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RESUMO

FREITAS, Madalena Juliana da Silva. Influéncia dos receptores opioides no efeito hipotensor
arterial do propofol em humanos. 2015. 111 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas)
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2015.

O propofol é uma droga hipnotico-sedativa, amplamente utilizada em anestesiologia,
devido a sua elevada eficacia hipnotica e ao seu despertar rapido e praticamente isento de
efeitos residuais. A depressdo cardiovascular, que é o efeito adverso mais importante e
indesejavel do propofol, parece estar intimamente relacionada a dose administrada, a
velocidade de injecdo do medicamento, a idade e ao estado fisico dos pacientes, assim como,
as condicdes de volemia e de reserva cardiovascular dos mesmos, podendo ser intensificada,
ainda, pela associacdo de uma droga opioide ao propofol. A hipotenséo arterial induzida pelo
propofol parece possuir uma origem multifatorial, pois j& foi evidenciada a participa¢éo de
diversos sistemas nos efeitos produzidos pelo propofol, inclusive, a participacdo da via
opioide no efeito antinociceptivo da droga. Portanto, o objetivo desse estudo foi investigar a
participacdo dos receptores opioides no efeito hipotensor arterial do propofol. A pesquisa foi
do tipo randomizada, transversal, aberta e comparativa. Foram estudados 40 pacientes estado
fisico ASA 1, submetidos a anestesia geral para cirurgias eletivas. Os desfechos avaliados
neste estudo foram as press@es arteriais sistélica (PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM), a
pressdo venosa central (PVC) e a frequéncia cardiaca (FC). Portanto, apds a monitorizacao
continua dos pacientes com cardioscopia com andlise de ST, pressao arterial invasiva, pressao
venosa central, oxicapnometria, analise eletroencefalografica bispectral (BIS) e gasimetrias
arteriais e venosas, estes foram divididos aleatoriamente através de programa de distribuicéo
aleatdria gerada por computador, de acordo com 0s 5 grupos existentes (n = 8 para todos 0s
grupos). Foram 3 grupos de pacientes pré-medicados intravenosamente (iv) com naloxona 1
png/Kg (PN1) ou 3 pg/Kg (PN3), ou com salina para controle (CP), 2 minutos antes da
administracdo iv de propofol (2,5 mg/Kg). Outros 2 grupos controle da naloxona foram pré-
medicados com naloxona 1 pg/Kg (CN1) ou 3 ng/Kg (CN3), mas ndo receberam propofol. Os
resultados demonstraram que ha mais de um mecanismo envolvido no efeito hipotensor
arterial do propofol, que é composto por uma rapida reducdo inicial da PAM opioide-
independente e uma lenta reducédo final da PAM, que foi dependente, ao menos parcialmente,
de acéo opioide. O propofol, na dose de 2,5 mg/Kg, reduziu a PAS, PAD e PAM de forma
significativa e independente do efeito hipnotico do anestésico, dos valores iniciais de PVC e
de modificagdes na FC dos pacientes, apesar de ter sido evidenciada a inibigdo do baroreflexo
induzida pelo anestésico. A hipotensdo induzida pelo propofol pdde ser parcialmente
reduzida, de forma significativa e dose-dependente, pela prévia administracdo iv de naloxona
de 3 ug/Kg, menor dose efetiva. Este efeito da naloxona ocorreu, principalmente, através de
um aumento significativo da PAD, sem importar em modificacdes significativas da PAS, FC,
PVC, BIS ou do ECG. Foi concluido que a hipotenséo arterial induzida pelo propofol possui
uma origem multifatorial, sendo produzida parcialmente por um mecanismo que € opioide-
dependente e sensivel ao pré-tratamento dos pacientes com a naloxona. Nosso estudo nédo
recebeu nenhum financiamento externo.

Palavras-chave: Propofol. Naloxona. Opioide. Hipotensdo arterial.



ABSTRACT

FREITAS, Madalena Juliana da Silva. Influence of opioid receptors in the propofol-induced
hypotension in humans. 2015. 111 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2015.

Propofol is a sedative-hypnotic drug widely used in anesthesiology due to its high
hypnotic efficiency and a rapid awakening practically free of residual effects. Cardiovascular
depression, which is the most important and undesirable side effect of propofol, seems to be
closely related to the administered dose, drug injection speed, age and physical condition of
patients as well as their blood volume and cardiovascular reserve and can be intensified also
by the association of an opioid drug to propofol. Propofol-induced hypotension (PIH) seems
to have a multifactorial origin, as has been evidenced the participation of several systems in
the effects produced by propofol, including the participation of opioid via the analgesic effect
of the drug. Therefore, the objective of this study was to demonstrate the involvement of the
opioid system in the origin of PIH in humans. The design of the study was randomized, cross-
sectional, open and comparative. It included 40 adults, ASA physical status 1, submitted to
general anesthesia for elective surgery. The outcomes evaluated in this study were the systolic
(SBP), diastolic (DBP) and mean (MAP), central venous pressure (CVP) and heart rate (HR).
Therefore, after the continuous monitoring of patients with cardioscopy with ST analyses,
invasive blood pressure, central venous pressure, oxicapnometria, EEG bispectral analysis
(BIS) and arterial and venous blood gases, these were divided randomly through computer-
generated randomization schedule in accordance with the 5 studied groups (n = 8 for all
groups). PC group received saline, and premedicated groups PN1 e PN3 received naloxone, 1
or 3 ug/kg iv, respectively, in TO and 2,5 mg/kg of propofol iv in T2. The controls of
response to naloxone; and premedicated with naloxone 1 or 3 pg/Kg in TO (NC1 e NC3); and
did not receive propofol in T2. The results showed that PIH was composed of a quick and
initial opioid-independent reduction of MAP and a slow late reduction of MAP, which was at
least partially, dependent on opioid action. Propofol 2.5 mg/Kg iv significantly reduced SAP,
DAP and MAP in an independent way of hypnotic effect, initial CVP values or changes in
patient’s HR, despite the occurrence of baroreflex inhibition. However, this late hypotensive
effect of propofol could be reduced by a prior administration of intravenous naloxone, which
the lowest effective dose was of 3 pg/Kg. The effect of naloxone on MAP occurred by a
significant increase of DAP, and it was produced independently of important modifications in
patients’ SAP, HR, CVP, BIS or ECG. In conclusion, PIH has a multifactorial origin, in part
produced by a mechanism that is opioid-dependent and sensitive to the pretreatment with
naloxone. Our study received no external funding.

Keywords: Propofol. Naloxone. Opioid. Hypotension.
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INTRODUCAO

O propofol € uma droga sedativo-hipndtica amplamente utilizada em anestesiologia e
terapia intensiva. As propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas favoraveis desta
medicacdo proporcionam elevada eficacia hipndtica e um despertar rapido e praticamente
isento de efeitos residuais, o que contribui para o seu uso rotineiro. Entretanto, a depressao
cardiovascular, figura como o efeito adverso mais importante e indesejavel do propofol.
Diversos séo os fatores coadjuvantes que potencializam a hipotens&o arterial causada por esta
droga, inclusive a adi¢do de uma droga opioide a indugdo anestésica com o propofol.

A todo momento, pesquisadores se esforcam com o intuito de minimizar os efeitos
colaterais do propofol, dentre eles a hipotensdo arterial. Mesmo ap6s 40 anos do surgimento
dessa droga, ainda ndo conseguimos evitar, adequadamente, a ocorréncia desta adversidade.

Nosso objetivo com esse estudo é investigar a participacdo dos receptores opioides no
efeito hipotensor arterial do propofol em humanos, avaliar a capacidade da naloxona em
prevenir o efeito hipotensor arterial do propofol em humanos e aferir a menor dose de
naloxona que deve ser empregada para se obter este efeito em humanos.

Com este intuito, fornecemos as principais informac6es sobre o propofol e a naloxona
utilizados em nosso trabalho e analisamos o comportamento da pressao arterial, da pressao
venosa central (PVC), da frequencia cardiaca (FC) e do indice bispectral (BIS) nos
voluntéarios a esse estudo, apds eles serem submetidos ao efeito dessas drogas.

A importancia desta tese incide na investigacdo e numa possivel resolucdo de uma
complicagdo causada pelo anestésico geral mais utilizado atualmente, reduzindo as

comorbidades que possam ser atribuidas ao seu uso.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Propofol

1.1.1 Consideracdes gerais

Estruturalmente, o propofol é composto por um fenol ciclico com dois radicais
isopropil (2,6-diisopropilfenol), o que torna este medicamento um anestésico geral para uso
exclusivamente intravenoso (PRYS-ROBERTS et al., 1984). Foi originalmente desenvolvido
em 1973 na Inglaterra, entretanto, devido as constantes reacGes anafilaticas atribuidas ao
solvente cremofor, o propofol foi retirado do mercado e reformulado. Em 1986, esta droga
passou a ser solubilizada em Intralipid®, um solvente lipidico de cadeia longa produzido
através do 6leo de soja, tornando-o novamente disponivel para o uso (GLEN et al., 1984).
Posteriormente, em 1996, a formulacéo do propofol sofreu novas mudancas, com o acréscimo
do EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) em algumas formulages, no intuito de
diminuir o risco de contaminacdo da medicacdo. Por conseguinte, o propofol passou a ser
muito utilizado, por se mostrar uma droga com extrema eficacia, além de promover um
despertar praticamente isento de efeitos residuais.

No entanto, mesmo ap6s 40 anos da introducdo do propofol na medicina, diversos
aspectos relacionados ao seu uso clinico ainda continuam sob investigacdo, dentre eles, a
ocorréncia da hipotensdo arterial. Portanto, a nossa pesquisa foi motivada pelo fato desse
efeito adverso ser o mais indesejavel e 0 mais importante dessa substancia (DEVLIN et al.,
2009).

1.1.2 Aspectos farmacocinéticos do propofol

A farmacocinéetica do propofol € mais comumente descrita usando um modelo
tricompartimental. Esse modelo descreve as trés caracteristicas farmacocinéticas dominantes
do propofol: uma rapida distribuicdo do propofol do compartimento central para os tecidos,

uma taxa de depuracdo plasmatica elevada e um retorno lento da droga dos compartimentos
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periféricos para o compartimento central. A rapida penetracdo do propofol no SNC (Sistema
Nervoso Central) e a sua grande redistribuigéo, associadas a uma elevada taxa de depuragéo
plasmatica, promovem, respectivamente, um breve inicio de acdo e um despertar rapido, 0s
quais sdo caracteristicos desta droga (GAN, 2006; VUYK et al., 2015). De fato, o tempo de
histerese entre a concentracdo plasmatica e o efeito clinico do propofol observado no
eletroencefalograma é curto, de cerca de 2,5 minutos, e o pico de efeito hipnédtico desta
medicacdo ocorre em 90-100 segundos (VUYK et al., 2015).

O propofol possui um elevado volume de distribuicéo na fase de equilibrio (Vdss = 02-
10L/Kg), que ocorre devido ao seu grande coeficiente de lipossolubilidade. Esta qualidade do
propofol é parcialmente responsavel pela queda rapida da concentragcdo plasmaética da droga,
assim como, pela retencdo de grande quantidade da sua massa nos compartimentos
periféricos, 0 que produz uma meia-vida de eliminacao terminal lenta (t'2y= 04-23,5h), apesar
de possuir meia-vida de redistribuigdo (t2a=2-4min) e de eliminacdo plasmatica
(t¥2p= 00070 000) rapidas. A metabolizacdo do propofol ocorre primariamente no figado
por conjugacéo, produzindo metabdlitos inativos, solGveis em agua, que serdo excretados por
via renal. A meia vida contexto-sensivel do propofol é breve, inferior a 40 min, mesmo em
infusBes superiores a 8h. Este efeito ocorre basicamente devido a sua alta taxa de depuracédo
plasmatica (1,5 a 2L/min) associada a uma possivel metabolizacdo tecidual, pois como pode
ser visto, a sua taxa de clearance plasmatico excede o fluxo sanguineo hepético. Diante disso,
mesmo apos infusBes prolongadas, a recuperacdo da consciéncia ocorre logo ap6s o término
da infusdo continua, independentemente da sua duracdo, tornando o propofol uma excelente

opcao anestésica para a infusdo continua (VUYK et al., 2015).

1.1.3 Aspectos farmacodindmicos do propofol

Ao nivel do SNC, o propofol atua como agonista das subunidades Bi, B, e B3 do
receptor GABA-A (acido gama-aminobutirico), aumentando o tempo de abertura do canal de
cloro ligado a este receptor, reduzindo assim, indiscriminadamente, a neurotransmissao no
SNC. A inibicdo de outros sistemas de neurotransmisséo central, como 0s sistemas
colinérgico, noradrenergico e glutamatérgico, também parecem participar da origem do efeito
anestésico do propofol, assim como, podem estar relacionados a ocorréncia de alguns dos

efeitos ndo-anestésicos deste medicamento, tais como: a reducdo da pressao intracraniana e da



20

pressdo intraocular, o efeito anticonvulsivante da droga, a atividade antioxidante e
imunomodulatéria, a ocorréncia de apnéia transitéria e de mioclonias ap6s o0 seu uso, € a
reducdo da incidéncia de nauseas e vomitos pds-operatorios (BORGEAT et al., 1994; VUYK
etal., 2015; WHITE et al., 2009; HOKEY et al., 2005; CORCORAN et al, 2006).
Recentemente, alguns autores tém sugerido também a possibilidade do envolvimento
do sistema opioide na origem dos efeitos analgésicos e cardiovasculares deste anestésico
(ANWAR et al., 1998; KIENBAUN et al., 2000; YONG-YI, 2003; MARACAJA-NETO et
al., 2012). Como a acdo do propofol sobre o aparelho cardiovascular € o principal limitador
do seu uso na medicina, 0s seus efeitos sobre este sistema serdo discutidos mais

detalhadamente a seguir.

1.1.4 Acdes cardiovasculares do propofol

A depressdo cardiovascular induzida pelo propofol esta intimamente relacionada a
dose administrada, a velocidade de injecdo do medicamento, a idade e ao estado fisico dos
pacientes, assim como, as condi¢fes de volemia e de reserva cardiovascular dos mesmos
(PROUGH, 2005; KRZYCH et al., 2009; HERMINGHAUS, 2012; SEBEL et al., 1989).
Além disso, a adicdo de um opiaceo a pré-medicacdo parece aumentar a intensidade da
hipotensao arterial induzida pelo propofol (VAN AKEN et al., 1988).

A hipotensdo arterial relacionada ao propofol parece ter origem multifatorial, podendo
estar envolvidas: a diminuicdo da contratilidade miocardica, a reducdo da resisténcia arterial,
um aumento da capacitancia venosa e a inibicdo da atividade simpatica (DA ZHENG et al.,
2003; SEBEL et al., 1989). Entretanto, os possiveis mecanismos envolvidos na origem do
efeito hipotensor do propofol ainda parecem produzir um grande enigma que necessita de

intensa investigacéo.
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1.1.5 Possiveis mecanismos envolvidos na acdo hipotensora do propofol

1.1.5.1 Influéncia do solvente lipidico do propofol

O propofol, por se tratar de um fenol ciclico, é soltvel apenas em solventes organicos.
Varios estudos tém indicado que o solvente lipidico de cadeia longa do propofol, tanto pode
ndo influenciar na resposta cardiovascular deste anestésico (VAN DE VELDE et al., 1998;
BENTLEY et al.,, 1989), quanto pode reduzir discretamente o tono vascular sistémico
(GOKCE et al., 2001; NAKAMURA et al., 1992; LUNDMAN et al., 1997). Entretanto, a
substituicdo dos lipideos de cadeia longa por lipideos de cadeia intermediaria, ou ainda, por
solucdes contendo &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa com Omega 3, parecem
induzir um aumento na resisténcia vascular sistémica e no cronotropismo cardiaco, associados
a uma reducéo da contratilidade miocardica em cées (VAN DE VELDE et al., 1998).

Novas formulacdes hidrossolUveis do propofol foram propostas em substituicdo aos
solventes organicos. Porém, ainda necessitam ser investigadas quanto a sua acao
cardiovascular (BAKER et al., 2003).

1.1.5.2 Acdo do propofol na contratilidade miocéardica e na frequéncia cardiaca

A reducdo da contratilidade miocérdica e da frequéncia cardiaca, mediante a
administracdo do propofol, foi relatada por diversos autores.

Apesar de alguns estudos especularem sobre o efeito miocardiodepressor dose-
dependente do propofol, ainda nédo se sabe se essa droga, de fato, atua diretamente sobre a
musculatura cardiaca. Acredita-se que as alteracdes da funcdo contratil do miocito poderiam
estar relacionadas a agdo inotropica negativa e seletiva do propofol sobre o receptor beta-
adrenérgico miocardico, quando a droga é administrada em bolus e em altas doses em ratos
(ZHOU et al., 1999).

Estudo em humanos, utilizando ecocardiograma transtoracico, demonstrou que o
propofol induziu a uma significativa reducdo da presséo arterial, da contracdo atrial e do
ventriculo esquerdo, porém sem alterar a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (YANG et
al., 2013).
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Royse et al (2008) estudando coelhos, compararam hemodinamicamente 0 uso do
propofol e dos anestésicos volateis desflurano e sevoflurano. Os autores demonstraram que 0
propofol produziu um grande efeito hipotensor arterial quando comparado ao sevoflurano e ao
desflurano, provavelmente devido a diminuicao da contratilidade miocardica e a vasodilatacdo
periférica.

Fassl et al (2011), por sua vez, demonstraram que a reducdo da contratilidade
miocardica induzida pelo propofol foi causada pela inativacdo dos canais de calcio tipo-L
cardiacos. Consequentemente, esta acdo do propofol induziu um decréscimo no influxo de
calcio durante o potencial de acdo na célula muscular cardiaca, nas células do sistema de
conducdo elétrico e também, em alguns vasos sanguineos. O resultado foi uma diminuicdo da
contratilidade miocardica e, em menor intensidade, do cronotropismo cardiaco e do tono
vascular. Estes resultados estdo de acordo com resultados descritos por outros autores (ZHOU
etal., 1997).

De um modo geral, diversos estudos demonstraram que o propofol reduziu o
inotropismo e a frequéncia cardiaca. Entretanto, outros autores sugeriram que além destes
fatores, a vasodilatacdo periférica e também a reducdo da atividade simpética central,
deveriam estar envolvidos na origem do efeito hipotensor do propofol (DA ZHENG et al.,
2003).

Segundo pesquisa recente, o propofol também atuaria de diversas maneiras no sistema
de conducdo cardiaco. A falta de aumento compensatério da frequéncia cardiaca apos a
hipotensdo arterial induzida pela droga, apontaria para a possibilidade de ocorréncia de
blogqueio dos baroreceptores ou de depressdo do sistema de conducédo cardiaco pelo propofol
(WARPECHOWSKI et al., 2010).

De forma andloga, Pefia et al (2008), em estudo in vitro de atrios humanos,
correlacionaram a ocorréncia de intensa bradicardia e depressdo miocardica, apos a
administragdo de propofol, as interferéncias deste anestésico sobre a atividade de receptores

colinérgicos muscarinicos atriais.

1.1.5.3 Agéo do propofol na musculatura lisa vascular

Segundo alguns autores, o propofol é o anestésico geral intravenoso com maior poder

vasodilatador (BOILLOT et al., 1999). Supde-se que os mecanismos pelos quais o propofol
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relaxa a musculatura lisa vascular podem ser multiplos e complexos, variando entre 0s
diferentes tecidos. Esses mecanismos envolvidos podem ser divididos em dependentes ou

ndo-dependentes do endotélio.

1.1.5.3.1 Ac¢do vascular direta ou endotélio-independente do propofol

Os mecanismos de regulacdo do efeito vasodilatador direto do propofol, possivelmente
incluem a ativacdo direta de canais de potassio ATP-dependentes (trifosfato de adenosina), e
de canais de potassio calcio-dependentes, assim como, o bloqueio de canais de célcio nas
células musculares lisas dos vasos sanguineos, reduzindo a concentracdo de calcio
citoplasmatico livre (KASSAM et al., 2011).

Caliskan et al (2006), investigando in vitro o efeito do propofol em vasos umbilicais
isolados de seres humanos e a sua correlacdo com 0s canais de potassio sensiveis ao calcio,
concluiram gque um dos mecanismos de acdo direta do propofol, portanto, poderia ser a
ativacdo dos canais de potassio calcio-dependentes.

Lawton et al (2012), no seu estudo com microcirculacdo de mesentério de ratos
hipertensos e n&o-hipertensos, constataram que o propofol atuou como um antagonista dos
canais de célcio vasculares do tipo-L, promovendo diminui¢do da resisténcia periférica e,
consequentemente, hipotensdo arterial, mesmo na presenca de um agonista especifico dos
canais de célcio. Estes resultados estdo de acordo com Soares de Moura et al (2010), que
demonstraram haver, em placentas humanas, bloqueio de canais de célcio, tanto voltagem-
dependentes, quanto receptor-operados. Apesar destas evidéncias, diversos autores ndo
conseguiram demonstrar efeito vasodilatador direto ao propofol, tanto em vasos sanguineos
isolados de animais, quanto ap0s injecOes intra-arteriais deste anestésico em humanos
(NAKAMURA et al., 1992; COUGHLAN et al., 1992; ROBINSON et al., 1997).

Quanto a interferéncia do propofol sobre a neurotransmissdo noradrenérgica e
colinérgica em vasos sanguineos, estudos em artérias omentais humanas mostraram que
concentragdes clinicas de propofol diminuiram a recaptacdo pré-sinaptica de noradrenalina,
justificando o aumento da transmiss@o simpatica local. Em concentracgdes elevadas, ocorreria
uma inibicdo da liberagdo de noradrenalina dos terminais simpaticos, promovendo, entao,
diminuicdo da neurotransmissdo simpatica (WALLERSTEDT et al., 1998.). Estes resultados

poderiam explicar porque o propofol em baixas concentragdes possui efeito vasoconstrictor e
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em altas concentragBes, produz efeitos vasodilatadores em vasos sanguineos isolados
(NAKAMURA et al., 1992 ; COUGHLAN et al., 1992).

Luo et al (2009), durante a anestesia com propofol para clipagem de aneurisma
cerebral em humanos, evidenciaram que o propofol ndo produziu aumento significativo da
concentracdo plasmatica de endotelina, mas gerou uma expressiva diminuicdo da
concentracdo plasmatica do CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina), podendo ser
esta uma das causas do possivel efeito vasoconstrictor do propofol evidenciado por alguns

autores.

1.1.5.3.2 Acdo vascular indireta ou endotélio-dependente do propofol

Muitas pesquisas procuraram mostrar que o propofol promove acdo indireta sobre os
vasos sanguineos através da liberacao de diversas substancias.

Segundo Toda et al (2007), o propofol relaxa as células musculares lisas de artérias
cerebrais e periféricas de humanos, através da liberacdo endotelial de NO (6xido nitrico), com
0 consequente aumento da producdo do GMP-ciclico (monofosfato de guanosina) endotelial e
vasodilatacdo. Esta liberacdo de NO seria secundaria a liberagdo de PGI2 (prostaciclina) pelas
ceélulas endoteliais vasculares. O mesmo foi observado em artérias coronarias distais de ratos
por Park et al (1995).

Entretanto, em artérias pulmonares de cées, outros autores demonstraram que 0
propofol atenuou o relaxamento induzido pela via colinérgica, que sabidamente ativa a via
NO-GMPc (HORIBE et al., 2000). O propofol diminuiu o relaxamento vascular produzido
tanto pelo 6xido nitrico como também pelo metabdlito do citocromo P-450, aumentando a
sensibilidade do miofilamento do mdusculo liso ao calcio via Proteina-Kinase C
(NEUKIRCHEN et al., 2008).

Atualmente, ha evidéncias de que um novo fator relaxante do endotélio, o EDHF
(Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor), promova o relaxamento, principalmente, de
artérias de pequeno calibre e de arteriolas. Seu mecanismo de acdo envolve a hiperpolarizacao
da célula muscular lisa vascular através da ativacdo dos canais de potassio. O propofol € a
droga que mais libera EDHF, quando comparado aos outros agentes anestésicos (BRYAN et
al., 2005).
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Novos estudos (KASSAM et al., 2011) demostraram que o tecido adiposo perivascular
potencializaria a vasodilatacdo causada pelo propofol, tanto através da via endotelial,
liberando oxido nitrico, como também, através da via endotélio-independente, produzindo
perdxido de hidrogénio.

Cheng et al (2009), estudando células endoteliais de veias umbilicais humanas,
verificaram que, sob a acdo do propofol, a secrecdo de ET-1 (endotelina-1) e a producédo de
espeécies reativas de oxigénio foram reduzidas, assim como, o propofol aumentou a producao
de oxido nitrico endotelial, causando venodilatacao.

Liu et al (2009) enfatizaram, também, que a sintese de prostanodides vasodilatadores
pode ser a base do relaxamento induzido pelo propofol em arteriolas renais isoladas de ratos.

1.1.5.4 Agéo do propofol no Sistema Nervoso Central

Ainda sdo poucas e inconclusivas as informac@es a respeito dos mecanismos de acao
do propofol no SNC. Trabalhos anteriores (HALL et al., 2009) demostraram que o propofol
deve atuar principalmente nos receptores GABA-A, aonde se liga ao receptor do
neurotransmissor inibitério mais comum do sistema nervoso central, 0 GABA. O propofol
parece reduzir a taxa de dissociacdo entre 0 GABA e 0 seu receptor GABA-A, permitindo que
os canais de cloro do receptor GABA-A permanecam abertos por mais tempo,
proporcionando hiperpolarizacdo neuronal e inibicdo da neurotransmissdo central de forma
dose-dependente (TRAPANI et al., 2000; ALKIRE et al., 2001).

Evidéncias sugerem que o propofol deve inibir a atividade de sinapses tanto espinhais
como supra-espinhais, interagindo com varios sistemas, além do complexo receptor GABA-A
(HARA et al., 1993). Os receptores GABA-A sdo estruturalmente e geneticamente
relacionados a uma superfamilia de receptores de canais i6nicos operados por
neurotransmissor, dentre 0s quais podemos destacar: 0s receptores colinérgicos, os receptores
glicininérgicos e os receptores serotoninérgicos tipo 3 (5-HT3). Consequentemente, é possivel
que o propofol também possa exercer alguns efeitos em tais receptores.

As drogas que afetam a neurotransmisséo colinérgica central s&o reconhecidas por
interferir no nivel de consciéncia e na producdo do estado de anestesia geral. Laalou et al
(2008), através de lesbes em areas cerebrais colinérgicas especificas de ratos, pesquisaram a

influéncia da neurotransmissdo colinérgica durante a anestesia com propofol. Estes autores
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evidenciaram que lesbes da inervacdo colinérgica no hipocampo e no cortex frontal, foram
responsaveis pelo aumento da poténcia hipnética do propofol. Portanto, estes autores
sugeriram que o sistema colinérgico do prosencéfalo, talvez pudesse participar da regulacao
da poténcia hipnotica de alguns anestésicos, incluindo o propofol.

Tonner et al (1997), demonstraram que a inibicdo aguda da atividade da NO-sintase
pelo L-NAME (N-nitro-L-arginina-metil-ester) em Xenopus Laevis, através do bloqueio da
atividade da via NO-GMPc, aumentou a poténcia anestésica de diversos anestésicos gerais,
dentre eles o propofol. Estes autores sugeriram que a inibi¢do da via NO-GMPc poderia estar
relacionada ao mecanismo do efeito anestésico destes medicamentos. Miyawaki et al, (1997)
estudando cortes cerebelares de ratos, demonstraram que o propofol reduziu a producéo de
GMP-ciclico tecidual.

Por sua vez, Murasaki et al (2003), estudando odcitos humanos, concluiram que o
propofol alterou a transducdo do sinal neuronal entre receptores M1 e sua proteina G
associada, o que pareceu interferir intensamente com a neurotransmissdo muscarinica no
SNC. Aparentemente, esse efeito decorre de um desacoplamento da proteina G do seu
receptor, alterando negativamente a sinalizacdo intracelular muscarinica M1 excitatoria no
SNC (NAGASE et al., 1999). Segundo Meuret et al (2000), a interferéncia do propofol na
transmissao colinérgica muscarinica central deve participar, a0 menos em parte, do efeito
hipnotico da droga.

Jonsson et al (2005), estudando o efeito do propofol na quimiossensibilidade do corpo
carotideo em coelhos, sugeriram que a depressdo na resposta ventilatoria a hipdxia seria uma
consequéncia da acdo deste anestésico nos receptores nicotinicos presentes no corpo carotideo
ou no nervo sinus carotideo aferente, e ndo em receptores GABA-A. Por causa da homologia
e da similaridade entre os receptores GABA-A e 0s receptores nicotinicos, parece razoavel
que o propofol tenha afinidade também pelos Ultimos, haja visto que este anestésico também
parece alterar o baroreflexo em presenca de hipotenséo arterial (EBERT, 2005).

Quanto ao sistema serotoninérgico, estudos em Xenopus Laevis demostraram que 0
propofol promoveu uma inibicdo da atividade dos receptores serotoninérgicos 5-HTsa € 5-
HTsag, mas apenas quando foi utilizado em concentragfes excessivamente altas, sugerindo
que a inibicdo deste sistema ndo deve contribuir de maneira significativa para os efeitos
anestésicos desta droga (RUSCH et al., 2007). Entretanto, Fregoneze et al (2011),
demonstraram que 0s receptores 5-HT3 localizados nos cérebros de ratos estariam envolvidos
na regulacdo da presséao arterial. A administracdo da ondansetrona, um antagonista seletivo de

receptores 5-HT3, promoveu uma resposta hipertensiva, o que indicou que esses receptores
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centrais exercem algum drive inibitorio no controle da pressdo arterial. Nesse mesmo estudo,
foram investigadas as possiveis interacGes entre as vias serotoninérgicas e as opioidérgicas
centrais no controle da pressdo arterial. Foi ressaltado que a via opioidérgica central
participaria de maneira importante na génese da resposta hipotensiva apos estimulacdo dos
receptores 5-HT3, sugerindo uma interagdo funcional entre esses dois circuitos cerebrais.

Por sua vez, Buggy et al (2000), relataram que o propofol pareceu reduzir a
neurotransmissao glutamatérgica central em ratos, através da ativacdo da via inibitoria
GABA-A. Segundo Li et al (2009), também estudando ratos, o efeito sedativo do propofol,
além de poder ser mediado pela inibicdo de neurénios do ndcleo tuberomamilar (NTM),
responsavel pelo estado de vigilia dos animais, através de uma acdo gabaérgica direta,
também poderia ocorrer de forma indireta. Esta acdo indireta e aparentemente paradoxal do
propofol, seria exercida através do aumento da liberacdo de glutamato nas vias do nucleo pré-
Optico ventrolateral (NPOV), cuja fungdo é inibir, via sistema gabaérgico, a atividade de
alerta do NTM. Existiriam receptores GABA-A pré-sinapticos nos axonios glutamatérgicos
do NPQOV, que ao serem ativados pelo propofol, promoveriam a ocorréncia de um efeito
reverso na corrente de cloro através destes canais, promovendo o seu efluxo, e possivelmente
também, a sua despolarizacdo, com consequente aumento da atividade inibitéria do NPOV
sobre 0 NTM.

Diversos trabalhos tém relacionado o sistema canabindide, especificamente o receptor
endocanabinoide 1 (CB1), ao efeito sedativo do propofol. Patel et al (2003), demonstraram
que o propofol diminuiu a degradacdo da anandamida atraves da inibicdo da enzima catalitica
deste endocanabindide em ratos. Ocorreu um aumento consideravel de endocanabindides no
SNC, o que possivelmente induziu, a0 menos em parte, o efeito sedativo do propofol.
Kopczynska (2007) evidenciou que a injecdo intravenosa de anandamida em ratos provocou
hipotensdo arterial e apnéia. Ambos os efeitos foram mediados por receptores CB1 e VR1
(receptor vanildide 1). A vasodilatacdo promovida pelos receptores VR1 também foi sugerida
por Jarai et al (1999), que demonstraram que a anandamida induziu a liberacdo do peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) pelas terminagGes nervosas, com subsequente
reducdo da liberacdo de noradrenalina das terminacgGes nervosas simpaticas do coragdo e dos
vasos sanguineos, causando vasodilatacdo e hipotensdo arterial prolongada. Como o propofol
diminuiu a degradacdo da anandamina, este pode ser um dos mecanismos de agdo proposto

para o efeito hipotensor do propofol.
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1.1.5.5 Agéo do propofol em outros sistemas reguladores da presséo arterial

Apesar da possivel participacdo de alguns sistemas reguladores da pressédo arterial no
mecanismo hipotensor do propofol, poucos séo os dados existentes acerca da influéncia do
propofol sobre os varios sistemas de controle hemodinamico.

Diversos pesquisadores ndo conseguiram estabelecer nenhum grau de participacédo do
bloqueio dos betareceptores noradrenérgicos na origem do efeito bradicardizante do propofol.
Essa substancia ndo demonstrou possuir atividade beta-bloqueadora, apesar de induzir
bradicardia. Ao que parece, este efeito colateral poderia ser explicado através da acdo direta
do propofol em vasos sanguineos e no coracdo (KRASSIOUKOV et al., 1993; GLEN et al.,
1985; LEJAY et al., 1998).

De forma oposta, estudos in vitro evidenciaram que agentes agonistas alfa-
adrenérgicos aumentaram a resposta contratil vascular endotélio-dependente, provavelmente
através da reducdo da liberacdo de prostaciclina, induzida pela inibicdo da cicloxigenasel pelo
propofol. Varios autores supdem que tanto o propofol (OGAWA et al., 2001) quanto o seu
solvente (STEPNIAKOWSKI et al., 1997) poderiam ter originado esse efeito vascular.
Alguns estudos in vivo em humanos (KANAYA et al., 2002), e em cées (KONDO et al.,
2001), sugeriram o aumento da sensibilidade vascular aos agonistas alfa-1 adrenérgicos, na
presenca de doses clinicas de propofol.

Multiplos estudos propuseram que o uso dos inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECA) poderia potencializar a hipotenséao arterial produzida pela administragéo
de algumas drogas indutoras da anestesia geral, inclusive o propofol (BERTRAND et al.,
2001). A hipotensao arterial induzida pelo sinergismo do propofol com os IECA, poderia ser
producdo de NO e prostaciclina (PGI2) gerado por ambas as drogas (MALINOWSKA-
ZAPRZALKA et al., 2005).

Quanto ao envolvimento do sistema opioide na génese das alteracbes cardiovasculares
induzidas pelo propofol, nossos trabalhos experimentais em mecanismos reguladores da
pressdo arterial (dados ainda ndo publicados), demonstraram que o pré-tratamento de ratos
utilizando a naloxona foi capaz de reduzir a bradicardia e a hipotensdo arterial geradas pelo
propofol. Estes resultados foram corroborados por outros estudos em ratos, nos quais a

naloxona foi capaz de prevenir, a0 menos parcialmente, o efeito hipotensor do propofol,
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administrado tanto intravenosamente quanto intracisternalmente (MARACAJA-NETO et al.,
2012).

Anwar et al (1998), ao estudarem camundongos, evidenciaram que o propofol foi
capaz de reduzir a atividade nociceptiva destes animais, muito mais por uma acéo liberadora
de B-endorfinas encefélicas do que através da neuromodulacdo negativa ao nivel espinhal,
sendo este efeito passivel de reversdo pela naloxona. Estes resultados sugeriram o
envolvimento do sistema opioide na génese do efeito antinociceptivo do propofol. Portanto,
seria admissivel supor que o sistema opioide também pudesse participar, de alguma forma, da
regulacao do aparelho cardiovascular dos animais.

Outra pesquisa correlacionando sistema opioide com o propofol foi realizada por Li et
al (2012). Ao tratarem neuroblastomas humanos em diferentes concentracdes de propofol,
observaram um aumento na expressao de receptores MOR (receptor opidide mu) nessas
células. Consequentemente, o propofol teria o potencial de aumentar a atividade do sistema
endogeno p-opioide, 0 que seria responsavel, pelo menos em parte, pelos efeitos sedativos e

depressores respiratdrios da droga.

1.2 Receptores Opioides

1.2.1 Consideracoes gerais

A primeira tentativa de identificar os receptores opioides ocorreu em 1971 por
Goldstein et al (1971). Contudo, somente em 1973 foi confirmada a existéncia dessas
estruturas proteicas (FINCK, 1979). Em 1976, GILBERT e MARTIN forneceram evidéncias
da presenca de trés receptores opioides: mu, kappa e sigma. Este dltimo ndo € mais
considerado um receptor opioide, visto que ndo é ativado pelos peptideos endégenos e nem
pela morfina, e tdo pouco, antagonizado pela naloxona (RANG et al., 2012). Posteriormente,
foram descobertos outros receptores opioides, como o receptor delta e 0 ORL-1 (receptor
opioide simile), este dltimo tambeém conhecido como receptor nociceptina ou receptor
orfanina FQ (RANG et al., 2012; DRAGASIS et al., 2013).

Os receptores opioides pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G. A

ativacdo desse complexo de proteinas por um opioide, produz um sinal inibitério (Gi/0) que
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induz a inibicdo da adenilato ciclase. Consequentemente, ocorre uma reducdo na producdo de
AMPc, abertura dos canais de potassio e inibicdo dos canais de calcio voltagem-dependentes
na membrana celular. A atividade neuronal é, por conseguinte, diminuida, ocasionando uma
reducdo na liberacdo de neurotransmissores excitatérios no SNC, tais como a acetilcolina,
norepinefrina, dopamina, serotonina, glutamato e substancia P. Portanto, a neurotransmisséo
opioide atua como neuromoduladora negativa da aferéncia sensorial e nociceptiva ao SNC.

Os receptores opioides estdo localizados em regides pré e pds-sinapticas em varios
locais do cerebro, incluindo a substancia cinzenta periaquedutal do tronco cerebral, a
amigdala, o corpo estriado, o tAlamo, assim como, a substancia gelatinosa do corno posterior
da medula espinhal. Eles também s&o encontrados em neurdnios periféricos aferentes, na
musculatura lisa do trato gastrointestinal e dentro de articulagbes. Logo, 0s opioides
diminuem a neurotransmissdo da dor, tanto perifericamente quanto no SNC, diminuindo a
percepcéo cerebral da dor (REISINE, 1995).

Baseando-se na distribuicdo heterogénea dessas proteinas receptoras de opioide,
muitos neurdnios e vias nervosas sdo afetados por diferentes agonistas opioides (RANG et al.,
2012). Alguns estudos sugerem a possibilidade de diferentes neuromodulagdes, de acordo
com o tipo de receptor estimulado. Por exemplo, a ativagdo de receptores mu nas regides
corticais de ratos induz a inibicdo da liberacdo de norepinefrina, ao passo que a estimulacao
dos receptores kappa inibe a liberacdo de dopamina estriatal, e a ativagdo do receptores delta
inibe a liberacdo da acetilcolina (NARITA et al., 2001).

Os opioides sdo divididos conforme a origem da droga, podendo ser: naturais, semi-
sintéticos ou sintéticos. Embora os opioides sejam semelhantes em sua estrutura, existem
também diversas classificagdes destes compostos de acordo com a sua ac¢ao no tecido alvo.
Desta forma, os opioides sdo organizados em agonistas puros, agonistas parciais,

agonistas/antagonistas e em antagonistas de receptores opioides.

1.2.2 Acdo das drogas agonistas dos receptores opioides

Os agonistas opioides podem ser agrupados em agonistas puros, agonistas parciais e
agonistas-antagonistas dos receptores opioides. Classificamos como agonistas puros a
morfina, a diamorfina, a meperidina, o fentanil, o alfentanil, o sufentanil, o remifentanil, o

levorfanol, a codeina, a hidrocodona, a oxicodona, a hidromorfona, a oximorfona, a metadona
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e o tramadol. Os agonistas parciais e agonistas-antagonistas de receptores opioides sdo: a
buprenorfina (agonista parcial mu), a nalorfina (agonista parcial kappa e antagonista mu), a
pentazocina e a nalbufina que sdo exemplos de opioides agonistas kappa e antagonistas mu.
(YAKSH et al., 2012).

Os opioides agonistas totais dos receptores opioides apresentam acOes
farmacodinamicas semelhantes no SNC, que incluem: analgesia, sedacéo, sonoléncia, euforia,
disforia, alucinagdes, tolerancia e dependéncia quimica.

No sistema cardiovascular, os agonistas totais de receptores opioides promovem
discreta bradicardia, que é mais frequentemente relacionada a diminuicdo do estado de
excitacdo autondmica e a hipoxia. Raramente, a diminuicéo da frequéncia cardiaca € resultado
da reducdo do tono simpatico e de efeito direto sobre o nd sinoatrial ou atrio-ventricular.
Alteracdes no ECG e no débito cardiaco s6 foram observadas em certos casos de intoxicacdo
opioide, aonde o uso cronico de altas doses de metadona poderia estar associado ao aumento
do intervalo QT e & bradicardia (VINCENT et al., 2011).

Entretanto, os opioides também podem promover alguma vasodilatacéo periférica, que
¢ causada por acdo direta destas drogas na musculatura lisa vascular (el-SHARKAWY et al.,
1991), pela liberacdo de histamina ou pela reducdo do tono simpético, principalmente se
houver hipovolemia associada. Contudo, Cavun et al (2001) concluiram que os receptores
opioides delta da regido ventro-lateral da substancia cinzenta periaquedutal tém grande
participacdo na hipotensdo causada por hemorragia em ratos. Ao bloquear esses receptores
com antagonista de receptor opioide delta, esse estudo mostrou que 0s niveis pressoricos se
restabeleceram, mesmo durante a hemorragia.

Atualmente, esses mesmos receptores delta estdo sendo pesquisados quanto aos seus
diversos beneficios cardioprotetores. Segundo Dragasis et al (2013), através da ativacdo dos
receptores opioides delta em ratos, a cardioprotecdo ocorria via producdo de oxido nitrico e
aumento da atividade da COX-2 (enzima ciclo-oxigenase-2), translocacdo de isoformas
especificas de proteina quinase, reducdo de AMPc miocardico e inibicdo da permeabilidade
mitocondrial. Outras vantagens relacionadas ao uso de opioides incluem os efeitos
antiarritmicos, os efeitos limitadores da area de injuria cardiaca durante a isquemia e a
reperfusdo do miocardio, e os efeitos no pré-condicionamento cardiaco (HEADRICK et al.,
2012).

Multiplos receptores opioides (mu, kappa e delta) parecem também importantes na
mediacdo da resposta hipotensora induzida por drogas estimuladoras da neurotransmisséo
serotoninergica 5-HT3 no SNC (FREGONEZE et al., 2011).
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No SNC, os agonistas opioides promovem analgesia para dor aguda ou cronica,
podendo induzir hiperalgesia em caso de exposi¢do prolongada. Distdrbios de comportamento
como euforia (via receptor mu), bem estar, disforia e alucinagdes (via receptor kappa) também
podem estar presentes entre usuarios desse tipo de droga.

No sistema respiratorio, observa-se depressdo respiratoria mediada pela ativacdo de
receptores mu nos centros respiratorios do tronco cerebral. Ocorre reducdo da frequéncia
respiratoria por dessensibilizacdo dos quimioreceptores centrais as alteracbes de pressao
parcial de dioxido de carbono, o que pode causar hipoventilacdo e morte por hipdxia. Como a
depressdo respiratoria ndo € acompanhada de depressdo do centro cardioacelerador localizado
na medula espinhal, ndo sdo verificadas alteracdes hemodindmicas durante esse evento.

Alguns opioides agonistas, como a morfina, estimulam a liberacdo de histamina pelos
mastocitos. Entretanto, parece ocorrer uma acdo periférica dos opioides potencializando o
prurido. O quadro clinico inclui desde urticarias e broncoespasmo até a ocorréncia de
hipotensdo arterial, principalmente quando doses elevadas dessas medicacbes sao
administradas. O prurido induzido por opioides € resistente a acdo de drogas anti-
histaminicas. Entretanto, a nalbufina, um opidide kappa-agonista e mu antagonista, pode ser
utilizada no tratamento desse efeito colateral. O mecanismo de acdo da nalbufina parece
ocorrer, tanto através da inibicdo dos receptores mu opioides, responsaveis pela excitacdo da
via pruriginosa, quanto pelo estimulo dos receptores kappa opidides, responsaveis pela
excitacdo dos interneurdnios inibitérios do prurido (CARSTENS, 2009).

No trato gastrointestinal, os agonistas opioides aumentam o tdnus da musculatura lisa
das visceras diminuindo a motilidade intestinal, provocando retardo na absorcdo de outras
drogas e constipacao intestinal. A pressdo dentro do trato biliar encontra-se aumentada, tanto
pela contracdo da vesicula biliar, quanto pelo espasmo do esfincter de Oddi (HARRIS et al.,
2008).

A imunodepressdo causada por opioides vem sendo estudada ha alguns anos e agora
tem ganhado um papel importante na modulagéo do sistema imune. Estudos mostraram que 0s
opioides prejudicam a fungdo quimiotéxica e fagocitica de neutrdfilos e de mondcitos,
reduzem as respostas efetoras de linfocitos B e T, aumentam a apoptose de linfocitos e de
células fagociticas, reduzem a funcdo de células Natural Killer e da atividade proliferativa
linfocitica em resposta a mitdgenos, e suprimem as citocinas inflamatorias. Ao mesmo tempo,
ocorre a ativagdo do sistema nervoso simpatico e a elevagdo dos niveis de noradrenalina, por
intermédio da proteina cinase C, da somatostatina, do comprometimento de enzimas pro-

apoptoticas e da alteracdo da liberacdo de Oxido nitrico (GARCIA et al., 2012). Diversos
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autores sugeriram que 0s opioides poderiam aumentar a probabilidade de induzir o
crescimento e a disseminacao do cancer em pacientes com neoplasias (LENNON et al., 2012;
BORTSOQV et al., 2012; RADBRUCH, 2012). No entanto, outros pesquisadores propuseram
que a morfina, em doses clinicas, induziria um efeito pré-apoptotico de células germinais
cancerigenas e inibiria a secrecdo de fator de crescimento endotelial vascular produzida pelas
células cancerigenas (AFSHARIMANI et al., 2011; GACH et al., 2011). Em tumores de
colon, os mesmos autores demonstraram uma reducdo da disseminacdo das células tumorais
malignas (GACH et al., 2011).

Atualmente, também estdo sendo realizados estudos em tecidos periféricos a fim de se
comprovar a analgesia promovida pelos agonistas opioides fora do SNC. Schramm et al
(2010) demonstraram que a combinacdo de agonistas de receptores mu e delta, injetados
perifericamente na regido plantar de ratos, proporcionou significativa analgesia ao estimulo
doloroso. Quando os agonistas opioides foram administrados separadamente, a analgesia ndo
foi observada, fato este ja& demonstrado em outras pesquisas.

Outros efeitos dos opioides incluem: a depressdo do reflexo da tosse e a miose, que é

devida ao estimulo do nervo oculomotor, via receptor mu e kappa.

1.2.3 Acdo das drogas antagonistas dos receptores opioides

Os antagonistas opioides surgiram em 1915, e ganharam importancia clinica quando
foi demonstrado a reversdo da depressao respiratdria causada pela N-alilcodeina (DUARTE,
2005). Devido aos indesejaveis efeitos agonistas, presentes nas drogas antagonistas opioides
ja existentes, a investigacdo farmacoldgica centrou-se no desenvolvimento de antagonistas
puros, isentos dessas caracteristicas (MARTIN, 1967).

A naloxona foi descoberta no inicio da década de 60 e foi o primeiro antagonista puro
de receptores opioides com afinidade pelos trés receptores: mu, kappa e delta. Essa droga foi
introduzida na pratica clinica por Foldes em 1963, com o objetivo de reverter a depressdo
respiratoria causada pelos analgesicos opiaceos (GUTSTEIN et al., 2001). Trata-se de um n-
alil sintético derivado da oximorfona, de acdo competitiva e de curta duracdo. A naloxona, por
ser um farmaco antagonista puro de receptores opioides, ndo possui atividade intrinseca, isto
é, ao se ligar ao seu receptor, essa droga ndo ativa nenhum mecanismo celular responsavel

pelos efeitos dos opioides. Esse medicamento é praticamente inerte quando administrado na
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auséncia de agonistas endogenos ou exdgenos (SCHUMACHER et al., 2014), porém, quando
altas doses intravenosas sdo administradas rapidamente, o risco de instabilidade
cardiopulmonar aumenta (BAAR et al., 2006). Em situacGes de estresse ou inflamacdo, a
naloxona pode causar hiperalgesia, visto que além de antagonizar os efeitos toxicos dos
opioides, como a depressao respiratoria, a hipotenséo arterial e a sedacgdo, ela também reverte
a analgesia produzida por estas substancias.

A principal indicacdo do uso da naloxona é a restauracdo da ventilacdo espontanea
apos depressao respiratoria induzida por opioide. Consoante a este efeito, essa droga também
pode reverter ou reduzir nduseas e vomitos, prurido, retencdo urindria, rigidez muscular e
espasmo biliar ou intestinal, associados ao uso destas substancias (FUKUDA, 2015). A
naloxona tem ganhado importancia no tratamento da overdose pelos agonistas dos receptores
opioides mu, além do seu uso na terapéutica do alcoolismo, distdrbios alimentares, psicose e
doenca de Parkinson (SPETEA et al., 2013). Entretanto, o papel da naloxona na ressuscitacdo
cardiopulmonar ainda parece controverso. Diversos estudos utilizando naloxona na
ressuscitacdo cardiopulmonar ainda tentam provar seu beneficio, porém uma Unica pesquisa
em que houve a associacdo da naloxona a adrenalina, demonstrou que a naloxona apresentou
efeito sinérgico na resposta pressorica durante a parada cardiorrespiratoria. Além de ndo se
saber o mecanismo pelo qual a naloxona melhorou a resposta hemodinamica, ainda nao
conseguiu-se comprovar se houve melhora neuroldgica desses pacientes (MENDOZA-
DAVILA et al., 2008).

Um dos efeitos paradoxais causados pela naloxona é a diminuicdo da demanda do uso
de morfina pelos pacientes. Esse resultado provavelmente ocorre pelo aumento da liberacédo
de opioides enddgenos e do nimero de receptores opioides (GAN et al., 1997). Outros autores
sugeriram que a naloxona, em doses minimas, aumentaria a permanéncia do GABA nas
fendas sinapticas das células gliais, o0 que aumentaria a acdo analgésica da morfina
(BARNETT et al., 2014). Baseado nestes conceitos, recomenda-se 0 uso de pequenas doses
de naloxona ou a rotacdo de drogas opioides na prevencdo da hiperalgesia induzida por
substancias opioides (SILVA et al., 2009).

Os efeitos colaterais mais importantes e inerentes ao uso da naloxona sdo o0 aumento
da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial, provavelmente decorrentes do aumento da
atividade do sistema nervoso simpético. Kienbaum et al. (2000), ao administrarem a
naloxona na detoxificacdo de pacientes viciados em opioides durante a anestesia geral,
observaram aumento da concentracdo plasmatica de epinefrina em 30 vezes e de

norepinefrina em 3 vezes, além de sinais clinicos de estimulacdo cardiovascular, como o
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aumento do indice cardiaco, da pressdo sistolica atrial e do consumo de oxigénio. A pressao
diastolica atrial permaneceu inalterada e a resisténcia vascular sisttmica mostrou-se
diminuida neste estudo.

O edema agudo de pulmdo é uma complicacdo descrita apds doses elevadas de
naloxona. Pode ter como causas: a ativagcdo de uma resposta neurogénica central causando
vasoconstricdo pulmonar ou um desmascaramento de severa acidose e hipdxia prévias, que
levariam a um provavel edema pulmonar (BARNETT et al., 2014).

Kim et al (2004), estudando células in vitro, demonstraram que a naloxona pode ter
efeito miocardiodepressor direto, dependente da dose utilizada. Provavelmente, esse resultado
ocorreu por uma reducdo no influxo de célcio através da membrana cardiaca, associado a uma
modesta depressdo da funcao do reticulo sarcoplasmatico.

Entretanto, Estilo et al (1982), concluiram que a naloxona intravenosa ndo causa
mudancas hemodindmicas e, tampouco, aumenta os niveis de catecolaminas plasmaticas,
tanto em humanos normotensos quanto hipertensos.

Quanto as caracteristicas farmacocinéticas da naloxona, essa droga pode ser
administrada preferencialmente pela via endovenosa, mas também podem ser usadas as vias
intramuscular ou subcutanea. Apo6s a administracdo intravenosa, ela é rapidamente distribuida
por todo o organismo. Devido as suas propriedades lipofilicas, essa droga atravessa
rapidamente as barreiras hematoencefélica e placentaria. Ap6s 15 minutos da administracéo
intravenosa da droga, podemos encontrar uma concentracdo liquorica deste medicamento
cerca de 1,5 vezes maior que a sua concentracdo plasmatica. O metabolismo ocorre
rapidamente no figado, principalmente por conjugacdo com o &cido glicurénico (ORMAN et
al., 2009). Cerca de 65% da dose intravenosa é excretada na urina na forma de metabolitos
inativos conjugados, ap6s um periodo de 48h a 72h. A meia vida da naloxona em adultos € de
até 1,5h e seu inicio de acdo é rapido, de 1 a 2 minutos, com duracdo do antagonismo efetivo
de 30 a 60 minutos (FUKUDA, 2015). Assim, novos bolus ou infusdo continua devem ser
administrados para manutenc¢é@o do nivel plasmatico do antagonista, para reverter os efeitos de
agonistas de acdo prolongada.

A naloxona deve ser usada de maneira fracionada (0,5 a 1 ug/kg por dose). Segundo a
literatura, a dose total usual inicial é de 0,4mg a 0,8mg endovenoso (GUTSTEIN et al., 2001),
mas existem estudos mostrando doses muito superiores a essas, sem danos ao paciente
(FUKUDA, 2015). McMurray et al (1991), utilizando 10mg de naloxona intravenosa em
bolus, e posteriormente 7mg/h de naloxona por 12h em humanos, sugeriram que, apesar do

aumento da excrecdo urinaria de catecolaminas, ndo foi comprovada a influéncia do sistema
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opioide na regulacdo do aparelho cardiovascular durante o repouso ou minimos esforcos
fisicos e mentais, jA que tanto a pressdo arterial como a frequéncia cardiaca ndo foram
alteradas significativamente durante o uso da droga.

Entretanto, pesquisa em humanos utilizando dose de 1mg/kg de naloxona mostrou a
ocorréncia de bradicardia, provavelmente secundaria & instabilidade pressorica (MARTIN-
DEL-CAMPO et al., 1998). Outro estudo em humanos demonstrou que 0,4mg/kg de naloxona
reduziu a tolerancia ao estresse hipovolémico, o que representou um risco durante o choque
hemorragico (LIGHTFOOQOT et al., 2000). Contudo, doses menores de naloxona podem ser
utilizadas para reverter alguns outros efeitos colaterais dos opioides, como o prurido que
ocorre apos a injecdo intratecal ou epidural de opioides, sem alterar o nivel de analgesia.

1.2.4 Efeitos dos antagonistas opioides na requlacdo do efeito hipotensor arterial do propofol

Fregoneze et al (2011), estudando os efeitos hipotensores de drogas agonistas centrais
dos receptores 5-HT3 em presenca da naloxona, evidenciaram a participacdo imprescindivel
de multiplos receptores opioides centrais na origem do efeito hipotensor destas substancias.

Recentemente, outros autores investigaram a participacdo dos receptores opioides na
origem do efeito hipotensor arterial do propofol, tendo constatado a eficacia da naloxona na
prevencdo deste importante efeito colateral do anestésico em ratos (MARACAJA-NETO et
al., 2012).
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2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 Objetivo Geral

1. Investigar a participacdo dos receptores opioides no efeito hipotensor arterial do

propofol em humanos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a capacidade da naloxona em prevenir o efeito hipotensor arterial do
propofol em humanos;
b) Aferir a menor dose de naloxona que deve ser empregada para se obter este

efeito em humanos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Protocolo experimental

A nossa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em pesquisa do HUPE-UERJ com
Certificado de Apresentagdo para Apreciacio Etica n° CAAE 00586012.2.00005259
(Apéndice A) e todos os voluntarios envolvidos na mesma preencheram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) proposto para o trabalho (Apéndice B),
autorizando a realizagdo do procedimento.

Foram estudados 40 pacientes do HUPE-UERJ, das clinicas cirlrgicas Torécica,
Coloproctologia, Cirurgia Geral, Otorrinolaringologia, Ginecologia e Urologia, com estado
fisico ASA 1, segundo a American Society of Anesthesiologists, com idades variando de 18 a
63 anos. Os critérios de exclusdo consistiram na ocorréncia associada de diabetes mellitus,
hipertensdo arterial ou quaisquer outras patologias que afetassem direta ou indiretamente a
funcdo do aparelho cardiovascular, assim como, o uso de drogas relacionadas ao aparelho
cardiovascular e a histéria de abuso de drogas opioides. A investigacdo foi do tipo
randomizada, transversal, aberta e comparativa, e envolveu 05 grupos de 08 pacientes cada.
Os participantes foram distribuidos aleatoriamente através de um programa de distribuicdo
aleatoria gerada por computador, cabendo para cada grupo 08 participantes.

Estes pacientes foram submetidos a cirurgias eletivas sob anestesia geral, cujas
monitorizacdes invasivas da pressao arterial (PAS/PAD/PAM) e da pressdo venosa central
(PVC), ja eram previstas para o procedimento.

Todos os pacientes foram pré-medicados na noite anterior a cirurgia com midazolam
7,5 mg por via oral. Quando admitidos na sala de operacdes, apds a vendclise na fossa
antecubital com cateter de teflon 18G, os pacientes foram monitorizados com cardioscopio,
oximetro de pulso, manguito para afericdo da pressao arterial ndo-invasiva (PANI) (Datex-
Ohmeda Inc.) e eletrodos fronto-temporais para a analise bispectral eletroencefalografica
(BIS®, Aspect Medical Systems Inc., Norwood, MA). Foi instalada mascara facial de Hudson
com oxigénio suplementar (O./ar a 33%) com fluxo de 5I/min sendo, posteriormente,
realizada sedacdo dose-resposta dos pacientes com midazolam (Dormire®, Laboratério
Cristélia, Brasil) intravenoso até a obtencdo de nivel de consciéncia Ramsay Il (escala de BIS

entre 80-90), indicando a ocorréncia de sedacdo leve. Em seguida, foram executadas as
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puncOes sob anestesia local com lidocaina a 1% sem vasoconstrictor, da artéria radial com
cateter de teflon 20G, e da veia jugular interna com cateter Arrow® 7F. Todos os pacientes
receberam hidratagdo venosa com 500ml de solucdo de Ringer com lactato. Os parametros
monitorizados a cada minuto foram: presséo arterial invasiva (PAS, PAD, PAM), pressdo
venosa central (PVC), frequéncia cardiaca (FC), cardioscopia em 3 deriva¢fes com analise do
segmento ST (D2, AVF, V5), oximetria de pulso (SatHb%), capnografia (PETCO2) e anélise
bispectral do nivel de consciéncia (BIS). Apds a inducdo da anestesia com propofol
(Fresofol®, Laboratério Fresenius-Kabi, Brasil) administrado intravenosamente (iv) “in bolus”
em 15 segundos em veia profunda, todos os pacientes foram ventilados de forma controlada
com volume corrente de 7ml/kg e frequéncia respiratoria de 12 irpm, para que mantivessem a
SatHb%>98% e a PETCO2 entre 25-35mmHg. Os pacientes que ndo receberam propofol
foram mantidos ao longo de todo o estudo em ventilacdo espontdnea em mascara de Hudson
com O2/ar a 33%.

Com a finalidade de evitar a dessaturacdo da hemoglobina ou as alteracfes
hemodinamicas induzidas pela ventilacdo dos nossos pacientes, optamos por fornecer uma
mistura de oxigénio/ar a 33% durante todo o estudo, ficando a concentracdo inspirada de
oxigénio proxima a concentracdo de oxigénio do ar atmosférico (21%).

Todos os pacientes foram divididos aleatoriamente em 05 grupos de 08 individuos
cada, conforme o modelo experimental a seguir:

a) Grupo controle da resposta ao propofol (CP): pré-tratamento com 2ml SF 0,9% iv em

TO; 2,5 mg/kg de propofol ivem T2;

b) Grupo controle da resposta a naloxona 1 (CN1): pré-tratamento com 1 pg/kg de
naloxona ivem TO;

c) Grupo controle da resposta a naloxona 3 (CN3): pré-tratamento com 3 pg/kg de
naloxona ivem TO;

d) Grupo propofol-naloxona 1 (PN1): pré-tratamento com 1 ug/kg de naloxona iv em TO;

2,5 mg/kg de propofol ivem T2;

e) Grupo propofol-naloxona 3 (PN3): pré-tratamento com 3 pg/kg de naloxona iv em TO;

2,5 mg/kg de propofol ivem T2.

O estudo teve a duracdo de 7 minutos para todos os grupos, sendo composto de pre-
medicacdo em TO minutos, a injecdo do propofol em T2 minutos (nos grupos experimentais) e
a observacédo do efeito hipotensor do propofol ao longo dos 5 minutos seguintes, segundo o

desenho do estudo (Figura 1).
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Durante todo o experimento, caso ocorressem reducOes da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca superiores a 40% dos niveis basais, essas seriam tratadas com etilefrina
ou atropina, respectivamente, até o retorno dos parametros a niveis seguros, sendo a sua
ocorréncia registrada.

Foram colhidas gasometrias arteriais e venosas de todos os pacientes, 1 minuto antes e
7 minutos apo6s o inicio do estudo.

Os desfechos estudados foram as pressdes arteriais sistélica (PAS), diastolica (PAD) e
média (PAM), a pressdo venosa central (PVC), a frequéncia cardiaca (FC) e o indice
bispectral (BIS), sendo anotados em fichas individuais, de acordo com o protocolo do grupo
em que o paciente foi inserido (Apéndices C a G).

Utilizamos a dose média de uso clinico do propofol para a inducdo da anestesia (2,5
mg/Kg) em todos os pacientes, administrada intravenosamente (iv) “in bolus” em 15
segundos. As doses iv de naloxona (Narcan® Laboratério Cristalia, Brasil) foram
selecionadas a partir de um estudo piloto em que utilizamos doses progressivamente maiores
de naloxona, sendo descartadas as doses menores que 1 pg/Kg, por ndo modificarem as
respostas ao propofol, ¢ as doses superiores a 3 ug/Kg, por serem desnecessarias e
relativamente elevadas para o uso clinico.

Apb6s o término do estudo, todos os pacientes receberam doses suplementares de
propofol, rocurénio, fentanil e sevoflurano, e foram pré-oxigenados por 3 minutos com
oxigénio a 100% previamente as manobras de intubacdo traqueal, que ocorreram sem

intercorréncias em todos os pacientes investigados.



4 DESENHO DO ESTUDO

Figura 1- Desenho do estudo

GRUPOS
CP SF P

N
PN3 a) N3 P

=
CN1 N1
CN3 N3

0 2 7 min

Legenda: CP= grupo controle do propofol; PN1= grupo propofol-naloxona 1 pg/kg;
PN3= grupo propofol-naloxona 3 pg/kg; CN1= grupo controle da naloxona 1
ng/kg; CN3= grupo controle da naloxona 3 pg/kg; P= propofol 2,5 mg/kg;
MDZ= midazolam dose-resposta até Ramsay Il ou BIS entre 80-90; SF= 2ml

soro fisiol6gico 0,9%; N1= naloxona 1 ng/kg; N3= naloxona 3 pg/kg.
Fonte: A autora, 2015.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram armazenados em tabelas utilizando-se o programa Graph

Pad Prism 6™

e foram estatisticamente analisados aplicando-se tanto o teste “¢” de Student
pareado (mesmas medidas, mesmo paciente), quanto os testes “¢” de Student ndo-pareado e
One-way ANOVA com pos-teste Bonferroni (mesmas medidas, grupos diferentes). Os
resultados foram mostrados como média + erro padrdo da média (SEM), com n representando
0 numero de pacientes estudados em um determinado grupo. A significancia estatistica foi

estabelecida para p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Dados antropométricos

Foram estudados 40 pacientes, sendo que dois tercos deles foram do sexo masculino.
Ao analisarmos os dados antropométricos dos pacientes incluidos neste estudo, verificamos
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias de idade, de peso e de
IMC entre os grupos estudados (tabela 1).

Em nenhum dos pacientes foi necesséario o uso de etilefrina ou de atropina para a
correcdo da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, respectivamente, assim como ndo foi
registrada nenhuma alteracdo importante das analises gasimétricas durante a realizacdo do
estudo.

Né&o foi observada dessaturacdo da hemoglobina em nenhum momento durante toda a
nossa pesquisa, o que pode ser confirmado atraves das gasometrias arteriais colhidas antes e

apos a administracdo da naloxona e do propofol.

Tabela 1 — Caracteristicas antropométricas dos voluntarios ao estudo, separados de acordo
com os grupos (médiatSEM) (n=8; para todos 0s grupos)

Variaveis CP CN1 CN3 PN1 PN3
Idade (anos) 42,88+4,13 52,50+3,96 41,88+6,21 40,38+5,01 39,50+5,08
Sexo (F:M) 5:3 2:6 3.5 2:6 2:6

Peso (kg) 77,00£3,77 70,75£7,00 67,88+4,71 69,50+4,97 62,75+2,75
IMC (kg/m?) 28,18+1,82 24,89+190 24,10+1,15 24,16+159 22,71+1,01

Legenda: CP= grupo controle do propofol; CN1= grupo controle da naloxona 1 pg/kg; CN3= grupo controle da
naloxona 3 pg/kg; PN1= grupo propofol-naloxona 1 pg/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 ng/kg;
F= feminino; M= masculino; IMC= indice de massa corporea.

Fonte: A autora, 2015.
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6.2 Modalidades Cirurgicas

A tabela 2 descreve a distribuicdo dos procedimentos cirargicos realizados nos

pacientes durante a elaboracao do trabalho.

Tabela 2 — Distribuicdo percentual das cirurgias realizadas durante o experimento

Variaveis Cirg.  Cirg. Cirg. Cirg. Cirg. Cirg. Total

Torax. Urologica Proctoldgica. Geral Ginecologica  Otorrinolar.

CP 62,5% 12,5% 0 12,5% 12,5% 0 100%
CN1 62,5% 12,5% 12,5% 12,5% 0 0 100%
CN3 87,5% 0 0 0 0 12,5%  100%
PN1 75% 12,5% 12,5% 0 0 0 100%
PN3 75%  12,5% 0 0 0 12,5%  100%

Legenda: Cirg. Térax.= Cirurgia Toraxica; Cirg. Urolégica= Cirurgia Urolégica; Cirg. Proctolégica= Cirurgia
Proctoldgica; Cirg. Geral= Cirurgia Geral; Cirg. Ginecologica= Cirurgia Ginecologica; Cirg.
Otorrinolar.= Cirurgia Otorrinolaringol6gica; CP= grupo controle do propofol; CN1= grupo controle
da naloxona 1 ug/kg; CN3= grupo controle da naloxona 3 pg/kg; PN1= grupo propofol-naloxona 1
ng/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 pg/kg.

Fonte: A autora, 2015.

6.3 Grupos Controle Da Naloxona (CN1 e CN3)

Ao observarmos o comportamento dos parametros cardiovasculares e de consciéncia,
em resposta a dose de naloxona (N) iv administrada aos grupos CN1 e CN3, notamos que ndo
ocorreu alteracdo significativa, tanto nas pressoes aferidas (PAM, PAD, PAS e PVC), quanto

na FC e nos valores de BIS investigados (vide tabela 3).
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Tabela 3 - Valores das pressdes arteriais e venosas centrais (PAM, PAD, PAS, PVC),daFC e
valores de BIS aferidos nos grupos controle da naloxona (CN1 e CNB3)
(médiaxtSEM) ( n=8; para todos 0s grupos)

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

*

96,50 | 96,88 | 95,75 | 96,38 | 95,25 | 97,25 | 90,75 | 94,13

PAM 1 CNL | 1604 | £6.08 | £5.13 | +5.63 | 45,39 | 5,03 | 5,31 | +6.07
cna | 8925 | 85,75 | 87,00 | 87,13 | 8525 | 84,13 | 8650 | 84,75
1225 | £3.33 | £3.04 | 4324 | +357 | +413 | 355 | +370

onp | ong | 7350 | 7375 | 7263 | 7313 | 7300 | 7475 | 68,88 | 7188
1506 | £5.10 | £3.72 | 45.04 | 442 | +447 | 370 | +5.30

cng | 6900 | 64,38 | 6525 | 66,50 | 64,88 | 62,00 | 65,13 | 63,63
£331 | £3.06 | +3.02 | 4220 | 265 | +314 | +248 | +2.34

ops | ony | 1426 | 1428 | 1413 | 1431 | 1308 | 1421 | 1353 | 1380
1977 | 49,62 | +9.20 | 8,98 | 9,36 | 8,77 | +9.69 | +969

ong | 1300 | 1289 | 1303 | 1301 | 1275 | 1205 | 1320 | 1299

+4,15 | £#4,52 | +3,61 | #4,77 | £5,19 | +541 | £5,00 | +5,25

74,00 | 73,63 | 72,00 | 72,13 | 71,88 | 70,00 | 69,63 | 71,88
FC CN1 | +4,44 | +4,67 | +4,37 | +4,18 | +4,63 | +3,56 | +3,82 | +4,46

87,88 | 84,63 | 84,75 | 83,63 | 84,63 | 83,13 | 83,25 | 83,25
CN3 | +415 | +559 | +4,94 | +472 | +528 | +4,96 | +4,46 | +4.56

875 | 900 | 875 | 825 | 825 | 7,87 | 7,87 | 812
PVC | CN1 | 4177 | 1,75 | £1,79 | £1,42 | +1,45 | +1,64 | 1,79 | +1,79

537 | 475 | 462 | 487 | 462 | 412 | 412 | 3,87
CN3 | +0.88 | 0,75 | +0,94 | +0,91 | +1,03 | +1,04 | +1,20 | +1,02

83,75 | 83,75 | 85,13 | 84,75 | 84,38 | 84,75 | 84,63 | 84,63
BIS CN1 | +218 | +2,83 | #3,03 | +3,16 | +3,41 | #3,23 | #3,22 | +2,51

83,38 | 83,38 | 82,50 | 83,88 | 84,38 | 83,63 | 84,75 | 84,50
CN3 | +200 | +1,14 | +1,32 | #1,43 | #+1,89 | +1,25 | +1,79 | +2,49

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; PAM= pressdo arterial média; PAD= pressdo arterial diastolica; PAS=
pressdo arterial sistolica; FC= frequéncia cardiaca; PVC= pressdo venosa central; BIS= indice
bispectral; CN1= grupo controle da naloxona 1 pug/kg; CN3= grupo controle da naloxona 3 pg/kg.
* p<0,05- Teste “¢+” de Student pareado comparativo a TO.

Fonte: A autora, 2015.
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6.4 Grupos Experimentais (PN1 e PN3) e Grupo Controle Do Propofol (CP)

Os nossos resultados foram plotados em tabelas, conforme a varidvel estudada, de
forma a permitir a comparacéo entre os diferentes grupos. Estes resultados foram também
representados graficamente, para uma melhor visualizagédo dos efeitos (figuras 2 a 7).

Nas tabelas 4, 6 e 8 foram expressos os valores reais, respectivamente, da PAM, PAD
e PAS (mmHg) obtidos em cada paciente, de acordo com 0 Seu grupo, nos tempos
investigados.

Os resultados da FC (bpm), PVC (mmHg) e BIS (0-100), foram expressos
respectivamente como médiatSEM nas tabelas 10, 11 e 12, ndo ocorrendo variacao
significativa entre os grupos para estas 03 variaveis investigadas.

Foram representadas tanto as medidas pressoricas de PAM, PAD e PAS,
respectivamente, assim como as variagoes percentuais (A%) das pressOes aferidas em resposta
a administracdo do propofol em T2, para que as mesmas pudessem ser comparadas entre si, a
partir de um valor comum para todos 0s grupos (variacdo de 0 a 100%). O célculo da variacéo
percentual (A%) foi obtido como diferenca percentual entre o momento da injecdo do
propofol (T2) e os tempos seguintes de aferi¢cdo (T3-T7). Como ndo foi possivel incluir no
calculo da variacdo percentual os erros padrdo das médias descritas nestas tabelas, optamos
por utilizar a média aritmética das variacGes percentuais de cada paciente, para cada tempo

aferido em comparacéo a administracdo do propofol em T2.
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Tabela 4 — Valores reais das pressfes arteriais médias (PAM; mmHg) aferidas em cada
participante do estudo, apds a administragdo de uma dose de 2,5 mg/kg de
propofol em T2, entre os grupos experimentais (PN1 e PN3) e o grupo controle do
propofol (CP) ( n=8; para todos 0s grupos)

PAM  (mmHg) | TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Pac 01 109 103 119 113 107 100 92 90

Pac 02 108 114 119 106 116 130 132 125

Pac 03 109 113 112 96 82 78 72 77

o Pac 04 85 75 86 73 75 68 68 57
O Pac 05 111 113 110 106 91 97 99 100
Pac 06 97 92 91 75 67 58 65 49

Pac 07 97 106 100 94 74 72 74 77

Pac 08 89 91 93 73 72 74 79 76

Pac 01 65 74 77 66 68 60 73 73

Pac 02 95 104 103 107 102 89 88 90

- Pac 03 98 101 99 83 78 83 77 75
> Pac 04 112 123 112 90 81 91 77 83
o Pac 05 94 102 105 82 84 94 96 103
Pac 06 114 117 109 92 87 88 101 85

Pac 07 87 89 85 70 69 69 71 70

Pac 08 87 87 90 95 91 87 84 83

Pac 01 87 86 95 81 73 74 79 69

Pac 02 83 90 73 72 83 84 97 77

o Pac 03 86 94 81 58 65 61 60 76
> Pac 04 82 89 89 62 61 61 64 62
o Pac 05 97 103 92 81 92 90 90 94
Pac 06 82 87 86 72 68 69 71 75

Pac 07 108 112 112 98 79 79 81 80

Pac 08 112 115 106 104 110 116 116 115

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; PAM= pressdo arterial média; CP= grupo controle do propofol; PN1=

grupo propofol-naloxona 1 pg/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 pg/kg; Pac= paciente.

Fonte: A autora, 2015.
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Tabela 5 — Comparativo dos valores da presséo arterial média (PAM; médiatSEM; mmHg) e
da variagdo percentual da PAM (A%), ap6s administracdo de uma dose de 2,5
mg/kg de propofol em T2, entre os grupos experimentais (PN1 e PN3) e o grupo

controle do propofol (CP) ( n=8; para todos 0s grupos)

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
MEDIA | 100,60 | 100,90 | 103,80 | 92,00 | 8550 | 84,63 | 8513 | 81,38
| +SEM | 355 | +490 | *459 | #577 | +627 | +818 | 7,87 | 849
A% - - 0 -11,76" | -18,05 | -19,32" | -18,50" | -22,60"
+SEM +228 | +316 | +494 | #504 | +554
| MEDIA | 94,00 | 99,63 | 97,50 | 8563 | 82,50 | 82,63 | 83,38 | 82,75
Z +SEM | 4548 | +567 | +4,36 | +473 | +3,99 | 420 | +3,86 | +3,74
A% - ] 0 -11,97" | -14,93" | -15,31" | -14,03" | -14,66°
+SEM +374 | #361 | #2,13 | #3,20 | +3,23
« MEDIA | 92,13 | 97,00 | 91,75 | 7850 | 78,88 | 79,25 | 82,25 | 81,00
Z| 4SEM | +4,27 | #4,07 | 4,49 | ¥570 | #570 | 639 | 16,52 | *584
A% _ _ 0 -14,68" | -13,41% | -13,15* | -9,48% | -11,14%
+SEM +375 | #5095 | +6,38 | +7,64 | 567

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; PAM= pressao arterial média; CP= grupo controle do propofol; PN1=
grupo propofol-naloxona 1 pg/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 pg/kg; A%= variag¢do percentual.
(n=8; todos 0s grupos)(*p<0,05= teste "t" de Student pareado comparativo a T2)(kp <0,05=teste "t" de
Student ndo-pareado comparativo a CP)(°p<0,05= one-way ANOVA com pds-teste Bonferroni
comparativo a CP).

Fonte: A autora, 2015.
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Figura 2- Percentual de variagdo da presséo arterial média (APAM%) em humanos, apos a
administracdo intravenosa (iv) de uma dose de 2,5 mg/kg de propofol (P) em
pacientes ndo pré-medicados (CP= controle do propofol; SF=soro fisiologico 0,9%)
ou pré-medicados com naloxona (N) iv 1 ug/kg (PN1) ou 3 pg/kg (PN3), 2 minutos
antes da administracdo iv de propofol (n=8; todos os grupos) (*p<0,05= teste "t" de
Student pareado comparativo a T2) (*p<0,05=teste "t" de Student nao-pareado
comparativo a CP) (°p<0,05= one-way ANOVA com pos-teste Bonferroni
comparativo a CP)

@ PN3
Fl *
* * & CP
og—1u
= -104
S
=
<
o
< -20-
'30 T T T T T T -I

Tempo (min)

Legenda: SF = soro fisiologico 0,9%; N= naloxona; P= propofol; APAM(%) = variagdo da pressdo arterial
média; CP= grupo controle do propofol; PN1= grupo propofol-naloxona 1 pg/kg; PN3= grupo
propofol-naloxona 3 pg/kg. (*p<0,05= teste "t de Student pareado comparativo a T2) ("p<0,05=teste
“t" de Student ndo-pareado comparativo a CP) (°p<0,05= one-way ANOVA com pds-teste Bonferroni
comparativo a CP).

Fonte: A autora, 2015.
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6.4.2 Pressdo Arterial Diast6lica (PAD)

Tabela 06 — Valores reais das pressdes arteriais diastélicas (PAD; mmHg) aferidas em cada
participante do estudo, apds administracdo de uma dose de 2,5 mg/kg de propofol
em T2, entre os grupos experimentais (PN1 e PN3) e o grupo controle do propofol
(CP) ( n=8; para todos 0s grupos)

PAD (mmHg) | TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Pac 01 79 79 87 85 82 78 72 70

Pac 02 76 91 81 82 102 100 104 99

Pac 03 84 84 85 74 62 61 54 59

a Pac 04 64 56 67 50 60 52 52 38
O Pac 05 84 85 83 81 72 77 80 81
Pac 06 67 68 67 S7 54 47 53 39

Pac 07 70 79 80 71 35 54 55 59

Pac 08 69 70 70 58 59 57 65 60

Pac 01 48 55 57 46 54 46 58 55

Pac 02 78 78 92 87 85 78 70 72

- Pac 03 76 78 76 66 62 65 61 54
= Pac 04 91 107 94 71 65 75 55 67
a Pac 05 75 88 90 65 71 81 87 87
Pac 06 81 83 78 77 62 65 75 63

Pac 07 69 67 61 49 48 49 51 51

Pac 08 70 68 72 80 77 74 66 66

Pac 01 68 65 74 60 56 57 60 53

Pac 02 59 65 49 52 67 65 84 59

™ Pac 03 69 78 66 47 54 49 48 67
= Pac 04 60 68 67 48 46 46 52 48
a Pac 05 74 77 70 58 72 69 70 72
Pac 06 61 66 65 54 52 55 55 59

Pac 07 88 95 96 82 67 69 69 68

Pac 08 86 89 83 82 90 96 95 94

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; PAD= pressao arterial diastolica; CP= grupo controle do propofol; PN1=
grupo propofol-naloxona 1 pg/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 pg/kg; Pac= paciente.
Fonte: A autora, 2015.
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Tabela 7 — Comparativo dos valores da pressdo arterial diastélica (PAD; médiatSEM;
mmHg) e da variacdo percentual da PAD (A%), apds administragdo de uma
dose de 2,5 mg/kg de propofol em T2, entre os grupos experimentais (PN1 e
PN3) e o grupo controle do propofol (CP) ( n=8; para todos 0s grupos)

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
MEDIA | 74,13 | 76,50 | 77,50 | 69,75 | 65,75 | 6575 | 66,88 | 63,13
. +SEM | 2,73 | #3,98 | 2,90 | +467 | +7,06 | 6,30 | +641 | 7,21
A% . 5 5 -10,64" | -15,24" | -15,71" | -13,83 | -19,49"
+SEM +316 | +8,07 | +6,44 | +7,17 | +7,66
| MEDIA | 7350 | 78,00 | 77,50 | 67,63 | 6550 | 66,63 | 6538 | 64,38
Z +SEM | £438 | $554 | $4.93 | 2509 | %424 | %463 | 416 | +413
A% ) ) ) -1250° | -14,77 | -14,10" | -14,41" | -16,28"
+SEM +464 | +422 | 269 | +497 | +3,65
- MEDIA | 70,63 | 75,38 | 71,25 | 60,38 | 63,00 | 63,25 | 66,63 | 65,00
2| +SEM | £4,00 | 4,09 | +4,89 | 4,97 | +407 | $559 | 577 | 501
A% 0 0 . -1497° | -9,50 -9,58 -3,27 7,13
+SEM +428 | +837 | +821 | +11.84 | +6,99

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; PAD= pressdo arterial diastdlica; CP= grupo controle do propofol;
PN1= grupo propofol-naloxona 1 ug/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 ug/kg; A%= variagdo
percentual. (n=8; todos os grupos) (*p<0,05= teste "t" de Student pareado comparativo a T2).

Fonte: A autora, 2015.
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Figura 3- Percentual de variagdo da presséo arterial diastolica (APAD%) em humanos, apos a
administracdo intravenosa (iv) de uma dose de 2,5 mg/kg de propofol (P) em
pacientes ndo pré-medicados (CP=controle do propofol; SF=soro fisioldgico 0,9%)
ou pré-medicados com naloxona (N) iv 1 ug/kg (PN1) ou 3 pg/kg (PN3), 2 minutos
antes da administracéo iv de propofol (n=8; todos os grupos) (*p<0,05= teste "t" de
Student pareado comparativo a T2)
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Legenda: SF = soro fisioldgico 0,9%; N= naloxona; P= propofol; APAD(%) = variacdo da pressdo arterial
diastdlica; CP= grupo controle do propofol; PN1= grupo propofol-naloxona 1 pg/kg; PN3= grupo
propofol-naloxona 3 pg/kg. (*p<0,05= teste "t" de Student pareado comparativo a T2).

Fonte: A autora, 2015.
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6.4.3 Pressao Arterial Sistélica (PAS)

Tabela 8 — Valores reais das pressdes arteriais sistdlicas (PAS; mmHg) aferidas em cada
participante do estudo, apds administracdo de uma dose de 2,5 mg/kg de propofol
em T2, entre 0s grupos experimentais (PN1 e PN3) e o grupo controle do propofol
(CP) ( n=8; para todos 0s grupos)

PAS" "mmhg| TO | TL [ T2 | T3 [ T4 [ T5 [ T6 | T7
Pac 01 143 | 150 | 161 | 140 | 137 | 131 | 121 | 117

Pac 02 149 | 155 | 151 | 148 | 144 | 180 | 177 | 177

Pac 03 154 | 158 | 157 | 143 | 124 | 120 | 110 | 120

o Pac 04 119 | 116 | 123 | 94 | 106 | 101 | 99 89
O Pac 05 166 | 168 | 164 | 155 | 128 | 138 | 137 | 138
Pac 06 156 | 139 | 139 | 112 | 92 81 88 68

Pac 07 150 | 161 | 141 | 141 | 105 | 103 | 106 | 111

Pac 08 130 | 132 | 138 | 102 | 99 | 108 | 106 | 107

Pac 01 99 | 109 | 113 | 88 94 78 o8 92

Pac 02 129 | 149 | 124 | 147 | 138 | 102 | 123 | 118

- Pac 03 144 | 149 | 146 | 121 | 115 | 119 | 113 | 114
> Pac 04 154 | 152 | 148 | 128 | 112 | 123 | 122 | 115
a Pac 05 132 | 131 | 135 | 116 | 109 | 120 | 115 | 135
Pac 06 180 | 185 | 170 | 123 | 136 | 135 | 153 | 129

Pac 07 134 | 132 | 132 | 113 | 110 | 109 | 111 | 109

Pac 08 122 | 124 | 126 | 127 | 118 | 114 | 121 | 118

Pac 01 126 | 128 | 137 | 123 | 108 | 109 | 116 | 100

Pac 02 130 | 139 | 122 | 111 | 116 | 123 | 123 | 113

- Pac 03 121 | 125 | 110 | 81 88 84 84 93
= Pac 04 127 | 132 | 133 | 91 90 91 87 89
a Pac 05 143 | 155 | 137 | 128 | 133 | 133 | 131 | 137
Pac 06 125 | 128 | 127 | 107 | 99 98 | 103 | 106

Pac 07 148 | 145 | 143 | 130 | 1202 | 100 | 105 | 103

Pac 08 163 | 166 | 151 | 148 | 150 | 155 | 158 | 157

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; PAS= pressdo arterial sistélica; CP= grupo controle do propofol; PN1=
grupo propofol-naloxona 1 pg/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 pg/kg; Pac= paciente.
Fonte: A autora, 2015.




Tabela 9 — Comparativo dos valores da pressao arterial sistolica (PAS; médiaxzSEM;
mmHgQ) e da variacdo percentual da PAS (A%), apds administracdo de uma
dose de 2,5 mg/kg de propofol em T2, entre os grupos experimentais (PN1 e

PN3) e o grupo controle do propofol (CP) (n=8; para todos 0s grupos)

PAS TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
MEDIA | 1459 | 147,4 | 146,8 | 1294 | 1169 | 120,3 | 1180 | 1159
o | tSEM | #532 | 6,09 | 492 | 8,17 | 6,70 | +10,66 | +9,88 | +11,46
@)
A% . 5 5 -12,32" | -20,49" | -18,39" | -19,78" | -21,50"
+SEM +349 | +325 | +6,08 | +5,71 | 6,65
MEDIA | 136,8 | 141,4 | 136,8 | 1204 | 1165 | 1125 | 1195 | 1163
S | +SEM | #8,40 | #8,10 | #6,25 | #589 | 513 | 6,02 | #557 | #4,57
o
A% ) ) ) 11,19 | -14,177 | -17,84" | -12,37 | -14,44
+SEM +513 | +4,08 | #2,29 | +2,53 | +3,28
- MEDIA | 1354 | 139,8 | 1325 | 1149 | 1108 | 1116 | 1134 | 1123
Z | #SEM | #514 | #518 | +451 | 7,74 | £7,60 | 4843 | 860 | 18,24
A% . . . -13,82" | -16,59" | -16,00" | -14,74" | -15,43"
+SEM +360 | +429 | +4,94 | +4,92 | +4,78

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; PAS= pressao arterial sistélica; CP= grupo controle do propofol;
PN1= grupo propofol-naloxona 1 pg/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 ng/kg; A%= variagio
percentual. (n=8; todos 0s grupos) )(*p<0,05= teste "t" de Student pareado comparativo a T2)(kp
<0,05=teste "t" de Student n&o-pareado comparativo a CP)(°’p<0,05= one-way ANOVA com

pos-teste Bonferroni comparativo a CP).

Fonte: A autora, 2015.
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Figura 4 — Percentual de variagdo da pressdo arterial sistolica (APAS%) em humanos, apds a
administracdo intravenosa (iv) de uma dose de 2,5 mg/kg de propofol (P) em
pacientes ndo pré-medicados (CP= controle do propofol; SF=soro fisiologico 0,9%)
ou pré-medicados com naloxona (N) iv 1 ug/kg (PN1) ou 3 pg/kg (PN3), 2 minutos
antes da administracéo iv de propofol (n=8; todos os grupos) (*p<0,05= teste "t" de
Student pareado comparativo a T2)
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Legenda: SF = soro fisioldgico 0,9%; N=naloxona; P= propofol; APAS(%)= variacdo da pressdo arterial
sistolica; CP= grupo controle do propofol; PN1= grupo propofol-naloxona 1 ug/kg; PN3= grupo
propofol-naloxona 3 pg/kg. (*p<0,05= teste "t" de Student pareado comparativo a T2).

Fonte: A autora, 2015.
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6.4.4 Frequéncia Cardiaca (FC)

Tabela 10 — Comparativo dos valores da frequéncia cardiaca (FC; médiatSEM;bpm), em
humanos (n=40) submetidos ou ndo ao pré-tratamento com naloxona (n=8; para
todos 0s grupos)

FC T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
CN1 74,00 | 73,63 | 72,00 | 72,43 | 71,88 | 70,00 | 69,63 71,88
444 | 467 | *437 | +418 | +463 | £3,56 | +3,82 +4,46
CN3 87,88 | 84,63 | 84,75 | 83,63 | 84,63 | 83,13 | 83,25 83,25
+4,15 | 559 | #4994 | +472 | 528 | +496 | +4,46 +4,56
Cp 78,75 | 79,88 | 84,25 | 91,13 | 84,00 | 85,13 | 84,63 86,38
+2,39 | £3,09 | 4,03 | £295 | 548 | +4,74 | £3,35 +3,39
PN1 79,00 | 76,13 | 76,75 |8450 | 80,25 | 78,63 | 77,88 82,00
+456 | £3,78 | 4,00 | £521 | +4,72 | +4,87 | *4,08 15,81
PN3 83,88 | 82,13 | 83,63 | 87,38 | 84,88 | 84,88 | 85,13 86,13
+555 | #4,86 | #5,11 | +466 | +3,63 | £3,81 | +517 +3,31

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; FC= frequéncia cardiaca; CP= grupo controle do propofol; CN1= grupo
controle da naloxona 1 ug/kg; CN3= grupo controle da naloxona 3 pg/kg, PN1= grupo
propofol-naloxona 1 pg/kg e PN3= grupo propofol-naloxona 3 pg/kg.

Fonte: A autora, 2015.
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Figura 5 — Variacdo da frequéncia cardiaca (FC; bpm) em humanos, apds a administracéo
intravenosa (iv) de uma dose de 2,5 mg/kg de propofol (P) em pacientes ndo pré-
medicados (CP= controle do propofol; SF=soro fisioldgico 0,9%) ou pre-
medicados com naloxona (N) iv 1 pg/kg (PN1) ou 3 ug/kg (PN3), 2 minutos antes
da administracdo iv de propofol (n=8; todos os grupos) (*p<0,05= teste "t" de
Student pareado comparativo a T2)
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Legenda: SF = soro fisioldgico 0,9%; N= naloxona; P= propofol; FC= frequéncia cardiaca; CP= grupo controle
do propofol; PN1= grupo propofol-naloxona 1 pg/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 ug/kg.
(*p<0,05= teste "t" de Student pareado comparativo a T2).

Fonte: A autora, 2015.



6.4.5 Pressdo Venosa Central (PVC)

Tabela 11 — Comparativo dos valores da pressao venosa central (PVC; médiatSEM,;

mmHg), em humanos (n=40) submetidos ou n&o ao pré-tratamento com
naloxona (n=8; para todos 0s grupos)

PVC T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
CN1 8,75 | 9,00 8,75 8,25 8,25 7,87 7,87 8,12
1,77 | £1,75 | *179 | £142 | £145 | +164 | *1,79 | 1,79
CN3 5,37 | 4,75 4,62 4,87 4,62 4,12 4,12 3,87
+0,88 | 0,75 | #0,94 | 0,91 | #1,03 | +1,04 | +1,20 | %1,02
Cp 7,50 | 7,12 7,37 8,75 9,12 9,50 9,25 8,37
+1,12 | +0,87 | +0,78 | *1,67 | 1,73 | ¥1,64 | *157 | 161
PN1 6,62 6,62 7,12 7,00 8,12 7,62 7,25 8,00
+1,03 | £1,32 | 1,46 | 155 | *1,29 | +1,32 | +1,18 | *1,43
PN3 512 | 4,87 5,87 6,37 7,00 7,00 6,75 7,37
+0,85 | 0,85 | +0,79 | +0,68 | +0,92 | +0,92 | +0,82 | 0,90

58

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; PVC= pressdo venosa central; CP= grupo controle do propofol; CN1=
grupo controle da naloxona 1 pg/kg; CN3= grupo controle da naloxona 3 pg/kg, PN1= grupo

propofol-naloxona 1 pg/kg e PN3= grupo propofol-naloxona 3 pg/kg.
Fonte: A autora, 2015.



59

Figura 6 — Variacdo da pressdo venosa central (PVC; mmHg) em humanos, apds a
administracdo intravenosa (iv) de uma dose de 2,5 mg/kg de propofol (P) em
pacientes ndo pré-medicados (CP= controle do propofol; SF=soro fisiologico
0,9%) ou pré-medicados com naloxona (N) iv 1 ug/kg (PN1) ou 3 ug/kg (PN3), 2
minutos antes da administracéo iv de propofol (n=8; todos o0s grupos)
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Legenda: SF = soro fisiolégico 0,9%; N= naloxona; P= propofol; PVC= pressdo venosa central; CP= grupo
controle do propofol; PN1= grupo propofol-naloxona 1 ug/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3

ng/kg.
Fonte: A autora, 2015.
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6.4.6 Andlise Bispectral (BIS)

Todos os pacientes mantiveram seu valor de BIS entre 80-92 durante a sedagédo com
midazolam.

N&o observamos correlacdo entre o efeito hipnético e o efeito hipotensor arterial do
propofol, pois apesar dos diferentes graus de hipotensdo arterial apresentados pelos grupos
estudados, ndo observamos variagGes nos valores do indice bispectral entre os grupos, de

acordo com a figura 7.

Tabela 12 — Comparativo dos valores do indice bispectral (BIS; médiazSEM), em humanos
(n=40) submetidos ou ndo ao pré-tratamento com naloxona (n=8; para todos 0s

grupos)
BIS T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
cny | 8375 | 8375 | 8513 | 8475 | 8438 | 8475 | 84,63 | 84,63
+219 | #2,83 | #3,03 | #317 | #341 | 223 | +3,22 | +2,51
cng | 8338 | 8338 | 8250 | 8388 | 8438 | 8363 | 8475 | 84,50
+200 | #1,15 | #1,32 | #1,43 | #1,90 | 1,25 | +1,79 | +2.49
cp 92,00 | 90,17 | 77,67 | 58,50 | 4950° | 34,50" | 35,00 | 29,50"
+097 | #2,70 | #5119 | #7,41 | +6,69 | +4,09 | +449 | +2,15
pny | 8838 | 8625 | 8375 4225 | 34,38 |3850" | 3513 | 36,13
+327 | +3,02 | +261 | +6,03 | +347 | +7,04 | +4,46 | +4,49
- 87,38 | 86,13 | 7563 | 63,25 | 41,88 |32,13°| 28,25 | 20,62
+246 | +2,39 | +8,40 | +10,26 | +7,61 | +456 | +4,08 | +3,81

Legenda: T(0-7)= tempo em minutos; BIS= indice bispectral; CP= grupo controle do propofol; CN1= grupo
controle da naloxona 1 pg/kg; CN3= grupo controle da naloxona 3 pg/kg, PN1= grupo propofol-
naloxona 1 pg/kg e PN3= grupo propofol-naloxona 3 pg/kg.

Fonte: A autora, 2015.
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Figura 7 — Variacdo do indice bispectral (BIS) em humanos, aferida apds a administracéo
intravenosa (iv) de uma dose de 2,5mg/kg de propofol (P) em pacientes ndo pré-
medicados (CP= controle do propofol; SF=soro fisiolégico 0,9%) ou pré-
medicados com naloxona (N) iv 1 ug/kg (PN1) ou 3 ug/kg (PN3), 2 minutos antes
da administragdo iv de propofol (n=8; todos os grupos) (*p<0,05= teste "t" de
Student pareado comparativo a T2)
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Legenda: SF = soro fisiolégico 0,9%; N= naloxona; P= propofol; BIS= indice bispectral; CP= grupo controle do
propofol; PN1= grupo propofol-naloxona 1 ug/kg; PN3= grupo propofol-naloxona 3 ug/kg. (*p<0,05=
teste "t" de Student pareado comparativo a T2).

Fonte: A autora, 2015.
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6.5 Resumo dos resultados

A injecdo iv do propofol (2,5mg/Kg) causou uma significativa hipotensdo arterial,
semelhante para os 3 grupos do propofol no primeiro minuto apds a administracdo do
anestésico. Porém, nos minutos seguintes, a hipotensao arterial foi progressivamente atenuada
pelo aumento da dose de naloxona no pré-tratamento, demonstrando um efeito dose-
dependente na prevencao do efeito hipotensor arterial do propofol. A naloxona na dose de 3
pg/Kg, mas nio na dose de 1 pg/Kg, reduziu de forma significativa o efeito hipotensor arterial
médio (PAM) do propofol (Figura 2), através de uma recuperacdo maior da pressdo arterial
diastolica (PAD) dos pacientes (Figura 3), sem entretanto, modificar significativamente a
pressdo arterial sistolica (PAS) dos mesmos (Figura 4).

Portanto, 0s nossos resultados puderam indicar a possibilidade de haver mais de um
mecanismo envolvido no efeito hipotensor arterial do propofol: uma répida reducéo inicial da
PAM opioide-independente e uma lenta reducéo final da PAM que foi dependente da agéo
opioide.

Pudemos observar que nao houve reducédo da frequéncia cardiaca (FC) em nenhum dos
grupos estudados, ndo sendo a FC um fator determinante para a ocorréncia do efeito
hipotensor arterial induzido pelo propofol. Entretanto, foi observada uma provavel inibigédo do
baroreflexo em presenca de significativa hipotensédo arterial induzida pelo propofol, que foi
semelhante para todos os grupos, sem todavia interferir diretamente nos valores da pressdo
arterial (Figura 5).

Quanto a pressao venosa central (PVC), pudemos observar uma elevacdo ndo
significativa da mesma apds a administracdo do propofol, que ocorreu de forma semelhante
para todos os grupos estudados. O valor inicial da P\VC também ndo se correlacionou com a
intensidade do efeito hipotensor do propofol, que ocorreu de forma mais intensa no grupo
controle do propofol (CP), o qual apresentou os maiores valores iniciais de PVC (Figura 6).

Quanto ao nivel de hipnose aferido pela analise bispectral (BIS), ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos avaliados. Portanto, o efeito hipotensor arterial
do propofol, que ocorreu de modo variavel entre 0s grupos, pareceu ocorrer de forma

independente do grau de hipnose dos pacientes (Figura 7).
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7 DISCUSSAO

O resultado inédito e mais importante do nosso estudo foi demonstrar, em seres
humanos, a capacidade da naloxona de prevenir, a0 menos parcialmente, o efeito hipotensor
arterial do propofol. Este efeito da naloxona ocorreu de forma dose-dependente, sendo a dose
de 3 ng/Kg de naloxona, a menor dose eficaz para obtencéo deste efeito.

A analise dos nossos resultados demonstrou que o efeito hipotensor arterial do
propofol deve possuir, a0 menos em parte, uma origem opioide. Ao que parece, este efeito
hipotensor arterial deve ser produzido por mais de um mecanismo, pois a significativa
reducdo da pressao arterial média que ocorre logo apds a injegdo “in bolus” do medicamento,
e que ¢é insensivel a acdo da naloxona e semelhante para todos 0s grupos no terceiro minuto,
tende a se intensificar nos minutos seguintes a administragdo do propofol no grupo controle,
mas € atenuada de forma dose-dependente pela naloxona administrada aos grupos pré-tratados
com o antagonista opioide. Estes resultados estdo de acordo com nosso estudo anterior em
ratos, que demonstrou haver mais de um componente na origem do efeito hipotensor arterial
do propofol: um componente central que € opioide-dependente e um componente periférico,
que € insensivel a acdo da naloxona (MARACAJA-NETO et al., 2012). Outros estudos
também tém demonstrado a participacdo imprescindivel de receptores opioides centrais, na
origem do efeito hipotensor arterial de algumas outras drogas ndo-opioides (FREGONEZE et
al., 2011).

Por ora, ndao temos condi¢cdes de explicar os possiveis mecanismos nao-opioides
envolvidos no efeito hipotensor arterial do propofol, observado no terceiro minuto do nosso
estudo. Alguns autores tém sugerido a possibilidade do envolvimento dos canais de calcio nas
alteracdes cardiovasculares induzidas pelo propofol, tanto em nivel vascular (XUAN et al.,
1996; SOARES DE MOURA et al., 2010) quanto miocardico (COOK et al., 1994,
TAKAHASHI et al., 1994). Entretanto, outros estudos puderam evidenciar apenas efeitos
depressores miocardicos modestos quando o propofol foi administrado através de infusdo
intracoronariana (DA ZHENG et al., 2003), sugerindo a ocorréncia de outros mecanismos
hipotensores associados, tais como, uma acdo vagotonica central ou a reducdo do tono
simpatico do SNC (EBERT et al., 1992; ROBINSON et al., 1997). Ademais, como 0s
sistemas de neurotransmissdo central comunicam-se intensamente entre si, ha a possibilidade
de inibicdo direta de estruturas do SNC envolvidas na regulagdo da pressdo arterial.

Krassioukov et al (1993) concluiram que, ao estudarem as ac¢bes do propofol sobre os
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mecanismos simpaticos centrais de controle da pressdo sanguinea em ratos, além da presenca
de algumas acBes periféricas que contribuiram para o efeito bradicardizante e hipotensor do
medicamento, o propofol também reduziu de maneira dose-dependente a descarga nervosa
simpatica no SNC. Contudo, ndo foi observada depressao direta da atividade dos centros
vasomotores do tronco cerebral reguladores da hemodindmica do SNC, especialmente da
medula ventroletral rostral.

Portanto, apesar do propofol reduzir a atividade simpatica central de uma forma geral,
provavelmente ndo parece ser através da inibicdo direta de estruturas do tronco cerebral que o
propofol deve desenvolver o seu efeito hipotensor, o que o diferencia dos demais agentes
anestésicos gerais.

Deve ser mencionado, ainda, que o efeito concentrante de doses “in bolus” de
propofol, também pode ter influenciado na intensidade do efeito hipotensor da droga.

Para estudar a influéncia dos receptores opioides no efeito hipotensor arterial do
propofol, foi necessaria, inicialmente, aferir a hipotensdo arterial causada por esta droga na
dose de 2,5 mg/kg iv, habitualmente utilizada para a hipnose. Nossos resultados obtidos para
a pressao arterial no grupo controle do propofol estdo de acordo com diversos autores, onde
Vuyk et al (2015) e Grounds et al (1985) sugeriram que o propofol provocou uma reducdo da
PAM, PAS e PAD de cerca de 25% a 40%, quando doses de 2,0 a 2,5mg/kg da droga foram
administradas iv em seus estudos.

Verificamos no Grupo Controle do propofol (CP), que a droga induziu a uma
consideravel queda da PAS e da PAD, seguida da reducdo equivalente da PAM. Acreditamos
que essa reducdo da PAM se deu mais as custas da reducdo da PAS, possivelmente
relacionada a uma reducdo do inotropismo cardiaco, do que devido a redugdo da PAD,
possivelmente relacionada a uma reducéo da resisténcia periférica, ja que a FC ndo se alterou
significativamente, e a PVC se elevou nos minutos seguintes a injecdo do propofol.
Entretanto, o comportamento da PVC néo influenciou os nossos resultados, pois néo
observamos correlacdo do valor inicial da PVC com a intensidade do efeito hipotensor do
medicamento em todos os grupos pesquisados. Todavia, como ndo aferimos a resisténcia
arteriolar de pos-carga e nem a resisténcia venosa de pré-carga, apos a administracdo do
propofol, ndo tivemos como saber se a PVC se elevou devido a um efeito venoconstrictor
reflexo, ou foi devido a reducdo do inotropismo cardiaco, ou a ambos, induzidos pela a¢éo do
medicamento. Entretanto, os nossos resultados com a PVC néo estdo de acordo com oS
estudos em humanos de Robinson et al. (1997), que observaram uma reducdo da PVC

provocada pelo propofol. Esses autores sugeriram que a queda da PVC e da PAM estaria



65

relacionada a reducdo da atividade simpaética, a reducdo do baroreflexo e a reducéo do efeito
vasoconstrictor periférico, resultando em vasodilatacéo arterial e venosa.

Ao avaliarmos os grupos controle da naloxona (CN1 e CN3), notamos que ndo ocorreu
variacdo significativa, tanto da pressdo arterial, quanto dos demais pardmetros investigados,
para ambas as doses de naloxona empregadas. Os nossos resultados clinicos corroboraram
diversos estudos da literatura, ao confirmar a inexisténcia de alteragcbes das pressdes e da
frequéncia cardiaca, causadas pela administracdo intravenosa de naloxona em seres humanos
saudaveis. Foldager e Bonde-Petersen (1988), por sua vez, ao correlacionar o estresse
hipovolémico induzido pela administra¢ao iv da naloxona na dose de 100 pg/kg em humanos,
notaram que essa droga ndo alterou nenhuma das respostas cardiovasculares. Willer et al
(1979), ao estudarem os efeitos da naloxona em humanos, sugeriram que o uso de 300 pg/kg
de naloxona ndo alteraria a pressao arterial dos pacientes. Porém, pequenas alteracfes nao
significativas puderam ser observadas na FC desses pacientes. Outros autores (MCMURRAY
et al., 1991) utilizaram em voluntérios humanos, doses de naloxona 50 vezes maiores do que
as utilizadas no nosso estudo e nenhum dos pacientes apresentou alteracdo da pressao arterial
sistdlica, da pressao arterial diastolica ou da FC.

Analisando os grupos experimentais do propofol (PN1 e PN3), pudemos observar
resultados bem distintos do que ocorreu para 0s grupos controle, tanto do propofol (CP)
quanto da naloxona (CN1 e CN3).

Nestes grupos envolvendo o propofol, pudemos observar um efeito dose-dependente
para 0 uso do antagonista opioide. Este efeito ocorreu para doses de naloxona administradas 2
minutos antes da inducdo intravenosa de propofol, sendo evidenciavel para doses de naloxona
de 3 pg/kg, mas ndo para doses de 1 pg/kg de naloxona.

O efeito da naloxona relacionou-se, principalmente, a uma recuperacdo maior da
pressdo arterial diastdélica, em comparacdo ao grupo controle do propofol (CP), ndo sendo
observadas alteracOes significativas sobre a pressédo arterial sistolica. Logo, estes resultados
pareceram sugerir que o componente tardio e opioide-dependente da hipotensao induzida pelo
propofol, deve se originar principalmente da reducdo da pressdo arterial diastdlica,
possivelmente através da inducao de algum tipo de mecanismo vasodilatador, que é sensivel a
acao da naloxona.

Apesar da maior recuperacdo da PAD induzida pela naloxona nos grupos
experimentais (PN1 e PN3), ndo houve, em nenhum momento, qualquer alteragéo
eletrocardiografica sugestiva de isquemia, para as duas doses de naloxona empregadas.

Também ndo foram observadas alteracdes significativas na captacdo periférica de oxigénio e
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na producéo de lactato sérico, aferidas pela analise das gasometrias arteriais e venosas, antes e
apos a administragdo da naloxona e do propofol.

Outro parédmetro que nao foi alterado significativamente pelo propofol foi a FC. Isso
sugeriu que a FC ndo deve participar ativamente do mecanismo hipotensor da droga. Além
disso, o propofol pareceu inibir o mecanismo baroreflexo associado a significativa hipotensdo
arterial que foi induzida pelo anestésico, de forma semelhante & descrita por outros autores
(KAMUIJO et al., 1992; SELLGREN et al., 1994). Nossos resultados corroboraram outros
estudos anteriores (CLAEYS et al., 1988; GROUNDS et al., 1985) em que, ao serem
examinados os efeitos hemodinamicos do propofol em humanos, ndo foi observado aumento
compensatério da FC pelo baroreflexo. Entretanto, Ebert et al (1992) sugeriram que a
diminuicdo da frequéncia cardiaca apds o uso do propofol era consequéncia ndo s6 da
atenuacdo do baroreflexo, mas também, da reducdo da atividade simpatica induzida pela
droga.

Para monitorizar o nivel de hipnose, nos utilizamos a analise bispectral do
eletroencefalograma (BIS®). O controle do nivel de consciéncia foi fundamental no nosso
experimento para dissociarmos o efeito hipnético do efeito hipotensor arterial do propofol.

O nivel de hipnose ndo foi alterado pela administracdo da naloxona nos seus grupos
controle (CN1 e CN3), assim como, ndo foi significativamente diferente entre os grupos
experimentais (PN1 e PN3) e o grupo controle do propofol (CP). Apesar disso, o efeito
hipotensor arterial do propofol foi significativamente maior no grupo CP, demonstrando que,
tanto o efeito hipotensor arterial induzido pelo propofol ocorreu de forma independente do
grau de hipnose dos pacientes, quanto que a naloxona administrada previamente ao propofol,
foi incapaz de modificar o grau de hipnose induzida por este anestésico. Portanto, apesar da
possibilidade da naloxona poder inibir a funcdo de receptores GABA-A no SNC
(SVENSSON et al., 2000), os quais parecem ser 0s responsaveis pelo efeito hipnético do
propofol (TRAPANI et al., 2000; ALKIRE et al., 2001; PATTEN et al., 2001; IRIFUNE et
al., 2003), ndo houve nenhuma reducdo do efeito hipnético deste anestésico induzida pela
naloxona, que entretanto, promoveu reducgédo significativa do efeito hipotensor deste
anestésico. Estes resultados sugeriram a ocorréncia de mecanismos distintos na produgdo de
hipnose e hipotensdo arterial para o propofol. Recentemente, alguns estudos identificaram
varios locais de regulacdo hemodindmica, exercida pelo sistema opioide no SNC (LESSARD
et al., 2002; WRIGHT et al., 2003; RAO et al., 2003) , que poderiam indiretamente modular
o efeito hipotensor induzido pelo propofol, sem necessariamente, interferir no seu efeito

hipnotico.
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O nosso estudo parece ser um dos primeiros a correlacionar objetivamente, através da
quantificacdo da resposta hipotensora, o envolvimento do sistema opioide com o propofol.
Apesar de outros estudos clinicos e laboratoriais terem previamente sugerido tal envolvimento
(HAND et al., 2001; ANWAR et al., 1998; MARACAJA-NETO et al., 2012), a modulacio
opioide do efeito hipotensor arterial do propofol ainda ndo havia sido claramente demonstrada
em seres humanos. Portanto, embora ndo tenhamos investigado o efeito antinociceptivo do
propofol neste estudo, o envolvimento do propofol com a via opioidérgica pareceu criar um
elo comum entre o efeito hipotensor arterial e o efeito antinociceptivo do propofol, que foi
previamente sugerido por alguns autores (HAND et al., 2001; ANWAR et al., 1998), sendo
ambos os efeitos sensiveis a acdo da naloxona. Por conseguinte, estes achados poderiam
reforcar a possibilidade de doses clinicas de propofol exercerem algum efeito antinociceptivo
nos pacientes. Entretanto, serdo necessarios estudos posteriores em dor para a investigacdoo
desta hipotese.

Em resumo, o propofol na dose de 2,5mg/Kg, induziu uma significativa resposta
hipotensora dos pacientes (PAS/PAD/PAM), que pdde ser parcialmente reduzida, de forma
dose-dependente, pela prévia administracdo iv de naloxona. A menor dose efetiva de
naloxona necessaria para a obtencdo deste efeito foi de 3 ug/kg, aplicada dois minutos antes
da administracdo iv do propofol. Este efeito da naloxona ocorreu, através de uma significativa
da recuperacdo da PAD e da PAM, sem entretanto, importar em modificacdes significativas
da PAS, FC ou PVC, nédo produzindo também, alteracGes significativas no ECG. O nivel de
hipnose, aferido pelo BIS, foi semelhante para todos os grupos, ndo sendo afetado pelo pré-
tratamento dos pacientes com a naloxona. Estes resultados sugeriram que o efeito hipotensor
arterial induzido pelo propofol, deve ocorrer de forma independente do grau de hipnose dos
pacientes, e deve envolver, ao menos parcialmente, a via opioide.

NOs reconhecemos as severas limitacdes do nosso estudo. Como utilizamos apenas
pacientes ASA 1 no nosso esstudo, nds ndo tivemos como avaliar os efeitos do pre-tratamento
com a naloxona em pacientes portadores de disfuncdes cardiovasculares. Da mesma forma,
como ndo estudamos canais idnicos e algumas outras variaveis hemodinamicas, como o
débito cardiaco e a resisténcia vascular, devido a falta de monitorizacdo adequada, ndo
tivemos como avaliar se 0 uso da naloxona, nas doses empregadas no estudo, poderia
interferir no possivel efeito miocardioprotetor sugerido para o propofol (YOO et al., 1999),
que teria a possibilidade de ser dependente, entre outros mecanismos, da ativacdo de
receptores Kappa e delta opioides no miocéardio (CAO et al., 2003; SCHULTZ et al., 2001).
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CONCLUSAO

O propofol, na dose de 2,5mg/kg, induziu uma significativa resposta hipotensora dos
pacientes (PAS/PAD/PAM), que pode ser parcialmente reduzida, de forma dose-dependente,
pela prévia administracéo iv de naloxona. A menor dose efetiva de naloxona para a obtencéo
deste efeito foi de 3ug/kg, aplicada dois minutos antes da administracao iv do propofol.

Este efeito da naloxona ocorreu, principalmente, através de uma significativa
recuperacdo da PAD e da PAM, sem entretanto, importar em modificagdes significativas da
PAS, FC ou PVC, ndo produzindo também, alteracdes significativas no ECG. O nivel de
hipnose, aferido pelo BIS, foi semelhante para todos os grupos, ndo sendo afetado pelo pré-
tratamento dos pacientes com a naloxona. Estes resultados sugeriram que o efeito hipotensor
arterial induzido pelo propofol, deve ocorrer de forma independente do grau de hipnose dos

pacientes, e deve envolver, ao menos parcialmente, a via opioide.
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Por este instrumento, eu ouo
responsavel declaro que:
Estou sendo convidado (a) a participar da pesquisa INFLUENCIA DOS RECEPTORES
OPIOIDES NO EFEITO HIPOTENSOR DO PROPOFOL EM HUMANOS pois vou ser
submetido a uma cirurgia com uso de dois medicamentos especificos chamados PROPOFOL
e NALOXONA.

Fui informado pelo médico cirurgido da necessidade do procedimento cirdrgico, com a
participagdo da equipe de anestesiologistas do HUPE-UERJ. A cirurgia é parte essencial do
meu tratamento e para isso necessito de anestesia, mesmo que eu ndo participe desta pesquisa.
Recebi todas as explicacdes inerentes ao procedimento anestésico, assim como, 0S riscos e
beneficios da anestesia.

O medicamento PROPOFOL é utilizado ha mais de 20 anos em anestesia e terapia
intensiva, com caracteristica de protecdo do sistema nervoso, prevencao dos vomitos, rapida
recuperacdo e um acordar mais rapido. Alergia é extremamente rara.

O medicamento NALOXONA ¢ utilizado ha mais de 50 anos na anestesia para
reverter o estado de coma e diminuicdo da respiracdo nas intoxica¢fes durante a anestesia.

Fui informado de que durante qualquer cirurgia, podem ocorrer complicacdes gerais tanto da
cirurgia e quanto da anestesia, sendo elas ndo causadas pela pesquisa. Essas complicacGes
podem ocorrer independente da minha participacdo nesta pesquisa.

Para a realizacdo da anestesia, deverdo ser empregados procedimentos préprios e o uso
de medicamentos necessarios para a anestesia, para o tratamento de nauseas e vomitos e para
outros problemas da anestesia e cirurgia, deixando o julgamento técnico aos profissionais
envolvidos, para que sejam obtidos os melhores resultados, devendo ser utilizados o0s recursos
disponiveis no HUPE-UERJ.

Para esse estudo, alguns efeitos colaterais poderdo ocorrer, tais como: DOR A
INJECAO DO PROPOFOL, INFLAMACAO NAS VEIAS SUPERFICIAIS, PRESSSAO
ARTERIAL BAIXA OU ALTA, AUMENTO DOS BATIMENTOS CARDIACOS,
DIMINUICAO DA RESPIRACAO E AUMENTO DE GORDURA NO SANGUE.

Estou ciente que, para participar desta pesquisa, poderdo ser realizados exames de

sangue e serdo inseridos cateteres em artérias e em veias mais profundas quando necessarios.
As complicacOes inerentes a puncdo de artérias sdo hematoma, infeccdo, diminuicdo da
circulacdo sanguinea e sensibilidade na mao, trombose e morte do tecido de dedos. Na pungéo
de veias profundas, as complica¢bes sdo hematoma, infecgéo, inflamagéo, trombose, puncéo

acidental de carotida, de traqueia e falta de ar.

Rubrica do paciente Rubrica do pesquisador
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Todos os pacientes serdo divididos em grupos. Dos 40 pacientes convidados, 30 deles
irdo receber a NALOXONA e 10 pacientes receberdo soro fisioldégico no lugar da
NALOXONA. O grupo de 30 pacientes sera dividido de acordo com a dose de NALOXONA
que recebera. O que define em qual grupo o paciente se encaixa é a ordem de marcacao de
cirurgia. O primeiro paciente se encaixara no grupo do soro fisioldgico, o segundo se
encaixara no grupo da dose menor de NALOXONA antes do PROPOFOL, o terceiro paciente
se encaixard no grupo da dose maior de NALOXONA antes do PROPOFOL e o quarto
entrara no grupo em que faremos a NALOXONA ap6s o uso do PROPOFOL. A partir dai, a
ordem se repete novamente até completarmos os 4 grupos.

Todas as davidas foram tiradas quanto a realizacdo deste procedimento anestésico-
cirargico e do trabalho cientifico do qual estou participando. Estou ciente de que este & um
experimento a nivel académico, sem qualquer interesse politico ou financeiro de instituicdes
privadas que possam interferir nos seus resultados.

Este trabalho garante o sigilo e a privacidade dos pacientes e o segredo das
informacdes, sendo somente o resultado final publicado na pesquisa. Estou ciente que tenho a
liberdade em recusar a participar ou retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa,
sem prejuizo ao meu cuidado.

Desta forma, autorizo minha participagéo neste trabalho e permito que os resultados
obtidos atraves do meu caso clinico possam ser integrados aos resultados finais e posterior
publicacdo de cunho meramente cientifico, do qual o interesse sera da classe académica.

Caso vocé tenha alguma diavida ou queira desistir da pesquisa, vocé podera falar com o
pesquisador no telefone 28688018. E para confirmacdo e validacdo desta pesquisa vocé
poderé ligar para CEP/HUPE (Comité de Etica em Pesquisa) telefone 28688253.

Rio de Janeiro, de de 201 .
RJ,
Nome Completo do Paciente Assinatura Paciente Data
Madalena Juliana da Silva Freitas RJ,

Pesquisadora Assinatura Pesquisador Data
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APENDICE C — Protocolo de pacientes do Grupo Controle do Propofol

INFLUENCIA DOS RECEPTORES OPIOIDES NO EFEITO HIPOTENSOR ARTERIAL
DO PROPOFOL EM HUMANOS

INICIAIS NOME: IDADE: __ SEXO:____ ASA.____ MODELO: CONTROLEP CASON
PESO:__ KgALTURA. __ mIMC:___ Kg/m2 PRONT: DATA:

HPP: DROGAS EM USO:

TEMPERATURA CIRURGIA *GASOMETRIAS ARTERIAL E VENOSA

OBS: FAZER MIDAZOLAM ATE BIS = 80. VENTILAR COM 02 2L/MIN (33%) SEM Ai. FR=12 irpm.
INJETAR DROGAS PELA VEIA PROFUNDA. PUNCIONAR ARTERIA COM JELCO 20 G.

HORA PA/PAM PVC FC SATHb PETCO2  BIS
(mmHg) (mmHg)  (bpm) (%) (mmHg) (%)

*

TO 2ml SF .
0,9% —_—

T1

T2 2,5mg/kg
PROP

T3

T4

T5

T6

T7

*

COMENTARIOS:

AVALIADOR:
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APENDICE D — Protocolo de pacientes do Grupo Controle da Naloxona 1 pg/kg

INICIAIS NOME: IDADE: __ SEXO:___ ASA.____ MODELO: CONTROLEN10CASON
PESO:__ KgALTURA. __ mIMC:___ Kg/m2 PRONT: DATA:

HPP: DROGAS EM USO:

TEMPERATURA CIRURGIA *GASOMETRIAS ARTERIAL E VENOSA

OBS: FAZER MIDAZOLAM ATE BIS = 80. 02 2L/MIN (33%) SEM Ai. INJETAR DROGAS PELA VEIA PROFUNDA.
PUNCIONAR ARTERIA COM JELCO 20 G.

HORA PA/PAM PVC FC SATHb PETCO2  BIS
(mmHg) (mmHg) (bpm) (%) (mmHg) (%)

*

TO 1 pg/Kg
NALOX

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

COMENTARIOS:

AVALIADOR:
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APENDICE E — Protocolo de pacientes do Grupo Controle da Naloxona 3 pg/kg

INFLUENCIA DOS RECEPTORES OPIOIDES NO EFEITO HIPOTENSOR ARTERIAL
DO PROPOFOL EM HUMANOS

INICIAIS NOME: IDADE: __ SEXO:____ ASA.____ MODELO: CONTROLEN30CASON
PESO:__ KgALTURA. __ mIMC:___ Kg/m2 PRONT: DATA:

HPP: DROGAS EM USO:

TEMPERATURA CIRURGIA *GASOMETRIAS ARTERIAL E VENOSA

OBS: FAZER MIDAZOLAM ATE BIS = 80. 02 2L/MIN (33%) SEM Ai. INJETAR DROGAS PELA VEIA PROFUNDA.
PUNCIONAR ARTERIA COM JELCO 20 G.

HORA PA/PAM PVC FC SATHb PETCO2  BIS
(mmHg) (mmHg) (bpm) (%) (mmHg) (%)

*

TO 3 pg/Kg
NALOX

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

COMENTARIOS:

AVALIADOR:




APENDICE F - Protocolo de pacientes do Grupo Pré-tratamento com Naloxona 1 pg/kg

INFLUENCIA DOS RECEPTORES OPIOIDES NO EFEITO HIPOTENSOR ARTERIAL
DO PROPOFOL EM HUMANOS

INICIAIS NOME: IDADE: ___ SEXO:__ ASA.____MODELO: PRE-TRATAMENTO N1,0 CASON
PESO:__ KgALTURA.___ mIMC:___ Kg/m2 PRONT: DATA:

HPP: DROGAS EM USO:

TEMPERATURA CIRURGIA *GASOMETRIAS ARTERIAL E VENOSA

OBS: FAZER MIDAZOLAM ATE BIS = 80. VENTILAR COM 02 2L/MIN (33%) SEM Ai. FR=12 irpm.
INJETAR DROGAS PELA VEIA PROFUNDA. PUNCIONAR ARTERIA COM JELCO 20 G.
HORA PA/PAM PVvC FC SATHb PETCO2 BIS

*

T0 1 pg/kg (mmHg) (mmHg)  (bpm) (%) (mmHg) (%)

NALOX

T1

T2 2,5mg/kg
PROP

T3

T4

T5

T6

T7

*

COMENTARIOS:

AVALIADOR:




APENDICE G - Protocolo de pacientes do Grupo Pré-tratamento com Naloxona 3 pg/kg

INFLUENCIA DOS RECEPTORES OPIOIDES NO EFEITO HIPOTENSOR ARTERIAL
DO PROPOFOL EM HUMANOS

INICIAIS NOME: IDADE: ___ SEXO:__ ASA.____MODELO: PRE-TRATAMENTO N30 CASON
PESO:__ KgALTURA.___ mIMC:___ Kg/m2 PRONT: DATA:

HPP: DROGAS EM USO:

TEMPERATURA CIRURGIA *GASOMETRIAS ARTERIAL E VENOSA

OBS: FAZER MIDAZOLAM ATE BIS = 80. VENTILAR COM 02 2L/MIN (33%) SEM Ai. FR=12 irpm.
INJETAR DROGAS PELA VEIA PROFUNDA. PUNCIONAR ARTERIA COM JELCO 20 G.
HORA PA/PAM PVvC FC SATHb PETCO2 BIS

*

T0 3 pg/kg (mmHg) (mmHg)  (bpm) (%) (mmHg) (%)

NALOX

T1

T2 2,5mg/kg
PROP

T3

T4

T5

T6

T7

*

COMENTARIOS:

AVALIADOR:
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APENDICE H — Formato final do artigo cientifico submetido

Elsevier Editorial System(tm) for Journal of Clinical Anesthesia
Manuscript Draft

Manuscript Number: JCA-15-116

Title: INFLUENCE OF OFIOID RECEFTORS IN THE FROPOFOL-INDUCED HYFOTENSION IN HUMANS

Article Type: Original Contribution

Corresponding Author: Prof. Geralde Augusto de Mello Silva, Ph.D. M.I.

Corresponding Author’s Institution: Rio de Janeiro State University

First Author: Geraldo Augusto de Mello Silva, Ph.D, M.D.

Order of Authors: Geraldo Augusto de Mello Silva, Ph.Du, M.D.; Madalena Juliana S Freitas, M.D.

Abstract: Study Objective: To demonstrate the ability of naloxone to prevent propofol-induced
hypotension (PIH] in humans and investigate the lowest dose of naloxone needed as a pretreatment for
this purpose.

Design: Randomized, cross-sectional, open, comparative.
Setting: Tertiary-care academic center, operating room.
Patients: 40 adults, ASA physical status 1, submitted to general anesthesia for elective surgery.

Interventions: Patients were premedicated intravenously (iv) with naloxone 1 or 3 pg/Kg, or with
saline for control, 2 minutes before propofol 2.5 mg/Kg iv. Other two control groups wers
premedicated with naloxone 1 or 3 pg/Kg iv, but did not receive propofol.

Measurements: Systolic (SAP), diastolic (DAF) and mean arterial blood pressure [MAP), central venous
pressure [CVFP), oxi-capnometry, heart rate (HE) and bispectral index (BIS), as well as, arterial and
wvenous gasometries and cardioscopy with 5T analyses, were collected from control groups of naloxone
or in response to propofol iv, either or not in individuals premedicated with naloxone iv.

Main Results: PTH was composed of 2 distinet components., There was an initial and quick opioid-
independent reduction of MAP, and a slow and late reduction of MAP, which was, at least partially,
dependent on opicid action. Propofol 2.5 mg/Kg iv significantly reduced SAP, DAP and MAP in an
independent way of hypnotic effect, initial CVP values or changes in patient's HR, despite the
occurrence of baroreflex inhibition. However, this late hypotensive effect of propofol could be
significantly reduced by a prior administration of naloxone iv 3 pg/Kg but not 1 pg/Kg. The effect of
naloxone on MAP occurred by a significant increase of DAP and it was produced independently of
important modifications in SAP, HR, CVF, BIS or ECG.

Conchusions: PIH had a multifactorial origin, in part produced by a mechanism that was opioid-
dependent and sensitive to the pretreatment with naloxone.

Keywords: Propofol. Naloxone. Opicid. Hypotension.

Suggested Reviewers:
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1. Introduction

Propofol is a sedative-hypnotic drug widely used in anesthesiology due to its hugh
hypnotic efficiency and rapid awakening practically free of residual effects. The
cardiovascular depression, which is the most important and undesirable side effect of
propofol [1], seems to be closely related to the adnimstered dose, drug injection speed,
age and physical condition of patients as well as their blood volome and cardiovascular
reserve [2.3] and can be intensified also by the association of an opioid dmug to propofol
[4]. Propofol-induced hypotension (PIH) seems to have a nmitifactorial origin [5]

whose mechanisms still require intensive investigation.

Some authors have suggested a possible analgesic effect to propofol [6]. Another study
suggested the mvolvement of the opioid system in this action of the drug, because the
analpesic effect of propofol could been antagonized by naloxone [7]. As this stody had
suggested such an involvement, we supposed that the opioid system could also play a
part in PTH, once the opioid system actively participates in cardiovascular regulation of
different animal species. Our group investigated this hypothesis in rats recently and
found the effectiveness of naloxone, a nonspecific competitive antaponist of opioid
receptors, m preventing, at least partially, the ocourrence of this important side effect of

propofol [8].
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Therefore, the aims of our study were to demonstrate the ability of naloxone to prevent

PIH in bumans and investigate the lowest dose of naloxone needed as a pretreatment for

this purpose.

2. Materials and methods

Our research was approved by the Research Ethics Committee of Pedro Ernesto
University Hospital / Rio de Janeiro State University (HUPE-UERT), under Certificate
of Submission to Ethics Assessment (CAAE n® 00586012 .2.00005259). All volunteers
have signed written mformed consent, authonzing the procedure. Subjects were
randomly assigned, according to a computer-generated randomization schedule. Our
mvestigation was cross-sectional open and comparative, and involved 40 HUPE-UERT
patients aged 18-63 years who submitted to elective surgeries under general anesthesia.
All patients were ASA [ and were submitted to invasive monitoring of systolic, diastolic
and mean arterial blood pressure (SAP, DAP, MAP) as well as monitoning of central
venous pressure (CVF) whose were already planned for the surpical procedure. The
surgical pathologies did not involve endocninopathies or cardiovascular pathologies m

general, bemng also excloded any history of opioid addiction.
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All patients were premedicated the night before surgery with nudazolam 7. 3mg orally
and monitored in the operating room with cardioscopy, non-invasive blood pressure
(NIBP) and cxicapnography (Datex-Ohmeda Inc ), as well as electroencephalographic
bispectral analysis (BIS™, Aspect Medical Systems Inc., Norwood, MA). After venous
punciure of upper limb with an 18G teflon catheter, a Hodson mask was installed with
an oxygen/air nusture of 33/66% (31/'min) and midazolam 1v dose-response (DomnireT™,
Laboratono Cristabia, Brazil) adoumstered until the attainment of conscionsness level
Ramsay II (BIS 80-90). Then, the radial artery and the infernal jugular vein of patients
were punctured (the artery with 20G Teflon catheter; the vein with ArrowT™ 7F
catheter) under local anesthesia (lidocaine 1%). All patients recerved 500ml of nnger
lactate before the study start. The parameters momitored every munute were: SAP, DAP.
MAP, CVP, Heart Rate (HR), cardioscopy with ST segment analysis (D2, AVF, V5),

pulse oximetry (HbSat%), capnometry (PETCO2) and bispectral analysis (BIS).

The study lasted 7 munutes in each group, according to the study design (Fig. 1). All
patients were randomly divided according to the 5 studied groups (o = 8; each one):

PC group - Premedicated with saline i T0 and received propofol m T2;

PN1 group - Premedicated with naloxone 1pg/Kg in T0 and received propofol in T2;
PN3 group - Premedicated with naloxone 3pg/Kg in TO and received propofol in T2;
NC1 and NC3 groups - Premedicated, respectively, with naloxone 1 or 3ug/Kg in TO
and both did not receive propofol in T2. The dose of propofol used for anesthesia
mduction (2. 5mg/Kg) was iv administered in 15 seconds in all subjects. The selection of
miravenous doses of naloxone (Narcan™ [ aboratorio Cristalia, Brazil), was obtained

from a pilot study i which we used progressively larger doses of naloxone.
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After deep vein admimstration of propofol (Fresofol™ Laboratonio Fresenins-Kabi
Brazil), all patients of PC, PN1 and PN3 groups underwent assisted or controlled
ventilation (CV =7 mL/'kg; RR = 12/min) with an oxygen/air misture of 33/66% under
facial mask to keep HbSat?e>98% and PETCO2 between 25-35mmHg_ Patients of
naloxone control groups (NC1 and NC3), i tum were maintained on spontaneons
ventilation in Hudson mask with an oxygen/air nisture of 33/66% (51/min). All patients
had arterial and venous gasometry collected 1 munute before and 7 mumutes after study
start. Dunng the investigation 1f blood pressure or heart rate suffered reductions of over
40% of basal levels, patients would be medicated with fractioned doses of etilephnine or
atropine, respectively. being registered the ocomrrence. After the end of study, all
patients recetved addifional doses of propofol, rocuroninm . fentanyl and sevoflurane

previously to tracheal intubation, which occourred without complications for all subjects.

2.1. Statistical analysis

All results were displayed as mean+SEM. with statistical significance established for
p<0.05 by using GraphPad Prism 6™ software. All results were stored in tables and
digitally analyzed by applying Student’s paired t-test (same group, same measures) or
Student’s unpaired t-test and OneWayANOVA with Bonferroni post-test (similar

measwres for different groups).
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3. Results

Two-thirds of patients were male and underwent thoracic surgery. There was no
significant difference among the groups about anthropometnc charactenstics, since the
mean +/-SEM for age, weight and BMI were, respectively: 43.43 =2 34 years, 60.58 =
2.30 Kg and body mass index of 24 81 = 0.91. None of the patients needed rescoe for
blood pressure or heart rate dunng the investigation and there were no significant

gasometric abnormalities during the study, either.

We did not observe any sigmficant variations in MAP (Fig. 2) or m valoes of SAP,
DAFP. HE. CVP and BIS, related to both doses of naloxone administered in its control

groups (NC1 and NC3).

The infravenous administration of propofol (2. 3mg/Kg) produced a significant reduction
of MAP observed for 5 minutes after dmg injection. In the first minmte, PTH was similar
among the three propofol groups (PC. PN1 and PN3). but in the following fowr minutes,
PIH was significantly attenunated by naloxone pretreatment in a dose-dependent way.
Significant attenuation of PIH could be observed with a naloxone dose of 3 pg/Kg, but
not 1 pg/Kg (Fig. 3), and it occwred through a significant increase in patients” DAP
(Fig. 4), without however, significantly modifying their SAP (Fig. 5). Therefore, our

results might mndicate the possibility of more than one mechamsm mvolved in PTH: an
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mitial reduction of MAP produced by a quck and opicid-independent mechamism
followed by a slow late reduction of MAP that was dependent, at least partially, on

opioid action.

We have seen no reduction of Heart Rate (HE) in any grouwp of propofol (Fig. 6),
suggesting that HR. was not a determining factor for the occumrence of PIH. Despite of
this fact, we could observe the cccurrence of baroreflex inhibition in a sinmlar way for

all groups, which however did not sigmificantly interfere with blood pressore values.

We have seen an insignificant increase of CVP after propofol’s administration, which
was similar in all groups. The mitial value of CVP not correlated with the intensity of
propofol hypotensive effect, which ocowrred more intensely in the propofol control

group (PC), the one that showed the greatest initial CVP valuves (Fig. 7).

There was no difference between the groups related to the infensity of hypnosis (BLS)
mnduced by propofol, also. Therefore, PIH, which varied significantly between the

groups, seemed to ocour independently of patients” hypnosis degree (Fig. 8).

4. Thscussion
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The most mmportant and nopublished result of our study was to demonstrate the ability
of naloxone to prevent the hypotensive effect of propofol m humans. This effect of
naloxone occwred at least partially and in a dose-dependent manner. The lowest
effective dose of naloxone to obtamn this effect was of 3ug/Kg applied 2 minutes before

propofol adnimistration

Our results demonstrated that PTH nmst have, at least in part. an opioid ongm.
Apparently, PIH should been produced by more than one mechamsm In the first mimte
of investigation, we observed a sigmficant MAP reduction that occurred soon after 1w
mjection of propofol, which was stmilar for all groups and msensitive to the naloxone
pretreatment. In the following nunutes after propofol, we observed in the control group
a slow and late MAP reduction that could be sigmficantly nmtigated through naloxone
pretreatment in a dose-dependent way. These results are in agreement with our earhier
study in rats, which showed more than one mechamism involved m the onigin of PIH.
We observed both, a central mechanism which was opioid-dependent as a peripheral
mechanism that was partially msensitive to naloxone pretreatment [8]. It is very
mteresting to note that other sudies also demonstrated the indispensable part played by

central opioid receptors i the hypotensive effect related fo some non-opioid drugs [9].

In the moment. we are not able to explain the non-opicid mechamsm mvolved in PTH
observed in the first minute of owr study. Some avthors have suggested the mvolvement
of caleiom channels in the cardiovascular changes induced by propofol, being observed

m vascular level [10.11] such as myocardial [12.13]. However, other studies evidenced
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only modest myocardial depressing effects when propofol was adounistered throngh
intracoronaria infiision [3], suggesting association to others hypotensive mechanisms,
such as a central vagotonic action or redoction of the CNS sympathetic tone [14,15,16].
It should be mentioned that the concentrating effect of “in bolus™ propofol may have

also influenced the intensity of the hypotensive effect of the dmg.

In the propofol control group (PC). when we correlated propofol-induced effects in
SAP. DAP, MAP. HE. and CVP, an important reduction in SAP and DAP became
evident, with a proportional MAP reduction. As HR did not change sipnificantly and
CVP increased discreetly in the mimmtes following propofol injection, we could
supposed that MAP had decreased more due to cardiac inotropism reduction than to
peripheral resistance reduction. However, as we did not measure preload and afterload,
there was no way to know why CVP increased. if either due to a venoconstrictor reflex
or due to a cardiac inotropic inhibition, or both. The mhibition of baroreflex
mechanism that occurred in a similar manner to that described by other authors [17,18],
could also influence somehow the CVP results. Anyway, the CVP increased after
propofol administration was not significant and its initial value seemed not correlated to
the intensity of the hypotensive effect The heart rate did not significantly change by the
nse of propofol either and it seemed not to take an active part in the hypotensive

mechanism of the dmg.

In the naloxone control groups (NC1; NC3) there was no significant vanation in either

blood pressure or other variables investigated for both doses of naloxone. These results
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were corroborated by other studies which adnyimstered to human volunteers doses of

naloxone 50 times higher than those used in our study [19].

In turn analyzing the propofol-naloxone groups (PIN1; PN3) in a background of relative
HR. and CVP stability, we saw that the prevention of PIH induced by naloxone was
related to the dose and depended nmch more on a significant increase in diastolic blood
pressure than a discreet increase in systolic blood pressure of patients. Therefore,
considered together, these results seemed to suggest that the opioid-dependent part of
PIH were originated mainly from the reduction of diastolic blood pressure, possibly by
mducing some type of vasodilator mechanism which was sensitive to the action of
naloxcne. However, despite DAP elevation induced by naloxone in the propofol-
naloxcone groups (FN1, PN3) there was no electrocardiographic changes suggestive of
or ic 1schennia at any time during the study. As we admutted just ASA 1 patients 1n
this study, we had no way to evaluate the effects of pretreatment with naloxone in
subjects under cardiovascular disorders. Sumilarly, as we have not studied ion channels
and some other hemodynamic vanables, we have no way of assessing whether naloxone
m the doses used in our study could interfere with the possible myocardiom-protecting
effect suggested for propofol [20], which could be dependent, among other
mechanisms. on the activation of kappa and delta opioid-receptors in the myocardim

[21.22].

The level of hypnosis measured through bispectral index (BIS) was not modified by the

prior administration of naloxone in its control groups (NC1, NC3) and was not
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significantly different between the propofol-naloxone groups (FIN1, PN3) and the
propofol control group (PC). Despite this, PIH was significantly higher mn the PC group,
demonstrating that PTH occurred independently of the hypnosis level and that naloxone
administered prior propofol was unable to modify the degree of hypnosis indoced by
this anesthetic. Therefore, despite the possibility of naloxone inhibit the function of
GABA-A receptors in CNS [23], which seem to be related to hypnotic effect of
propofol [24.25.26.27], there was no reduction in the hypnotic effect of this anesthetic
mduced by naloxone, which however promoted a sipnificant reduction in PIH. These
results suggested the occmrence of distinet mechanisms of hypnosis and hypotension
related to propofol. Some recent studies have identified several locations of
hemodynamic regulation exerted by the opioid system in CNS [28,29_30]. that
mdirectly could modulate PIH without necessanly mterfere in the hypnotic effect of the

drug.

Onr study seems to be the first to observe objectively, through quantification of the
hypotensive response, the mvolvement of the opioid system with propofol Although
other clinical and laboratory studies had previously suggested such an involvement
[6.7.8]. opioid modulation of PTH had not been clearly demonstrated m humans, vet.
The involvement of propofol with the opioid system, therefore, seemed to create a
common link between PTH and the antinociceptive effect of propofol previously
suggested by some authors [6,7]. being both effects sensitive to the action of naloxone.
Thereafter, these findings could strengthen the possibility that climical doses of propofol
could exert some antinociceptive effect on patients, although this theory will need to be

confirmed in the fishwe throngh some new pain studies.
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In summary, propofol at dose of 2 5meg/Eg iv induced a significant hypotensive
response of patients (SAP/DAPMAP), which could be partially reduced by a prior
administration of iv naloxone in a dose-dependent way. The lowest effective dose of
naloxene to obtain this effect was of 3pgEe applied 2 ounutes before propofol
administration This effect of naloxone oconrred mainly throngh a significant increase m
DAP and MAP, without implying however significant changes in SAP. HE, CVP nor in
ECG. The level of hypnosis measured with BIS was similar for all proups and not
affected by naloxone pretreatment. These results suggested that PIH nught ccouwr
mdependently of patients” hypnosis degree and might involve, at least partially,

modulation of the opioid pathway.
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Legends for illustrations:
Fig. 1 — PC = propofol control; PN1 = propofol/naloxone 1 ug/kg; PN3 =

propofol/naloxone 3 pg/kg; NC1 = naloxone control 1 pug/kg; NC3 = naloxone
control 3 pug/kg; P = propofol 2.5 mg/kg; S = saline 0.9%; N1 = naloxone 1 ug/kg;

N3 = naloxone 3 pg/kg; MDZ = midazolam; min = minutes.

Fig. 2 — Changes in mean arterial blood pressure (MAP; mmHg) in humans,
measured after naloxone (N) iv 1 pg/kg (NC1) or 3 pg/kg (NC3). (n = 8; both
groups) (*p<0.05 = Paired Student’s t-test, comparative to T0) (*p<0.05 =
Unpaired Student’s t-test, comparative to NC1) (°p<0.05 = Oneway ANOVA with

Bonferroni post-test, comparative to NC1).




Fig. 3 — Percentual changes (A%) of mean arterial blood pressure (MAP)
measured in humans after intravenous (iv) propofol (P = 2.5 mg/kg), in subjects
whose received saline 0.9% (S) for propofol control group (PC) or in subjects
premedicated with naloxone (N) iv 1 pg/kg (PN1) or 3 pg/kg (PN3). (n = 8; all
groups) (*p<0.05= Paired Student’s t-test, comparative to T2) ('p<0.05 =
Unpaired Student’s t-test, comparative to PC) (°p<0.05= Oneway ANOVA with

Bonferroni post-test , comparative to PC).

Fig. 4 - Percentual changes (A%) of diastolic arterial blood pressure (DAP)
measured in humans after intravenous (iv) propofol (P = 2.5 mg/kg), in subjects
whose received saline 0.9% (S) for propofol control group (PC) or in subjects
premedicated with naloxone (N) iv 1 pg/kg (PN1) or 3 pg/kg (PN3). (n = 8; all
groups) (*p<0.05= Paired Student’s t-test, comparative to T2) (*p<0.05 =
Unpaired Student’s t-test, comparative to PC) (°p<0.05= Oneway ANOVA with

Bonferroni post-test , comparative to PC).

Fig. 5 - Percentual changes (A%) of sistolic arterial blood pressure (SAP)
measured in humans after intravenous (iv) propofol (P = 2.5 mg/kg), in subjects
whose received saline 0.9% (S) for propofol control group (PC) or in subjects
premedicated with naloxone (N) iv 1 pg/kg (PN1) or 3 pg/kg (PN3). (n = 8; all
groups) (*p<0.05= Paired Student’s t-test, comparative to T2) ("p<0.05 =
Unpaired Student’s t-test, comparative to PC) (°p<0.05= Oneway ANOVA with

Bonferroni post-test , comparative to PC).
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Fig. 6 - Heart rate changes (HR; bpm) measured in humans after intravenous (iv)
propofol (P = 2.5 mg/kg), in subjects whose received saline 0.9% (S) for propofol
control group (PC) or in subjects premedicated with naloxone (N) iv 1 pg/kg
(PN1) or 3 pg/kg (PN3). (n = 8; all groups) (*p<0.05= Paired Student’s t-test,
comparative to T2) (*p<0.05 = Unpaired Student’s t-test, comparative to PC)

(°p<0.05= Oneway ANOVA with Bonferroni post-test , comparative to PC).

Fig. 7 - Changes in central venous pressure (CVP; mmHg) measured in humans
after intravenous (iv) propofol (P = 2.5 mg/kg), in subjects whose received saline
0.9% (S) for propofol control group (PC) or in subjects premedicated with
naloxone (N) iv 1 pg/kg (PN1) or 3 pg/kg (PN3). (n = 8; all groups) (*p<0.05=
Paired Student’s t-test, comparative to T2) ("p<0.05 = Unpaired Student’s t-test,
comparative to PC) (°p<0.05= Oneway ANOVA with Bonferroni post-test ,

comparative to PC).

Fig. 8 - Changes in bispectral index (BIS; 0-100) measured in humans after
intravenous (iv) propofol (P = 2.5 mg/kg), in subjects whose received saline 0.9%
(S) for propofol control group (PC) or in subjects premedicated with naloxone (N)
iv 1 pg/kg (PN1) or 3 pg/kg (PN3). (n = 8; all groups) (¥*p<0.05= Paired Student’s
t-test, comparative to T2) (*p<0.05 = Unpaired Student’s t-test, comparative to PC)

(°p<0.05= Oneway ANOVA with Bonferroni post-test , comparative to PC).
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