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Resumo: Sudo RT, Bonfa L, Trachez MM, Debom R, Rizzi MDR, Zapata-Sudo G — Caracterizagao Anestésica da Nanoemulsao nao Lipidica de
Propofol.

Justificativa e objetivos: Uso clinico de formulacao lipidica de propofol causa dor durante injeca@o, reagdo alérgica e crescimento microbia-
no. Propofol tem sido reformulado em diferentes apresenta¢des nao lipidicas para reduzir os efeitos adversos, mas essas mudancas podem
modificar sua farmacocinética e farmacodinamica. Neste trabalho, investigamos a farmacologia e a toxicologia do propofol lipidico (CLP) e da
nanoemulséo néo lipidica (NLP).

Método: CLP and NLP foram infundidos na veia jugular de ratos sob medida da pressao arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC) e frequéncia res-
piratéria (FR). Ambas as formulagdes (1%) foram infundidas (40 uL.min-') durante 1 hora. Doses hipnéticas e anestésicas, assim como recupera-
¢coes, foram determinadas. A dor induzida pelo veiculo do CLP e NLP foi comparada por meio da contagem do nimero de contor¢des abdominais
(“writhing test”) apds injegéo intraperitonial (i.p.) em camundongos. Acido acético (0,6%) foi usado como controle positivo.

Resultados: As doses hipnéticas e anestésicas com 1% CLP (6,0 + 1,3 e 17,8 + 2,6 mg.kg™, respectivamente) e 1% NLP (5,4 +1,0e 16,0 + 1,4
mg.kg!, respectivamente) nao foram significativamente diferentes. A recuperagéo da hipnose e da anestesia foi mais rapida com NLP do que
com CLP. As alteragdes de FC, PA e FR causadas pelo NLP nao foram significativamente diferentes das do CLP. Acido acético e veiculo do CLP
provocaram 46,0 + 2,0 e 12,5 + 0,6 contorgcdes em 20 min apds injecao i.p., respectivamente. Observou-se auséncia de contor¢des abdominais

com veiculo de NLP. Nenhuma resposta inflamatdria abdominal foi notada com a injecéo i.p. de ambos os veiculos de propofol.

Conclusodes: O NLP pode representar melhor alternativa do que o CLP para anestesia venosa com menores efeitos adversos.

Unitermos: ANESTESICO, Venoso: propofol; ANIMAIS: ratos.
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INTRODUCAO

Propofol 2,6 diisopropilfenol € o anestésico endovenoso
utilizado com mais frequéncia, sendo formulado em uma
solucao lipidica. A alta lipofilicidade permite sua ampla dis-
tribuicdo e rapida penetracdo no sistema nervoso central
(SNC), conferindo controle eficiente do inicio e recupera-
¢do da anestesia '. Para uso clinico, o propofol foi inicial-
mente formulado como um cremoéforo a 16% 2, que foi ex-
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cluido das pesquisas clinicas devido a incidéncia elevada
de reagdes anafilaticas 2.

Embora amplamente utilizado em anestesia e terapia in-
tensiva, o propofol esta associado a efeitos colaterais como
dor decorrente de injecao e reacdes alérgicas, caracteristicas
relacionadas com sua formulagdo em macroemulséo 4. Ape-
sar das emulsdes endovenosas serem estéreis, a presenga
de acidos graxos pode aumentar a incidéncia de contamina-
¢ao bacteriana ou o crescimento de fungos, o que levou os
fabricantes a adicionarem agentes antimicrobianos a algu-
mas formulagdes comerciais da emulséao lipidicas. Além dis-
so, relatou-se que a emulsao lipidica induz hiperlipidemia 6,
causando sindrome de infusao do propofol, caracterizada por
acidose metabdlica severa, rabdomidlise e insuficiéncia renal
e cardiaca 7. A hiperlipidemia pode afetar criancas e adultos
que recebem infusdes de mais de 4 mg.kg'.h-' de propofol
por mais de 24 horas. Houve muitas tentativas para alterar
sua formulagéo e propor alternativas a seu uso clinico a fim
de reduzir os efeitos adversos do propofol 89.

O objetivo do presente estudo foi comparar as proprieda-
des anestésicas, incluindo indugéo e recuperagao da aneste-
sia, assim como a incidéncia de dor induzida pela macroemul-
sao lipidica de propofol a 1% (CLP) com a nanoemulsédo nao
lipidica de propofol a 1% (NLP).
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METODO

Os protocolos adotados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Cuidados e Uso de Animais da Universidade Fe-
deral do Rio de Janeiro. O NLP, CLP e seus veiculos foram
doados pela Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
Ltda. (Sao Paulo, SP, Brasil).

Preparo do NLP

O NLP (1%) foi preparado combinando-se propofol, macrogol
hidroxiestearato (Soluthol HS15®, BASF Corporation, Florham
Park, NJ) e glicerol sob agitacdo continua até que estivessem
completamente homogeneizados. A seguir, o pH foi ajustado
para 6-8,5, usando NaOH para formar uma nanoemulséo cla-
ra contendo goticulas de 5-140 nm.

Determinacéo do HDs, e LD;

Cento e sessenta camundongos suigcos do sexo masculino
(20-25 g) foram separados aleatoriamente em dois conjun-
tos de quatro grupos (10 camundongos por grupo). Foram
usados dez camundongos para cada dose progressivamente
maior de CLP ou de NLP. O tamanho da amostra foi calcula-
do para chegar a conclusodes validas para p < 0,05 com um
poder de 90% para estimar uma diferenca de 40% entre os
grupos. Os camundongos receberam uma unica injecéo en-
dovenosa de CLP a 1% ou NLP a 1%. A dose que promovia
hipnose em 50% dos animais (HDs;) e a dose letal para 50%
dos camundongos (LDs,) foram ambas obtidas através da ad-
ministracdo endovenosa em bolus das formulagdes. O indice
terapéutico foi, entdo, calculado como a razdo LDsy/HDsg,. A
inducédo de hipnose foi considerada eficaz quando os camun-
dongos perderam o reflexo postural da pata dianteira.

Registros da pressao arterial e do eletrocardiograma

Ratos Wistar machos (220-250 g) foram anestesiados com
sevoflurano (Sevocris®, Cristdlia Produtos Quimicos e Farma-
céuticos Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil) e um cateter foi introdu-
zido na artéria carétida interna para medir a pressao arterial
(PA) usando um transdutor de pressao calibrado (Statham,
P022). Um par de eletrodos externos foi colocado no peito do
animal para registrar o eletrocardiograma (ECG). Além disso,
um cateter foi introduzido na veia jugular de cada animal para
as infusbes endovenosas das formulacdes de propofol. Duas
horas apds o procedimento cirdrgico, o CLP ou NLP a 1% foi
infundido a uma velocidade de 40 pL.min" por 1 hora. A PA
e o ECG foram registrados continuamente em um poligrafo
(AstroMed Grass Physiological Recorder, Model 7400) antes
e durante a administragdo de CLP ou NLP. As doses hipno-
ticas e anestésicas foram determinadas medindo-se o tempo
necessario para perder o reflexo postural da pata dianteira e
inibir o reflexo de dor a picada de agulha, respectivamente.
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O tempo necessaério para a recuperacao de hipnose e anes-
tesia também foi avaliado.

Teste de contor¢cao abdominal

O teste de contorgéo abdominal foi usado para avaliar a dor
causada pela injecao de dois tipos de formulagéo de propo-
fol. Trinta camundongos suicos (20-25 g) do sexo masculino
foram separados aleatoriamente em trés grupos e cada um
foi tratado com 5 mL.kg' de uma solugdo de &cido acético
a 0,6% (controle positivo) ou os veiculos do CLP ou NLP.
A frequéncia das contor¢des abdominais foi determinada 20
minutos apds a injecao intraperitoneal (i.p.) de acido acético
ou dos veiculos.

Avaliacao histolégica

A presenca de lesao tecidual local ou inflamacao induzida pe-
las formulagcdes de propofol foi avaliada apds a administragéo
intraperitoneal de acido acético, CLP ou NLP. Para a andlise
histologica, a membrana peritoneal foi removida, fixada em
formol a 10%, embebida em parafina e corada com hematoxi-
lina e eosina. As sec¢des coradas pela hematoxilina e eosina
foram observadas com um aumento de 400x (16 pm).

Andlise estatistica

Os resultados séo apresentados como média + DP. Diferen-
cas entre as diversas doses foram consideradas estatistica-
mente significantes quando p < 0,05 usando-se andlise de va-
riancia (ANOVA) seguida do teste post hoc de Dunnett. Para
comparar diversos grupos utilizou-se Anova seguida do teste
post hoc de Newman-Keuls.

RESULTADOS

Para determinar o HDs, e 0 LDs, as percentagens de hipnose
e morte em relacdo as doses das formulagdes foram tabu-
ladas, respectivamente. A regressao linear foi utilizada para
calcular o HDg, e 0 LDg,, que foram de 15,4 e 44,4 mg.kg'
para CLP a 1%, respectivamente. Foram observados resul-
tados semelhantes com NLP a 1%, em que o HDs, € 0 LDs,
foram de 11,5 e 49,0 mg.kg'", respectivamente. Portanto, ndo
se observou diferenca significativa no indice terapéutico entre
o CLP (2,88) e o NLP (4,26).

A laténcia para perda do reflexo de recuperagao postural
da pata dianteira e de dor a picada de agulha apéds a infusao
endovenosa foi usada para calcular as doses necessarias
para induzir hipnose e anestesia. Nao foram observadas dife-
rencas significativas entre as doses hipnéticas e anestésicas
do CLP e NLP (Tabela I). As doses de NLP a 1% que pro-
duziram hipnose e anestesia foramde 7,5+ 1,1 e 16,0+ 1,4
mg.kg!, respectivamente. Em contraste, a recuperacédo de
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Tabela | — Doses Hipnéticas e Anestésicas do CLP e NLP Induzidas pela Infusdo Endovenosa em Ratos

Formulagao Hipnose Anestesia
Laténcia Dose Recuperacao Laténcia Dose Recuperacao
(min) (mg.kg™) (min) (min) (mg.kg™) (min)
1% CLP 4,0+ 0.9 6,0+1,3 40,6 = 3,1 11,9+1,8 17,8 +2,6 19,8 +1,5
1% NLP 54+1,0 75+1,1 19,3+ 34" 11,2+1,2 16,0+ 1,4 79+0,7"

Os dados séo apresentados como média + DP (n = 8). *p < 0,05 NLP vs. CLP.

hipnose e anestesia foi mais rapida (p < 0,05) apds a infusao
do NLP por 1 hora do que de CLP. O tempo necessario para
a recuperacdo completa da hipnose e anestesia foi de 19,3
+ 3,4 e 7,9 = 0,7 min, respectivamente. O tempo de recupe-
racao apos a exposicdo ao CLP foi duas vezes mais longo
(Tabela I).
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Figura 1. Efeito da infusdo de CLP e NLP por 60 minutos na frequén-
cia cardiaca (FC) (A), pressao arterial média (PAM) (B) e frequéncia
respiratoria (FR) (C) de ratos. Os dados sao apresentados como mé-
dia = DP (n = 6). *p < 0,05 vs. controle (tempo 0).
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Investigamos também se a infusdo de NLP interferiu com
a frequéncia cardiaca e a presséo arterial nos ratos Wistar.
Nao foram observadas diferencas significativas entre os ani-
mais que receberam infusdo de NLP e CLP em relagéo aos
parémetros hemodinémicos. A frequéncia cardiaca (FC) de
controle de 372,0 + 30,0 bpm n&o apresentou alteracdo signi-
ficativa apos a infusdo de NLP a 1% (Figura 1A). Entretanto,
houve redugéo na pressao arterial média (PAM) apds a infu-
séo de NLP por 1 hora. O NLP reduziu a PAM de 102,4 + 13,8
para 62,4 + 5,3 mmHg (p < 0,01), enquanto o CLP reduziu a
PAM de 105,3 + 4,3 para 63,5 = 7,5 mmHg (p < 0,01) (Figura
1B). Também, como pode ser visto na Figura 1C, NLP e CLP
reduziram significativamente a frequéncia respiratéria, mas
sem diferencga relevante entre os dois farmacos.

Para determinar se o NLP induziu dor semelhante ao CLP,
comparamos o numero de contor¢des abdominais induzidas
pela injecdo i.p. de acido acético (0,6%) e dos veiculos do CLP
e NLP em camundongos. O acido acético e o veiculo lipidico
do CLP produziram 46,0 + 2,0 (n = 10) e 12,5+ 0,6 (n = 10)
contor¢cdes durante os 20 minutos apds a injec¢ao i.p., respecti-
vamente. Nao foram observadas contor¢des abdominais apds
o tratamento de camundongos com o veiculo do NLP.

A andlise das fotomicrografias ndo demonstrou resposta
inflamatdria significativa apds a injecao i.p. das duas formula-
¢bes de propofol (Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografia representativa dos tecidos peritoneais de
camundongos corados pela hematoxilina-eosina apds a injecao i.p.
de soro fisiologico (A), acido acetico (B), NLP (C) e CLP (D). As setas
indicam AT = tecido adiposo e BV = vaso sanguineo.
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DISCUSSAO

A emulsao lipidica de propofol, que contém dleo de soja (10%)
e triglicerideos de cadeia longa, é o anestésico endovenoso
usado com mais frequéncia e seu uso esta associado a efei-
tos colaterais, incluindo hipotenséo arterial, reducdo na fre-
guéncia cardiaca e dor no ato da injecdo em 80% a 90% dos
pacientes %11, O propofol aumenta o risco de embolia e hiper-
trigliceridemia apds infusdo endovenosa prolongada. Essas
reacOes adversas motivaram tentativas de desenvolver novas
formulagdes de propofol mais seguras. Existem diversas for-
mulagdes de propofol, incluindo: 1. preparacao basica com
a adicdo de acido etilenodiaminotetracético ou sulfato para
minimizar o crescimento bacteriano 12; 2. emulsao contendo
diferentes triglicerideos de cadeia longa e média para reduzir
a quantidade de lipidios séricos '314.15; 3. um pré-farmaco de
propofol 18; 4. analogos do propofol soluveis em agua 718 e
5. propofol baseado em uma formulacdo de ciclodextrina ndo
lipidica 6:19.20,

A despeito da diversidade de preparacdes de propofol, a
incidéncia de dor apds a injecao nao sofreu altera¢des signi-
ficativas. Essa dor pode ser minimizada pela administracao
prévia de lidocaina. O mecanismo farmacoldgico da dor in-
duzida pelo propofol ainda é desconhecido 2'. Postulou-se o
envolvimento da cascata da calicreina-cinina-bradicinina 2223,
Outra hipétese esta relacionada a ativacdo quimica direta de
nociceptores no endotélio vascular induzida pelo propofol 24.
O propofol pertence a um grupo de fendis que apresentam
estabilidade quimica e baixa toxicidade, mas pode causar ir-
ritacdo da pele e mucosas. Assim, espera-se que a injecao
de um bolus de propofol cause dor 25. Testamos se o NLP
produz dor visceral em um modelo no qual o numero de con-
torcbes foi avaliado apds a inje¢do i.p. dos compostos. As
contor¢des induzidas pelo acido acético foram usadas como
controle positivo 26. O veiculo do NLP produziu um nimero
menor de contor¢des abdominais do que o veiculo do CLP,
indicando que os animais desenvolveram menos dor com a
injecdo do NLP.

A injecao de NLP a 1% produziu efeitos hipndticos e anal-
gésicos semelhantes aos do CLP, com a vantagem de uma
recuperacdo mais rapida. O indice terapéutico do NLP foi
semelhante ao de outros anestésicos endovenosos, varian-
do de 2 a 4, o que revela sua seguranca. As alteracbes nos
parametros hemodinadmicos induzidas pelo NLP nao foram
significativamente diferentes das induzidas pelo CLP. Por-
tanto, este estudo fornece incentivo para o desenvolvimen-
to de nanoemulsao nao lipidica de propofol. Nossos resul-
tados demonstram que o NLP pode ser usado clinicamente
em anestesiologia como um anestésico endovenoso que nao
apresenta efeitos adversos.
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Resumen: Sudo RT, Bonfa L, Trachez MM, Debom R, Rizzi, MDR,
Sudo, GZ — Caracterizaciéon Anestésica de la Nanoemulsién no Lipi-
dica de Propofol.

Justificativa y objetivos: El uso clinico de la formulacion lipidica
del propofol, causa dolor durante la inyeccioén, reacciéon alérgica y
crecimiento microbiano. El propofol ha sido reformulado en diferentes
presentaciones no lipidicas para reducir los efectos adversos, pero
esos cambios pueden modificar su farmacocinética y farmacodinami-
ca. En este trabajo, investigamos la farmacologia y la toxicologia del
propofol lipidico (CLP) y de la nanoemulsion no lipidica (NLP).

Revista Brasileira de Anestesiologia
Vol. 60, N2 5, Setembro-Outubro, 2010

Método: El CLP y el NLP fueron infundidos en la vena yugular de
ratones midiendo la presion arterial (PA), frecuencia cardiaca (FC)
y frecuencia respiratoria (FR). Las dos formulaciones (1%) fueron
infundidas (40 pL.min-1) durante 1 hora. Dosis hipnéticas y anestési-
cas y recuperaciones, fueron determinadas. El dolor inducido por el
vehiculo del CLP y NLP se comparé por medio del conteo del niumero
de contorciones abdominales (“writhing test”) después de la inyeccion
intraperitoneal en ratones. El acido acético (0,6%) fue usado como
control positivo.

Resultados: Las dosis hipnéticas y anestésicas con 1% CLP (6,0
+1,3y 17,8 + 2,6 mg.kg', respectivamente) y 1% NLP (5,4 + 1,0y
16,0 + 1,4 mg.kg', respectivamente), no fueron significativamente
diferentes. La recuperacion de la hipnosis y de la anestesia fue
mas rapida con NLP que con CLP. Las alteraciones de FC, PA 'y
FR causadas por el NLP no fueron significativamente diferentes
de las del CLP. El &cido acético y el vehiculo del CLP provocaron
46,0 + 2,0 y 12,5 + 0,6 contorciones en 20 minutos después de
la inyeccion i.p., respectivamente. No se observaron contorciones
abdominales con vehiculo de NLP. Ninguna respuesta inflamatoria
abdominal fue notada con la inyeccidn i.p. de los dos vehiculos de
propofol.

Conclusiones: El NLP puede representar una mejor alternativa que
el CLP para la anestesia venosa, con menores efectos adversos.
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