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ASPECTOS FARMACOLOGICOS DA CETAMINA S(+) ASSOCIADA OU NAO
AO MIDAZOLAM, EM CAES.

RESUMO

A cetamina, um anestésico dissociativo, € amplamente empregado para a
inducdo e manutencdo da anestesia em caes. Possui dois enantinbmeros, sendo
o S(+), de atividade anestésica superior. Com este estudo objetivou-se
correlacionar os parametros clinicos com os aspectos farmacocinéticos da
cetamina S(+), bem como avaliar, o método de HPLC para quantificagdo deste
farmaco e, as alteracées farmacodindmicas e farmacoinéticas observadas na
associacao deste com o midazolam. Para tanto, a cetamina S(+) foi administrada
em oito caes, sendo quatro fémeas da raca Beagle e quatro machos sem raca
definida, pela via intravenosa na dose de 10mg/kg, associada ou né&o ao
midazolam (0,2mg/kg), em duas fases distintas. A analise farmacocinética foi
realizada através da cromatografia liquida de alta performance (HPLC) em
amostras plasmaticas de quatros fémeas e um macho. Os parametros clinicos
foram obtidos por meio da biotelemetria nas quatro fémeas e,
semiotecnicamente, nos quatro machos, por um periodo de 12 horas. Observou-
se que a concentragdo maxima, cinco minutos ap6s a aplicacao, foi de 35,1 e
18,7 pg/mL, a meia vida de distribuicdo de 0,142 e 0,234 horas, a meia vida de
eliminacdo de 3,70 e 4,06 horas, o clearance de 2,40 e 4,36 L/kg.h e o volume
de distribuicao de 9,70 e 16,47 L/kg, para a cetamina S(+) isolada e associada
ao midazolam, respectivamente. Nao foram detectadas diferencas estatisticas

para os parametros farmacocinéticos analisados, porém foram detectadas em
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alguns momentos para os parametros clinicos. Pode-se concluir que a presenca
do midazolam nao altera os parametros clinicos e farmacocinéticos da cetamina
S(+) em caes e, que a biodisponibilidade foi coincidente com as alteragbes
clinicas monitoradas por meio da biotelemetria.

Palavras-chave: cdo; cetamina S(+); midazolam; biotelemetria; cromatografia

liquida.
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PHARMACOLOGICAL ASPECTS OF KETAMINE S(+) ISOLATED OR
ASSOCIATED TO MIDAZOLAM IN DOGS

ABSTRACT

Ketamine, a dissociative anesthetic agent, is widely used for induction and
maintenance of anesthesia in dogs. It has two enantiomers, from which the S(+)
has a greater anesthetic activity. The aim of this study was to correlate clinical
parameters with pharmacokinetics aspects of ketamine S(+) as well as
evaluating, the HPLC method for quantification this drug and, observed
the pharmacodinamics and pharmacokinetics alterations in the association
of this drug with midazolam it. For this, the ketamine was administered
intravenously in eight dogs (four females beagles and four crossbreed males) at
a dose of 10mg/kg, associated of not to midazolam (0.2mg/kg), in two distinct
phases. Pharmacokinetic analysis was accomplished through High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) in serum samples of four females and a male.
Clinical parameters were obtained through biotelemetry in the four females and
semiotecnically in the four males, for 12 hour period. It was noticed that five
mintues after the administration the maximum concentration was 35.1 and 18.7
ug/mL, Half-life of distribution was 0.142 and 0.234 hours, and half life of
elimination was 3.7 and 4.06 hours, clearance was 2.40 and 4.36 L/kg.h and the
volume of distribution was 9.70 and 16.47 L/kg, for ketamine S(+) isolated and

associated to midazolam, respectively. No statistical difference was noticed in
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the pharmacokinetic parameters, however there were differences in clinical
parameters in some periods. In conclusion, the presence of midazolam does not
alter clinical and pharmacokinetics parameters of ketamine S(+) in dogs and the
biodisponibility of the drug was in accordance with clinical alterations monitored
through biotelemetry.

Key words: dog; ketamina S(+); midazolam; biotelemetry; Liquid

chromatography.
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1. INTRODUCAO

A cetamina, anestésico dissociativo, tem sido utilizada na Medicina
Veterinaria para inducdo e manutencdo da anestesia ha mais de 30 anos.
Produz rapidamente um estado anestésico, diferente daqueles observados com
outros anestésicos, que resulta em analgesia profunda, falta de resposta
condicionada e amnésia (HARDMAN & LIMBIRD, 2004; BERGMAN, 1999). E
encontrada no mercado na forma de mistura racémica dos enatibmeros, (-)-(R)-
cetamina e (+)-(S)-cetamina ou na forma enantioméricamente pura S(+).
Diversos autores apontam que S(+) cetamina possui atividade anestésica
superior quando comparada a R(-) cetamina (LANDONI, 1997; KIEMBAUM,
2001).

Os efeitos secundarios da cetamina incluem alteracées nos sistemas
nervoso central, cardiovascular e sistema muscular, como excitagao,
hipertensao e hipertonicidade muscular. Para minimizar tais efeitos recomenda-
se associa-la a um agente sedativo ou tranquilizante, sendo o midazolam o
benzodiazepinico de eleicdo para associacao devido as propriedades hipnéticas
e miorrelaxantes, que reduz o aparecimento de fenémenos emergenciais
produzidos pelo uso isolado da cetamina, prevalecendo o relaxamento muscular
e da depressao central (VALADAO, 2002; BROWN et al., 1992).

A associacdo medicamentosa tem a finalidade de aumentar a eficacia
terapéutica, no entanto podem ocorrer interagdes, seja na fase farmacocinética
ou farmacodinamica que levam ao aparecimento de efeitos indesejados.
Atualmente os estudos em farmacocinética, tém envolvido a utilizagdo de
técnicas cromatograficas tais como HPLC (cromatografia liquida de alta
performance), que possui sensibilidade e especificidade adequadas a essa
finalidade (BOLZE & BOULIEU, 1998).

Por outro lado, a biotelemetria € um método que permite 0 monitoramento
de véarios animais ao mesmo tempo, mensurando diferentes parametros

fisiolégicos por
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longos periodos sem interferéncia com o padrao de comportamento (BROOKS
et al., 1996; TRUETT & WEST, 1995; SADOFF et al., 1992; STOHR, 1998).

Embora a cetamina S(+) ja& venha sendo empregada na anestesia de
caes e gatos (SOUZA et al, 2002) e em técnicas de analgesia epidural
(OLESKOVICZ et al., 2006), ndo existem trabalhos onde tenha sido quantificado
e estudado o perfil da cetamina S(+) isoladamente ou em associagdo com outros
farmacos em plasma canino.

Desta forma objetivou-se verificar a eficiéncia do método de HPLC para
quantificar a cetamina S(+) e estudar os perfis farmacolégico e comportamental
da cetamina S(+) administrada isoladamente ou em associagcdo ao midazolam,

utilizando-se das técnicas de cromatografia liquida e biotelemetria.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Nogdes gerais sobre farmacocinética

A farmacocinética compreende quatro processos fundamentais: absorgéo,
quando a administracdo do farmaco € por via extra-vascular, distribuicao,
biotransformacao e excregao.

A absorcdo, primeira fase farmacocinética, pode ser definida como a
passagem do farmaco de um meio externo ao organismo para 0 sangue, que 0
conduzira aos diferentes tecidos e 6rgaos. Para que esse processo ocorra €
necessario que o farmaco atravesse as membranas bioldgicas sob influéncia
das caracteristicas fisico-quimicas de ambos (WINTER, 1988).

O processo de absorcdo pode ser avaliado por quatro paréametros
farmacocinéticos obtidos através da construgdo de uma curva de sua
concentracao plasmatica versus tempo: ka (constante de absorgdo), Cmax
(concentracao plasmatica maxima), tmax (tempo de ocorréncia da concentragao
plasmatica maxima) e AUC (area sob a curva) (BOROUJERDI, 2002).

Ap6s a administragdo intravenosa, o farmaco distribui-se para outros
compartimentos (WINTER, 1988). A velocidade de distribuicdo sofre
interferéncia de alguns fatores fisiologicos como fluxo sanglineo e
caracteristicas da membrana, assim como das propriedades fisico-quimicas do
farmaco que determinam a sua capacidade para atravessar as membranas e
sua afinidade para ligar-se com proteinas plasmaticas. Quanto maior a afinidade
e extensdo de ligacao com essas proteinas, menor o acesso desse farmaco a

outros compartimentos do organismo.

O processo de distribuicdo de um farmaco pode ser quantificado, através
do parametro volume de distribuicdo (Vd) que descreve a relacdo entre a
quantidade do farmaco existente em todo o organismo e a quantidade existente
no plasma, e conceitualmente se define como o volume no qual o farmaco deve
estar contido para que a sua concentracao se iguale a do plasma (WINTER,
1988).
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Em farmacocinética clinica, o Vd é um importante parametro empregado
para a construcdo do regime de dose que sera utilizado no paciente. Em
conjunto com a concentracdo alvo no estado de equilibrio, o Vd pode ser
utilizado para calcular a dose de ataque; para calcular a quantidade do farmaco
no organismo em qualquer momento e para estimar a viabilidade de se utilizar a
hemoperfusdo ou hemodidlise para a remocado do farmaco do organismo
(BOROUJERDI, 2002).

Na biotransformacdo o farmaco é submetido a reacbes quimicas,
geralmente mediadas por enzimas, que o convertem em um ou mais compostos
diferentes do originalmente administrado (metabdlitos). As reacées mais comuns
da biotransformacdo de farmacos sado: oxidagcado, reducado, hidrélise e
conjugacdo. Os metabdlitos podem, por sua vez, também serem
biotransformados. As reacdes de oxidacao, reducao e hidrélise sao classificadas
como de fase |, as de conjugacdo como de fase Il do processo de
biotransformacao (WINTER, 1988).

Para maioria dos farmacos utilizados na terapéutica, a biotransformacao é
um processo essencial para a sua inativacdo e excrecao renal. Apenas uma
pequena parte das substancias é eliminada do organismo de forma inalterada,
alguns farmacos sao excretados pela bile e substancias volateis sao excretadas
pelos pulmdes (WINTER, 1988).

Em geral, o figado € o maior e algumas vezes o Unico sitio de
biotransformacdo de farmacos, mas ocasionalmente o farmaco &
biotransformado em outros tecidos como os rins, pele, pulmdes, sangue e trato
gastrintestinal.

O complexo enzimatico CYP450 é o principal responsavel pela
biotransformacao de farmacos no organismo humano, mais propriamente pelas
reagdes de oxidagado da fase |. Esse sistema, presente em maior quantidade e
variabilidade no tecido hepatico pode também ser encontrado nos pulmdes, rins,
bexiga e outros 6rgdos em menor quantidade. O CYP450 apresenta varias
isoformas, que sao formas multiplas de uma mesma enzima, que catalisam o
mesmo tipo de reacdo com afinidades diferentes frente aos substratos,
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biotransformando portanto, farmacos distintos. Além disso, as isoformas diferem
na sua distribuicdo pelo organismo e na modulacdo de sua atividade,
apresentando diferentes inibidores, indutores e farmacos marcadores (WINTER,
1988).

No processo de biotransformacdao podem ser originados produtos
farmacologicamente ativos, produtos inativos ou produtos dotados de
significativa toxicidade. De maneira geral, esses produtos possuem maior
hidrossolubilidade e, portanto, sdo mais facilmente eliminados pelo organismo.

Quando administrados pela via oral, os farmacos atingem o sistema porta
hepatico para chegar a circulacao sistémica, expondo a dose administrada aos
sistemas enzimaticos. Se o farmaco for passivel de rapida e consideravel
biotransformagéo nessa primeira passagem pelo tecido hepatico, somente
pequena fracdo da dose administrada alcangara a circulagao sistémica (efeito de
primeira passagem), levando a baixa biodisponibilidade (WINTER, 1988).

Os parametros farmacocinéticos relacionados ao processo de
biotransformacdo s&o: a constante de eliminacdo (Kel) e o “clearance” (Cl)
(WINTER, 1988).

A meia vida (t1,2) de eliminagao é um parametro hibrido do clearance e do
volume de distribuicdo, que representa o tempo necessario para que a
concentracao plasmatica do farmaco decline para a metade (WINTER, 1988).

A excrecao € a passagem do farmaco da circulagdo sanglinea para o
meio externo, sendo os rins, as principais vias de excrecao dessas substancias.
Os mecanismos envolvidos na excre¢cdo renal € a filtragdo glomerular, a
secrecao tubular ativa e a difusdo passiva; sendo os dois primeiros os mais
efetivos (WINTER, 1988).

Na insuficiéncia renal, farmacos e produtos de biotransformacao ativos,
excretados fundamentalmente pelos rins, podem acumular-se e alterar assim, os
parametros farmacocinéticos relacionados ao processo de eliminagédo: constante
de eliminacao (Kel) e “clearance” (Cl), com conseqUéncias sobre a meia vida do

farmaco.
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“Clearance” € um termo usado para indicar a remoc¢do ou depuracgao
completa de determinada substancia de um volume especifico de sangue na
unidade de tempo. O “clearance” é expresso em volume por unidade de tempo
(mL/min ou L/h), e compreende todos 0s processos que resultem na eliminagéao
do farmaco do organismo (WINTER, 1988).

2.2. Interag6es farmacocinéticas

A utilizacdo de mais de um farmaco concomitantemente na terapéutica,
pode resultar em interacbes de tal forma que os efeitos farmacoldgicos
esperados ocorram de maneira diferenciada, podendo-se obter um aumento ou
uma diminuicdo da eficacia terapéutica. Da mesma maneira, a interagdo pode
acentuar ou atenuar os efeitos indesejaveis (HARDMAN & LIMBIRD, 2004; OGA
et al., 2002; FUHR, 2000). Essas interacdes podem ocorrer na fase pré-cinética
(antes da absorcdo propriamente dita), na fase cinética e ou na fase
farmacodinamica (OGA et al., 2002).

Na fase pré-cinética reagbes entre os principios ativos podem resultar na
diminuicdo da absorcdo ou aumento da toxicidade, como por exemplo, a
colestiramina e o colestipol, que complexam uma série de medicamentos como
antidepressivos, neurolépticos, digitalicos e anticoagulantes, diminuindo a sua
disponibilidade para a absor¢cao (OGA et al., 2002).

Na fase farmacocinética os agentes sao capazes de modificar a absorgao,
a distribuicdo, a biotransformacao ou a excregcao de outro agente administrado
concomitantemente. (OGA et al., 2002)

A absorcdo é um dos fenémenos cinéticos mais importantes na
determinagdo na concentracdo sérica de farmacos por via oral, tépica ou
parenteral, com excecao da via intravascular. A reducdo no grau de absor¢ao
resulta na diminuicdo do nivel plasmatico e tende a prejudicar a eficacia
terapéutica. (OGA et al., 2002)

A alteracdo na fase de distribuicdo, quando ha associacao de dois
componentes medicamentosos, se da principalmente por mecanismo

competitivo frente a sitios comuns de ligacao protéicos, sendo a albumina a
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proteina ligante mais importante e responsavel pela fixagdo de compostos
acidos e a alfa glicoproteina acida (AGA) pela fixacao de farmacos de carater
basico. O efeito da interacdo entre dois farmacos por competicdo junto as
proteinas resulta no aumento da fracao livre de um dos farmacos ou de ambos,
com intensificagdo de suas agbes farmacolégicas terapéuticas ou mesmo
téxicas. (OGA et al., 2002)

A importancia clinica dessas interacbes é evidente, especialmente
quando os farmacos que interagem possuem alta fixacdo, ou seja, ligam-se as
proteinas plasmaticas com uma porcentagem acima de 75-80% (HARDMAN &
LIMBIRD, 2004).

As interacoes de farmacos na fase de biotransformacédo podem resultar
em indugdo ou inibicdo de sistemas enzimaticos, principalmente sobre o
citocromo P450 (CYP450); além da possibilidade de saturacdo do processo de
biotransformacdo por competicdo entre esses farmacos pelos sistemas
enzimaticos (HARDMAN & LIMBIRD, 2004). Assim, a alteracdo metabdlica
causada por um farmaco pode afetar a velocidade de biotransformacao de
outros farmacos e, consequientemente, a sua biodisponibilidade e a eficacia
terapéutica. A inibicdo da biotransformacdo de um farmaco resulta quase
sempre na exacerbagao dos efeitos farmacoldgicos e/ou toxicos.

Entre os mecanismos envolvidos nas interagdes de farmacos durante a
excrecdo, particularmente por via renal, é importante ressaltar o seguinte: a)-
alteracdo do pH do liquido intra-tubular que promove modificagdo no grau de
dissociacao de eletrdlitos fracos, ocasionando sua maior ou menor excregao
renal e b)- duas substancias que podem competir entre si, na secrecao tubular,
por apresentarem afinidade as mesmas proteinas transportadoras; nessas
situacdes, ambas terdao excregao retardada.

Condicoes morbidas pré-existentes, especialmente as insuficiéncias
cardiaca, renal ou hepética, sdo decisivas para intensificagdo dos efeitos
adversos dos medicamentos e podem levar, geralmente, ao acumulo de

farmacos no organismo (OGA et al., 2002).
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2.3. Anestésicos dissociativos

A cetamina [2-(Oclorofenil)-2-metilamino ciclohexanona] (Figura 1), um
anestésico geral dissociativo, surgiu na década de 60, em substituicido a
fenciclidina, com o objetivo de produzir menor intensidade de reagbes adversas.
Este farmaco produz um estado anestésico caracterizado por dissociar o
sistema talamocortical do sistema limbico, por isto, € denominado de anestésico
dissociativo (VALADAO, 2002; BERGMAN, 1999).

Figura 1: Configuracdo absoluta dos enantibmeros: no topo, cetamina R (-) e
abaixo, cetamina S(+). Os asteriscos denotam atomos de carbono
(LANDONI et al. 1997).

Este anestésico atua diretamente nas éareas corticais de associacao
sensorial que fazem parte do sistema limbico e também suprime a transmissao

de impulsos nociceptivos na formacdo reticular mesencefalica e no nucleo
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medial do talamo (SCHWENDER et al., 1994). Devido a isso, os centros
superiores do sistema nervoso

central (SNC) séo incapazes de receber ou processar informagdo sensorial e,
consequentemente, seu significado emocional ndo é avaliado. O resultado da
administracdo de cetamina é anestesia, analgesia, amnésia e supressao do
medo e da ansiedade (BERGMAN, 1999).

O mecanismo de acdo da cetamina tem sido relacionado, principalmente,
com a inibicdo ndo competitiva dos receptores glutaminérgicos do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA), mas também foi proposta a interagdo com receptores
glutaminérgicos ndao NMDA, receptores opidides, receptores para o acido gama-
amino-butirico (GABA) do tipo A, receptores nicotinicos € muscarinicos e com 0s
canais de sédio , potassio e célcio. No entanto, a acdo em receptores diferentes
do NMDA ¢é observada exclusivamente com concentragdes plasmaticas
particularmente elevadas, 10-100 vezes maiores as observadas durante a
anestesia (250-1000pg/L) (WHITE et al., 1982; BRAU et al., 1997; BERGMAN,
1999).

E um composto hidrossoltvel, com pKa 7,5, que permite a administragao
intravenosa, intramuscular, intranasal, oral e retal. Atravessa rapidamente a
barreira hematoencefalica e, por essa razao, quando administrada pela via
intravenosa, seus efeitos sdo observados dentro de 60 segundos apéds a
aplicacao (BERGMAN, 1999). Em caes, sua meia-vida € de 61 minutos e sua
taxa de ligacao as proteinas plasmaticas é de 53,5% (KAKA & HAYTON, 1980).

A cetamina € amplamente biotransformada no figado principalmente por
N-demetilagdo, por meio do complexo citocromo P-450, tendo como produto a
norcetamina, metabdlito ativo com poténcia menor a cetamina. A norcetamina é
hidroxilada em uma ou mais posi¢cdes no anel ciclohexanona, formando hidroxi-
norcetamina, composto hidrossoluvel mais facilmente conjugado e eliminado
(WHITE et al. 1982).
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2.3.1. Cetamina S(+)

A cetamina € um composto quiral e apresenta-se na forma de dois
enantibmeros: S(+) e R(-) cetamina. A quiralidade € uma condicdo necessaria
para que a molécula apresente atividade éptica.

A cetamina durante algum tempo s6 era encontrada no mercado
unicamente na forma de racemato, contendo concentragdes iguais dos dois
isdbmeros Opticos R(-) e S(+), mas recentemente no Brasil, comegou a ser
comercializada uma formulagao contendo somente o isémero S(+).

O clearance plasmatico da cetamina S(+), administrada isoladamente, é
maior do que o do isdbmero R(-) e do que o do isébmero S(+) administrados no
racemato, tanto na espécie canina, quanto na espécie humana (IHMSEN et
al.,2001). Este fato pode explicar a recuperacdo anestésica mais rapida em
pacientes anestesiados com cetamina S(+) quando comparada a anestesia com
cetamina racémica. Também foi demonstrado que as duas substancias
competem pelo mesmo complexo de enzimas hepaticas (KHARASCH &
LABROO, 1992), o que reduziria a biotransformagao quando administradas na
forma de racemato (IHMSEN et al., 2001).

Estudos demonstram que doses equipotentes de cetamina e de cetamina
S(+) tém efeitos cardiorrespiratorios muito similares (ADAMS et al., 1992;
DOENICKE et al., 1992; ZIELMANN, et al., 1997; STRUMPER et al., 2004). O
uso de doses totais muito menores para produzir anestesia e analgesia
satisfatérias, a recuperagdo anestésica mais rapida, a menor incidéncia de
efeitos indesejaveis na recuperacdo da anestesia (WHITE et al., 1980; NAU &
STRICHARTZ, 2002) e os efeitos estereoseletivos de neuroprotecao,
preservacao do pré-condicionamento isquémico e menor potencial hipotensivo
(KANELLOPOULOS, et al., 1998; MULLENHEIM et al., 2001; PROESCHOLDT
et al,, 2001) fazem da cetamina S(+) um exemplo de como o uso de um
enantibmero apresenta vantagens potenciais sobre o emprego do racemato.

Trabalhos experimentais e ensaios clinicos consideraram que a cetamina
S(+) possui 0 dobro da poténcia anestésica e analgésica, quando comparada a

cetamina racémica no homem e em outras espécies. Essa tendéncia pode ser
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confirmada em estudos com camundongos (SARTON et al.,, 2001), ratos
(PROESCHOLDT et al., 2001), ovelhas (STRUMPER et al., 2004) e cavalos
(DUQUE et al., 2005).

MUIR & HUBELL (1988) compararam doses iguais (30mg/kg,lV) e néo
equipotentes de cetamina racémica e de cetamina S(+) em caes, nao
observando diferengas entre os efeitos cardiopulmonares das duas substancias.
SOUZA et al., (2002) concluiram que doses iguais € nao equipotentes
(20mg/kg,IM) tem efeitos similares na condutividade elétrica cardiaca na espécie
canina, DELEFORGE et al. (1991) observaram efeitos equianestésicos, em
duracdo e qualidade, ap6s administrar cetamina racémica (10mg/kg) ou
cetamina S(+) (6,6mg/kg) em caes da raga Beagle.

MARIETTA et al. (1977), RYDER et al.(1978) e WHITE et al. (1980)
sugerem uma reducdo de 50% da dose quando se usa o isébmero S(+) da
cetamina isoladamente. Porém, trabalhos mais recentes indicam uma reducao
da dose da cetamina S(+) de 15 a 30% em relacao a cetamina recémica usada
em caes (DUQUE et al., 2005).

2.3.2. Efeitos no sistema nervoso central

A cetamina provoca mudancgas consistentes no eletroencefalograma,
diminuindo a atividade alfa e aumentando a atividade gama e delta, além de
induzir atividade excitatéria que ocorre no tdlamo e sistema limbico. Aumenta a
pressdo do fluido cerebroespinhal e pressédo intracraniana que pode ser
decorrente do aumento da concentracdo arterial de dioxido de carbono,
provocado pela depressao respiratdria, aumentando o fluxo sanguineo cerebral
e consumo de oxigénio. Pode promover melhor analgesia para dor somatica que
para dor visceral, bloqueando area reticular espinhal, deprimindo o ndcleo da
formacao reticular medular medial, suprimindo a lamina da medula espinhal,
interagindo com receptores opidides do SNC e medula espinhal e antagonizando
os receptores do tipo NMDA (VALADAO, 2002)

Os agonistas dos receptores NMDA aumentam o fluxo intracelular de

calcio, induzindo convulsdes diretamente ou diminuindo o limiar convulsivo
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diante de estimulos como a hipdxia. Por isso, acredita-se que a cetamina, um
antagonista ndo competitivo dos receptores NMDA, tem efeitos
anticonvulsivantes e neuroprotetores (PFENNINGER & HIMMELSEHER, 1997;
REDER et al., 1980).

A cetamina n&o induz atividade convulsiva em seres humanos com
historico de epilepsia, porém este farmaco pode induzir convulsées em cées e
gatos epilépticos sendo assim, estabeleceu-se que o uso deste anestésico &
contra-indicado em animais com historico prévio de convulsées. Porém a
variabilidade entre as espécies torna dificil a interpretacdo dos dados fazendo
com que ainda exista controvérsia se a cetamina € anticonvulsiva ou proé-
convulsiva (LIN, 1996).

2.3.3. Efeitos cardiovasculares

Em cdes e no homem a cetamina ocasiona aumento na frequéncia
cardiaca, pressao arterial, pressao da artéria pulmonar, no débito cardiaco,
transporte e consumo de O, (BERGMAN, 1999; HASKINS et al.,, 1985). Ja
foram relatados efeitos inotrépicos positivos e efeitos depressores do miocardio,
devido a interferéncia com a disponibilidade intracelular de calcio
(KONSAYREEPONG et al.,, 1993). Porém, quando o sistema simpatico esta
intacto, predominam os efeitos estimulantes decorrentes da inibicdo da
recaptacao das catecolaminas (COOK et al., 1991).

A cetamina pode sensibilizar o miocardio a agdo das catecolaminas,
porém evita as arritmias induzidas pela administragéo de epinefrina, por meio de
prolongacao do periodo refratario, além de ser capaz de reverter, em caes,
arritmias causadas por digitalicos (DOWDY & KAYA, 1968; NUNES, 1995).

Quanto as alteragdes vasculares, a cetamina pode ocasionar tanto
vasoconstricdo quanto vasodilatacido, tendo como resultado pouca ou nenhuma

alteracdo na resisténcia vascular sistémica (WHITE et al., 1982).
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2.3.4. Efeitos respiratorios

Em céaes anestesiados com cetamina observa-se a diminuicdo da
freqUéncia respiratoria e do volume minuto durante aproximadamente 15
minutos (HASKINS et al., 1985). J& 0 uso de doses elevadas podem causar
respiracdo profunda com pausa inspiratéria prolongada e, em alguns casos
extremos, apnéia e parada respiratéria (LIN, 1996). Geralmente, a ventilagcao é
mantida adequadamente durante a anestesia com cetamina, mas o uso de
doses elevadas ou a interacdo com agentes depressores do sistema nervoso
central resultam em hipercapnia e hipéxia (OKLU et al., 2003).

Clinicamente, a cetamina nao altera as respostas a hipercapnia
(SOLIMAN et al., 1975) nem a hipdéxia (LERMAN et al., 1986) e, além disso,
devido a manutencdo do tbnus muscular, a ventilacdo e o volume residual
funcional sao preservados (LIN, 1996). Porém, quando este farmaco € injetado
na forma de bolus rapido, em pacientes ndo pré-medicados e respirando
espontaneamente ar ambiente, pode ocorrer diminuicdo da pressao parcial de
oxigénio arterial. Por outro lado, a pré-medicagdo com diazepam e a
administracdo lenta (60 segundos) ndo provocam mudancgas na pressao parcial
de oxigénio arterial nem na diferencga arterio-venosa de O, (RUST et al., 1978).

2.4. Midazolam

O midazolam, derivado de um imidazobenzodiazepinico, foi o primeiro
benzodiazepinico hidrossoluvel disponivel para o uso clinico em humanos.
Promove efeitos ansioliticos, tranquilizantes, hipnéticos, miorrelaxantes e
provoca amnésia e alteragées psicomotoras. Pode ocasionar queda de pressao
arterial, decorrente da reducdo da resisténcia vascular periférica e, quando
utilizado in bolus pela via intravenosa, pode causar apnéia transitéria. Tem alta
lipossolubilidade, é rapidamente absorvido independentemente da via de
administracdo e atravessa a barreira hematoencefalica com relativa facilidade.
Ligam-se extensivamente as proteinas plasmaticas (97%) e sua
biotransformacédo ocorre por acdo oxidativa, principalmente por acado dos

microssomos hepaticos, isoenzimas pertencentes ao sistema de citocromo P-
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450. Sua eliminacdo se faz fundamentalmente pela urina. Possui meia-vida de
1,3 a 2,2 horas e seu periodo de laténcia € de 90 segundos quando
administrado pela via intravenosa. Diferente dos outros benzodiazepinicos, o
midazolam tem maior poténcia hipnética e € compativel com dextrose a 5%,
cloreto de sédio 0,9% e solucao de Ringer com lactato, em recipientes de vidro
ou plastico. O midazolam também é compativel fisico-quimicamente com a
morfina, meperidina, escopolamina, atropina, glicopirrolato, fentanil e cetamina
em solucdes aquosa, podendo assim ser combinado em formulacées com estes
farmacos (FANTONI & CORTOPASSI, 2002).

2.5. Associagao da cetamina com benzodiazepinicos

Os tranquilizantes benzodiazepinicos causam relaxamento muscular e
potencializa os efeitos anestésicos da cetamina. Porém, a maioria dos
benzodiazepinicos ndo sdo soluveis em agua e podem precipitar quando
adicionados a solugdao de cetamina. A associacdo de cetamina e midazolam
pode ser mantida em solugdes, sem perda de poténcia, por 24 horas e, junto
com o cloreto de sédio, por até 100hs. Quando o pH é maior que quatro, como
no plasma, o midazolam se torna rapidamente lipossoluvel. Como a cetamina, o
midazolam é rapidamente absorvido apés aplicacao intramuscular e o inicio dos
efeitos no sistema nervoso central ocorre em 1 a 2 minutos apo6s aplicagao
intravascular. Entdo, o midazolam é o benzodiazepinico de eleicdo para a
associacdo com a cetamina, baseado nas propriedades farmacéuticas do
mesmo. (BROWN et al., 1992)

2.6. Biotelemetria

A mensuracdo dos parametros clinicos mostra-se relevante nas
avaliagdes farmaco e toxicoldgicas, tornando-se um instrumento importante para
predizer se um novo composto sera seguro e efetivo. Algumas técnicas tém sido
empregadas para determinar as alteragfes clinicas. Porém, quase sempre, a
manipulagao para a colheita dos dados causa, por menor que seja, interferéncia
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nos dados dependentes de ativagdo humoral, como a freqiéncia cardiaca e a
pressao arterial.

Os procedimentos mais usados para o monitoramento de animais
conscientes usam a contengdo fisica ou equipamentos que avaliam os
parametros clinicos por meio de implantes cirargicos de eletrodos, cateteres
vasculares ou manguito de afericdo de pressao sanguinea. Estes procedimentos
causam estresse de manipulacdo no momento das avaliagbes, podendo
prejudicar a validacdo das respostas (TRUETT & WEST, 1995; BROOKS et al.,
1996).

A biotelemetria € um sistema que possibilita monitorizar varios animais ao
mesmo tempo, mensurando diferentes parametros fisiolégicos por longos
periodos sem interferéncia com o padrao de comportamento (STOHR, 1988;
SADDOF et al., 1992; TRUETT & WEST, 1995; BROOKS et al., 1996).

Os altos niveis de confiabilidade e fidelidade dos dados conseguidos por
esta técnica, em relagdo aos obtidos por mensuracao direta, credita 0 seu uso
em inumeros estudos sobre os mecanismos de acao dos barorreceptores em
condicdes fisiolégicas normais e também, durante o sono sobre a cronobiologia
da regulacado da pressao arterial e da freqiéncia cardiaca, em situagdes de
hipertensao arterial, sob efeito de diferentes substancias, além de permitir que
se utilize uma amostra populacional bem menor, em relagdo as técnicas
convencionais aplicadas num determinado experimento (ARMENTANO et al.,
1990; SADDOF et al, 1992; BODEY et al.,, 1996; BROOKS et al., 1996;
ANDERSON et al., 1999; LEFCOURT et al., 1999; MISHINA et al., 1999).

2.7. Cromatografia Liquida

Cromatografia, basicamente, €& um processo de separacdo de
componentes de misturas moleculares através de duas fases imisciveis, uma
delas deslocando-se (fase movel) em relacdo a outra que permanece
estaciondria. A separacdo cromatografica se efetua através da migracao
diferencial dos componentes da mistura no sistema bifasico, essencialmente por

adsorcdo. Substancias diferentes migram com velocidades diferentes de acordo
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com sua afinidade para cada uma das fases, dai a possibilidade de serem
separadas. A distincdo entre os principais métodos cromatograficos é feita em
termos das propriedades da fase mével (GILL, 1986).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC) é um método cromatografico cuja fase moével é
constituida por um liquido ou uma mistura de liquidos que se desloca sobre a
fase estacionaria sob alta pressao (GILL, 1986).

A fase mével da cromatografia liquida deve ser um solvente que respeite
algumas caracteristicas impostas por esse método analitico. A principal
caracteristica € que a fase movel dissolva a amostra sem qualquer interacao

quimica entre ambas.

Figura 2: llustragdo fotografica de um cromatdgrafo: composto pela bomba,
coluna cromatogréfica, detector e o registrador.

Esta fase deve ter alto grau de pureza ou ser de facil purificagdo, para

que se possam fazer andlises de alta sensibilidade, pois as impurezas podem
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interferir na detecc¢do do analito (substancia de interesse) por ultravioleta (UV). A
fase movel deve ser compativel com o detector empregado e, também possuir
polaridade adequada para permitir uma separacdo conveniente dos
componentes da amostra. Embora existam varios solventes, trés deles sdo mais
utilizados: agua, metanol e acetonitrila (GILL, 1986).

Como fase estacionaria utiliza-se solidos ou semi-rigidos, cujas particulas
porosas esféricas ou irregulares apresentam diferentes didmetros e suportam
pressdo até 350 bar. A coluna cromatografica € feita de um material inerte que
resiste a todas as pressdes a serem usadas. As colunas geralmente utilizadas
sao: octadecil (C18, RP18, ODS), octil (C8, RP8), CN (cianopropil) e NH2
(amina) (GILL, 1986).

Os detectores mais usados na cromatografia liquida sdo os baseados na

absorvancia no espectro ultra-violeta e no visivel (UV/VIS) (GILL, 1986).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados oito caes, machos ou fémeas, castrados e
esplenectomizados, considerados higidos ao exame clinico-laboratorial,
pesando entre 8 e 10kg, da raga Beagle e sem raca definida, com idade
variando entre 5 e 7 anos. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
nas instalacées do Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria junto ao Campus da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal — Unesp, em ambiente climatizado (20-24°C) e
alimentados com racao industrializada e agua ad libitum.

Foram realizados exames clinicos e laboratoriais (hemograma, creatinina
sérica, uréia, calcio, fésforo, alanina amino transferase-ALT, aspartato amino
transferase-AST, fosfatase alcalina, gama glutaril transferase-GGT, albumina,
proteinas totais e glicose) para considerar os animais como higidos.

3.2. Procedimento experimental
Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e do Bem Estar dos
Animais (CEBEA) do Campus de Jaboticabal da Unesp, conforme protocolo n®
007183-05.

3.2.1. Analise cromatografica

Foi utilizado o sistema de cromatografia liquida (HPLC) Waters 600
Controller equipado com detector UV Waters 2487 operando a 215 nm, coluna
Symmetry® Cqg (5 um, 4,6 x 150 mm), com injetor manual e operando em modo
gradiente, com utilizacao de pré-coluna Symmetry® Cqg e fase movel constituida
por mistura de tampéo fosfato 0,03 mol/L (40%) , acetonitrila (45%), metanol

(10%) e agua (5%) no fluxo de 1,5 ml/min.
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O padrdao de cetamina racémica e S(+) foi cedida pelo laboratério
Cristalia'. A solucdo estoque de cetamina foi preparada em agua na
concentracdo de 100 pg/mL. A partir desta solucdo, foram preparadas as
solugdes diluidas 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10 pg de cetamina por mL de
agua.

Os solventes empregados para a fase moével do sistema cromatogréafico
foram: acetonitrila® (ACN) e metanol’, grau HPLC; fosfato de potassio
monobaésico anidro?, utilizado no tamp&o 0,03mol/L.

Os solventes empregados nos diferentes procedimentos de extragao
realizados foram os seguintes: acetato de etila® e diclorometano?; éter etilico® e
n-hexano?.

Foram preparadas solugbes de HCL 50%°2 NaOH? 0,1N e A&cido
tricloroacético® 10%(TCA) em agua, utilizadas no procedimento de extragao.
Também utilizamos solugdo de KOH? 1,0 M em 4agua para ajuste do pH do
tampéo para 7,0.

Para os testes de seletividade do método analitico foram utilizados os
padrdes dos farmacos: diazepam?, amitripitilina®, clorpromazina®, imipramina’,
fenobarbital®, morfina®, midazolam'.

Para andlise das amostras de sangue que foram coletadas dos caes
utilizados neste experimento, foi necessario o desenvolvimento de um método
de extracdo da cetamina S(+) presente no plasma destes animais. Sendo assim,
optou-se pelo procedimento de extracdo liquido-liquido, no qual realiza-se a
contaminagao do plasma com o farmaco desejado e trabalha-se com alteragdes

das proporgdes entre sua forma molecular e ionizada através de alteragdes de

! Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP.

2 J.T. Backer. Inc. Phillipsburg, NJ. EUA

% Mallinckrodt Backer , Phillipsburg, NJ. EUA

* Valium, 10mg/2mL, Roche, Jacarepagua, RJ.

° Eurofarma , IndUstria Farmacéutica, Jurubatuba, Sao Paulo, SP.

® Unigo Quimica Farmacéutica S/A, Sao Paulo, SP.

" Medley S/A IndUstria Farmacéutica, Campinas, SP.

® Gardenal 100mg/comp, Aventis Pharma Ltda, Suzano, Sao Paulo, SP.

® Dimorf, 10mg/mL, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, ltapira, SP.
'% Dormire, 5mg/5mL, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, ltapira, SP.
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pH, transferindo-o da fase aquosa (plasma) para a fase orgéanica.
Posteriormente, realiza-se a evaporacdo do solvente organico (promovendo
concentracdo do analito) seguida da ressuspensao da amostra para injecao no
HPLC.

O processo de validacao incluiu os procedimentos necessarios para a
determinagado dos limites de confianca do método, de acordo com as normas
estabelecidas pela ANVISA (Resolugao-RE n®899, de 29 de maio de 2003). O
objetivo desses procedimentos foi avaliar se 0 método analitico desenvolvido
pode ser aplicado em estudos de farmacocinética da cetamina S(+)'".

A partir da determinacdo das condigbes cromatograficas, iniciou-se a
padronizagdo do método com a construcao da curva de calibracdo, através de
injecoes de diferentes concentragdes de solu¢des de cetamina S(+) no sistema
cromatografico, necessaria para a observacao da linearidade de resposta e para

o estudo de recuperacdo do método analitico. A curva foi construida com as
concentracées: 0,25;0,5;1;2;4;6;8 e 10 pg/mL.

A linearidade foi estudada através da analise de amostras de plasma
adicionadas de concentragdes maiores de cetamina S(+) do que aquelas
utilizadas na construcao da curva de calibragcdo. O método foi considerado linear
até a maior concentragdo analisada, cujas replicatas apresentaram coeficiente
de variacdo <15%. Foram analisadas, em ftriplicata, amostras com
concentragdes de 0,25 a 9 ug/mL de cetamina S(+)"".

O limite de detecgdo foi determinado como a menor concentragdo
detectada, cuja area da concentracdo minima detectada corresponde a 3x o
valor da area do branco com coeficiente de variagdo menor que 20%, analisadas
em 3 replicatas.

O limite de quantificagdo foi determinado como a menor concentragdo
quantificada, cuja area da concentragdo minima quantificada corresponde a 5x o
valor da area do branco com coeficiente de variagdo menor que 20%, analisadas
em 3 replicatas.

"' Ketamin S(+),50mg/mL, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP.
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A precisdo foi avaliada através dos coeficientes de variagdo obtidos pela
analise de brancos de soro adicionados de trés concentragdes diferentes de
cetamina S(+) (0,5 ug/mL, 2 ug/mL e 8 pug/mL), 5 replicatas durante 5 dias
consecutivos (inter ensaios) e em 10 replicatas num mesmo ensaio (intra-
ensaio), com coeficiente de variacdo menor que 15%. A exatidao (% erro
sistematico) foi obtida através da avaliagdo da concordancia dos resultados
obtidos experimentalmente com os valores reais dos compostos na amostra,

com coeficiente de variagdo menor que 15%.

O ensaio de estabilidade tem como finalidade verificar se a concentragao
da substancia sofre alteracdes apds um periodo especifico de armazenamento
pré-processamento laboratorial (CHANG, 2002).

As estabilidades dos analitos foram determinadas em curta e média
duragéo. Aliquotas foram preparadas em trés concentracdes diferentes, baixa,
média e alta e analisadas em cinco replicatas.

A estabilidade do analito foi determinada apds trés ciclos de
congelamento e descongelamento. As aliquotas foram estocadas a uma
temperatura de —-20°C por 24h e descongeladas espontaneamente, a
temperatura ambiente, passando por todo processo de derivatizagdo como
descrito anteriormente para posterior andlise. Tal procedimento foi realizado por

trés dias consecutivos, sob as mesmas condigdes.

A estabilidade do analito foi analisada nos tempos zero, um, dois, quatro,
oito e 21 dias de armazenamento, passando por todo processo de
congelamento, descongelamento e derivatizacao, sob as mesmas condigdes.

A seletividade do método foi comprovada pela auséncia de picos na
regido de interesse, quando os farmacos rifampicina'?, etambutol'?,
pirazinamida'?, &cido acetil salicilico, cafeina'®, ranitidina'®, loratadina' e
alopurinol'? foram submetidos ao procedimento de analise empregado. Deve-se

lembrar que estes farmacos foram escolhidos devido ao fato de serem

12 Laboratério Neo-Quimica Comércio & Industria Ltda, Andpolis - Goids
13 Asta Médica Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo
4 Aventis Pharma S.A., Sdo Paulo
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rotineiramente empregados contra os efeitos adversos do tratamento anti-

tuberculose e apresentarem grande importancia nos estudos clinicos.

3.2.2. Analise Farmacocinética

A disposigao cinética da cetamina S(+) foi avaliada apés a
administracdo de dose Unica de 10 mg/Kg de cetamina S(+). Os parametros
farmacocinéticos foram calculados com base nas curvas concentracao

plasmatica x tempo.

As meias vidas e as constantes de velocidade (absorcdo, distribuicédo,
eliminagcédo) foram determinadas pelo modelo bicompartimental, que melhor se
adaptou aos dados experimentais.

As constantes de velocidade foram calculadas através da equacao
0.693/t1o. As areas sob as curvas de concentragdo plasmaética x tempo (AUC®?*)
foram calculadas através do método dos trapezdides. A AUC foi utilizada nos
célculos do clearance total aparente (Cl/f=dose/AUC) e do volume aparente de
distribuigao (Vd/f= Cl/f/B).

Tabela 1: Parametros farmacocinéticos que serdo analisados neste estudo.

Parametro Método para obtencao
AUC %#* Trapezoides
Ka 0,693/t
Tiea Residuos
Ka 0,693/t
T2 a Residuos
Vd/f (L) Clif/B
Cly /f (L/h) Dose/AUC
T %2 (h) Grafico

B(h) 0,693/t
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3.2.3. Biotelemetria

A técnica de biotelemetria foi empregada somente nos animais do grupo
A, que possuiam radiotransmissores implantados cirurgicamente no espaco
subcutaneo da regido paracostal esquerda.

Unidade de transmissao implantavel (UTI), constituida por duas baterias
sendo uma para a operacao do sistema de colheita de dados e outra para o
transmissor de radio-frequéncia; um sensor de pressao arterial localizado no
corpo do transmissor que possui um cateter (25x7F) preenchido com um liquido
de baixa viscosidade o qual é revestido por uma membrana termoplastica, cuja
extremidade possui um filme anti-trombogénico e um gel biocompativel.
Também ligado ao corpo do transmissor encontram-se dois eletrodos de aco
inoxidavel flexivel, isolados por tubos de silicone empregados para o registro da
atividade cardiaca.

Os sinais do transmissor foram detectados e amplificados por antenas
fixadas no teto de gaiolas, ligadas por cabos a matriz de consolidagao, que por
sua vez estava conectada ao computador, que posteriormente convertia estes

sinais, em pulsos digitais, decodificando-os e armazenando-os.

3.3. Delineamento experimental
Para realizagcao deste estudo foram instituidos dois grupos:

e Grupo A — quatro fémeas da raca Beagle, denominadas de 1 a 4,
com radiotransmissores implantados no espago subcutaneo do flanco esquerdo,
para transmitir os sinais para o equipamento de biotelemetria.

e Grupo B — quatro machos sem raca definida, denominados de 5 a
8, sem radiotransmissores.

Os dois grupos de animais foram submetidos a dois protocolos
anestésicos, com intervalo de sete dias entre eles, para realizacdo de wash-out.
(eliminacao do farmaco administrado).

o Protocolo | — utilizou-se da cetamina S(+) isolada, in bolus, pela via

intravenosa, na dose de 10 mg/Kg.
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e Protocolo Il — utilizou-se da cetamina S(+) associada ao
midazolam, in bolus, nas doses de 10 mg/kg e 0,2 mg/kg, respectivamente.

Para o emprego de tais protocolos, os animais foram pesados para o
calculo das doses anestésicas. Momentos antes da realizagdo destes, foi
realizada a tricotomia dos membros toracico direito e esquerdo, para
implantacao de cateter.

Foram obtidas amostras seriadas de sangue em seringas heparinizadas'®,
na quantidade de 3mL, através de cateter” implantado, de forma asséptica, na
veia cefalica do membro toracico esquerdo. Apds cada colheita, foi aplicado 1mL
de uma solugao de heparina® a 10%, a fim de se evitar a obstrugdo do liimen do
cateter. Através do cateter implantado na veia cefalica direita foram
administrados os farmacos segundo os protocolos anestésicos.

Apos a colheita de todas as amostras, estas foram centrifugadas a 1500
rpm por 5 minutos para obtencédo do plasma, e este foi estocado em Eppendorfs
a -80°C até a realizacao das analises cromatograficas. Os tempos de obtencao
das aliquotas sanguineas foram: antes da aplicagédo (t0) e 5 (t1), 15 (t2), 30 (13),
45 (t4), 60 (t5), 90 (t6), 120 (t7), 240 (t8), 360 (t9), 480 (t10), 600 (t11) e 720
(t12) minutos apds a aplicagao.

Os registros dos valores da freqliéncia cardiaca, pressao arterial média,
pressao arterial sistélica, pressao arterial diastolica, temperatura corpérea e
movimentos dentro da gaiola, foram mensurados por meio da radiotelemetria, de
forma continua pela matriz de consolidagéo, entretanto, neste estudo, optou-se
por registro de intervalos de 5 minutos, e para efeito de comparagao estatistica,
optou-se pela utilizacdo dos dados nos tempos 0 (t10), no momento da aplicacao
dos farmacos e 5 (t1), 15 (t2), 30 (t3), 45 (t4), 60 (t5), 90 (t6), 120 (t7), 240 (18),
360 (t9), 480 (t10), 600 (t11) e 720 (t12) minutos apds a aplicacgao.

No grupo B, ja que os animais ndo possuiam radiotransmissores para
avaliacao biotelemétrica, os parametros como freqiéncia cardiaca, freqtiéncia
respiratoria, decubito e temperatura retal, foram aferidos manualmente antes da
aplicacéo (t0) e 5 (t1), 15 (t2), 30 (t3), 45 (t4), 60 (15), 90 (t6), 120 (t7), 240 (18),

18 Liqguemine® 5000 Ul, Roche, Jacarepagua, Rio de Janeiro.
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360 (19), 480 (t10), 600 (t11) e 720 (t12) minutos apds a aplicacdo de cada
protocolo.

3.4. Andlise estatistica
Os parametros farmacocinéticos de cada grupo foram apresentados
através das médias e desvios padrdo. A comparagcdo dos parametros
farmacocinéticos foi realizada através da aplicacao do teste de Wilcoxon . Foram
empregados os programas SigmaStat e GraphPad Instat®. Os calculos das
curvas de calibracdo e coeficiente de variagdo (CV%) foram realizados através
do programa Origin®.

A comparacgao dos parametros clinicos foi realizada através da aplicagao
da analise de variancia de Kruskal-Wallis e os resultados que apresentaram
diferenca estatisticamente significante foram submetidos ao teste de Student-
Newman-Keuls, com nivel de significancia de 5%. Para comparagéo dos valores
entre grupos nos diferentes tempos empregou-se o teste t de Student (p<0,05).

Estas analises foram realizadas com o uso do software BioStat 4.0.
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4. RESULTADOS

4 1. Estudo da disposicao cinética da cetamina S(+)

A partir da determinacdo das condi¢cdes cromatogréficas, iniciou-se a
padronizagdo do método com a construgdo da curva de calibragdo, através de
injecdes de diferentes concentragdes de solugdes de cetamina S(+) no sistema
cromatografico, necessaria para a observacao da linearidade de resposta e para
o estudo de recuperacdo do método analitico. A curva foi construida com as
concentragoes: 0,25;0,5;1;2;4;6;8 e 10 pg/mL .

Observou-se linearidade adequada para a continuidade do estudo e
aplicacao do método em amostras de plasma adicionadas de cetamina S(+).

Outra curva de calibracao foi construida através da analise de amostras de
plasma adicionadas de cetamina S(+) estabelecendo concentracdo de 0,25 a 9
ug/mL, as quais foram analisadas em triplicata. Na Figura 3 demonstra-se a
curva de calibragdo, o coeficiente de correlagcdo e a equacdo da reta, e na
Tabela 2 estdo demonstrados os resultados de area e desvio de cada ponto da

curva de calibragdo em plasma.

Tabela 2. Determinagao da curva padréo de cetamina S(+).

Concentracgao tedrica Area do pico Concentragao Desvio (%)
(ng/mL) calculada (pg/mL)
0,25 19758,7 0,24 -0,024
0,5 35248,5 0,43 -13,4
1 85515,2 1,02 2,6
2 182391,6 2,16 8,49
4 304884,3 3,61 -9,6
6 521923,6 6,17 2,96
8 676164,4 7,99 -0,016

—_
o

833593,6 9,86 -1,4
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Tabela 3. Determinagao das concentragdes obtidas apds a injecdo de amostras
de plasma canino adicionadas de cetamina S(+).

Concentracao Area do pico Concentracao Desvio (%)
Teorica (ug/mL) calculada (pg/mL)
0,25 7110,54 0,29 15
0,43 20806,36 0,46 6,90
1,70 121108,10 1,70 -1,07
3,70 271083,20 3,55 -3,90
5,50 424587,20 5,45 -0,88
7,30 591155,11 7,50 2,87
8,00 621222,58 7,90 -1,48
9,00 717339,44 9,07 0,77
I 7ooooo] Y= 80928x-16595
e SE.JU.;.cé /,,-—*/
A oonco] R = 0,9944
d 4.:.;..3.;..;.—2
@ 3000007 =
U 1ooooo
r o & o
\' ]
g 100000
Concentracao
pug/mL

Figura 3. Curva de padrdo obtida com injecdo direta das solugdes de
cetamina S(+) utilizada como referéncia para a determinacéo
da concentracao de cetamina S(+) no plasma canino.

A interferéncia de outros farmacos no método analitico desenvolvido, foi
avaliada através da injecdo de solu¢des padrdo em concentragbes similares
aquelas observadas no plasma quando administrados na dose terapéutica,
submetidas ao procedimento de extracdo estabelecido. Foram testados os
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seguintes farmacos: diazepam, amitripitilina, clorpromazina, imipramina,

fenobarbital, morfina, midazolam. (Tabela 4).

Tabela 4. Estudo da seletividade do método desenvolvido para a determinacao
de cetamina S(+) em plasma canino adicionada de cetamina S(+) na

mesmas concentra¢des estabelecidas para a curva padréo.

Farmaco Concentracao Tempo de retengao
Cetamina S(+) 2 pg/mL 4,0
Diazepam 300 ng/mL ND*
Amitripitilina 70 ng/mL ND*
Clorpromazina 100 ng/mL 2,8
Imipramina 200 ng/mL ND*
Fenobarbital 25 pg/mL 3,1
Morfina 200 ng/mL ND*
Midazolam 120 ng/mL ND*

*ND: ndo detectado no periodo de 20 min.

A recuperacao relativa da cetamina S(+) foi avaliada por comparacao
entre as areas dos picos obtidas apds extracdo em plasma com as areas dos
picos obtidas ap6s procedimento de injecao direta das solucbes padrao,
utiizando a equacdo da curva padrdao (Y=84700 X=1410), na qual “Y”
corresponde a area e “X” a concentracdo, obtendo-se a porcentagem de
recuperacao. Esse estudo foi realizado através da analise, em quatro replicatas,

para trés concentragdes da cetamina S(+): 3; 5 e 9 ug/mL (Tabela 5).
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Tabela 5. Determinacdo da recuperacdo do método analitico em pregado para

mensurar a concentracao da cetamina S(+) em plasma canino.

Concentracéao ( pg/ml) Recuperacao (X) CV
(%) (%)

3 105 6,7

5 95 4,3

9 102 7,7

As precisbes intra e inter-ensaio foram avaliadas através dos
coeficientes de variacao obtidos pela analise de brancos de plasma adicionados
de trés concentracdes diferentes de cetamina S(+) em triplicata, durante 5 dias
consecutivos (inter ensaios), e em cinco replicatas em um mesmo ensaio (intra-
ensaio). Para os estudos de precisdo da cetamina S(+), as concentracdes

utilizadas foram de 0,5; 2 e 8 pg/mL( (Tabela 6).

Tabela 6. Determinagdo de precisdo intra e inter-ensaio do método analitico
empregado para mensurara concentragdo de cetamina S(+) em

plasma canino.

Concentracao Intra-ensaio (n=5) Inter-ensaio (n=3)
Cetamina S(+) (ug/mL) Precisdao (CV%) Exatidao (ES%) Precisao (CV%)
Exatiddo (ES%)

0,5 2,6 15 11,7 14,9

2 11,8 - 8,1 15,2 -3,8

8 10,1 -6,4 8,7 -12,0

CV= coeficiente de variacao; ES= erro sistematico

O limite de detecc¢éao foi determinado por meio da andalise de amostras de
plasma adicionadas de aliquotas de solugdes, de diferentes concentracbes de
cetamina S(+), considerado como sendo a menor concentracdo determinavel

(area média trés vezes maior que area do branco da amostra) de cetamina S(+),
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com coeficiente de variagdo (CV) menor que 20%. As amostras foram
analisadas em cinco replicatas (Tabela 7).

Tabela 7. Determinacao dos limites de deteccéo e de quantificacdo de amostras
de plasma canino adicionadas de diferentes concentragbes de
cetamina S(+).

Cetamina S(+) (png/mL)
Limite Deteccao CV% Limite Quantificagéo CV%

0,125 12,92 0,250 15

4.2. Analise farmacocinética

A determinacdo da concentracdo plasmatica de cetamina S(+) nas
amostras de sangue coletadas dos cées foram realizadas de acordo com o
método de extragao.

Na corrida analitica de todas as amostras de plasma canino colhido nos
diferentes intervalos de tempo apds a administracdo de cetamina S(+)
isoladamente ou associada ao midazolam foi realizada concomitantemente as
andlises das amostras adicionadas de cetamina S(+) nas mesmas
concentracoes utilizadas para o estudo de precisao (controle de qualidade).

A curva de das médias da concentracdo plasmatica versus tempo
referente a cetamina S(+) estd demonstrada na Figura 4. Os parametros
farmacocinéticos da cetamina S(+) obtidos estdo apresentados na Tabela 8 e
Figura 5 e 6; e, como demonstrado nas mesma ndo houveram diferengas
estatisticas entre os dois tratamentos nos parametros farmacocinéticos

analisados.
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Concentracao plasmatica de cetamina s(+)
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—e—cetamina s(+) —a— cetamina s(+) + midazolam

Figura 4. Curva das médias da concentragdo plasmatica da cetamina S(+) (nug/mL)
em relagdo ao tempo (minutos)
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Tabela 8. Valores médios, desvios padrdo e valor de p de parametros
farmacocinéticos obtidos pela técnica de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) em amostras plasmaticas de cées tratados com
cetamina S(+) (10 mg/kg) e cetamina S(+) (10 mg/kg) associada ao
midazolam (0,2 mg/kg). Jaboticabal/SP, 2007.

Cetamina S(+)

Cetamina S(+) +

Midazolam
Desvio Desvio
Parametros Média _ Média _ Valor de p
Padrao Padrao
ti2 o
0,142a +0,027 0,234a +0,075 0,156
(h)
Ko
(h'1 ) 5,400a +0,695 4,200a +1,030 0,216
t12 B
3,700a +1,440 4,060a +1,110 0,850
(h)
Kel(p)
1 0,278a +0,065 0,276a +0,065 0,985
(h™)
AUC*™
5,540a +1,550 3,320a +1,210 0,259
(g/mL.h)
Cl
2.,400a +0,580 4,360a +1,120 0,092
(L/kg.h)
Vd
9,700a +3,180 16,470a +3,180 0,058
(L/kQ)

ti2 a: meia-vida de distribuicdo; Ka: constante de distribuicdo; ti» f: meia-vida de eliminagéo;

Kel(B): constante de eliminacdo; AUC®™: area sob a curva; Cl: clearance e Vd: volume de

distribuicao.
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Figura 5: Representacdo gréafica dos valores médios, desvios padrdo e valor de p da meia
vida de distribuicdo, da constante de eliminacao, area sob a curva e constante de
distribuicao, obtidos pela técnica de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) em amostras plasmaticas de caes tratados com cetamina S(+)
isoladamente ou associada ao midazolam.
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Figura 6: Representagao grafica dos valores médios, desvios padrao e valor de p da meia
vida de eliminagéo, clearence e volume de distribuicao, obtidos pela técnica de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) em amostras plasmaticas de
caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou associada ao midazolam.



52

4.3. Observacoes do periodo anestésico e pés-anestésico

Ap6s a aplicacao intravenosa da cetamina S(+), 0os animais demoraram, em
média, 15 segundos para ficar em decubito lateral. J& quando receberam a aplicacao
intravenosa da cetamina S(+) associada ao midazolam, demoraram em média, 12
segundos. Durante 30 minutos, os animais que receberam cetamina S(+) apresentaram
intensa rigidez muscular e alguns apresentaram vocalizagcdo, fatos estes nao
observados quando foi utilizada a cetamina S(+) associada ao midazolam. Em ambos
os protocolos, 0s animais mantiveram-se em decubito external, aos 30 minutos e em pé
a partir dos 45 minutos. Apdés 60 minutos, os animais encontravam-se atentos e apés

90 minutos encontravam-se bem espertos e andavam normalmente.

4.4. Biotelemetria

Os resultados obtidos pela aplicagao da biotelemetria durante ao tratamento de
cetamina S(+) (10 mg/kg) e cetamina S(+) (10 mg/kg) associada ao Midazolam (0,2
mg/kg) em caes, fémeas, da ragca Beagle estdo dispostos nas tabelas 9 a 14 e figuras 7
ag.

4.4.1 Freqliéncia cardiaca

Comparando-se os protocolos anestésicos tempo a tempo como demonstrado
pelos asteriscos, pode-se observar diferenca estatistica no tempo 240. Em relacdo as
alteracdes ocorridas ao longo do tempo dentro do mesmo protocolo, quando os dados
foram comparados aos valores basais, ou seja, ao tempo 0, pode-se observar
diferenca estatistica nos tempos 5, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 para ambos os protocolos

e, no tempo 240 da administragdo da cetamina S(+).
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Tabela 9: Valores médios e desvios padrao da frequéncia cardiaca (batimentos/minuto)
em fungédo do tempo (minutos) obtida pela biotelemetria em caes tratados
com cetamina S(+) isoladamente ou associada ao midazolam.

CETAMINA S(+) +

TEMPO CETAMINA S(+)
MIDAZOLAM

, DESVIO . DESVIO

(minutos) MEDIA 3 MEDIA )
PADRAO PADRAO

0 69,00 2 9,20 69,00 2 9,20
5 138,09 ° 24,08 160,48 ° 13,25
15 169,87 ° 4511 193,74 ° 41,32
30 190,41 P 23,58 195,56 ° 15,61
45 202,25 ° 28,90 212,43 ° 25,28
60 180,93 ° 2222 212,43 ° 25,28
90 140,57 ° 28,79 134,92 P 14,59
120 144,22 © 35,71 133,11 ° 26,31
240 159,05 © 43,25 93,90 2 * 19,20
360 124,68 2 30,35 92,08 2 12,97
480 136,73 2 42,35 84,65 2 5,49
600 107,44 2 13,17 9597 2 23,92
720 93,87 2 18,87 68,35 2 8,83

a e b — indicam diferenca significativa dentro do grupo (teste Student-Newman-Keuls, p £0,05)

* - indica diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student, p £ 0,05)
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Figura 7: Representacao grafica dos valores médios e desvios padrao para freqiéncia
cardiaca (batimentos/minuto) em funcédo do tempo (minutos), obtidas pela
biotelemetria em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou
associada ao midazolam.

4.4.2 Temperatura corporea

Ao observar os dados obtidos através da biotelemetria para temperatura
corpdrea, pode-se notar que nao houve diferenca estatistica em nenhum momento,
entre os protocolos e, entre os momentos dentro de cada protocolo.
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Tabela 10 — Valores médios e desvios padrao da temperatura (°C) em fungcéo do tempo
(minutos) obtida pela biotelemetria em caes tratados com cetamina S(+)
isoladamente ou associada ao midazolam.

CETAMINA S(+) +

TEMPO CETAMINA S(+)
MIDAZOLAM
, DESVIO , DESVIO
(minutos) MEDIA ) MEDIA )
PADRAO PADRAO
0 37,80 0,44 37,65 0,26
5 38,00 0,47 37,78 0,34
15 38,25 0,44 37,85 0,39
30 38,15 0,33 37,73 0,43
45 37,78 0,55 37,60 0,32
60 37,68 0,53 37,60 0,32
90 37,58 0,43 37,60 0,18
120 37,50 0,34 37,35 0,45
240 37,33 0,25 37,10 0,73
360 37,15 0,41 36,95 0,44
480 37,18 0,28 37,15 0,13
600 37,30 0,32 36,78 0,43
720 37,10 0,63 36,55 0,38

Nao existem diferengas significativas
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Figura 8: Representacdao grafica dos valores médios e desvios padrao para
temperatura (°C) em funcéo do tempo (minutos) obtidas pela biotelemetria
em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou associada ao
midazolam.

4.4.3 Movimentos dentro da gaiola

Os valores médios dos movimentos dentro da gaiola, monstraram-se diferentes
estatisticamente, quando comparados entre os diferentes protocolos, nos tempos 90,
120 e 240 minutos apds a aplicacdo, e, quando comparados os momentos dentro de
cada protocolo, nos tempos 5, 15, 30, 45, 600 e 720 para ambos 0s protocolos e nos
tempos 60, 240, 360 e 480 minutos apds a aplicacao da cetamina S(+) associada ao
midazolam.
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Tabela 11 — Valores médios e desvios padrao dos movimentos (movimentos/minuto) em
funcédo do tempo (minutos) obtida pela biotelemetria em cées tratados com

cetamina S(+) isoladamente ou associada ao midazolam.

CETAMINA S(+) +

TEMPO CETAMINA S(+)
MIDAZOLAM

, DESVIO . DESVIO

inutos - -
mi MEDIA MEDIA

PADRAO PADRAO
0 35,35 @ 34,68 25,50 8,85
5 430 P 5,30 4,43 3,74
15 065 ° 1,30 0,53 1,05
30 340 ° 4,86 0,78 0,48
45 248 ° 3,19 4,18 4,30
60 820 2 7,48 4,18 4,30
90 15,98 2 4,13 8,23 3,79
120 2530 2 11,54 5,23 1,79
240 18,00 2 21,09 2.60 0,71
360 12,23 2 9,76 1,78 1,86
480 6,90 2 6,44 3,33 0,67
600 475 ° 5,89 0,60 0,50
720 1,73 ° 1,46 0,38 0,49

a e b — indicam diferenca significativa dentro do grupo (teste Student-Newman-Keuls, p £0,05)

" indica diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student, p £ 0,05)
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Figura 9: Representacao grafica dos valores médios e desvios padrdao para movimentos
(movimentos/minuto), em fungdo do tempo (minutos), obtidas pela
biotelemetria em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou associada
ao midazolam.

4.4.4 Pressao arterial média

A pressao arterial média, representada em médias na tabela abaixo, apresentou
diferenga estatistica entre os protocolos no momento 240 e, entre os momentos 90,
120, 360, 480, 600 e 720 minutos ap6s a admistragdo da cetamina S(+) e nos
momentos 90, 120, 240, 360, 480 e 720 minutos apds a aplicacdo da cetamina S(+)
associada ao midazolam.
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Tabela 12 - Valores médios, desvios padrdo da pressdo arterial média (mmHg) em
funcdo do tempo (minutos) obtida pela biotelemetria em caes tratados
com cetamina S(+) isoladamente ou associada ao midazolam.

CETAMINA S(+) +

TEMPO CETAMINA S(+)
MIDAZOLAM

_ . DESVIO . DESVIO
(minutos) MEDIA 3 MEDIA )
PADRAO PADRAO

0 109,15 15,25 104,66 2 16,56

5 86,84 11,02 89,00 2 13,08

15 95,15 15,74 102,38 2 13,70
30 102,67 28,47 101,18 2 34,47
45 99,25 26,10 92,96 2 25,95
60 80,15 10,10 92,96 2 25,95
90 78,72 4,00 70,65 ° 8,47
120 76,76 2,20 7226 ° 13,58
240 82,85 12,76 62,42 ° * 4,52
360 70,71 13,41 55,20 ° 13,22
480 77,68 17,39 52,76 ° 7,09
600 74,19 11,70 78,92 2 9,44
720 62,01 7,62 60,34 ° 9,24

a e b — indicam diferenca significativa dentro do grupo (teste Student-Newman-Keuls, p £0,05)

*~ indica diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student, p £ 0,05)
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Figura 10: Representacao grafica dos valores médios e desvios padrdao para pressao
arterial média (mmHg) em funcdo do tempo (minutos) obtidas pela
biotelemetria em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou
associada ao midazolam.

4.4.5 Pressao arterial diastdlica

A presséao arterial diastélica, assim como a pressao arterial média, apresentou
diferenca estatistica entre os protocolos no momento 240 e, entre os momentos 90,
120, 360, 480, 600 e 720 minutos apés a admistracdo da cetamina S(+) e nos
momentos 90, 120, 240, 360, 480 e 720 minutos apds a aplicacdo da cetamina S(+)
associada ao midazolam.
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Tabela 13 — Valores médios, desvios padréo e valor de p da pressao arterial diastolica
(mmHg) em fungédo do tempo (minutos) obtida pela biotelemetria em caes
tratados com cetamina S(+) isoladamente ou associada ao midazolam.

CETAMINA S(+) +

TEMPO CETAMINA S(+)
MIDAZOLAM
(minutos) MEDIA DESV[O MEDIA DESV[O
PADRAO PADRAO
0 89,27 2 16,60 88,05 2 19,11
5 70,50 2 11,05 75,25 2 14,21
15 76,27 2 11,66 85,05 2 11,57
30 84,89 2 29,81 84,72 @ 34,83
45 82,85 2 27,94 76,51 2 28,44
60 63,41 2 10,09 63,00 2 11,97
90 60,98 ° 5,69 56,26 ° 9,92
120 58,54 ° 6,84 57,62 2 14,79
240 64,01 2 16,07 47,74 ° * 4,35
360 54,79 ° 16,72 40,12 ° 14,78
480 59,53 ° 18,76 37,74 ° 8,74
600 57,53 ° 13,87 61,80 @ 8,33
720 46,03 ° 9,66 4584 ° 11,05

a e b — indicam diferenca significativa dentro do grupo (teste Student-Newman-Keuls, p £0,05)

* " indicam diferenga significativa entre os grupos (teste t de Student, p £ 0,05)
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Figura 11: Representacado gréafica dos valores médios e desvios padrao para pressao
arterial diastélica (mmHg) em fungdo do tempo (minutos) obtidas pela

biotelemetria em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou
associada ao midazolam.

4.4.6 Pressao arterial sistolica

A pressao arterial sistélica, assim como a pressao arterial média e diastolica,
apresentou diferenca estatistica entre os protocolos no momento 240, e entre os
momentos 90, 120, 240, 360, 480 e 720 minutos apds a aplicacdo da cetamina S(+)
associada ao midazolam, porém, entre 0s momentos, apds a admistracdo da cetamina
S(+), apresentou diferenca nos tempos 60, 90, 120, 360, 600 e 720 minutos.
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Tabela 14 — Valores médios e desvios padrao da pressao arterial sistélica (mmHg) em
funcédo do tempo (minutos) obtida pela biotelemetria em cées tratados com

cetamina S(+) isoladamente ou associada ao midazolam.

CETAMINA S(+) +

TEMPO CETAMINA S(+)
MIDAZOLAM
(minutos) MEDIA DESV[O MEDIA DESV[O
PADRAO PADRAO
0 138,24 17,23 128,19 19,39
5 109,80 11,64 108,23 11,09
15 121,99 24,34 126,00 18,13
30 129,02 27,21 124,12 34,04
45 122,54 25,63 113,30 26,75
60 103,73 12,40 100,10 12,33
90 104,04 8,02 91,33 8,58
120 101,45 4,29 93,50 14,64
240 108,92 13,20 83,89 7,30
360 95,47 10,51 77,38 10,02
480 103,88 18,17 74,83 3,95
600 100,67 12,38 107,23 17,25
720 85,77 7,15 82,98 5,11

a e b — indicam diferenca significativa dentro do grupo (teste Student-Newman-Keuls, p £0,05)

*

indica diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student, p £ 0,05)
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Pressao Arterial Sistolica
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Figura 12: Representacéo grafica dos valores médios e desvios padrao para pressao
arterial sistélica (mmHg) em fungdo do tempo (minutos) obtidas pela
biotelemetria em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou
associada ao midazolam.

4.5 Parametros fisiologicos
Os resultados obtidos para freqléncia cardiaca, temperatura retal e freqiéncia
respiratéria estdo demonstrados nas tabelas 15 a 17 e figuras 10 e 11.

4.5.1 Frequiéncia cardiaca

Os valores obtidos para frequéncia cardiaca através da auscultagdo cardiaca,
monstraram-se diferentes no momento 90 minutos, quando comparados os dois
protocolos e, nos tempos 5, 15, 30, 45 e 60 para ambos os protocolos e no tempo 90
minutos para o protocolo da cetamina S(+) associada ao midazolam, quando

comparado entre os momentos do mesmo protocolo.
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Valores médios e desvios padrdao da
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freqiéncia cardiaca

(batimentos/minuto) em fungédo do tempo (minutos) obtida pela auscultagao
cardiaca em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou associada
ao midazolam.

CETAMINA S(+) +

TEMPO CETAMINA S(+)
MIDAZOLAM

, DESVIO , DESVIO
(minutos) MEDIA ) MEDIA N
PADRAO PADRAO
0 8450 2 5,26 82,00 6,93
5 166,00 ° 23,89 171,00 8,87
15 148,00 ° 19,04 156,00 16,97
30 149,00 ° 35,83 135,00 23,18
45 153,00 ° 21,01 127,00 * 9,45
60 132,00 ° 15,32 131,00 18,29
90 97,00 @ 11,49 140,50 * 16,36
120 84,00 @ 4,62 113,00 30,70
240 93,00 @ 9,45 113,00 24,95
360 89,00 @ 8,25 88,00 6,53
480 86,00 2 13,66 84,00 8,00
600 80,00 @ 6,53 84,00 8,00
720 8450 2 5,26 82,00 6,93

a e b — indicam diferenca significativa dentro do grupo (teste Student-Newman-Keuls, p £0,05)

* indica diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student, p £ 0,05)
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Figura 13: Representacdo grafica dos valores médios e desvios padrao para
freqUéncia cardiaca (batimentos/minuto) em funcédo do tempo (minutos)
obtidas, respectivamente, pela auscultacdo cardiaca e pela afericao
com um termdmetro clinico em caes tratados com cetamina S(+)
isoladamente ou associada ao midazolam.

Podem-se comparar os valores obtidos para freqiéncia cardiaca,
utilizando-se de dois diferentes métodos para os dois grupos de animais, nos

diferentes protocolos, como demonstrado nas figuras a seguir.
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Frequéncia cardiaca - cetamina S(+)
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Figura 14: Representacao grafica dos valores médios para freqiiéncia cardiaca
(batimentos/minuto) em fungdo do tempo (minutos) obtida pela
auscultacado cardiaca e pela biotelemetria em caes tratados com
cetamina S(+) isoladamente ou associada ao midazolam.
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4.5.2 Temperatura retal

Ao observar os dados obtidos para temperatura retal, com auxilio de um
termémetro clinico, pode-se notar que houve diferenga estatistica nos tempos 5,
30 e 60 minutos quando comparados os protocolos e, entre 0s momentos dentro
de cada protocolo n&o houve diferengas.

Tabela 16 — Valores médios e desvios padrdo da temperatura retal (°C) em
funcdo do tempo (minutos) obtida com auxilio de um termémetro
clinico em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou
associada ao midazolam.

CETAMINA S(+) +

TEMPO CETAMINA S(+)
MIDAZOLAM
, DESVIO , DESVIO
(minutos) MEDIA ) MEDIA )
PADRAO PADRAO
0 38,73 @ 0,05 38,53 @ 0,21
5 39,03 @ 0,10 38,63 2 * 0,15
15 38,50 @ 1,28 38,50 *° 0,24
30 39,28 *° 0,60 38,30 2 * 0,41
45 39,25 @ 0,56 38,40 ° 0,45
60 39,20 @ 0,18 38,48 2 * 0,40
90 38,80 @ 0,42 38,50 *° 0,32
120 38,68 @ 0,34 38,78 *° 0,68
240 38,70 *° 0,20 38,60 ° 0,18
360 38,80 @ 0,22 38,53 @ 0,21
480 38,70 @ 0,00 38,50 *° 0,22
600 38,75 @ 0,10 38,58 *° 0,19
720 38,73 @ 0,05 38,53 ° 0,21

a e b — indicam diferenca significativa dentro do grupo (teste Student-Newman-Keuls, p £0,05)

*

indicam diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student, p < 0,05)
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Figura 15: Representacdo grafica dos valores médios e desvios padrdao para
temperatura (°C) em funcdo do tempo (minutos) aferida com um
termémetro clinico em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou
associada ao midazolam.

Podem-se observar os valores obtidos para temperatura, utilizando-se de
dois métodos diferentes para os dois grupos de animais, como demonstrado na
figura a seguir.
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Figura 16: Representagao grafica dos valores médios para temperatura (°C) em
funcdo do tempo (minutos) obtida pela afericdo com termémetro
clinico e pela biotelemetria em cées tratados com cetamina S(+)
isoladamente ou associada ao midazolam.
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4.5.3 Frequiéncia respiratoria

A frequéncia respiratéria, obtida pela auscultacao cardiaca, apresentou
diferenca estatistica no tempo 240 quando efetuada a comparagdo entre os
protocolos nos diferentes momentos e, nos tempos 60, 90 e 120 minutos quando
efetuada a comparacao entre os momentos apds a aplicagdo de cetamina S(+)
associada ao midazolam.

Tabela 17 — Valores médios e desvios padrdao da freqliéncia respiratoria
(movimentos/minuto) em fungcdo do tempo (minutos) obtida pela
auscultacdo pulmonar em caes tratados com cetamina S(+) (10
mg/Kg) e cetamina S(+) (10 mg/kg) associada ao midazolam (0,2
mg/Kg) pela via intravenosa in bolus. Jaboticabal/SP, 2007.

CETAMINA S(+) +
TEMPO CETAMINA S(+)

MIDAZOLAM
, DESVIO , DESVIO
(minutos) MEDIA ) MEDIA N
PADRAO PADRAO
0 23,00 2 4,76 20,00 2 0,00
5 24,00 2 4,62 18,50 2 3,00
15 26,00 2 12,00 24,00 2 4,62
30 26,50 2 9,98 2200 2 2,31
45 2550 2 9,71 2200 2 2,31
60 32,25 2 18,55 24,00 ° 2,83
90 2950 2 14,18 2500 ° 4,76
120 27,00 2 9,45 23,00 ° 1,15
240 2500 2 3,83 20,50 2 * 1,00
360 23,00 2 3,46 19,50 2 2,52
480 2450 2 7,72 19,50 2 252
600 2250 2 3,79 20,50 2 1,00
720 23,00 2 4,76 20,00 2 0,00

a e b — indicam diferenca significativa dentro do grupo (teste Student-Newman-Keuls, p £0,05)

* indica diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student, p £ 0,05)
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Figura 17: Representacdo grafica dos valores médios, desvios padrao para

frequéncia respiratéria (movimentos/minuto) em funcdo do tempo
(minutos), obtida pela auscultacdo pulmonar em caes tratados com
cetamina S(+) isoladamente ou associada ao midazolam.

4.6 Avaliacao geral dos parametros analisados

A seguir, podem-se observar todos os parametros que foram analisados

neste estudo, em funcao do tempo, nos dois protocolos empregados.
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Figura 18:

Representagédo grafica dos valores médios para movimentos
(movimentos/minuto), temperatura (°C), pressao arterial média (mmHg) e
freqiéncia cardiaca (batimentos/minuto) obtidos pela biotelemetria e
frequéncia respiratéria, obtida pela auscultacdo pulmonar, em funcédo do
tempo (minutos), em caes tratados com cetamina S(+) isoladamente ou
associada ao midazolam.
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5. DISCUSSAO

Optou-se neste estudo pela utilizacdo da cetamina S(+), a forma pura da
cetamina, pois este isbmero tem um maior poder analgésico intra e pos-
operatoério, com menor incidéncia de efeitos alucinégenos (DUQUE et al., 2005).
Além disso, parece ter maior afinidade de ligagdo aos receptores do tipo NMDA,
sendo assim mais rapidamente eliminado, resultando em curta duragéo do efeito
e recuperacao mais rapida. Também foi verificado que o isbmero S(+) é de duas
a quatro vezes mais potente que o R(-), que por sua vez produz maiores
reacbes emergenciais que o S(+) (MARIETTA et al.,1977). Além disso, nao
foram encontradas informacgdes relativas a quantificacdo da cetamina S(+) em
caes ou outras espécies.

Por outro lado, a cetamina, por produzir hipertonia muscular, recuperacao
disforica e convulsbes, tem sido utilizada em associagdo com sedativos ou
traquilizantes, que eliminam ou minimizam esses efeitos excitatérios (HELLYER
et al., 1991). Tem-se demonstrado que a associacado de cetamina e midazolam
parece ser mais efetiva que a de cetamina e diazepam, na reducdo dessas
reacbes, além de produzir menor efeito sobre o tempo de recuperagao
(VALADAO, 2002). Desta forma, visto que a associacdo cetamina e midazolam
traz beneficios farmacodinamicos, é que preconizou-se estudar o perfil
farmacocinético. A utilizagao da via intravenosa, assegura absorcao total e efeito
consistente, além de nao produzir dor, como na via intramuscular (VALADAO,
2002).

Por sua vez a doses de cetamina S(+) e de midazolam utilizadas neste
experimento, sdo as mais empregadas na anestesia de caes (DUQUE et al.,
2005, FANTONI & CORTOPASSI, 2002).

A utilizacao de veias diferentes (cefdlica direita e cefalica esquerda) para
a administracao do farmaco e colheita das amostras, foi adotada a fim de evitar
contaminagao local pelo farmaco, proporcionando falsas concentracées do

mesmo nas amostras iniciais.
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Sobre o perfil farmacocinético da cetamina S(+), foi detectado que ela
assumiu o modelo bicompartimental (com 2 meias vidas, 2a e 2B, de
distribuicdo e de eliminagdo). Este mesmo modelo também foi descrito pelos
autores como LANKVELD et al (2006) e KAKA E HAYTON (1980). Detectando-
se concentracdo plasmatica maxima (Cmax) da cetamina S(+) aos cinco minutos
em ambos os protocolos, quantificavel por até seis horas apds sua
administracao.

Os valores encontrados para os parametros farmacocinéticos analisados
ndao diferiram estatisticamente, quando comparados os dois protocolos
anestésicos empregados. Porém, estes dados quando comparados com o0s
obtidos por outros autores no emprego da cetamina em diferentes espécies,
foram diferentes, com excecao da t'za no protocolo da cetamina S(+), que foi
similar SCHWIEGER et al. (1991).

O fato de nao haver diferenca entre os protocolos empregados, esta de
acordo com a baixa ligacado da proteina da cetamina S(+) no plasma (KAKA &
HAYTON, 1980), pois é improvavel que a competicao para a ligacao da proteina
ocorra quando a cetamina S(+) € usada em associagdo com o0 midazolam ou
com outros farmacos. Além disso, a cetamina S(+) € biotransformada pelo
sistema CYP450, principalmente pela isoforma CYP2B6, ao passo que O
midazolam passa pelo metabolismo oxidativo principalmente pela isoforma
CYP3A nos humanos e ratos com uma menor contribuicio da CYP2C11
(WHITE et al.,1982). Estes achados sugerem que ndo ha competicdo entre
estes farmacos para as enzimas envolvidas em cada via metabdlica e, assim,
isto nao leva a interferéncia no clearance hepatico. Considerando que a
eliminacao do farmaco € altamente dependente deste mecanismo, os valores da
meia vida de eliminagdo ndo devem ser diferentes quando a associagdao é
administrada. Isto é possivel de ser observado quando o nivel plasmético de
cetamina S(+) for caracterizado por uma queda muito rapida, que mostra uma
meia vida pequena da fase beta e uma mais curta da fase alfa, caracterizando
um perfil de ndo acumulo no sistema biolégico. Dessa forma, pode-se afirmar

que a co-administracdo do midazolam nao interfere nestas caracteristicas
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farmacocinéticas, desde que haja pouca variacdo na concentracado plasmatica
quando a mesma dose de cetamina S(+) foi aplicada isoladamente.

Considerando que os animais apresentaram em média 15 e 12 segundos
para o decubito, apdés a administracdo da cetamina S(+) e cetamina S(+)
associada ao midazolam, respectivamente, pode-se dizer que nao ha diferenca
no tempo de laténcia da cetamina S(+) em associagdo ou ndo ao midazolam. O
fato da concentracdo maxima tem sido observada aos cinco minutos, condiz
com os achados clinicos neste momento.

A rigidez muscular e a vocalizagdo observada durante os 30 minutos apés
a aplicacao isolada da cetamina S(+) € nao observada ap6s a aplicacao da
associacao, é condizente com as observacdoes de ELIA & TRAMER (2005),
VALADAO (2002), HELLYER et al. (1991) e outros autores, que relatam que o
midazolam minimiza os efeitos psicomiméticos da cetamina confirma-se o
beneficio desta associacdo anestésica.

Segundo VALADAO (2002), o periodo anestésico da cetamina é em torno
de 30 a 40 minutos e depende do tipo de pré-medicacdo empregada. Tal fato
ocorreu no presente estudo, embora a co-administracdo do midazolam nao
tenha alterado este tempo. Por outro lado, o tempo de recuperagdo nao foi
prolongado com a associagao ao midazolam, como referido por este, onde relata
que a associagado de benzodiazepinicos ou barbitlricos prolonga o tempo de
recuperacao em torno de 30%. Mas, a qualidade da recuperagéao anestésica foi
claramente superior na associacdo de cetamina S(+) e midazolam, quando
comparada ao emprego da cetamina S(+) isolada.

A utilizagdo da biotelemetria como método de avaliacdo dos parametros
fisioldégicos, empregado nas quatro fémeas da raca Beagle, propiciou inUmeros
beneficios frente aos métodos convencionais de monitoramento empregado nos
quatro machos sem raga definida, principalmente pela eliminagdo da
interferéncia da contencéo fisica ou da necessidade de procedimento anestésico
visando a monitoragdo continuada (FARIAS et al.,2002; AMAR et al., 2002;
MYAZAKY et al., 2002; LIM et al., 2001; ANDERSON et al., 1999; SADDOF et
al., 1992; STOHR, 1988). Este sistema propiciou a aferigdo continuada com
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acuracia dos parametros clinicos por 12 horas permitindo, dessa maneira,
avaliar a freqiéncia cardiaca, temperatura corpérea, movimentos dentro da
gaiola, pressao arterial média, pressdo arterial diastdlica e pressao arterial
sistolica das quatro cadelas estudadas conforme descritos por varios autores
que afirmam que alta confiabilidade e fidelidade dos dados, conseguidos por
esta técnica, em relacdo aos obtidos por mensuracdo direta, permite uma
amostra populacional bem menor quando comparado as técnicas convencionais
aplicadas nos quatro machos (ARMENTANO et al. 1990; SADDOF et al., 1992;
BODEY, 1996; BROWN et al., 1997; ANDERSON et al., 1999; LEFCOURT et
al., 1999; MISHINA, 1999; FARIAS et al., 2002).

A freqUéncia cardiaca, mensurada pela biotelemetria, apresentou-se uma
diferencga significativa, quando comparada entre os momentos dentro do mesmo
protocolo, até 240 minutos apds a aplicacao da cetamina S(+) e até 120 minutos
apos a aplicacao da cetamina S(+) associada ao midazolam, atingindo seus
valores maximos aos 45 minutos, quando os animais comeg¢aram a voltar a
posicdo quadrupedal. Quando mensurada pela auscultagcdo cardiaca, a
freqUéncia cardiaca foi diferente nos 60 minutos apds a aplicacdo da cetamina
S(+) e durante 90 minutos apdés a administracdo da associacdo e, entre os
protocolos nos momentos 45 e 90 minutos. Esse aumento da freqUéncia
cardiaca é condizente com os achados de LIN (1996) e de acordo JACOBSON
& HARTSFIELD (1993), a explicagdo mais razoavel para isto € o aumento do
tono simpatico, ou seja, é decorrente da acao simpatomimética da cetamina
(NUNES, 1995; MASSONE, 1999). Porém, de acordo com LIN (1996), o efeito
estimulante da cetamina sobre o sistema cardiovascular € minimizado ou inibido
pela administragdo anterior ou concomitante de farmacos como
benzodiazepinicos, incluindo o midazolam, o que n&o foi observado neste
estudo, a ndo ser pelo fato dos valores terem diminuidos consideravelmente
apos 120 minutos da aplicagdo da associagdo, quando comparados com 0 uso
isolado da cetamina S(+). A diferenca encontrada entre os dois métodos de
mensuragao pode ser justificado pela eficiéncia do método de biotelemetria,
comparado a auscultacdo cardiaca e, pelo fato de serem animais de racas
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diferentes, sendo que os animais sem raga definida sdo muito mais calmos e
menos agitados que os da raca Beagle, utilizados neste estudo.

Em relagdo a pressao arterial, inumeros autores como TRABER et al.
(1968) e GASSNER et al. (1974), afirmam que a cetamina tem acgéo
hipertensiva, fato ndo observado neste estudo, onde os momentos diferentes
estatisticamente do valor basal, estavam abaixo deste, e ocorreram apdés o
periodo anestésico, ou seja, apdés 60 minutos. Diante do observado pode-se
afirmar que pelo menos para a cetamina S(+), este efeito ndo ocorre.

A temperatura, tanto a aferida pela biotelemetria quanto aquela obtida com
o auxilio de um termdmetro clinico, manteve-se estavel nos protocolos, o que
corrobora os achados de BRONDANI et al. (2003) na utilizagcdo da associagao
cetamina-midazolam. Porém, difere dos dados obtidos por HELLYER et al.
(1991) que observaram diminuicdo significativa na temperatura corporal,
caracterizada por hipotermia. Por outro lado, pode-se observar que a temperatura
obtida durante o protocolo no qual utilizou-se a cetamina S(+) isolada, foi
significativamente maior do que a observada na associacao, fato este que pode
ser comprovado pela diferenca estatistica entre os protocolos, nos momentos 5,
30 e 60 minutos, que corresponde ao periodo anestésico, corraborando
HASKINS et al. (1985) que observaram aumento da temperatura corporal,
atribuido a atividade muscular, quando a cetamina é utilizada isoladamente.

A frequéncia respiratéria, obtida pela auscultacdo pulmonar, foi diferente
estatisticamente nos momentos 60, 90 e 120 minutos apdés a aplicacdo da
cetamina S(+) associada ao midazolam e no momento 240 minutos entre os
protocolos empregados. Mas durante o periodo anestésico, até os 60 minutos,
nao ocorreram alteragdes, o que reforca as citagcdes de ser a cetamina o agente
anestésico que menos induz a depressao respiratéria (BOOTH, 1992). Tais
diferengas poderiam ser explicadas, talvez, por um aumento da atividade dos
animais. A diferenga encontrada no momento 240, por ndo estar relacionada com
os efeitos da cetamina, uma vez que sua concentracdo neste momento era

minima.
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A atividade na gaiola, obtida pelo sistema de biotelemetria, coincidiu com
as alteragdes clinicas e cinéticas da cetamina S(+), pois antes da aplicacdo dos
anestésicos o0 movimento dentro da gaiola era mais intenso, visto que os caes da
raca Beagles geralmente sédo agitados. Porém, logo ap6s a administracdo dos
anestésicos, este parametro diminuiu consideravelmente e manteve-se desta
maneira durante o periodo anestésico. O movimento tornou a diminuir aos 600
minutos apods aplicacdo da cetamina S(+) e a partir dos 240 minutos apds a
aplicacdo da associacao, que pode ser explicado pelo horario da realizacao do
estudo, que correspondia, nestes momentos, ao periodo noturno e, assim, as

cadelas encontravam-se dormindo.
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6. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos com a metodologia usada, pode-se

concluir que:

1. A técnica de HPLC, mostrou-se efetiva na quantificacdo dos niveis
plasmaticos da cetamina S(+).

2. O midazolam, quando associado a cetamina S(+), produz anestesia
estavel e isenta de efeitos adversos.

3. O sistema de biotelemetria , permitiu uma avaliacdo continuada e

confiavel dos parametros clinicos sem exigir a contencao fisica dos animais.

4. As alteragdes clinicas apresentadas apds a administracao intravenosa
da cetamina S(+), coincidiram com a biodisponibilidade do farmaco, comprovada

pela analise farmacocinética.

5. O efeito clinico observado na associacdo da cetamina S(+) ao

midazolam é devido a interacdo farmacodinamica.
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