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RESUMO

A cetamina é um farmaco muito utilizado na Medicina Veterinéria para indugdo e manutencao
anestésica, além de promover analgesia. E classificado como um anestésico dissociativo, por
exercer seu mecanismo de acdo principalmente por bloqueio ndo competitivo do receptor
ionotrépico N-metil D-aspartato (NMDA). A taxa de ligacdo dos farmacos as proteinas do
plasma desempenha um papel importante na disponibilidade de uma droga no organismo, sendo
a albumina e alfa-1-glicoproteina acida as principais proteinas responsaveis por se ligarem aos
farmacos. O objetivo desse trabalho foi determinar a taxa de ligacdo da cetamina as proteinas
plasmaticas de cédes. As amostras de sangue foram coletadas de quatro cdes higidos e
posteriormente centrifugadas para obtencdo do plasma. O pH do pool plasméatico foi de 7,25 e
a concentracdo de proteinas totais e de albumina, medidos pelo método de Biureto, foram de
51,6 mg/mL e 32,0 mg/mL, respectivamente. A técnica de ultrafiltracdo associada a
cromatografia liquida acoplada a um espectrobmetro de massas (HPLC-ESI-MS/MS) foi
utilizada neste estudo para avaliar taxa de ligacdo de cetamina as proteinas plasmaticas totais
de cées. Os resultados mostraram que o valor da taxa de ligacdo da cetamina foi de 84% quando
a concentracdo plasmatica do farmaco atingiu 300 ng/mL. A constante de ligagdo (Kv) foi de
3,76x10° mol/L com um coeficiente de Hill (n+) positivo de 2,8. Os dados encontrados neste
trabalho podem contribuir em futuros estudos farmacocinéticos da cetamina em cées.

Palavras-chave: anestésico geral, farmacologia, Canis lupus familiaris.



ABSTRACT

Ketamine is a drug widely used in Veterinary Medicine for induction and maintenance of
anesthetic, in addition to promoting analgesia. It is classified as a dissociative anesthetic, as its
mechanism of action is mainly through non-competitive blockade of the ionotropic N-methyl
D-aspartate (NMDA\) receptor. The rate of drug binding to plasma proteins plays an important
role in the availability of a drug in the body, with albumin and alpha-1-acid glycoprotein being
the main proteins responsible for binding to drugs. The objective of this work was to determine
the binding rate of ketamine to plasma proteins in dogs. Blood samples were collected from
four healthy dogs and subsequently centrifuged to obtain plasma. The pH of the plasma pool
was 7.25 and the concentration of total proteins and albumin, measured by the Biuret method,
were 51.6 mg/mL and 32.0 mg/mL, respectively. The ultrafiltration technique associated with
liquid chromatography coupled to a mass spectrometer (HPLC-ESI-MS/MS) was used in this
study to evaluate the binding rate of ketamine to total plasma proteins in dogs. The results
showed that the binding rate value of ketamine was 84% when the plasma concentration of the
drug reached 300 ng/mL. The binding constant (Kb) was 3.76x10® mol/L with a positive Hill
coefficient (nH) of 2.8. The data found in this work may contribute to future pharmacokinetic
studies of ketamine in dogs.

Key-words: general anesthetic, pharmacology, Canis lupus familiaris.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Curva de calibracdo para dosagem da cetamina em tampé&o fosfato de potassio 20
mM, pH 7,2. Cada ponto representa a média de trés repeticdes com duas injecdes cada (seis
(ol o] g Fo L0022 Ty £ ) PRSP 18
Figura 2 - Teores de cetamina dosados em tampéo fosfato (filtrante, circulos pretos) e em
plasma microfiltrado (triangulos VErmeln0S). .......ccooveiviiiiieiice e 19
Figura 3 - Taxa de ligacdo da cetamina as proteinas totais de plasma de cdes em funcdo da
concentracdo do farmaco, de acordo com a Equacédo 1. O tamanho dos circulos tem a dimensao
00 DESVIO PAAIEOD. ...ttt bbb bbbttt b bbbt 20
Figura 4 - Grafico de Scatchard para a ligacdo da cetamina com proteinas totais do plasma de
cdes. A linha sélida mostra o ajuste aos pontos experimentais por meio da Equacéo 2. ......... 21
Figura 5 - FracOes esperadas das diferentes formas ionizadas da cetamina em fungédo do pH. A
linha em laranja representa a fracdo da forma desprotonada (sem carga, menos sollvel) da

cetaming, em fUNGAD O PH. .....ooveee e 22



o N O O

SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt 11
L OBJETIVO GERAL ..ottt 12
.OBJETIVOS ESPECIFICOS........ooveieeteeeeeeeeeseeeeses e sesisse s s, 13
. MATERIAL E METODOS .......ooiiieieeeteeeeseeesiesisses s sesissessesssss s senassnsensnnen, 13
4.1. Coleta de material DiolOQICO. ........cccvevieiieriicece e 13
4.2. Dosagem da cetamina pelo método LC-ESI-MS/MS...........ccccoiniininnincnnns 13
4.2.1. Preparo das amostras para ultrafiltragdo da cetamina no plasma. ........... 13
4.2.2. Construcao da curva de calibracdo LC-ESI-MS/MS e otimizacéo dos
parametros de deteCCa0 € I0NIZAGAD .........ccveveevieeiieiieie e 14
4.2.3. Dosagem da taxa de ligacdo da cetamina as proteinas plasmaticas.......... 15
4.2.4. Determinacgéo da constante de ligagao .........cccooeiiiiiiiiiniieieiece e 15
4.2.5. ANALISES d0S HAUODS.......ceeieieiiiieiece st ene s 16
CRESULTADOS ...t bbbttt nre e 16
 DISCUSSAOQ ...ttt sttt 22
L CONCLUSAO. ...ttt 24
CREFERENCIAS ...ttt sttt 24



RESUMO

A cetamina é um farmaco muito utilizado na Medicina Veterinéria para indugdo e manutencao
anestésica, além de promover analgesia. E classificado como um anestésico dissociativo, por
exercer seu mecanismo de acdo principalmente por bloqueio ndo competitivo do receptor
ionotrépico N-metil D-aspartato (NMDA). A taxa de ligacdo dos farmacos as proteinas do
plasma desempenha um papel importante na disponibilidade de uma droga no organismo, sendo
a albumina e alfa-1-glicoproteina acida as principais proteinas responsaveis por se ligarem aos
farmacos. O objetivo desse trabalho foi determinar a taxa de ligacdo da cetamina as proteinas
plasmaticas de cées. As amostras de sangue foram coletadas de quatro cdes higidos e
posteriormente centrifugadas para obtencdo do plasma. O pH do pool plasméatico foi de 7,25 e
a concentracdo de proteinas totais e de albumina, medidos pelo método de Biureto, foram de
51,6 mg/mL e 32,0 mg/mL, respectivamente. A técnica de ultrafiltracdo associada a
cromatografia liquida acoplada a um espectrobmetro de massas (HPLC-ESI-MS/MS) foi
utilizada neste estudo para avaliar taxa de ligacdo de cetamina as proteinas plasmaticas totais
de cées. Os resultados mostraram que o valor da taxa de ligacdo da cetamina foi de 84% quando
a concentracdo plasmatica do farmaco atingiu 300 ng/mL. A constante de ligacdo (Ky) foi de
3,76x10° mol/L com um coeficiente de Hill (n4) positivo de 2,78. Os dados encontrados neste
trabalho podem contribuir em futuros estudos farmacocinéticos da cetamina em cées.

Palavras-chave: anestésico geral, farmacologia, Canis lupus familiaris.
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1. INTRODUCAO

A cetamina é um farmaco amplamente empregado na Medicina Veterinaria, sendo
utilizada para inducdo e manutencao anestésica, além de promover analgesia (WAGNER et al.,
2002). E classificado como um anestésico dissociativo, por exercer seu mecanismo de acio
principalmente por bloqueio ndo competitivo do receptor ionotropico N-metil D-aspartato
(NMDA), impedindo o influxo de ions célcio através deste canal no sistema nervoso central,
mecanismo responsavel pelas propriedades anestésicas do farmaco, tal como produzir amnésia,
analgesia, neuroprotecdo e efeitos psicossensoriais. (MION; VILLEVIEILLE, 2013).

Além de atuar em receptores NMDA, a cetamina interage com outros alvos
farmacoldgicos, dentre eles o0s receptores opioides, colinérgicos, dopaminérgicos,
serotoninérgicos e receptores sigma (KOHTALA, 2021). Além dos efeitos supracitados,
midriase, nistagmo, hipersalivacdo e lacrimejamento sdo comumente observados (PAI,
HEINING, 2007). Devido a sua acdo simpatomimética, a estabilidade cardiovascular e
respiratoria € mantida durante a anestesia (KOHTALA, 2021).

A cetamina comercializada é composta por uma mistura racémica dos enantibmeros R
(-) e S (+). O enantiomero S (+) promove maior efeito analgésico e sua metabolizacdo ocorre
mais rapidamente, quando comparada & mistura racémica de cetamina (MIHALJEVIC et al.,
2020). As vias intravenosa e intramuscular sdo as principais rotas de administracdo, mas sao
descritas vias alternativas como intranasal, retal, subcutanea e intratecal (DINIS-OLIVEIRA,
2017). Em termos de propriedades fisico-quimicas, é tida como uma base fraca, com pKa de
7,5. E um farmaco lipossoldvel e com extenso volume de distribuicdo para os tecidos, o qual
rapidamente atravessa a barreira hematoencefalica. Possui ampla metabolizacéo hepética pelas
enzimas do citocromo Paso, por N-desmetilacdo, sendo a norcetamina o metabdlito principal,
que posteriormente sofrerd excrecdo renal (WILSON, 2013).

Dentre os parametros farmacocinéticos, a taxa de ligacdo dos farmacos as proteinas do
plasma desempenha um papel importante na disponibilidade de uma droga no organismo
(SCHMIDT; HOLZGRABE, 2024).Uma vez na circulagdo sanguinea, os farmacos ligam-se as
proteinas plasmaticas em diferentes graus, de forma reversivel, e mantém-se um equilibrio
dindmico entre a fracdo ligada e a fracdo livre (OTAGIRI, 2009).

A albumina e alfa-1-glicoproteina acida séo as principais proteinas responsaveis por se
ligarem aos farmacos, sendo a primeira a mais abundante do plasma (TRAINOR, 2007).

Partindo do principio de que apenas a fracdo livre do farmaco é capaz de interagir com o alvo
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molecular, o estudo da taxa de ligacdo de fa&rmacos as proteinas plasmaticas € um parametro
importante na farmacologia (HOWARD et al., 2010).

A fracdo da droga ligada as proteinas possui uma significativa influéncia na taxa de
difusdo do farmaco entre o plasma e os tecidos, podendo interferir no volume de distribuicéo e
na depuracdo do farmaco (BOHNERT; GAN, 2013). Os complexos farmaco-proteina no
plasma também atuam como um reservatorio para a concentracdo do farmaco livre, pois
somente a fracdo livre é passivel de sofrer os processos de metabolizacdo e eliminacdo no
organismo (KRATOCHWIL et al., 2002).

A relevancia do nivel de ligacdo as proteinas também é evidenciada quando ha a
administracdo simultdnea de farmacos, pois a interacdo medicamentosa e o deslocamento
competitivo (em que ambos os ligantes possuem o mesmo sitio de ligacao na proteina) podera
resultar no aumento da fracéo livre e, consequentemente, os efeitos terapéuticos serem alterados
(TOMA et al., 2021). Outro aspecto importante a ser levado em consideracéo, diz respeito a
pacientes que apresentam reducdo dos niveis de albumina devido a alguma disfuncdo organica,
uma vez que a reducdo de sitios disponiveis para os ligantes levara a maior quantidade de
moléculas livres (TAYYAB; FEROZ, 2021).

A didlise de equilibrio e a ultrafiltracdo sdo os métodos mais frequentes usados para
mensuracao do nivel de ligacdo dos farmacos as proteinas (DIMITRIJEVIC et al., 2023). Em
seres humanos, por meio de didlise de equilibrio, a taxa de ligacdo da cetamina atingiu 47%
(DAYTON et al., 1983), ja em cdes, gatos e equinos, utilizando o mesmo método, a ligacdo foi
de 53.5%, 37.5% e 50%, respectivamente (HANNA; BORCHARD, 1988; KAKA; HAYTON,
1980; KAKA; KLAVANO; HAYTON, 1979). Com o emprego da ultrafiltragdo, a cetamina
alcancou 66.5% de ligacdo a albumina sérica de humanos (SCHMIDT; HOLZGRABE, 2024)
e 65% de ligacdo as proteinas totais de felinos (MOTTA, 2022).

Logo, a mensuragdo desse parametro se torna interessante para ampliar os estudos da
farmacologia da cetamina em cdes, dado seu uso rotineiro na Medicina Veterinaria e a

importancia de se conhecer o nivel de ligagdo das drogas as proteinas plasmaticas.

2. OBJETIVO GERAL
O objetivo deste estudo foi determinar a taxa de ligacdo da cetamina as proteinas
plasmaticas totais de cdes por meio de ultrafiltracdo, mensurada pela técnica de cromatografia
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liquida de alta resolugdo acoplada a espectrometria de massas em tandem com fonte de
ionizacdo por electrospray (HPLC-ESI-MS/MS).

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aplicar o método de ultrafiltragdo para realizar a separacéo fisica da cetamina livre da
cetamina ligada as proteinas totais do plasma de cées.

Utilizar a técnica de HPLC-ESI-MS/MS para quantificar a cetamina livre obtida no
processo de ultrafiltracdo e posteriormente calcular a fracdo da droga ligada as proteinas.

Por fim, a partir desses resultados, calcular a constante de ligacéo e o coeficiente de Hill.

4. MATERIAL E METODOS
Todas as etapas descritas a seguir foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos

representam a média das andlises.

4.1. Coleta de material bioldgico

As amostras de sangue foram coletadas de cées higidos, de racas distintas, de ambos 0s
géneros e com idades entre um e oito anos. Apenas caes clinicamente saudaveis e sem histérico
de terapia medicamentosa recente foram incluidos. As amostras foram coletadas por punc¢éo da
veia jugular e da veia cefélica, em seguida adicionadas a tubos com heparina sodica e, logo
apos, centrifugadas a 3.500 rotagBes por minuto (rpm) por 5 minutos para obtencao do plasma.
Posteriormente, as amostras de plasma foram combinadas em uma Unica solucdo de pool
plasmatico com volume aproximado de 25 mL.

As concentracdes de proteinas totais e de albumina do pool plasméatico foram
determinadas pelos métodos de biureto e enzimatico-colorimétrico, utilizando os kits da Labtest
Diagndstica® conforme recomendagc&o do fabricante. O pH plasmatico também foi mensurado
usando pHmetro marca MS Tecnopon, modelo mPA-210. O plasma foi armazenado sob

refrigeracdo a 4°C por 24 horas antes do uso.

4.2. Dosagem da cetamina pelo método LC-ESI-MS/MS

4.2.1. Preparo das amostras para ultrafiltragdo da cetamina no plasma
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Inicialmente, duas solucgdes foram preparadas, sendo uma solugéo estoque de cetamina
de 1.000.000 ng/mL em metanol (Merck) e uma solucdo de tampao fosfato de potassio 20mM
+ NaCl 150 mM, pH 7,2 (Merck).

Foram preparadas duas séries de microtubos para a determinacéo da cetamina total (Ct),
sendo a primeira chamada de série Plasma e a segunda de Tampdo Fosfato. Na série Plasma,
concentrages finais variadas de cetamina entre 49 e 1171 ng/mL foram adicionadas em 860
pL de pool plasmatico. Na série Tampéo Fosfato, as mesmas concentracdes finais variadas de
cetamina entre 49 e 1171 ng/mL foram adicionadas em 860 pL de tampdo fosfato 20 mM pH
7,2.

Todos os microtubos de ambas as séries foram incubados em banho-maria a 36°C por
20 minutos. Em seguida, foram transferidos 500 pL de cada microtubo para o concentrador
Amicon Ultra® de 0,5 mL, com cutoff de 10 kDa e membrana filtrante PES, de baixa ligacéo
com farmacos. A amostra foi centrifugada em temperatura de 30 °C por 30 minutos a 3.500
rpm. Posteriormente, o volume do filtrado (~100 pL), foi transferido para inserts em vials de
LCMS para realizar a dosagem das concentracfes de cetamina correspondentes.

Apbs a ultrafiltracdo, a série Plasma foi usada para obter a quantidade de cetamina que
ndo se ligou ao plasma, ou seja, a cetamina livre (Cg). Deste modo, a diferenca entre a
concentracdo de cetamina livre dosada no plasma microfiltrado (Cg) e a concentracdo de
cetamina total dosada na série Tampdo Fosfato (Ct) resulta na concentragdo de cetamina que
se ligou as proteinas plasmaticas (CL).

A série Tampao Fosfato foi preparada com dois objetivos, 1) verificar se a membrana
do concentrador poderia reter a cetamina e interferir no resultado, pois como ndo havia
proteinas plasmaticas na série Tampao Fosfato, a concentracdo do filtrante deveria ser igual ao
do filtrado. Desta forma, representando a fracdo Cr.. 2) para dosar a cetamina total (Ct) que

teria sido adicionada a série Tampao Fosfato (filtrante), sem a necessidade de extracao.

4.2.2. Construcéo da curva de calibracdo LC-ESI-MS/MS e otimizacao dos parametros de
deteccéo e ionizagao

A solucdo de cetamina foi utilizada para otimizacdo dos parametros de ionizacéo de
modo automatico por um equipamento HPLC acoplado a um espectrometro de massas triplo
quadrupolo e fonte de ionizacdo por electrospray, modelo LCMS-8050 (Shimadzu).

Posteriormente, foi construida uma curva de calibracdo em tampéo fosfato de potassio 20 mM,
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+ NaCl 150 mM, pH 7,2, em concentrac¢Ges variadas entre 40 a 850 ng/mL. Todas as anélises
foram feitas em coluna C18 Chim-pack XR-ODS Il (75 mm x 2 mm didmetro interno, 1.6
pum). Os solventes utilizados foram (A) &gua e (B) acetonitrila, ambos com 0,1% de &cido
férmico. O fluxo do LC foi utilizado no modo isocratico com 85% de acetonitrila, com fluxo
de 0,3 mL/minuto. Os valores das concentracdes obtidas em cada ponto corresponderam a
média de duas injecdes de 10 pL. Os cromatogramas de ions totais (TICs) no modo
monitoramento de reacGes multiplas (MRM) foram processados pelo programa LabSolutions
Insight (Shimadzu) e a area correspondente a cada banda cromatografica foi utilizada para a
construcdo da curva de calibracdo. 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 (padréo analitico <99%) foi fornecido pela empresa
Konig.

4.2.3. Dosagem da taxa de ligacdo da cetamina as proteinas plasmaticas

As areas dos cromatogramas TICs gerados apés a passagem das amostras pelo LC-ESI-
MS/MS foram utilizadas para determinagdo das concentracdes de cetamina, ao aplicar a
equacao da reta obtida com a curva de calibracdo. Os valores de concentragdes obtidos foram
utilizados para calcular a taxa de ligacdo da cetamina (TL) as proteinas plasmaticas conforme

Equacéo 1.

CTC‘CF x 100 1)
T

TL(%) =

Sendo que Ct é a concentracdo total da cetamina adicionada ao tampdo e Cr € a

concentracdo da cetamina livre no plasma ap6s a microfiltragem.

4.2.4. Determinacéo da constante de ligacéo
Os valores de Cr foram utilizados para calcular a constante de ligacéo (Ky) por meio do
método de Scatchard, em que a equacdo de Hill (Equacdo 2) foi ajustada aos pontos

experimentais.
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Sendo que v é a fracdo de farmacos ligados por macromolécula, g é um fator de
amplitude méxima da curva de ligacéo, [Cr] é a concentracdo do farmaco livre, Ky € a constante

de ligacéo, e ny € o coeficiente de Hill (cooperatividade).

4.2.5. Anélises dos dados

As éareas dos cromatogramas TICs, no modo MRM foram analisados pelo programa
LabSolutions Insight (Shimadzu). O célculo do pKa e das fracbes da cetamina foi realizado
pelo programa Marvin View (ChemAxon) e o célculo da taxa de ligacdo e da constante de

ligacdo foi feito com o programa Origin-6.0.

5. RESULTADOS

Os parametros apds otimizacao para ionizacdo e deteccdo da cetamina por HPLC-ESI-
MS/MS estdo apresentados na Tabela 1. Esse processo € necessario para que as concentracdes
mais baixas de cetamina possam ser identificadas acima do limite de deteccéo (ruido) inerente

a0 ensaio.



Tabela 1 - Parametros finais obtidos apds a otimizacéo da deteccdo da

cetamina pelo equipamento LC-ESI-MS/MS

Parémetro Valores
Fluxo LC 0.1 mL/min
Concentracéo solvente B (Acetonitrila) 85%
Temperatura do forno de coluna 40°C
Volume de injecéo de amostra 10 pL

Gas de nebulizacdo 3 L/min
Gas de secagem 10 L/min
Gas de aquecimento 10 L/min
Gas de colisdo (CID) argbnio 270 kPa
Temperatura da interface ESI 200°C
Temperatura de dessolvatagédo 526°C
Temperatura da DL 250°C
Temperatura do Heat Block 400°C
Razdo m/z ion precursor 238.1
Razdo m/z ions produtos 125.05, 132.10, 209.95
Event time 0,309s
Dwel time 0,100s

Fonte: elaborado pelo Autor (2023).
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A cetamina foi dissolvida na fase movel (85% acetonitrila acidificada) para a realizacao

da otimizacdo, pois a presenca de solventes polares como a agua pode prejudicar a solubilizacdo

do farmaco. No decorrer da analise por LC, uma concentracdo alta de acetonitrila foi mantida

na fase movel, porém com uma porcentagem de dgua para assegurar a solubilizacdo, ionizacao

e separacédo de outros componentes do plasma durante a passagem pela coluna.

Em seguida, a curva de calibracdo para dosagem da cetamina foi construida (Figura 1)

utilizando tampé&o fosfato em pH 7,2, o qual se aproxima das condi¢des do plasma periférico,

minimizando um eventual efeito de matriz.



Figura 1 - Curva de calibracdo para dosagem da cetamina em
tampao fosfato de potassio 20 Mm + NaCl 150 mM, pH 7,2. Cada
ponto representa a média de trés repetigdes com duas injegdes cada
(seis cromatogramas).
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).
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A Figura 2 retrata os teores de cetamina que foram adicionados em tamp&o ou em

plasma.
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Figura 2 - Teores de cetamina dosados em tampao fosfato (filtrante,
circulos pretos) e em plasma microfiltrado (tridngulos vermelhos).

500

450 T . TOtaI cetamina
- 4004 A Livre cetamina
= ] °
D 350
c °
~— 3004
S ] o
© 250
8 i
S 200-_ °
®
£ 1907 °
&€ 100-
® ] °
® 504 © A A A 4 A
@] 0- A A

L A L L L L L
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Cetamina adicionada (ng/mL)

Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

A concentracdo da Cetamina Total (Cr), representada na Figura 2, foi obtida por meio
da adicdo deste farmaco no tampdo fosfato, o qual depois foi ultrafiltrado em centrador Amicon
e dosado tanto no filtrante, quanto no filtrado desta série. Como ndo houve diferenga
significativa (p>0,05) entre a concentragéo de Cr no filtrante e no filtrado, fica comprovado que
a cetamina ndo ficou retida na membrana do concentrador quando avaliada em tampéo fosfato.
Esse critério foi importante para ndo gerar resultados superestimados da ligacdo da cetamina as
proteinas plasmaticas, fornecendo seguranca para a quantificagdo da Cr na série plasma
microfiltrado, pois a diferenca entre a Ct (adicionada ao tampéo) e a Cr (dosada no plasma
microfiltrado) pode ser atribuida inteiramente a cetamina ligada as proteinas plasmaticas (Cy).

Os valores das concentracdes de cetamina nas fracbes Cr e Cr foram aplicados a
Equacdo 1 e, como resultado, a taxa de ligacdo da cetamina as proteinas plasmaticas foi de 84%
quando atingido o pico plasmatico acima de 300 ng/mL, conforme exposto na Figura 3.
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Figura 3 - Taxa de ligagdo da cetamina as proteinas totais de plasma
de cdes em func¢do da concentracdo do farmaco, de acordo com a
Equagdo 1. O tamanho dos circulos tem a dimensdo do desvio

padrdo.
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

A determinacdo da constante de ligacdo (Ky) foi produzida por meio do grafico de
Scatchard quando feito o ajuste da equacdo aos pontos experimentais, como mostra a figura 4,

em que a Ky foi de 3,76x10° mol/mL e o coeficiente de Hill de 2,8.
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Figura 4 - Grafico de Scatchard para a ligagdo da cetamina com
proteinas totais do plasma de caes. A linha s6lida mostra o ajuste
aos pontos experimentais por meio da Equacao 2.
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

Em pH 7,2 cerca de 48% da cetamina esta na forma protonada (carga positiva) e 52%
na forma desprotonada (sem carga), que é a forma menos soltvel em &gua (Figura 5), o que faz

com que a albumina tenha maior afinidade pela cetamina.
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Figura 5 - Fragdes esperadas das diferentes formas ionizadas da cetamina em funcdo do pH. A
linha em laranja representa a fracdo da forma desprotonada (sem carga, menos soluvel) da

cetamina, em fun¢do do pH.
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Fonte: elaborado pelo Autor (2023).

Os teores de albumina e de proteinas totais mensurados no pool de plasma canino foram
de 32,0 mg/mL e 51,6 mg/mL respectivamente.

6. DISCUSSAO

Foi descrito por Kaka e Hayton (1980) que a taxa da ligacdo da cetamina foi de 53.5%
em cdes, mediante dialise de equilibrio. Nesse trabalho, o plasma foi congelado antes do uso.
Ja em nosso estudo, utilizamos o método de ultrafiltracdo seguido da mensuracédo pelo HPLC-
ESI-MS/MS, o que pode justificar o resultado divergente que obtivemos (taxa de ligacao
maxima de 84%).

Alguns fatores podem influenciar na taxa de ligacéo das drogas as proteinas plasmaticas,
tais como o pH do meio, em que valores elevados de pH resultam no aumento da fragdo ligada
as proteinas (HINDERLING; HARTMANN, 2005). Em condicdes fisiologicas, o pH sanguineo
varia de 7,35 a 7,45. Esses valores tendem a aumentar apds a coleta e estocagem da amostra
(pH>8,0) (TOMA et al., 2021). Em nossa pesquisa, o valor do pH do pool de plasma atingiu
7,25. Esse plasma foi armazenado sob refrigeragédo a 4 °C por, no maximo, 24 horas antes do
uso.

Hijazi e Boulieu (2002) constataram, por meio do método de ultrafiltracdo, que a

temperatura influenciou na fracao ligada as proteinas, uma vez que a ligacdo da cetamina as
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proteinas totais de humanos foi em média de 69% e 75% a 30°C e 20°C, respectivamente.
Durante as analises realizadas, mantivemos a temperatura em 36°C, para que se aproximasse
da temperatura fisioldgica, bem como para comparar 0s nossos resultados com trabalhos que
usaram a mesma temperatura.

A albumina ¢ a principal proteina presente no plasma, atingindo concentrac@es de 31,7
mg/mL em cdes (MOORE; AVERY, 2019). Como a maioria dos farmacos se liga a essa
proteina, em casos de hipoalbuminemia, a fragcéo livre da droga sera maior, principalmente para
farmacos que possuem alta taxa de ligacdo, logo o aumento da fracdo livre levard a
intensificacdo dos efeitos farmacol6gicos. Em humanos foi demonstrado que a fragao livre do
acido valproico, droga antiepilética, aumentou entre seis a sete vezes em pacientes criticos,
apresentando hipoalbuminenia, quando comparado a pacientes saudaveis (CELESTIN;
MUSTEATA, 2021). O teor de albumina no pool de plasma usado nesse estudo foi de 32,0
mg/mL, quando dosado pelo método enzimatico-colorimétrico. Esse valor estd dentro do
esperado para cées saudaveis.

O coeficiente de Hill positivo (2,8) indica que ha cooperatividade positiva para a ligacao
de um ligante a uma proteina. Sugerimos que esse fato se deve a ligacdo da cetamina
especialmente a albumina, pois trata-se da proteina mais abundante do plasma e sabidamente
possui multiplos sitios de ligacdo e alta afinidade por farmacos lipossolUveis (SPADA et al.,
2021). Em um estudo feito por Motta (2021) em gatos, foi demonstrada cooperatividade
positiva na ligacdo da cetamina a albumina (nn=2,3) com taxa de ligacdo as proteinas
plasmaticas de 65% em 30°C (MOTTA, 2021).

O valor de Ky tem importancia na farmacocinética, visto que influencia na distribuicao
de uma droga no sangue, pois é a forma livre do farmaco que ird exercer sua atividade
farmacoldgica (JAHANBAN-ESFAHLAN; PANAHI-AZAR; SAJEDI, 2015). A K;, obtida em
nosso trabalho foi de 3,76x10° mol/L. Ja no estudo realizado por Motta (2021), a Ky na espécie
felina foi de 2x10° mol/L. Logo a afinidade da cetamina pela albumina de cées é 1,76 vezes
maior do que a de gatos. Um dos fatores que justifica a alta afinidade da cetamina pela aloumina
é a sua baixa solubilidade (xlogP de 2,2) em comparagdo com outros farmacos, principalmente
devido a sua variacdo de carga em pHs fisiolégicos, demonstrado na figura 5 acima. Em geral,
0 xlogP relaciona-se com a ligacdo dos compostos as proteinas, em que farmacos mais

lipossoluveis possuem taxa de ligagdo maior (DAVIDSEN et al., 2020).
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Em comparagdo, a N-Acetyl-L-cysteina apresentou Kp de 1,1x10° mol/L para a
albumina de soro bovino a 30°C (JAHANBAN-ESFAHLAN, et al., 2015). Este farmaco possui
carga negativa em pHs acima de 4,0 e xlogP de 0,4, o que justifica ter muito menos afinidade
pela albumina do que a cetamina.

Assim os resultados encontrados neste trabalho se mostraram condizentes com 0s

valores esperados para este farmaco, dadas as suas propriedades fisico-quimicas.

7. CONCLUSAO

A aplicacdo do método de ultrafiltracdo seguido da mensuracgéo pela técnica de HPLC-
ESI-MS/MS foi utilizada para determinar a taxa de ligacao da cetamina as proteinas plasmaticas
de cdes, cujo resultado mostrou que 84% do farmaco se liga a proteinas plasmaticas em
concentracdes acima de 300 ng/mL. A constante de ligacdo (Kg) encontrada em nossos ensaios
foi de 3,76x10° mol/L com coeficiente de Hill de 2,8, o que significa cooperatividade no
processo e que mais de uma molécula deste farmaco pode se ligar as proteinas plasmaticas, com
maior probabilidade na albumina, nestas condigfes. Os dados encontrados neste trabalho
possuem relevancia farmacoldgica, visto que podem contribuir em futuros estudos

farmacocinéticos da cetamina em caes.
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