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RESUMO

A S(+) cetamina é um firmaco amplamente utilizado
na medicina para induzir anestesia e a associacio com
midazolam é empregada para minimizar seus efeitos
adversos. Associacoes medicamentosas podem resultar
em interacdes farmacocinéticas e a disponibilidade
de métodos bioanaliticos para a determinacdo da
cetamina em plasma constitui ferramenta util para a
avaliacdo do perfil cinético do farmaco administrado
isoladamente ou em associacido. O presente estudo teve
como objetivo o desenvolvimento e validacio de um
método analitico para determinag¢do da cetamina em
plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e a investigacido do perfil farmacocinético da
cetamina em quatro cées higidos da raca Beagle. A S(+)
cetamina (10mg/kg) foi administrada pela veia cefélica
em dose unica isoladamente (protocolo I) ou associada
ao midazolam (0.2mg/kg) (protocolo II) em estudo
cruzado com intervalo de uma semana para wash-
out. Amostras seriadas de sangue foram coletadas no
intervalo de oito horas e analisadas por HPLC para a
avaliacdo do perfil farmacocinético utilizando modelo
bicompartimental. O método bioanalitico apresentou
limites de confianca aceitidveis para sua aplicacdo em
estudos de farmacocinética e os parametros irea sob a
curva (ASC®3), volume de distribui¢ao (Vd), clearance
total (Cl), meia vida de eliminacio (t/12 B), constante
de eliminacido (P), meia vida de distribuicao (t1/2a) e
constante de distribuicdo (o) ndo mostraram diferencas
estatisticas significativas entre os grupos (p < 0.05,
Wilcoxon). Os resultados obtidos sugerem que a reducio
dos efeitos colaterais da cetamina decorrente do uso da
associacio cetamina-midazolam nio esta relacionada a
alteracdes no perfil farmacocinético da cetamina.
Palavras-chave: cetamina; farmacocinética; anestesia;
midazolam; caes.

INTRODUCAO

As associagdes medicamentosas sdo de uso freqiiente
na terapéutica e podem resultar em interagdes nas fases pré-
cinética, farmacocinética e farmacodinamica.
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A significancia clinica dessas interagdes ¢ evidente,
uma vez que podem resultar em efeitos farmacoldgicos
inesperados, com aumento ou uma diminui¢@o da eficicia
terapéutica. Da mesma maneira, a interagdo pode acentuar
ou atenuar os efeitos indesejaveis (Fuhr, 2000; Oga et al.,
2002; Hardman & Limbird, 2003).

Apesar do amplo wuso de associagdes
medicamentosas na terapéutica, as interagdes que podem
ocorrer como resultado dessas associagdes nem sempre
sdo satisfatoriamente elucidadas de maneira a garantir a
seguranca dessa utilizag@o.

A S(+) cetamina é um farmaco amplamente utilizado
na medicina para a indu¢do ¢ manutengdo da anestesia
¢ administrado pelas vias intravenosa, intramuscular,
oral, retal ¢ nasal. Sua alta lipossolubilidade confere
rapida e curta duracdo de acdo apés dose unica, possui
baixa ligagdo as proteinas plasmaticas (27%) quando
comparada com outros anestésicos de uso parenteral e seu
metabolismo envolve principalmente a isoforma CYP2B6.
A N-demetilagdo da S(+)-cetamina leva a formagdo de
norcetamina e a oxida¢do do anel ciclohexanona leva a
producdo de dehidronorcetamina. Ambos os metabolitos
possuem atividade farmacoldgica e sdo eliminados na urina
(Landoni & Soraci, 1997; Valadao, 2002; Evers & Crowder,
2003; Roncada et al., 2003).

Geralmente o efeito anestésico da cetamina ¢
acompanhado de efeitos adversos significativos, como
aumento do tonus muscular e excitabilidade com grande
agitagdo psicomotora, efeito que representa a maior
restri¢do do uso da cetamina (Ivani et al., 2003). Em cées a
administragdo de Smg/kg provoca consideravel aumento da
pressdo intraocular (Hofmeister et al., 2006).

A S(+)-cetamina é usualmente administrada em
associagdes com outros farmacos, sendo recomendado o
uso de sedativos para minimizar os seus efeitos adversos —
especialmente a agitagao psicomotora - ¢ 0 uso da associagao
cetamina-benzodiazepinico tem sido especialmente
utilizada para esse fim.

O midazolam ¢ um benzodiazepinico que ¢
considerado como primeira escolha para a associagdo com
a cetamina na indu¢do e manutencdo anestésica devido a
sua hidrossolubilidade e miscibilidade com a solugdo de
S(+)-cetamina (Brown et al., 1993). O midazolam sofre
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metabolismo oxidativo para formar os derivados 1-hidroxi,
4-hidroxi e 1,4 dihidroximidazolam, que conjugam-se com
acido glicurénico para serem excretados. Em humanos,
esse processo oxidativo ¢ relacionado a CYP3A4
(Kronbach et al.,1989).

Emratos aisoforma CYP2C11 também é relacionada
a esse processo (Kobayashi et al., 2002; Cortright &
Craigmill, 2006). No entanto, apesar das similaridades
entre os mamiferos ¢ necessario ressaltar-se a existéncia
de diferengas entre espécies no contetido e atividade das
isoformas do CYP450. De acordo com Baririan et al. (2006)
o contetido de CYP450 para cées é duas vezes superior do
que aquele encontrado em ratos mas a atividade enzimatica
em ratos ¢ superior aquela encontrada em cées.

Assim, ressalte-se que ambos os farmacos —cetamina
e midazolam — sofrem processo oxidativo durante seu
metabolismo e que podem existir diferengas inter-espécies
no conteudo e atividade dos sistemas enzimaticos, com
possibilidade de competi¢do por esses sistemas quando os
farmacos sdo administrados simultaneamente.

Outroaspectorelevantecomrelagdoafarmacocinética
dos produtos em questdo ¢ que, segundo Bjorkman et
al. (1992), a cetamina e¢ o midazolam administrados
isoladamente diminuem o fluxo sanguineo cerebral com
conseqiiente diminuicdo do seu proprio transporte até
esse compartimento. E possivel que a associagdo desses
farmacos leve ao aparecimento de efeito diferenciado nesse
aspecto de distribuicdo de cada um desses farmacos com
conseqiiente interferéncia no perfil farmacocinético.

Ainda, segundo Roncada et al. (2003), apesar
do extenso uso da associagdo cetamina-midazolam
em medicina veterinaria, sdo escassas as informacdes
relacionadas as suas possiveis interagdes.

Finalmente, as diferengas clinicas resultantes da
associacdo cetamina-midazolam levam a expectativa de
que possam ocorrer alteragdes no perfil farmacocinético
da cetamina, assim como do midazolam. Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivos o desenvolvimento e
validacdo de um método bioanalitico para a determinagdo
de cetamina em plasma por HPLC - uma vez que estudos
em farmacocinética requerem a existéncia de um método
bioanalitico sensivel e especifico, com limites de confianga
adequados - e a avaliacdo do perfil farmacocinético da
cetamina administrada isoladamente e na associagdo com
midazolam em caes, procurando evidenciar as possiveis
alteragdes nos seus pardmetros farmacocinéticos .

MATERIAL E METODOS
Solucdes padrao, reagentes e solventes
O padrio de cetamina racémico e S(+)cetamina

foram cedidos pelo laboratdrio Cristalia Produtos Quimicos
e Farmacéuticos Ltda (Itapira/SP). A solugdo estoque de
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(S+) cetamina foi preparada em agua na concentra¢do de
100 ug/ml. A partir desta solucdo, foram preparadas as
solu¢des diluidas 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10; 25 ¢
50 ug de cetamina/ml de agua.

Os solventes empregados na fase mével do sistema
cromatografico acetonitrila (ACN) e metanol foram obtidos
da J.T.Baker (U.S.A), grau HPLC. O fosfato de potassio
monobasico anidro, utilizado no tampao 0,03mol/L
empregado na fase moével foi obtido da Synth (Brasil).
No procedimento de extragdo foi utilizado acetato de etila
Mallinckrodt (México).

Foram preparadas solugdes de HCL 50%, NaOH 0,1
N e acido tricloroacético 10% (TCA) em agua, utilizadas
no procedimento de extracao.

Para os testes de seletividade do método analitico
foram utilizados os padrdes dos farmacos: diazepam
(Novaquimica), amitripitilina (Eurofarma), clorpromazina
(Unido Quimica), imipramina (Pharmacon), fenobarbital
(Vital Brazil), morfina (Cristalia), midazolam (Roche).

Sistema cromatografico

Foi utilizado o sistema de cromatografia liquida
(HPLC) Waters 600 Controller equipado com detector UV
Waters 2487 operando a 215 nm, coluna Symmetry® C,
(5 um, 4,6 x 150mm), com injetor manual ¢ operando em
modo gradiente (Tabela 1), com utilizagdo de pré-coluna
Symmetry® C e fase movel constituida por mistura de
tampdo fosfato 0,03 mol/L (40%) , acetonitrila (45%),
metanol (10%) e agua (5%) no fluxo de 1,5ml/min.

Procedimento analitico

As amostras de plasma (400 uL) foram adicionadas
de 100 ul de TCA 10% e homogeinizadas em vortex por
30s e em seguida centrifugadas por 8min a 2800 rpm.
O sobrenadante (300 ul) foi retirado e basificado com
NaOH 0,5N até atingir pH entre 12 ¢ 13. Adicionou-se ao
sobrenadante 2ml de acetato de etila, homogeinizando-
se em vortex por 30s. Apos centrifugagdo por 8min a
2800rpm foi retirada a fase orgéanica (1,7mL) repetindo-
se o procedimento de extracdo com a fase aquosa
remanescente. Novamente a fase organica foi retirada
(1,8mL) e adicionada a fase organica da primeira extracgao.
O extrato organico foi evaporado a secura sob fluxo de ar.
O residuo foi ressuspendido com 200 uL de 4gua e 50 uL
foram injetados no sistema cromatografico.

Validacio do Método Analitico

Os limites de confianca do método analitico foram
determinados de acordo com a resolu¢do da ANVISA
(Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003) e a
publicagdo de Shah et al. (1992) para a validacao de método
bioanaliticos aplicados em estudos de bioequivalencia .
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Curva de calibragdo em plasma (Linearidade)

A curva de calibragdo foi construida através da
analise de amostras de plasma adicionadas de cetamina
na faixa de concentragdo de 0,25 a 50 ug/mL. As amostras
foram analisadas em triplicata.

Seletividade

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

Recuperacdo

A recuperagdo da cetamina foi avaliada por
comparag¢ao entre as areas dos picos obtidas apds extragdo em
plasma e aplicando-se o calculo de concentragéo através da
equacdo obtida por injegdo direta das solu¢des de cetamina
da curva padrido (y=84700x-1410), na qual y corresponde
a area ¢ x a concentragdo, obtendo-se a porcentagem de
recuperacdo. Esse estudo foi realizado através da analise,
em quatro replicatas, para trés concentra¢des da cetamina:
3;9¢30ug/mL.

Precisdo intra e inter ensaio

A precisdo foi avaliada através dos coeficientes
de variagdo obtidos pela analise de brancos de plasma
adicionados de trés concentrac¢des diferentes de cetamina em
triplicata, durante cinco dias consecutivos (inter ensaios), ¢
em cinco replicatas em um mesmo ensaio (intra-ensaio).
Para os estudos de precisdao da cetamina, as concentra¢des
utilizadas foram de 0,5; 8 ¢ 24 ug/mL.

Exatiddo

A exatidio do método analitico é a medida da
proximidade dos resultados obtidos experimentalmente
com os valores teéricos das concentragdes do analito nas
amostras. A exatiddo foi obtida a partir da analise das
amostras adicionadas de cetamina utilizadas no ensaio de
precisdo descritas anteriormente nas concentragdes de 0,5;
8 e 24 ug/mL

Limite de Detecgdo

O limite de deteccdo foi determinado por meio
da analise de amostras de plasma adicionadas de aliquotas
de solucdes, de diferentes concentragdes de cetamina,
considerado como sendo a menor concentragao determinavel

(area média 3x maior que area do branco da amostra) de
cetamina, com coeficiente de variagdo (CV) menor que 20%.
As amostras foram analisadas em cinco replicatas.

Limite de Quantificagdo

O limite de quantificac@o foi determinado por meio
da analise de amostras de plasma adicionadas de aliquotas
de solucoes, de diferentes concentragdes, de cetamina,
considerado como sendo a menor concentragdo quantificavel
(area média 5x maior que a area do branco da amostra) de
cetamina, com coeficiente de variagao (CV) menor que 20%.
As referentes amostras foram analisadas em cinco replicatas.

Animais

Foram utilizados quatro cdes, da raga Beagle,
fémeas, pesando entre 10 a 13 quilos, com idade entre cinco
e sete anos, adquiridas do Canil Beagland, Cambé-Parana.
Estes animais foram mantidos em gaiolas individuais,
nas instalacdes da Anestesiologia Experimental junto ao
Campus de Jaboticabal da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinaria/UNESP, em ambiente climatizado (20-24°C)
e alimentados com racdo 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) num periodo anterior
ao inicio do experimento,excluindo-se animais portadores
de doengas.

Delineamento Experimental
Protocolo I (Cetamina 10mg/kg)

O desenvolvimento do protocolo 1 envolveu a
administragdo de 10 mg/kg de cetamina racémica pela veia
cefalica (IV “bolus”). Foi realizada a coleta seriada de
sangue através da veia jugular, em seringas heparinizadas
(Liquemine® 5000 UI, Roche) nos tempos Smin, 15min;
30min; 45min; 60min; 90min; 120min; 4h; 6h ¢ 8h apos a
administragdo do farmaco. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 1800g ¢ o plasma foi estocado a — 12°C até
arealizagdo das analises.

Protocolo Il (Cetamina 10mg/kg + midazolam 0,5 mg/Kg)

A execucao do protocolo Il envolveu a administragédo
de 10mg/Kg de cetamina associada com 0,2mg/Kg de
midazolam pela veia cefalica (IV “bolus ). Foi realizada a
coleta seriada de sangue através da veia jugular, em seringas
heparinizadas (Liquemine® 5000 UI, Roche) nos tempos
Smin, 15min; 30min; 45min; 60min; 90min; 120min; 4h;
6h e 8h apos a administragdo. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 1800g ¢ o plasma foi estocado a — 12°C até
arealizagdo das analises.
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O estudo foi desenvolvido com dois animais
iniciando com o protocolo I e dois animais iniciando com o
protocolo 11, com periodo de wash-out de sete dias.

O protocolo experimental foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal/UNESP (processo n°. 007183).

Analise farmacocinética

A disposigdo cinética da cetamina foi avaliada apds a
administracdo de dose inica IV de 10mg/Kg de S(+) cetamina
isoladamente ou em associagdo com midazolam (0,2mg/kg).
Os parametros farmacocinéticos foram calculados com base
nas curvas concentra¢do plasmdtica x tempo.

As meias vidas e as constantes de velocidade
(absorg¢do, distribui¢do, eliminag¢do) foram determinadas
pelo modelo bicompartimental, que melhor se adaptou aos
dados experimentais.

As constantes de velocidade foram calculadas
através da equagdo 0.693/t ,. As areas sob as curvas
de concentra¢ao plasmdtica x tempo (AUC’®) foram
calculadas através do método dos trapezdides. O parametro
clearance total foi calculado através da equacdo Cl=dose/
AUC e o volume de distribui¢do através da equagdo Vd=
Cl/Bb (Boroujerdi, 2002).

Analise estatistica

Os parametros farmacocinéticos de cada grupo
foram apresentados através das medianas e IC 95%. A
comparag¢ao dos parametros farmacocinéticos foi realizada
através da aplicagdo do teste de Wilcoxon (pareado
ndo paramétrico) utilizando os programas SigmaStat e
GraphPad Instat®.

Os calculos das curvas de calibragdo e coeficiente
de variagdo (CV%) foram realizados através do programa
Origin®.

RESULTADOS

Desenvolvimento e Validacio do Método Analitico para a
determinacio de cetamina em plasma por HPLC

O sistema cromatografico utilizado no presente trabalho
proporcionou a obten¢do de cromatogramas com adequada
separagdo dos picos de interesse e com boa sensibilidade,
conforme demonstradonaFigura 1. Ousodomodo gradiente para
a eluicdo da fase movel ndo comprometeu a reprodutibilidade
dos cromatogramas, uma vez que o intervalo de tempo entre as
injegdes foi suficiente para o restabelecimento do equilibrio da
proporgdo inicial de solventes.

Na Tabela 2 estdo demonstrados os resultados
relativos ao estudo de seletividade do método analitico.

Os resultados do estudo de recuperacéo relativa do
método estdo demonstrados na Tabela 3.

Os resultados dos estudos de precisdo inter e intra-
ensaios ¢ exatiddo estdo demonstrados na Tabela 4.

Os limites de deteccdo e quantificagdo estdo
demonstrados na Tabela 5.

Perfil farmacocinético da cetamina administrada
isoladamente e em associacdo com midazolam e
caes higidos

Os perfis de concentragdo plasmatica versus tempo
da cetamina administrada em cdes higidos isoladamente
ou em associa¢do com midazolam estdo representados na
Figura 2 e os parametros farmacocinéticos obtidos pela
analise da curva estdo descritos na Tabela 6.

DISCUSSAO

A determinagdo de cetamina por HPLC em plasma
humano e soro equino tem sido descrita na literatura
(Needham & Kochhanr, 1975; Takahagi et al., 1986;
Geisslinger et al., 1991; Seay et al., 1993; Svensson &
Gustafsson, 1996; Bolze & Boulieu, 1998). No entanto, os
métodos descritos envolvem procedimentos de derivagdo
ou termoestabilizagdo (Needham & Kochhanr, 1975;
Takahagi et al, 1986; Geisslinger et al, 1991; Svensson &
Gustafsson, 1996).

A cetamina ¢ um farmaco de carater basico
e constituido por grupamentos amino, que podem
interagir com os grupos silanois presentes nas colunas
convencionais ndo desativadas de maneira irreversivel. A
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Figura 1. Cromatograma branco, controle e plasma de cdo que recebeu cetamina (IV/10mg/kg).
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Tabela 1 — Gradiente da fase movel utilizado no sistema cromatografico para a
determinagd@o de cetamina em plasma.

TEMPO METANOL AGUA ACETONITRILA TAMPAO
5 MIN 10% 5% 45% 40%
6 MIN 10% 5% 80% 5%

17 MIN 10% 5% 45% 40%

Tabela 2 - Estudo de seletividade do método desenvolvido
para a determinacdo de cetamina em plasma por HPLC.

Farmaco Concentragio Tempo de retengio
cetamina 2 ug/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 ug/ml. 3,1
Morfina 200 ng/mL ND*
Midazolam 120 ng/ml. ND*

*ND: ndo detectado no intervalo de tempo de 20 min

Tabela 3 - Estudo de recuperag@o do método analitico

Concentragdo Recuperagio cv
Cetamina (ug/mL) (%) (%)
3 105 6,7

9 101,9 7,7

30 98,9 5,2

Tabela 4 - Estudo de Precisdo e exatidao Intra e Inter-ensaio

Concentragdo Intra-ensaio (n=5) Inter-ensaio (n=3)
Cetamina (ug/mL) Precisio (CV%) Exatidio (ES%) Precisio (CV%) Exatiddo (ES%)
0,5 2,6 15 11,7 14,9
3 10,1 -6,4 8.7 -12,0
24 5,7 3 6,8 -5,9

CV= coeficiente de variagdo; ES= erro sistematico
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Figura 2. Representagdo esquematica do perfil farmacocinético da cetamina administrada em cées
higidos (n=4).

Tabela 5 - Limites Detec¢do e Quantificagdo

Cetamina (ug/mL)
Limite Detecgio CV% Limite Quantificagio CV%
0,125 12,92 0,250 15

CV= coeficiente de variacdo

Tabela 6 - Parametros farmacocinéticos da cetamina calculados a partir da administragdo em ani-
mais (n=4).

Parimetros Protocolo I Protocolo 1T
Medianas (IC 95%) Medianas (IC 95%)
tllz(x (h) 0,120 0,135
(0,038-0,257) (0,088-0,512)
o M) 5,775 5,198
(2,482-8,144) (0,877-8,478)
ti B ) 2,95 5,19
(1,28-9,73) (0,87-8,47)
B (") 0,243 0,189
(0,022-0,456) (0,022-0,451)
AUC™  (ug/mlh) 5,76 2,6
(0,74-11,84) (0,62-8,34)
Cl (L/kg.h) 1,83 3,86
(0,21-3,84) (1,03-5,77)
vd (L/kg) 11,80 15,35
(3,13-16,66) (3,03-28,69)

T1/2a : meia vida de distribuicdo; a: constante de distribui¢do; t1/2 B: meia vida de eliminagdo;
f: constante de elimina¢ao; AUCO-¥ : 4rea sob a curva concentra¢ao plasmatica versus tempo no
intervalo de tempo zero a infinito; Cl: clearance total e Vd : volume de distribui¢@o. Os parametros
ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas. (Wilcoxon)
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coluna Symmetry®, utilizada no sistema cromatografico,
¢ constituida por cadeia de carbono quimicamente ligada
ao suporte de silica com tratamento prévio por silanizagdo
para desativacdo dos grupos silandis do suporte, o que
minimiza as interagdes por pontes de hidrogénio dos
grupamentos amino com os grupos silandis do suporte
de silica, favorecendo a obtengdo de picos simétricos
com maior resolu¢do cromatografica, conforme pode ser
observado na Figura 1. O tempo de retencdo da cetamina
foi de quatro minutos e ndo foram observados picos em
amostras de plasma de cdes ndo tratados com cetamina
(branco) na regido de interesse.

O estudo de linearidade na faixa de concentrag¢des
proposta para a execugdo do trabalho mostrou coeficiente
de correlagdo adequado e o estudo de recuperagdo para o
procedimento de extragdo com um Unico solvente - acetato
de etila - em pH basico resultou em valores proximos a
100% de rendimento. Bolze & Boulieu (1998), apresenta
resultados semelhantes utilizando a combinagdo dos
solventes diclorometano e acetato de etila (aproximadamente
90% de recuperagdo).

No estudo de seletividade foi possivel detectar os
farmacos imipramina e fenobarbital, porém em tempos
de retengdo diferentes do apresentado pela cetamina no
sistema cromatografico. A nao detec¢do do midazolam no
sistema proposto foi fundamental para a continuidade do
estudo, uma vez que o protocolo experimental envolvia a
administragdo do farmaco associado a cetamina.

Os estudos de precisdo e exatiddao intra e inter-
ensaios resultaram em valores de coeficiente de variagdo
abaixo de 15%, considerados satisfatorios para o método
bioanalitico.

Os valores de limite de quantificacdo (250ng/
mL) e limite de detec¢do (125ng/mL) foram igualmente
considerados satisfatorios para a aplicagdo do método
em estudo de farmacocinética. Bolze & Boulieu (1998)
reportam o valor de 500ng/mL para o limite de detec¢do do
método desenvolvido com aplicacdo satisfatoria em estudo
de cinética.

Asconcentragdes plasmaticas maximas observadas
cinco ap6s a administragdo da dose de 10mg/kg de cetamina
isolada ou associada com midazolam foram 35.1 + 5.1 ug/
mL e 18.7 + 6.5 ug/mL, respectivamente ¢ ndo mostraram
diferencas estatisticas significativas.

Os parametros Cl e Vd obtidos em ambos os
grupos também ndo demonstraram diferengas estatisticas
significativas. O mesmo foi obtido para os pardmetros
AUC™, AUCH™, t1/2,, kel, t1/2, ¢ ka.

Considerando a baixa ligagdo as proteinas
plasmaticas dacetamina éimprovavel que ocorracompeticdo
entre os dois farmacos por esse sitio de ligagdo.

Ainda, a S(+) cetamina € metabolizada pelo
CYP450, principalmente pela isoforma CYP2B6,
enquanto que o midazolam sofre metabolismo oxidativo
principalmente pela isoforma CYP3A em humanos e ratos,
com contribui¢do da isoforma CYP2C11 (Kronbach et al.,
1989; Baririan et al., 2006).

Apesar das semelhangas encontradas nometabolismo
dos mamiferos é necessario ressaltar a existéncia de
diferencas interespécies no contetido e atividade de
CYP450. Baririan et al. (2006) relatam que o conteudo de
CYP450 em cées é duas vezes superior ao encontrado em
ratos, porém sua atividade enzimatica ¢ inferior.

Esses achados sugerem que ndo ha competigdo entre
os farmacos pelos sistemas enzimaticos envolvidos no
metabolismo, e entdo, o Cl hepatico deve ser o mesmo na
administragdo da associagdo medicamentosa. Considerando
que a eliminagdo da cetamina é essencialmente dependente
do metabolismo, o uso da associagdo ndao deve levar a
interferéncias na meia vida ou clearance.

E possivel observar rapido declinio dos niveis
plasmaticos da S(+)cetamina, com meia vida de distribuigdo
e eliminacdo relativamente curtas, caracterizando um
perfil de ndo acumulagdo do farmaco no sistema bioldgico.
A co-administra¢cdo do midazolam ndo interfere nessa
caracteristica.

Finalmente, os efeitos clinicos observados na co-
administragdo de cetamina-midazolam na indugdo da
anestesia e aauséncia de diferengas no perfil farmacocinético
da cetamina na associacdo medicamentosa sugerem que
os efeitos dessa associa¢do nao € decorrente de interagdo
farmacocinética.

O método bioanalitico desenvolvido neste trabalho
apresenta limites de confianca satisfatdrios para a aplicacdo
em estudos de farmacocinética e os perfis farmacocinéticos
da cetamina administrada isoladamente e em associagdo ndo
apresentam diferengas estatisticas significativas, sugerindo
que ndo ha interagdo farmacocinética na associagdo
utilizada para a indug@o e manutengdo anestésica.
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ABSTRACT

HPLC determination of ketamine in plasma: application in
a pharmacokinetic study of drug — drug association in dogs.

S(+)-ketamine is a drug widely used in human and
veterinary medicine to induce anesthesia and midazolam
has been co-administered with S(+)-ketamine to avoid
adverse effects. Such drug associations can result in
pharmacokinetic interactions and an analytical method
to measure plasma concentrations of ketamine would
be an useful tool to study the pharmacokinetic profile
of a drug administered alone or in association. In the
present work a method based on HPLC was developed
and validated for the determination of ketamine in
plasma samples. The pharmacokinetic parameters of

75



Determinagdo de cetamina em plasma por HPLC

S(+) ketamine administered alone or in combination
with midazolam to four healthy female beagle dogs were
also investigated. S(+)-ketamine (10mg/kg) was injected
IV (cephalic vein) alone (protocol I) or combined with
midazolam (0.2mg/kg) (protocol II) in a crossover
design with a washout period of seven days. Blood
samples were collected before and up to eight hours after
dosing. Plasma concentrations of S(+)- ketamine were
analyzed by HPLC/UV and the main pharmacokinetic
parameters were derived from a bicompartmental
model. The bioanalytical method presented acceptable
confidence limits for application in pharmacokinetic
studies and the parameters obtained, area under curve
(AUC"®), volume of distribution (Vd), total clearance
(Cl), elimination half-life (t,,), elimination rate (§),
distribution half-live (t,, ) and distribution rate (o) did
not show statistically significant differences between the
groups (P < 0.05, Wilcoxon’s test). The S(+)-ketamine-
midazolam combination has been used to reduce the
dissociative side effects of kelatamine, such as excitement
and catalepsy. The present results suggest that this
feature is not related with pharmacokinetic alteration
of the S(+)-ketamine.

Keywords: S(+)-ketamine; pharmacokinetics; anesthesia;
midazolam; dogs.
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