras glicadas y no glicadas incubadas con los anestésicos. DND: dato no determi-
nado. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

Muestra No Glicados Glicados
n % ID n % ID

[10~7 dina.s/cm] | [107° dina/cm] [10~7 dina.s/cm] | [10~° dina/cm]
C 1.7+0.2 4.98 £0.08 0.66+0.03 1.7+04 5.0+0.1 0.67+0.02
P 1.7+0.4 5.07 £0.02%* 0.64+0.01 1.8+0.2 5.0+0.2 0.63+0.03*
R 1.6 +0.3%* 4.92 +£0.02* 0.69+£0.01* 1.84+0.5 4.92+0.01 0.69 £0.01**
A% 1.8+0.5 5.00+0.07 0.66+0.03 2.0 £0.4%%* 4.97+0.06 0.67+0.02
PR 1.9+0.4* 5.06£0.01* 0.64 +0.01 DND DND DND
PV 2.2 +£0.8%** 5.03+0.02 0.64+0.01 1.8+0.7 5.0+0.1 0.66+0.02
RV 1.6+0.6 4.91 £0.03* 0.70 £0.01** DND 4.939 +0.007 0.69 £0.01**

TABLA 2: Pardmetros de cinética de agregacion de las muestras glicadas y no glicadas incubadas con los anestésicos. * p < 0.05; **

p < 0.01; ¥ p < 0.001.

Muestra No Glicados Glicados
t Amp; ) t o Amp, ),
C 1.00+£0.02 1.00+£0.03 1.00+£0.04 1.00+£0.03
P 1.37£0.02%** | 0.96+0.02 | 0.90+0.02* | 1.07+0.02*
R 1.294+0.02* 1.024+0.03 | 0.854+0.05* | 1.07£0.03*
v 1.06+0.03 0.97+0.03 1.06+0.06 | 0.98+0.02
PR 0.92 +0.04* 1.124+0.04* | 0.86+£0.08* | 1.21+0.04*
PV 0.95+0.03* 1.09+0.05* | 1.36+0.03 | 0.95+0.05
RV 1.124+0.03 0.994+0.03 1.08+0.06 | 0.94+0.05
III. RESULTADOS glicados presentaron un aumento significativo para los tra-

En la Tabla 1 se presentan los valores medios de los paré-
metros viscoelasticos de los GR controles, glicados, y trata-
dos con los diferentes anestésicos, solos y en combinacion.
En la Tabla 2 se presentan los pardmetros de cinética de
agregacion t; ;, y la Amp, , normalizados al control corres-
pondiente, para las muestras sin glicar y para las muestras
glicadas. Todos los resultados son presentados como Media
+ SD.

IV. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En la Tabla 1 se observa que los valores de 7 aumenta-
ron significativamente en las muestras no glicadas tratadas
con PRy PV (p < 0.05; p < 0.001). También se observod
un aumento de 7 para las muestras glicadas tratadas con V
(p < 0.001). Por el contrario, el tratamiento con R dismi-
nuy6 levemente la viscosidad en los GR de las muestras no
glicadas (p < 0.01).

En los GR no glicados el p disminuy6 para los tratados
con Ry RV (p < 0.05) indicando una disminucién en la
rigidez de la membrana eritrocitaria por la accién de dichos
anestésicos. En cambio, se observé un aumento de p debido
al tratamiento con Py PR (p < 0.01; p < 0.05). Paralos GR
glicados no hubo variaciones significativas de y, indicando
un posible efecto protector de la glucosa a la concentracién
utilizada.

Los valores de ID estuvieron aumentados significativa-
mente para los GR no glicados y glicados tratados con R y
RV (p < 0.01). En cambio, el P present6 una leve disminu-
cion del ID la cual fue significativa solo para las muestras
glicadas (p < 0.05).

La Tabla 2 presenta los resultados obtenidos de los pa-
rametros de cinética de agregacion. El t;, de los GR no
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tamientos con Py R (p < 0.001; p < 0.05) y una disminu-
cioén significativa para los tratados con PR y PV (p < 0.05),
indicando que los anestésicos modificarian la velocidad de
agregacion de los GR. Por otro lado, la Amp, , presentd
un aumento significativo solo para las mezclas PR y PV
(p <0.05).

Los GR glicados tratados con P, R y PR mostraron una
disminucion significativa en el t; , (p < 0.05). La Amp, ),
también presenté un aumento significativo para los GR gli-
cados tratados con P, Ry PR (p < 0.05).

V. CONCLUSION

Los resultados obtenidos muestran que los anestésicos
podrian afectar los pardmetros viscoelasticos de GR glica-
dos de diferentes maneras. Se observan alteraciones simila-
res a las encontradas previamente por Alet et al. [13] por la
accién del P. El estudio sobre los anestésicos V y R tam-
bién mostraron alteraciones significativas de la viscosidad
superficial de membrana, del médulo eléstico y del ID. Este
resultado es de importancia dado que Lupton et al. [8] se-
falan que esos anestésicos junto con el propofol forman la
combinacién mas utilizada en procedimientos quirirgicos.
Los resultados obtenidos con el agregémetro de chip 6ptico
también mostraron alteraciones significativas por efecto de
los anestésicos en los GR incubados con la concentracién
de glucosa equivalente a una glicemia de 250 mg/dL.

Si bien este es un estudio preliminar, los resultados ob-
tenidos son una importante contribucién para la evaluacién
de la prevencién de complicaciones en procedimientos qui-
rirgicos.
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