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Determinacdo da taxa de ligacdo da cetamina as proteinas totais do

plasma de gatos domésticos pelo método HPLC-ESI-MS/MS.

RESUMO GERAL

A cetamina é um farmaco bastante versatil e utilizado em diferentes contextos no
ambiente veterinério clinico e hospitalar. A avaliagdo da taxa de ligacdo da cetamina as
proteinas totais em plasma de gatos domésticos tem importancia na correlacdo do volume
de distribuicdo e visualizacdo dos efeitos esperados com seu uso. O método de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (HPLC-ESI-
MS/MS) mostrou-se eficaz para a identificacdo de farmacos em diversas concentragdes e
foi utilizada neste estudo associada a ultrafiltracdo de amostras de plasma refor¢cado com
cetamina. A taxa de ligacdo da cetamina as proteinas plasmaticas totais em gatos foi de
65 % quando a concentracdo plasmatica do farmaco atingiu 300 ng/mL. A constante de
ligacdo (Kb) foi de 2x10° M com um coeficiente de Hill (nn) positivo de 2,3. Estes
resultados apresentam boa correlacdo com os parametros fisico-quimicos do farmaco e

coeréncia com os valores reportados por outras metodologias.

Palavras-chave: cetamina, analgesia, espectrometria de massas, Felis catus.



Determination of ketamine binding rate to total plasma proteins from
domestic cats by the HPLC-ESI-MS/MS method.

GENERAL ABSTRACT

Ketamine is a very versatile drug used in different contexts in the clinical and veterinary
hospital environment. The evaluation of the binding rate of ketamine to total proteins in
plasma from domestic cats is important to correlate the volume of distribution and
visualization of the expected effects with its use. The high sensitive analytical method
named liquid chromatography coupled to mass spectrometry in tandem (HPLC-ESI-
MS/MS) proved to be effective for the identification of drugs at a wide range of
concentrations and was used in this study associated with ultrafiltration techniques to
analyze ketamine-reinforced plasma samples. The binding rate of ketamine to total
plasma proteins in cats was 65% after the drug concentration in plasma reached 300
ng/mL. The binding constant (Ky) was 2x10° M~ with a positive Hill's coefficient (nw) of
2.3. These results show good correlation with the physicochemical parameters of the drug

and coherence with the values reported by other methodologies.

Keywords: ketamine, analgesia, mass spectrometry, Felix catus.
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Resumo

A cetamina é um farmaco bastante versatil e utilizado em diferentes contextos no
ambiente veterinario clinico e hospitalar. A avaliacdo da taxa de ligacdo da cetamina as
proteinas totais em plasma de gatos domésticos tem importancia na correlagdo do volume
de distribuicdo e visualizagdo dos efeitos esperados com seu uso. O método de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (HPLC-ESI-
MS/MS) mostrou-se eficaz para a identificacdo de farmacos em diversas concentracdes e
foi utilizada neste estudo associada a ultrafiltracdo de amostras de plasma refor¢cado com
cetamina. A taxa de ligacdo da cetamina as proteinas plasmaticas totais em gatos foi de
65 % quando a concentracdo plasmatica do farmaco atingiu 300 ng/mL. A constante de
ligacdo (Kp) foi de 2x10® M com um coeficiente de Hill (nn) positivo de 2,3. Estes
resultados apresentam boa correlacdo com os parametros fisico-quimicos do farmaco e

coeréncia com os valores reportados por outras metodologias.

Palavras-chave: cetamina, analgesia, espectrometria de massas, Felis catus.
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1. Introducéo

A cetamina € um agente anestésico comumente utilizado na rotina médico-
veterinaria, devido a versatilidade e consequente variedade de aplicabilidade no ambiente
clinico (Zeiler et al., 2014). Os principais motivos que estimulam o uso deste farmaco séo
os efeitos sedativos e anti-nociceptivos importantes que possui, aléem de sabidamente
apresentar propriedades anestésica, analgésica, anti-inflamatoria e antidepressiva (Zanos
etal., 2018; Sleigh et al., 2014).

Os efeitos da cetamina sdo mediados principalmente pela atuacéo no antagonismo
ndo competitivo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) no sistema nervoso central
(Portmann et al., 2010). Possui relativa lipossolubilidade e curto periodo de laténcia, por
atravessar rapidamente a barreira hematoencefalica, especialmente quando administrada
pela via intravenosa. Apds a passagem pelos tecidos mais perfundidos, sofre
redistribuicdo aos tecidos de menor perfusdo com consequente reducdo dos efeitos
centrais (Li et al., 2019; Wilson, 2013).

Comercialmente, a cetamina se apresenta como uma mistura racémica dos
enantiomeros R(-) e S(+) para uso clinico (Casoni et al., 2015). E extensamente
metabolizada in vivo e resulta na formacdo de seu principal metabdlito, a norcetamina,
seguida da producdo de metabdlitos secundarios (Zanos et al., 2018). O inicio deste
metabolismo ocorre a partir da desmetilacdo, sendo as enzimas hepéaticas CYP2B6 e
CYP3A4 do citocromo Paso as principais responsaveis por este processo (Rao et al.,
2016).

As enzimas responsaveis pelo metabolismo da cetamina atuam de diferentes
maneiras nos dois isdmeros, sendo que a CYP2B6 desmetila ambos os enantidbmeros de
cetamina com eficiéncia quase igual, e a CYP3A4 que desmetila o enantidmero S(+) mais
rapidamente (Portmann et al., 2010). Sendo assim, parte das variabilidades individuais do
seu metabolismo sdo atribuidas as diferencas na expressao das enzimas do citocromo Pasg

pelo organismo do individuo (Hijazi e Boulieu, 2002).

Apesar de comumente administrada pela via intramuscular e intravenosa, 0 uso da
cetamina por vias alternativas demonstra ser bastante promissor (Jonkman et al., 2017,

Niesters et al., 2014, Kronenberg, 2002). A via intranasal, por exemplo, tem sido
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amplamente utilizada na pratica médica, especialmente em pacientes pediatricos, e cada
vez mais aplicada a rotina Médica Veterinéria (Di Salvo et al., 2020). Esta via foi descrita
na medicina humana como um método eficaz e seguro para procedimentos que
necessitam analgesia e sedacdo em pacientes pediatricos (Poonai et al., 2017), até mesmo
nos setores de emergéncia hospitalar (Guthrie et al., 2019). Além disso, 0 uso da cetamina
pela via intranasal demonstrou eficacia para o controle da dor cronica e neuropatica
(Shteamer et al., 2019; Singh et al., 2018; Huge et al., 2009).

Na medicina veterinaria, em estudo realizado por Marjani et al. (2015), o uso de
cetamina pela via intranasal em gatos associada ao midazolam foi capaz de promover
sedacdo efetiva nos animais dessa espécie, quando comparada a administracdo
intramuscular, evitando o desconforto causado com o uso desta via, o que reforca a

versatilidade e a facilidade da cetamina em se inserir em diferentes contextos.

Farmacos com coeficiente de particdo octanol/agua positivo, como €é o caso da
cetamina, tendem a se ligar a proteinas plasmaticas, quanto maior for o valore deste
coeficiente. Em pacientes humanos adultos, esta taxa de ligacdo atingiu cerca de 47 %
das proteinas totais (Dayton et al., 1983; Williams et al., 2004). A correta mensuragao
este parametro é importante pois a por¢do de farmaco néo ligada as proteinas do plasma
influencia no volume de distribuicéo e, consequentemente, na visualizagcdo precoce dos

efeitos sisttmicos (Dinis-Oliveira, 2017).

E sabido que, na maioria dos casos, apenas a por¢do da droga no ligada as
proteinas do plasma € passivel de atravessar as membranas celulares por meio de difusdo
e interagir com o receptor especifico para produzir seus efeitos terapéuticos (Smith et al.,
2010). Somente ap0s esse processo, 0 farmaco é passivel da metabolizacdo hepética e
finalmente excrec&o renal ou biliar (Rowland e Tozer, 2011). Além disso, a afinidade de
um farmaco pelas proteinas plasmaticas tem importancia para a concentragcdo esperada
do mesmo nos tecidos e no local de ac¢éo (Trainor, 2007). Uma vez que somente a por¢édo
do farmaco néo ligada as proteinas do plasma tem capacidade de atravessar as membranas
celulares e exercer seu efeito, a por¢do que permanece ligada interagindo com sitios
especificos das proteinas plasmaticas, ndo manifesta os resultados esperados no
organismo (Yamasaki et al., 2013; Smith et al., 2010). Em vista disso, a por¢do de
farmaco livre tem estreita relagdo com o volume de distribuicdo do mesmo pelo

organismo, assim como na sua concentracdo e eliminacgdo, sendo fator importante para o
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entendimento do comportamento farmacocinético e farmacodinamico (Smith et al.,
2010).

Nos cées, a afinidade da cetamina pelas proteinas do plasma atingiu cerca de 27%
de farmaco ligado especialmente as glicoproteinas plasmaticas (Little et al., 1972; Dayton
et al., 1983; Dinis-Oliveira, 2017), o que demonstrou afinidade ainda menor do que a
observada no homem. Ja em equinos, a taxa foi semelhante a encontrada no homem e
apresentou em média 50% de ligacdo, quando administrada pela via intravenosa (Kaka et
al., 1979).

A importancia do nivel de afinidade de determinado farmaco as proteinas do
plasma é reforcada quando ha associacdo de farmacos durante a terapia do paciente
(Yamasaki et al., 2013), que é condicdo comum durante a rotina clinica e hospitalar. O
processo de deslocamento competitivo pode ocorrer durante a associagdo medicamentosa,
e resulta em alteracBes nos graus de afinidade especificos dos farmacos pelo sitio de
ligacdo na proteina (Otagiri, 2005). As alteracdes dos niveis de afinidade de um farmaco
a regido especifica da proteina, resulta em diferentes concentracfes da porgéo livre no
plasma e tem impacto direto na identificacdo dos seus efeitos sisttmicos (Smith et al.,
2010).

E importante ressaltar que a taxa de ligacdo de um determinado farmaco as
proteinas do plasma sofre alteracdes em estados de doencas metabdlicas, como
hepatopatias ou nefropatias (Fanali et al.,, 2012; Otagiri, 2015). As alteracdes sao
principalmente oriundas da oscilacdo na concentracdo das proteinas que compdem o
plasma, decorrentes do desequilibrio do metabolismo (Taylor et al., 2010). Dessa forma,
podem ocorrer alteraces da proporcdo entre o farmaco livre e ligado, e na manifestacdo
dos seus efeitos adversos, o que reforca a importancia de conhecer previamente a

afinidade entre tal farmaco e as proteinas plasmaticas.

Com base nesse contexto, este estudo teve por objetivo avaliar a taxa de ligacao
da cetamina as proteinas totais do plasma de gatos domésticos pelo método de
ultrafiltracdo e mensurado pelo método de cromatografia liquida de alta resolucéo
acoplada a espectrometria de massas em tandem com fonte de ionizacao electrospray
(HPLC-ESI-MS/MS). Os resultados deste trabalho podem contribuir no desenvolvimento

de novas vias de administragdo da cetamina nestes pacientes, haja visto que os valores da
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taxa de ligacao por esta metodologia, bem como da constante de ligacdo deste farmaco as

proteinas plasmaticas totais ainda ndo foram reportados na literatura para esta espécie.

2. Material e métodos
2.1. Aspectos éticos
Este trabalho foi executado ap6s aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa, protocolo 3292020621.

2.2. Coleta de material bioldgico

Foi realizada a coleta de amostras de sangue de seis gatos higidos, sem raca
definida, de ambos os géneros e com idades entre um e cinco anos. As amostras foram
coletadas por puncdo da veia jugular e adicionadas em microtubos previamente
heparinizados. O plasma foi imediatamente separado por centrifugacdo a 3.500 rpm por
12 minutos em centrifuga clinica de bancada (Metroterm). Ao final, as amostras de
plasma foram combinadas em uma Unica solucdo de pool plasméatico com volume
aproximado de 35 mL. A concentracdo de proteinas totais do pool de plasma de gatos (em
g/dL), foi determinada pelo método de Biureto, utilizando kit da Labtest Diagndstica®

conforme recomendacéo do fabricante.

2.3. Dosagem da cetamina por LC-ESI-MS/MS

2.3.1. Construcdo da curva de calibragdo LC-ESI-MS/MS e otimizagcdo dos
parametros de deteccao e ionizacao

Uma solucdo de cetamina racémica R(-) e S(+) (PubChem CID 3821) a 300
ng/mL, dissolvida em metanol (Merck) foi utilizada para otimizagdo dos parametros de
deteccdo, de modo automatico por um equipamento HPLC com detector de massas triplo
quadrupolo e fonte de ionizacdo electrospray, modelo LCMS-8050 (Shimadzu). Em
seguida foi construida uma curva de calibracdo em tampéo fosfato de potéssio 20 mM,
pH 7,2, em concentragGes variadas entre 40 a 850 ng/mL. Todas as anélises foram feitas
em coluna C18 Chim-pack XR-ODS I1I (50 mm x 2 mm, diametro interno de 1.6 um).
Os solventes utilizados foram (A) agua e (B) metanol, ambos com 0,1% de &cido férmico.
O fluxo do LC foi utilizado no modo isocratico com 85% de metanol a 0,1 mL/min. As
andlises foram realizadas em triplicatas e os valores das concentragdes obtidas em cada

ponto corresponderam a média de duas inje¢fes de 10 pL. Os cromatogramas TICs no
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modo MRM foram processados pelo programa LabSolutions Insight (Shimadzu) e a area
correspondente a cada pico foi utilizada para constru¢do da curva de calibragdo. O
coeficiente de variacdo foi utilizado para avaliar a qualidade dos pontos da curva. Todos
os solventes utilizados no ensaio foram grau LCMS (Merck) e o padrdo de cetamina

racémica foi fornecido pela empresa Konig.

2.3.2. Processo de preparo das amostras para separacdo da cetamina do plasma

por ultrafiltracdo

Considerando que a dosagem da cetamina no plasma deve ser feita de modo direto,
ou seja, sem a necessidade de extracdo, a dosagem das espécies cetamina total (Ct) e
cetamina livre (Cr) foram feitas de duas formas diferentes.

Para a determinacdo da cetamina total (Ct) foi preparada duas séries de
microtubos com concentragfes variadas de cetamina. A primeira série se chamava serie
Plasma, e a segunda se chamava série Tampdo fosfato. Na série Plasma, concentracdes
variadas de cetamina entre 48,8 e 780,5 ng/mL foram adicionadas em 400 pL de pool
plasmatico. Na série Tampdo fosfato, as mesmas concentraces variadas de cetamina
entre 48,8 e 780,5 ng/mL foram adicionadas em 400 pL de tampéo fosfato 20 mM pH
7,2.

Em seguida, todos os microtubos de ambas as séries foram incubados em banho-
Maria 30 °C por 20 minutos e, em seguida transferidos para concentrador Amicon Ultra®
de 0,5 mL, com cutoff de 10 kDa e membrana filtrante de celulose regenerada. A amostra
foi centrifugada em temperatura de 30 °C por 2 horas a 3.500 g. Apos esse periodo, o
volume do filtrado (~100 pL), foi transferido para inserts em vials de LCMS para realizar
a dosagem das concentracGes de cetamina correspondentes.

A série Tampdo fosfato foi construida por dois motivos. Primeiro, para dosar a
cetamina total (C+) que teria sido adicionada a série Plasma (filtrante), sem a necessidade
de extragdo. Segundo, como ndo havia proteinas plasmaticas nos tubos da série Tampao
fosfato, a concentracdo de cetamina do filtrante deveria ser igual ao filtrado, e com este
procedimento, verificar se a membrana do concentrador poderia, de alguma forma, reter
a cetamina e interferir com o resultado. Assim, as concentracfes cetamina adicionadas ao
Tampéo fosfato sdo iguais as concentragcdes de cetamina adicionadas ao plasma e

compdem a fragdo Cr.
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Ja a série Plasma foi utilizada para obter a cetamina livre que ndo se ligou ao
plasma (Cr) ap0s a ultrafiltracdo. Assim, a diferenca entre a concentracdo de cetamina
livre dosada no plasma microfiltrado (Cr) e a concentragdo de cetamina total dosada na
série Tampdo fosfato (Cr), fornece a concentracdo de cetamina que se ligou as proteinas

do plasma (Cy).

2.3.3. Dosagem da taxa de ligacao da cetamina as proteinas plasmaticas

As areas dos cromatogramas TICs gerados ap0s a passagem das amostras pelo
LC-ESI-MS/MS foram utilizadas para determinagé@o das concentracdes de cetamina ao
aplicar a equacdo da reta construida com a curva de calibracdo. Os valores de
concentracdes obtidos foram utilizados para calcular a taxa de ligacdo da cetamina (TL)
as proteinas plasmaticas conforme Equacéo 1.

Cr—Cp
Cr

TL(%) = x 100 (1)

Onde Ct é a concentracdo total da cetamina adicionada ao plasma e Cr é a

concentracdo da cetamina livre no plasma apds a microfiltragem.

2.3.4. Determinacéo da constante de ligacao
Os valores de Cr foram utilizados para calcular a constante de ligagédo (Kb) por
meio do método de Scatchard (Tinoco et al, 1995), onde a equacao de Hill (Equacéo 2)

foi ajustada aos pontos experimentais (Bordbar et al., 1996).

. (Kp[CpD"H
U= I plcr

)

onde v é a fragdo de farmacos ligados por macromolécula, g ¢ um fator de amplitude
maxima da curva de ligacdo, [Cg] é a concentracdo do farmaco livre, Ky é a constante de

ligacdo, e Ny é o coeficiente de Hill (cooperatividade).

3. Resultados
Os parametros finais apds otimizacdo para ionizacdo e deteccdo da cetamina

por HPLC-ESI-MS/MS sdo mostrados na Tabela 1. Este procedimento é importante
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para que as concentracdes mais baixas do farmaco possam ser detectadas acima do

limite de detec¢do (ruido) inerente ao ensaio.

Tabela 01. Parametros finais obtidos apos a otimizagdo da detec¢do
da cetamina pelo equipamento LC-ESI/MS/MS.

Parametro Valores
Fluxo LC 0.1 mL/min
Concentracgdo solvente B (metanol) 85 %
Temperatura do forno de coluna 40°C
Volume de injecdo de amostra 10 uL
Gés de nebulizagdo 3 L/min
Gas de secagem 10 L/min
Gas de aquecimento 10 L/min
Gés de colisdo (CID) argbnio 270 kPa
Temperatura da interface ESI 200 °C
Temperatura de dessolvatacao 526 °C
Temperatura da DL 250°C
Temperatura do Heat Block 400 °C
Razdo m/z ion precursor 238.1
Raz&o m/z ions produtos 125.05, 132.10, 209.95
Event time 0,309 s
Dwel time 100 mili s

A presenca de solventes polares como a agua pode dificultar a ionizacdo da
substancia de interesse. Assim, € importante fazer a otimizacéo do farmaco dissolvido em
metanol puro e, durante a analise por LC, manter uma concentracao alta deste solvente
na fase movel, mas ainda manter uma porcentagem de agua que garanta a solubilizacédo e
separagdo de outros componentes do plasma durante a passagem pela coluna.

Apos os procedimentos de otimizagdo dos métodos LC e MS, procedeu-se com
a construcdo da curva de calibracdo para dosagem da cetamina, cujos resultados séo
apresentados na Figura S1 (material suplementar), onde o coeficiente de variagdo médio
ficou abaixo de 9,0 % (Tabela S1, material suplementar). A curva de calibracdo foi
construida em tampéo fosfato pH 7,2 para que se aproximasse a0 maximo possivel das
condigdes do plasma periférico, mas sem ser concentrado em sais a ponto de prejudicar a

ionizagédo da cetamina, nem causar danos a interface de ionizacéo.
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De posse da curva de calibragdo, procedemos com a dosagem da cetamina nas

amostras adicionadas do farmaco, cujos resultados sdo mostrados na Figura 1A.
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Figura 1. (A) Teores de Cetamina dosados em tampdo fosfato (filtrante, representando a Cr,
circulos pretos) e em plasma microfiltrado (filtrado, representando a Cg, circulos azuis). (B)
Taxa de ligacdo da cetamina nas proteinas totais de plasma de gatos domésticos em funcéo da
concentracdo do farmaco (C.), conforme Equacdo 1. O tamanho dos circulos tem a dimenséo
do desvio padrao.

A concentracdo da Crmostrada na Figura 1A, foi obtida por meio da adi¢éo deste
farmaco no tampado fosfato, o qual depois foi ultrafiltrado em centrador Amicon, e dosado
tanto no filtrante, quanto no filtrado desta série. Como ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre a concentragdo de Ct no filtrante e no filtrado, concluimos que a cetamina
ndo se ligou @ membrana de celulose regenerada do concentrador quando avaliada em
tampdo fosfato. Isso forneceu seguranca para a quantificacdo da Cr na série plasma
microfiltrado pois, a diferenca entre a Cr (adicionada ao plasma) e a Cr (dosada no plasma
microfiltrado) pode ser atribuida inteiramente a cetamina ligada (C.).

Assim, a aplicacdo da Equagdo 1 aos valores de concentragdo de cetamina
correspondentes, resultou numa taxa de ligacéo de cerca de 65 % do farmaco as proteinas
do plasma de gatos, quanto atingido o pico plasmatico acima de 300 ng/mL, conforme
exposto na Figura 1B.

Para a determinar a constante de ligacdo da cetamina as proteinas totais (Kp), foi
necessario dosar a concentracdo destas proteinas totais no pool de plasma, o qual foi feito
com kit de diagndstico clinico pelo método de Biureto. Como resultado, a concentracao
de proteinas totais no pool de plasma utilizado neste ensaio, sem a adi¢do de farmacos
(plasma puro), foi 8 g/dL (8,36x10* mg/L), valor que esta dentro do valor de referéncia

para este marcador, o qual varia entre 6,0 a 8,0 g/dL (Weiss e Wardrop, 2010).
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O célculo da constante de ligacdo da cetamina as proteinas plasmaticas foi
realizado por meio do gréfico de Scatchard. Para isso, levou-se em consideragdo o peso
molecular da albumina de soro de gato (Felix catus) conforme registro na base de dados
Uniprot (identificador P49064), cujo peso molecular é de 65.845,05 Da. Em seguida foi
feito o ajuste da Equacdo 2 aos pontos experimentais para se obter os parametros Kp € nn,

conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Grafico de Scatchard para a ligacdo da
cetamina com proteinas totais do plasma de gatos,
gerado a partir da dosagem do farmaco por
experimentos de ultrafiltracdo e dosados por HPLC-
ESI-MS/MS. A linha sélida mostra o ajuste aos
pontos experimentais por meio da Equacdo 2, com
um coeficiente de correlagdo (R) entre eles de 0,94.

O ajuste da Equacdo 2 aos pontos experimentais da Figura 2, forneceu uma
constante de ligacdo Ky de 2x10° M-t com um coeficiente de Hill (nw) de 2,3.

4. Discussao

Do ponto de vista farmacoldgico, é muito mais interessante determinar a taxa de
ligacdo de um farmaco as proteinas plasmaéticas totais do que a albumina isoladamente,
pois a ligagdo as proteinas totais pode fornecer uma visdo mais realistica da
biodisponibilidade, enquanto que a taxa de ligacdo de um farmaco a albumina gera
informagdes mais voltadas ao ponto de vista termodinamico e biofisico.

A taxa de ligacdo da cetamina as proteinas totais de plasma de gatos ja foi

reportada por Hijazi et al, (2002b) pelo método de ultrafiltracdo associado a
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espectrometria gasosa, tanto na forma isolada (66% de ligacdo), como na presenca de
metabdlitos (com 60% de ligacdo), ambos a 30 °C. Este valor esta de acordo com a taxa
encontrada neste trabalho para a cetamina isolada (65%). O diferencial de nosso trabalho
¢ que utilizamos uma metodologia muito mais sensivel e também determinamos a
constante de ligacéo (Kp), e demonstramos uma cooperatividade positiva na ligagdo da

cetamina (nn=2,3).

Comparativamente, os valores reportados na literatura para a taxa de ligacdo da
cetamina as proteinas plasmaticas entre outras espécies como a equina e a humana foram
semelhantes entre si, atingindo acerca de 50 % do percentual de ligacdo em ambas as
espécies (Kaka et al., 1979; Dayton et al., 1983; Williams et al., 2004). Em cées, a taxa
de ligacdo da cetamina as proteinas totais do plasma foi de 53,1 %, mensurada pelo
método de dialise de equilibrio (Kaka et al., 1979). Em outro ensaio com a espécie canina,
foram encontrados valores menores de taxa de ligagdo as proteinas totais pelo mesmo
método (33%), porém, com o pH apresentando valores médios de 7,36 (Dayton et al.,
1983).

Contudo, ja é sabido que a taxa de ligacdo de um farmaco as proteinas do plasma
é influenciada pelo pH do meio (Dayton et al., 1983; Kragh-Hansen, 1990). Um valor de
pH abaixo do que é considerado fisiolégico para a espécie, tende a diminuir a afinidade
do farmaco as proteinas plasmaticas e, consequentemente, no volume de distribuicédo da
droga pelo organismo (Hinderling e Hartmann, 2005). Essa condi¢do torna o pH um
parametro de interesse para a correlacdo do percentual de ligacdo de afinidade da droga

pelas proteinas do plasma.

A taxa de ligagdo de um farmaco as proteinas plasmaticas totais também sofre
influéncia da concentracao de albumina no plasma, a qual pode ser notada ao comparar a
afinidade de um farmaco no plasma e no soro humano, o qual é rico em albumina, e
resulta em taxas de ligacdo semelhantes (Colclough et al., 2014; Yang et al., 2014). A
concentracdo de albumina plasmatica pode ser alterada em quadros de doencas
metabolicas como hepatopatias, nefropatias e injarias como queimaduras, que Sao
quadros clinicos responsaveis por alterar as concentragdes dessa proteina no plasma
(Fanali et al., 2012; Otagiri, 2005).

E sabido que compostos mais hidrofébicos tendem a se ligar muito mais

facilmente as proteinas plasmaticas do que substancias hidrofilicas (Arnott e Planey,
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2012). A solubilidade de um composto pode ser determinada pelo coeficiente de particdo
octanol/agua (XlogP3) onde, compostos mais hidrofébicos tendem a ter valores mais
positivos enquanto que compostos mais hidrofilicos tendem a ter valores mais negativos.
Assim, comparativamente, um farmaco significativamente lipossoltivel como o propofol
(PubChem CID 4943) possui XlogP3 de 3,8 e uma taxa de ligagédo de 88,7% em humanos,
enquanto que um farmaco muito menos lipossolivel como a morfina (PubChem CID
5288826), possui XlogP3 de 0,8 com taxa de ligagdo as proteinas plasmaticas totais de
31,6 % em equinos (Roberts et al., 2013; Altmayer et al., 1995; Combie et al., 1983). A
cetamina possui 0 XlogP3 de 2,2 (PubChem CID 3821), assim, o grau de solubilidade
deste farmaco apresentou coeréncia com a taxa de ligacdo as proteinas plasmaéticas
mensuradas em plasma de gatos neste trabalho (65 %).

A constante de ligacdo da cetamina as proteinas plasmaticas foi descrita neste
trabalho como sendo de 2x10° M1, Comparativamente, outros ligantes apresentaram
constantes de ligagdo com a albumina com valores proximos. Os flavondides, por
exemplo, apresentam constantes de ligacdo variando entre 1-15x10* Mt (Dufour et al,
2005), o farmaco refecoxib (Pubchem CID 5090) apresenta Ky, de 3.450x10* Mt a 31 °C
(Qi, et al, 2008) com XlogP3 de 2,3. Mas de modo geral, as constantes de ligacdo de
pequenas moléculas a albumina variam ente 10°-10® M (Kragh-Hansen, 1990).

A albumina corresponde a maior parte das proteinas plasmaticas totais e
encontra-se em concentracGes que atingem cerca de 46,7 g/L nos gatos (Taylor et al.,
2010; Moore e Avery, 2018). Da mesma forma ocorre no plasma humano, que possui a
albumina como principal componente proteico plasmatico, porém, com maiores variacoes
nas concentracdes, em cerca de 26,5 a 46,5 g/L (Schaller et al., 2008). Por estar numa
faixa de concentracdo mais estreita, a concentracdo da albumina é mais constante em
gatos saudaveis, o que ajuda a explicar os valores de taxas de ligacdo e de constante de
ligagdo bem semelhantes aos nossos, reportados na literatura e citados no inicio desta

discussao.

O coeficiente de Hill positivo esta relacionado com a cooperatividade positiva no
processo de ligacdo de um ligante a uma proteina. Isso significa que a ligacdo da primeira
molécula de cetamina em um sitio de uma proteina, facilita a ligagdo nos demais sitios
(Tinoco et al., 1995). Assumimos que a cooperatividade se deve a ligagcdo da cetamina a
albumina, pois esta € a proteina majoritaria do plasma e que também é capaz de ligar mais

de um farmaco ao mesmo tempo, por sabidamente possuir mais de um sitio de ligacdo
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(Carter et al, 1994). A descricdo da cooperatividade positiva na ligacdo da cetamina a

albumina é descrita pela primeira vez neste trabalho.

5. Conclustes

A taxa de ligacdo da cetamina as proteinas plasmaticas totais em gatos domésticos
foi mensurada em 65% a partir de concentracdes plasmaticas superiores a 300 ng/mL,
com uma constante de ligagdo (Kp) de 2x10% Mt e ny de 2,3. Tanto a taxa quanto a
constante de ligacdo da cetamina a proteinas plasmaéticas totais estdo de acordo com o

reportado na literatura para esta espécie por meio de metodologias similares.
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Figura S1. Curva de calibracdo para dosagem da cetamina em tampéo
fosfato de potassio 20 mM, pH 7,2. Cada ponto representa a média de trés
repeticdes com duas injecdes cada (seis cromatogramas). Parametros da
curva: y = a+ bx, a =-537.382,00 £ 186.285,35; b = 157.273,32 £ 2290,73;
R=0,99926.

Tabela S1. Coeficientes de varia¢do obtidos para cada ponto de concentracéo
utilizado na construcdo da curva de calibracdo da cetamina.

Concentracao Area média Desvio padréo Coeficiente de
(ng/mL) variacao (%)
40 0,91E+07 1,52E+06 16,68
140 1,87E+07 4,78E+06 25,62
250 3,79E+07 2,85E+06 7,51
350 4,93E+07 1,81E+06 3,67
450 6,42E+07 1,38E+06 2,15
550 7,89E+07 2,94E+06 3,72
650 1,03E+08 4,64E+06 4,53
750 1,19E+08 7,39E+06 6,19
850 1,39E+08 1,17E+07 8,47

Média: 8,73
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