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AVALIACAO DA BIODISPONIBILIDADE E FARMACOCINETICA DA
CETAMINA ADMINISTRADA PELA VIA INTRANASAL EM GATOS

Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliara biodisponibilidade e farmacocinética da
cetamina apds a administracdo pela via intranasal em modelo experimental felino. Para
tanto foram utilizados seis gatos saudaveis (5 machos e 1 fémea), distribuidos em
delineamento cruzado em dois grupos: Cetamina 2 mg/kg pela via intravenosa (T1V); e
cetamina 5 mg/kg pela via intranasal (TIN). Para analise farmacocinética foi coletado
sangue da veia cefalica nos tempos antes (T0), e 2 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min,
60 min, 120 min, 240 min, 360 min e 480 min (T2 a T480) apds a administragdo do
farmaco. Os efeitos da biodisponibilidade da cetamina apds a administragdo
farmacoldgica foram avaliados por meio da dosagem da concentragdo plasmatica
usando a tecnologia de cromatografia liquida seguida de espectrometria de massas (LC-
MS/MS) combiodisponibilidade da cetamina administrada pela via intranasal em gatos
sendo da ordem de 44%, com tempo para concntracdo maxima (Tmax) de
16,66666667h e concentragdo maxima (Cmax) de 710,89ng/ml. As amostras submetidas
a analise mostraram que a biodisponibilidade da cetamina administrada pela via
intranasal foi de magnitude compativel com a administrada por via intravenosa.

Palavras-chave: cetamina, norcetamina, biodisponibilidade, farmacocinética, felinos.



EVALUATIONOF BIOAVAILABILITY AND
PHARMACOKINETICS OF INTRANASAL KETAMINE IN
CATS

Abstract

The objective of this work was to evaluate the bioavailability and pharmacokinetics of
ketamine after intranasal administration in a feline experimental model. For this purpose, six
healthy cats (5 males and 1 female) were distributed in a crossover design into two groups:
Ketamine 2 mg/kg intravenously (IVT); and ketamine 5 mg/kg by the intranasal route (TIN).
For pharmacokinetic analysis, blood was collected from the cephalic vein at the times before
(T0), and 2 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 120 min, 240 min, 360 min and 480
min (T2 to T480 ) after drug administration. The effects of ketamine bioavailability after
pharmacological administration were evaluated by measuring plasma concentration using
liquid chromatography technology followed by mass spectrometry (LC-MS/MS) with
intranasally administered ketamine bioavailability in cats being of the order of 44%, with time
to maximum concentration (Tmax) of 16.66666667h and maximum concentration (Cmax) of
710.89 ng/ml. The samples submitted for analysis showed that the bioavailability of ketamine
administered intranasally was of a magnitude compatible with that administered
intravenously.

Keywords: ketamine, norketamine, bioavailability, pharmacokinetics, felines.
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1. INTRODUCAO

A etapa inicial no desenvolvimento de um novo medicamento consiste na obtencéo de
informagdes a partir de ensaios farmacocinéticos, os quais fornecem dados sobre a sua
eficacia e seguranca, o que auxilia no controle e ajuste das doses (IOANNIDIS, 2019). A
administracdo de medicamentos de forma ndo-invasiva pode proporcionar uma abordagem
mais amistosa do paciente (RAJSHREE et. Al,, 2011). A via intranasal (VIN) é utilizada na
pratica médica, especialmente em pacientes pediatricos, e tem sido cada vez mais aplicada a
rotina médica veterinaria (DI SALVO et. Al., 2020). O uso desta via apresenta-se como uma
alternativa segura e eficaz para a entrega de diversos medicamentos de acordo com estudos ja
realizados em humanos (CORRIGAN et. Al., 2015).

Quando administrados através da via oral e parenteral, os medicamentos sofrem o
efeito do metabolismo de primeira passagem com degradacdo enzimatica e depuracéo
sistémica, respectivamente reduzindo a biodisponibilidade dos mesmos (SURBER et.al.,
2011). Os farmacos que sdo administrados pela via intranasal (VIN) desprezam os fatores de
depuracédo sistémicos que limitam seus efeitos. Existe uma conexdo direta entre a regido do
olfato e o cérebro, sendo assim, é a via ideal para administracdo de farmacos que contenham
moléculas que atuem diretamente no sistema nervoso central (SNC) (RAJSHREE et. Al.,
2011).

Ao dispensarem a acao da barreira hematoencefalica sobre a sua cinética, os farmacos
sdo entregues diretamente ao cérebro através dos nervos trigémeo e olfatério presentes na
mucosa nasal e tém seu aproveitamento de maneira mais eficiente (LOCHHEAD et. Al.,
2015; CUNHA et. Al, 2017). E sabido que, além de promover uma réapida absorcdo, que
associada a auséncia do metabolismo hepatico de primeira passagem, a administracdo pela
VIN pode também aumentar a biodisponibilidade do farmaco, sendo assim, existem vantagens
para que essa via de administracao se torne cada vez mais usada nos ambulatérios veterinarios
(ILLUM, 2003; DJUPESLAND, 2013; WARNKEN et. Al., 2016; DALE et. Al., 2002;
GILLESPIE et. Al., 2018).

Farmacologicamente classificada como um anestésico dissociativo, a cetamina é
habitualmente utilizada para inducdo e manutencdo anestésica, além de promover analgesia e
anti-hiperalgesia no periodo peri e trans-operatério (SARRAU et. Al., 2007; WAGNER et.

Al., 2002). Em um estudo realizado em humanos a administracdo da cetamina pela via
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intranasal para o tratamento da dor aguda, em comparacdo com o fentanil administrado pela

mesma via, se fez tdo eficaz quanto o fentanil (GRAUDINS et.al., 2015).

1.4. REVISAOBIBLIOGRAFICA

1.4.1 Cetamina

A cetamina, ou cloridrato de 2-(o-clorofenol)-2-(metilamino)-ciclo-hexano, possui
apresentacdo comercial na medicina veterinaria como misturarancémica, porém a formulacdo S-
cetamina purificada esta disponivel em alguns paises para uso humano. E é amplamente utilizada
na inducéo, e manutencdo da anestesia na medicina veterinaria (MANNARINO et. Al., 2012) O
composto isdbmero (S) puro produz efeitos psicomimeéticos reduzidos em seres humanos. O
composto racémico produz analgesia e neuroprotecdo. Todas essas qualidades atribuidas a apenas
um farmaco fizeramcom que a cetamina fosse novamente notada na rotina médica (LIN, 2014).

Além disso, ela possui alguns efeitos secundarios que podem ser benéficos, como por
exemplo, a broncodilatacdo, manutencao dos reflexos das vias aéreas, aumento do ténus do sistema
nervoso simpatico eaumento da temperatura corporal em caes (SOLANOEet al., 2006; KURDIet al.,
2014).Apds a administracao da cetamina, um aumento do fluxo sanguineo cerebral pode ocorrer,
sendo assim, leva a um aumento do consumo de oxigénio. Por outro lado, adepressao respiratoria
leva a0 aumento da pressao arterial de dioxido de carbono, que tem como consequéncia a
vasodilatagdo cerebral (LUMB&JONES, 2015).Alguns estudos apontam também para
propriedades neuroprotetoras (ORlet al., 1999) e anti-inflamatdrias (ZANOSet al., 2018) da
cetaminarancemica. Os principais efeitos adversos em humanos incluem sonhos vividos, delirio,
desconforto, alucinacdes e sensacdo de estar flutuando (KURDI et al., 2014).

O mecanismo de acdo da cetamina envolve o antagonismo ndo competitivo do receptor
N-metil-d-aspartato (NMDA) no sistema nervoso central diminuindo a sensacdo dolorosa a
estimulos ndo dolorosos (alodinia) e a hiperalgesia causada por estimulos dolorosos aumentados
(PORTMANN et al., 2010; BABOS et al., 2013; SCHAIBLE et al., 2011; TAO, 2010; ZHUO,
2009, WILDER&ARENT, 2006), sendo usada como farmaco adjuvante, tende a diminuir
consideravelmente o uso de farmacos opidides nos pos-operatorio (ZAKINE et al., 2008; AIDA et
al., 2000; FU & SCHARF 1997).

Dessa forma, a resposta a dor, especialmente a resposta emotiva e de memdria, pode ser



16

afetada, ja que a cetamina interfere no input sensorial dos centros superiores do sistema nervoso
central (SNC), desconectando o sistema limbico-talamo-cortical dando origem a denominacdo
“anestésica dissociativo”, promovendo também a dissociacdo do sistema nervoso central de
estimulos externos, promovendo estado cataléptico, preservando as vias aéreas e mantendo 0s
estimulos protetores (BEST et al., 2014).

A infusdo continua de cetamina na dose de 10mcg/kg/min apds bolus inicial de 2mg/kg
associada ao propofol proporcionou analgesia satisfatéria em procedimentos de ovarihisterectomia
em felinos (RAVASIO et al., 2012; ZONCA et al., 2012). Contudo, as atividades antinociceptivas
em gatos com o uso isolado da cetamina (AMBROS et al., 2013) ou associados, ainda séo rasos
(ILKIW; PASCOE; TRIPP, 2003).

Na medicina veterindria 0 modelo experimental tricompartimental € o mais comumente
utilizado para extrapolar o perfil farmacocinético de um medicamento e a cetamina tem as
caracteristicas farmacocinéticas desejadas pra esse tipo de modelo (AUGUSTO, 2010).Este
farmaco tem elevada biodisponibilidade plasmatica por diferentes vias e possuindo volume de
distribuicdo altomeia vida de distribuicdo (intravenosos 2.12) e meia-vida de distribuicdo (IV
2.12)e eliminacdo (IV 78,66; IM 81,05; R 128,57)curtos, tendo um periodo de laténcia variavel
entre 3 e 5 minutos, com duracao de 10 a 40 minutosde administracdo, demonstrando desempenho
satisfatorio neste sentido (LUFT&MENDES, 2005; VALADAO, 2010; GAMBUS &
TROCONIZ, 2015; MASUI et al., 2010).

O sistema de enzimas microssomais hepaticas sdo 0s responsaveis pela biotransformacéo
da cetamina, possuindo como principal via metabdlica a N-desmetilacdo levando a formacgdo da
norcetamina, sendo esse um metabdlito ativo com 1/3 a 1/5 da poténcia do farmaco, podendo
prolongar os seus efeitos especialmente durante as infusbes continuas. Além do mais, a
norcetaminaé conjugada em derivados glicurdnicos e a sua excrecdo ocorre pela via renal apos
serem transformados em metabdlitos polares (FANTONI&CORTOPASSI, 2008; LUFTet.al.,
2005).Conhecer a cinética dos metabdlitos ativos se faz necessario para também se obter a dose
toxica do farmaco (BARREIRO & FRANCA, 2001). O pico plasmatico da norcetamina ocorre
apés 30 minutos da administracdo intravenosa logo apds se hidrolisar em consequéncia da
passagem pelo glicurdnio-conjugacéo, em seguida é excretada pela bilis e urina. Uma irrelevante
quantidade de cetamina é excretada pela via renal sem antes ser biotransformada pelo figado
(VALADAO, 2010).

As enzimas responsaveis pelo metabolismo deste farmaco atuam de diferentes maneiras
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nos dois isdbmeros, sendo que a CYP2B6 desmetila ambos os enantidmeros de cetamina com
eficiéncia quase igual, e a CYP3A4 que desmetila o enantibmero S(+) mais rapidamente
(PORTMANN et al., 2010). Parte da variabilidadeindividualdo do seu metabolismo € atribuida as
diferencas na expressdo das enzimas do CYP450 pelo organismo de humanos (HIJAZI E
BOULIEU, 2002).

Em um estudo realizado por Nolan et al. (1996), foi encontrado valores para meia vida
de (t%2) de cerca de 90 min para cetamina ap0s infusdo continua com propofol em poneis,
enquanto em gatos, foi de cerca de 78 min ap6s bolus intravenoso de cetamina isolada
(HANNA, 1988). A cetamina é rapidamente biotransformada no figado por N-desmetilacéo
para 0 metabdlito norcetamina (ARONIE et al., 2009). O metabdlito foi detectado em todos os
gatos imediatamente ap0s a dose de ataque e permaneceu até apds 24 horas da aplicacao.
Houve um decrécimo da concentracdo apdés 1 hora ao término da infusdo, e suas
concentracdes foram superiores as da cetamina, como também relatado por Hanna et al.
(1988) comparando as vias IV, IM e retal. Em cavalos, Nolane, 1996, o tempo de resisténcia
média no plasma (MRT) da norcetamina (5,11 * 3,12h) foi maior que o da cetamina (3,59 *
3,3 h). A permanéncia da concentr¢cdo da norcetamina pode ser um indicativo de aumento do
periodo de analgesia residual para a recuperacdo pos-anestésica no cao, porém, em gatos, o
nivel da norcetamina € de apenas 10% da cetamina (HANNA et al., 1988).

De acordo com BERGADANO et al. (2009) em cdes os efeitos antinociceptivos da
cetamina foram demonstrados apenas nos quatro primeiros minutos apds sua administracao pela
via intravenosa em bolusde 0,5mg/kg, seguida de infusdo intravenosa continua (11C) na dose de
10mcg/kg/min durante 59 minutos. A concentracdo plasmatica atingida em cées foi >100ng/ml e
posteriormente caiu para <100ng/ml em menos de 5 minutos. Apos avaliacdo dos dados, concluiu-
se que a cetamina nesta espéciedeve ser administrada em doses maiores (cinco vezes maiores) que
em seres humanos, levando a conclusdo de que ela ndo promove analgesia suficiente por ndo
conseguir manter a concentracdo plasmatica, e outra hipotese é a de que a farmacocinética da
cetamina em cdes difere da dos seres humanos, porém em gatos ainda ndo ha esses dados relatados.
Em humanos um estudo indicou que os niveis séricos de cetamina para produzir analgesia
deveriam ser de 100-200ng/ml, (UBEDULLAH et al., 2016), semelhante a dose relatada em caes,
Em gatos os efeitos antinociceptivos foram avaliados ap6s dose inicial de 0,5mg/kg/iv seguida de
infusdo continua de 5mcg/kg/min tanto para a antinocicepcao térmica quanto para a mecanica, e

houve uma diferenca pouco significativa no efeito antinociceptivo. Ainda ha poucos estudos sobre



18

a analgesia em gatos com cetamina, porém, Robert et al., 2003 mostrou que houve antinocicep¢do

em gatos apds dose Unica de 2mg/kg de cetamina, porém, de curta duragao.

1.1.2 Cetamina Intranasal

Para otimizar a biodisponibilidade dos farmacos administrados pela via intranasalé
necessario minimizar as barreiras para absor¢do e o o volume admininistrado, maximizando a
concentracdo do farmaco, a superficie de absor¢do da mucosa nasal. Assim, o uso de um sistema
de administracdo que facilitea dispersdo do farmaco, e evitando o seu escoamento, € desejado
(CORRIGAN et al., 2015).

A difusdo de varios compostos com caracteristicas fisico-quimicas distintas através da
camada de muco depende de diversos fatores, o mais importante deles consiste na
lipossolubilidade, que determina a difusdo de pequenas moleculas pela mucosa. As moléculas
hidrofilicas sdo muito solGveis no muco e, portanto, mais sensiveis a depuragdo mucociliar,
especialmente se sua taxa de difusdo transmembrana for baixa (FORTUNA et al., 2014).

Administracdo dacetaminapela via intranasal produz concentragdes plasmaticas maximas
rapidas com boa disponibilidade em pacientes humanos (PELTONIEMIet al., 2016). Em estudo
realizado por NIELSENet al. (2014) em pacientes pediatricos, a biodisponibilidade da cetamina
apds administracdo intranasal foi de 36%, com valores de cmax> 100 ng/ml alcangados 8,5
minutos apds a administracdo, sendo estes valores suficientes para promover efeito analgésico
nesta espécie.

Eventos adversos sobre 0 uso da cetamina pela via intrasanal podem acontecer, porém, no
homem os eventos descritos em sua maioria sdo brandos e transitorios. Dentre estes podem ser
destacados o sabor desagradavel, devido ao fato do farmaco passar da nasofaringe e migrar para a
orofaringe estimulando as papilas gustativas (REYNOLD et al.,2017; FREYETet al., 2019),
tonturas e sonoléncia, provavelmente pelo bloqueio do receptor NMDA no ouvido interno e
nlcleos vestibulares (SOTO & VEJA, 2010; SOTOet al., 1994). Estudos mostraram que a
cetamina usada em maior concentracdo (100mg/ml) reduz o volume no momento da aplicacdo
diminuindo o risco de migracdo do farmaco para orofaringe, impedindo o paciente de sentir o gosto
ruim da cetamina, melhorando a toleréncia (REYNOLDSet al., 2017; FREYet al., 2019).

Ademais 0 uso da cetaminacom a finalidade antidepressiva em humanos foi relatado por
LAPIDUSet al. (2014) e é possivel que os transtornos de ansiedade em cdes tenhammuita

semelhanga com os transtornos de humor em humanos (VERMEIRE et al., 2009; ROGERSet
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al.,2004), porém sabe-se que ela provoca efeitos psicomiméticos em cées como, por exemplo, e
hipersalivagéo, delirio e excitagdo (BERGADANO, 2009). Em 2019 a forma de spray cetamina
S(+) foi aprovada pela Food and Drugs Adminstration(FDA) para tratar depressdo em humanos
(CORRIGER & PICKERING, 2019).

Na medicina veterinaria, foi demonstrado e um estudo por MARJANI (2015) que a
administracdo da cetamina na dose de 14mg/kg associada aomidazolam na dose de 5mg/kg em
gatos pela via intranasal foi eficaz para induzir a sedacéo, e mostrou também que em comparagao
com a via intramuscular ndo houve diferenca nos parametros fisioldégicos. No grupo Imos gatos
apresentaram vocalizacdo excessiva e no grupo IV, apresentaram apenas espirros. Em cées, um

estudo publicado em 2020, observaram que a cetamina apresentou tais.

1.2. OBJETIVOS GERAIS
Objetivou-se avaliar a biodisponibilidade e farmacocinética da cetaminaapos a
administracdo pela via intranasal em modelo experimental felino, por meio da dosagem da

concentracdo plasmatica usando a tecnologia LC-MS/MS.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Auvaliar a biodisponibilidade e farmacocinética da cetamina e da norcetamina
administrada pela via intranasal em modelo experimental felino;
e Auvaliar os possiveis efeitos adversos da administracdo da cetamina pela via intranasal

em comparacéo a intravenosa, em gatos.

1.4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Maringa, sob protocolo CEUA/UEM Protocolo n° 3292020621 (Anexo I1). Foram
utilizados seis gatos, fémea e machos, sem raca definida, com peso médio de 4,63kg + 0,63 e
idade 2,83 £ 1,47, que ndo apresentavam alteracdes clinicas detectaveis nos exames pré-
estabelecidos. Os critérios de inclusdo abrangeram animais comprovadamente higidos e que
obtiveram o0s exames fisicos (parametros fisiologicos), laboratoriais (hemograma,
trombograma e leucograma) e dosagem sérica dos bioquimicos (creatinina e alanina-
aminotransferase). As amostras obtidas foram colhidas através de puncdo da veia jugular, na
qual foi realizada antissepsia prévia com algodao e alcool 70%, em seguida os animais foram

posicionados em decUbito lateral e com o auxilio de seringas descartaveis de trés mL, agulhas
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0,70x25, sem anticoagulante, as amostras foram obtidas,. Posteriormente a pungéo, a amostra
de sangue para o hemograma foi dispensada no tubo de hemograma com EDTA k2 dissédico
de 0,5ml (Vacuplast®) previamente identificada com os dados dos animais na quantidade de
0,5ml de amostra sanguinea, na qual a amostrar foi levemente homogenizada com leves
movimentos de gangorra para que houvesse um total contato do sangue com o anticoagulante.
Para as amostras dos bioquimicos, o sangue foi dispensado em tudo estéril com ativador de
coagulo de 4ml (Injex Acuo®) na quantidade de 2ml de amostra e posteriormente
centrifugados em centrifuga de bancada durante 4 minutos na rotacdo de 3.000RPM. Os
resultados se encontraram dentro do padrdo da normalidade para todas as amostras
(SCHALM, 2000 e KANEKO, 2008)

Tabela 1.Valores laboratoriais médios da populacéo do estudo e valores de referéncia. Fonte:
Schalm (2000)

Valores Laboratoriais Valores -
ud g N Laboratoriais de
Médios da Populacéo A
referéncia

Hemacias (x106 /ul) 8,0 5-10
Hemoglobina (g/dl) 13 8-15
Hematocrito (%) 34 24 — 45
Leucdcitos (/un 8.500 5000 — 195000
Bastonetes (%) 160 0-300
Segmentados (%) 4.000 2500 - 12500
Eosinofilos (%) 1.650 0- 1500
Mondcitos (%) 680 0 - 850
Plaquetas (x 105/ul) 5,0 3-8

Para avaliacdo foram realizados dois tratamentos, a saber: tratamento pela via
intranasal (TIN) - administracdo de cetamina racémica (Laboratério Konig® S.A. Santa
Cecilia, Sdo Paulo — SP, Brasil) na dose de 5mg/kg, e tratamento intravenoso (TIV),
administracdo de cetamina racémica na dose de 2mg/kg. Todos o0s animais receberam os dois
tratamentos de forma aleatoria, com 15 dias de intervalo entre as coletas.

Antes da administracdo dos tratamentos, os animais foram mantidos em restri¢éo
alimentar de 12 horas e com &gua a disposicdo, acomodados em gaiolas hospitalares
adaptadas para o bem estar e diminuicdo do estresse, com caixa de areia, cama acolchoada e
local para se esconderem dentro das caixas de transporte. Em ambos 0s grupos, 0s animais
tiveram os dois membros toracicos, direito e esquerdo tricotomizados e foi realizada a

antissepsia prévia com gaze e alcool 70%. A veia cefalica do membro toracico direito foi
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cateterizada com cateter venoso periférico 20G (Nipro® Medical LTDA, Sorocaba, SP),
fixados com esparadrapo (Cremer® S/A, Blumenal - SC), e ocluidos com Adaptador PRN
(BD® Becton Dickinson Industrias Cirdrgicas LTDA, Sdo Paulo - SP) com conector plug-
macho.

Apds a fixacdo, o acesso venoso foi lavado com 0,25ml de solugdo heparinizada na
propor¢do de 0,1ml de heparina sédica (Hemofol®- 5000UI/ml Cristéalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos, LTDA) para 100 ml de Solucdo Salina a 0,9% (Medaxo® Medibt Comércio e
Distribuidora LTDA, S&o Paulo - SP) a fim de evitar a formacdo de coédgulos. Todos 0s
animais que receberam o tratamento (TIN) tiveram as narinas previamente lavadas com
Solugéo Salina 0,9% no volume de 0,3ml uma hora antes da aplicagdo da cetamina.

Para a administracdo intranasal, foi utilizado um adaptador atomizador traqueal de
mucosa pediatrico (Royal Tech® Distribuidora Hospitalar e Farmacéutica LTDA, Boqueirdo
— SP) (Figura 1), com espaco morto do sistema (0,13 ml) previamente preenchido. O
dispositivo possibilita a obtencdo de goticulas com 30 a 100 microns. Antes da administragdo
do farmaco, uma mesa de ago inox foi preparada para receber os animais protegida com tapete
higiénico e foram utilizados cobertores com o cheiro dos proprios animais sendo também
borrifados com Feliway Classic Spray® (Feliway, Ceva Animal Health LTDA, Sogeval S.A.)
que contém o feroménio sintético felino, deixando assim os animais mais confortaveis para a
manipulacdo.Posteriormente, os gatos forampostos a mesa e envolvidos com 0s cobertores,
principalmente na regido cervical, e tiveram a cabeca hiperextendida para tras (Figura 2). Em
seguida a administracdo da cetamina pela via intranasal foi executada. O volume total do
farmco foi igualitareimente dividido e administrado 50% em cadas narina. A posi¢cdo de
hiperextensdo foi mantida pelo periodo de um minuto ap6s a administracdo da cetamina, a fim

de facilitar a dispersao posterior do farmaco.

Figura 1 - Adaptador atomizador tragueal de mucosa pediatrico
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Fonte:https://royaltech.vet.br/produto/atomizador-traqueal-de-mucosa-pediatrico-mad720-1-un-Ima/

Figura 2-Imagem demonstrando o posicionamento do felino para administracdo de cetamina
(5mg/kg) pela via intranasal. Notar a hperextencdo da cabeca, posicdo mantida pelo periood
e um minuto apos a administracao do farmaco.

Fonte: arquivo pessoal do autor.
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Para a administracdo da cetamina intravenosa (VIV), foi realizado garrote manual no
membro torécico esquerdo a fim de melhorar a localizacéo e visualizagdo da veia cefalica, em
seguida a cetamina foi aplicada com o auxilio de uma seringa descartavel estéril de 1 ml
(BD® Plastipak) e agulha hipodérmica, imediatamente o garrote foi desfeito para que
ocorresse a dispersao do farmaco.

Para coleta das amostras sanguineas, primeiramente era feita a lavagem do sistema
cateter-adaptador PRN da veia cefalica direita (previamente cateterizada) com 0,25ml de
solucdo salina 0,9%, a fim de remover possiveis codgulos. Apos, era coletado 0,5 ml de
sangue e descartado, a fim de extrair a solu¢do administrada. Posteriormente com o auxilio de
um leve garrote acima da fixacdo do cateter e com uma seringa de 1 ml acoplada a uma
agulha hipodérmica foi realizado a coleta de sangue na quantidade de 1 ml. Esse volume foi
depositado no micro tubo de Eppendorf®, previamente heparinizado, e centrifugado em um
periodo maximo de 60 minutos. Em seguida o acesso venoso foi lavado com 0,5 ml de
solucdo heparinizada, para evitar obstrucdo ou formagdo de coagulo. As amostras foram
obtidas antes (TO) e 2, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 240, 360 e 480 (T2 a T480)minutos apds a
administracao dos farmacos.

As amostras foram centrifugadas em uma microcentrifuga de bancada (MedMax®
Spin Max SH120, Barueri — SP) na velocidade de 3.000rpm durante 10 minutos. Apos a
centrifugacdo o plasma foi pipetado com micropipeta ajustaveis (IkaPette® Gilson, Franca) e
ponteiras de 1000ul (Alfa-Lab, Brasil),e depositado em microtubo de Eppendorf®,sendo
armazenados em um ultra freezer com a temperatura de (-80°C) até o final do experimento,
para que no futuro passassem pelo processamento das amostras para a analise cinética.

A andlise das amostras sanguineas foi executada atravésdo método cromatografia
liguida em tandem acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS) (STYLOS, 2017).

Para analise ndo compartimental foi adotada a abordagem NCA para o célculo dos
parametros farmacocinéticos foi realizada no programa PKanalix®2019R2 (Lixoft, Ltd.
Antony, FR/Simulations Plus, Ltd. Lancaster, CA, US).

A abordagem ndo compartimental (NCA), , é, com grande frequencia baseadanos
principios da andlise de sistema linear, e sdo usados, em geral, para divisar as propriedades:
estimativa de parametros farmacocinéticos (CHEUNG e PENG, 2009) como a area sob a

curva de concentracdo plasmatica (AUC) com integracdo matemdtica de dados empiricos;
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relacdo entre a taxa de entrada e concentracdo sistémica do farmaco; descricdo da fase
terminal do tempo de concentracdo dofarmaco.

Um total de cento e dez (110) observacgdes plasmaticas provenientes de seis (06) gatos
foram utilizadas para a analise NCA e o0s seguintes parametros farmacocinéticos foram
calculados:

e ASCo. (Ug.h/mL): Area sob a curva do tempo zero ao ultimo tempo de concentragio
mensuravel;

e ASCt.,, (ug.h/mL): Area sob a curva do Gltimo tempo medido ao infinito (chamada de
ASC extrapolada);

e ASCo- (ug.n/mL): Area sob a curva do tempo zero ao infinito;

e Cmax (Mg/mL): Pico da concentragdo plasmatica;

e tmax(h): Tempo que ocorre o pico da concentracdo plasmatica;

e ) (h}): Constante de eliminagdo de primeira ordem;

e tin_s.(h): Tempo de meia-vida;

e CL/F (L/h): Clearance aparente;

e V/F (L/kg): Volume aparente de distribuicéo;

O valor da biodisponibilidade absoluta foi calculada utilizando o valor médio da
ASCo-. de cada um dos tratamentos em relagdo as doses testadas, como apresentada na
equacao 1.

_ ASCO—OOIN ) Dose”/

B ASCO—OOIV ) DoseIN

onde F ¢ o fator de biodisponibilidade (valor entre 0-1), ASC,_.;yé a &rea sob a curva média
de zero ao infinito da administracdo intranasal; ASC,_.;,€é a area sob a curva média de zero
ao infinito da administracao intravenosa; Dose;, € a dose média intravenosa e Dose;y € a dose
média intravenosa. Para a obtencéo do percentual biodisponivel, o valor de F foi multiplicado
por 100.

Realizou-se o tratamento estatistico de dados obtidos através programa GraphPad
Prism v.5.0. No estudo da farmacocinética estimaram-se o0s parametros, inclusive

comparativos entre as vias de administracao.



25

2. RESULTADOS

Foram avaliados seis animais com peso médio 4,63kg + 0,63 e idade 2,83 + 1,47,
saudaveis e com resultado de exames pré-estabelecidos dentro dos valores de referéncia para a
espécie. Para via intravenosa foram avaliados cinco animais. O um animal foi retirado do
estudo por estresse excessivo.De forma geral os gatos toleraram relativamente bem a
administracdo intranasal, a despeito do stress geral causado pela manipulagdo em ambos o0s
tratamentos e o volume médio de cetamina administrado pela via intranasal foi de 05mg/kg

Com relagdo aos efeitos e efeitos adversos (Tabela 1), observou-se que no grupo
intravenosohouve efeitos como rigidez muscular e midriase todos os animais. J& no grupo
Intranasal, a sialorréia foi o efeito mais observado. Estes efeitos cessaram antes de 20 minutos
de observacdo.O estresse causado pela manipulacdo excessiva foi observado em todos 0s
animais, em ambas as vias de administracdo, caracterizando-se por relutancia para ficar
posicionado em decubito esternal, relutdncia em manter 0 membro toracico extendido para a

coleta do sangue

Tabela 2. Efeitos adversos observados em gatos apos a administracdo de cetamina pela via

intranasal (5mg/kg) e intravenosa (2 mg/kg) durante o periodo de avaliacdo de oito horas.

Parametros Intranasal N = 6 Intravenoso N =5
Midriase 1 4
Rigidez muscular 0 5
Sialorréia 5 0
Decubito 2 5

Os dados referentes aos parametros farmacocinéticos estdo representados na Tabela 2.
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Tabela 3.Pardmetros farmacocinéticos da cetamina em gatos apds a administracao de pela via
intranasal (5mg/kg) e intravenosa (2 mg/kg), obtidos pelo método de método cromatografia
liquida em tandem acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS).

A - Desvio Padrdo - Desvio
PARAMETROS Média (1V) (V) Média (IN) padrao (IN)
ASC de zero ao infinito (h.ng.ml) 86085,338 18507,12865 95723,25833 26847,08926
% da curva extrapolada (%) 11,766 4,592899955 10,13 2,886936092
Valor de Clearance para adm IN (h.ng.ml) X X 253,3916667 64,74674584
Valor de Clearance paraadm IV (ml.h) 107,972 30,73925699 X X

Cmax (ng.ml) 1992,612 516,2744396 710,89 164,1525063
Valor do t/2 de 300,838 122,2009495 183,22 73,31336904
eliminacgdo (h)
Tmax (h) 20 0 16,66666667 16,66666667
Vd/F = volume de

X X 70695,92833 38864,95583

Distribuicéo/biodi
spnibilidade (ml)

As Figuras 3 (TIN) e 4 (TIV) ilustram as curvas de concentragdo plasmatica de
cetamina em fungao do tempo. E possivel observar que o pico de concentragdo plasmatica na
administracdo intranasal ocorreu aos 10 minutos, patamar alcancado pela administracdo
intravenosa aos 20 minutos. Convém salientar que a Cmax de um farmaco € determinada a
partir da curva de concentracdo pelo tempo e tem sua variacdo de acordo com a via de
administracdo, dosagem, tempo decorrido desde a adinistracdo (Tmax), distribuicdo e
eliminacdo (TOZER e ROWLAND, 2009).

ApoOs a administracdo de cetamina, foi observada diferenca significativa de
concentracdo plasmaética entre as vias de administracdo apenas no intervalo entre 10 e 20
minutos ap6s o término da administracdo, ndo havendo diferencas significativas de
concentracdo plasmatica entre os grupos apos 30 minutos de administracao.

A estimativa da biodisponibilidade absoluta (F) foi realizada pela relacdo entre a area
sob a curva dos dois tratamentos, considerando as diferentes doses, e a absoluta média pela

VIN nos seis animais foi de 44%.
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Figura 3 - Dados obtidos através das amostras de plasma de gatos apds a administracéo de
cetamina pela via intranasal (05mg/kg), obtidos pelo método de método cromatografia
liguida em tandem acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS), coletadas antes (TO0),
e 2, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 240, 360 e 480 minutos (T2 a T480) apds a administracdo do
farmaco.

A avaliacdo dos parametros farmacocinéticos foi dividida entre os diversos parametros
calculados para ambas as vias de administracdo. Nao foi encontrada diferenca significativa
nos parametros Cmax, Tmax, ASCO0-250 e ASCO-c entre os grupos.Os valores de clearance
tendem a ser menores para a via de administracdo intravenosa.Também ndo foi encontrada

diferenca significativa entre os tempos de meia-vida entre as vias de administracao.



28

3000 ® Ketamine
Norketamine

2500

20004 |

Y

(@)

o

o
1

1000 +

500 — E

Ketamine (ng.mL™")

@

o)
NS

o

0 100 200 300 400 500
Time (minuts)

Figura 4.Dados obtidos através das amostras de plasma de gatos apds a
administracdo de cetamina pela via intravenosa (2mg/kg), obtidos pelo metodo de
método cromatografia liquida em tandem acoplada a espectrometria de massa (LC-
MS/MS), coletadas antes (TO0), e 2, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 240, 360 e 480 minutos
(T2 aT480) apos a administracdo do farmaco

E possivel obsservar que 0 a concentracdo plasmatica méaxima (Cmax) foi de
aproximadamente 650ng/ml no TIN, porém essa concentracdo se manteve pelo periodo
méaximo de 50 minutos, reduzindo bruscamente. Contudo, o0s niveis plasmaticos se

mantiveram acima de 200 ng/ml por aproximadamente 120 minutos.

3. DISCUSSAO

A analise farmacocinética é fundamental no estudo da terapéutica de qualquer
farmaco. Neste estudo foi possivel observar o perfil da cetamina quando administrada pela via
intranasal em gatos.

Na maioria dos estudosfarmcocinéticos em gatos a coleta de amostras é realizada por
meio de cateter venoso central, como a metodologia descrita por Carvalho (2012, pp. 209). A
despeito disso, a metodologia adotada de coleta por acesso venoso periférico pela veia
cefalica com cateter 20G,possibilitou a coleta em volume adequado para analise, com minima

dificuldade. Esta técnica é vantajosa, tendo em vista que ndo ha necessidade de anestesi para a
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implantacdo do cateter, com menor risco ao animal.

O local de coleta pode interferir nos pardmetros farmacocinéticos como foi
demonstrado por Hedges e colaboradores (2014). No referido estudo os autores observaram
que em gatos que receberam buprenorfina pela via transmucosa oral, a concentracdo
plasmatica maxima, a area sob a curva e a biodisponibilidade eram menores quando as
amostras foram coletadas da veia safena (HEDGES et al., 2014).A coleta de sangue periférico
também pode explicar a diferenca observada para a biodisponibilidade da cetamina pela via
intranasal relatada em cées (147.65+49.97%), relatada por Vlerick e colaboradores (2020), ja
que os mesmos obtiveram amostras da veia jugular(VLERICK et al., 2020).

A baixa biodisponibilidade pode ter sido resultado da absorcdo parcial do farmaco
administrado (MASSONE, 2003). Contudo, a concentracdo plasmatica minima para produzir
efeito antinociceptivoé de 100ng/ml (BERGADANO et al., 2009). Foi possivel observar que a
concentracdo plasmatica obtida pela pela via intranasalsuperou 0s pardmetros necessarios para
se obter analgesia, e se manteve acima destes valores por umperiodo de aproximadamente 240
minutos, o que demonstra o potencial da via para estudos analgésicos.

Com relagdo aos efeitos e efeitos adversos observados, a salivagcdo observada éuma
caracteristica dos farmacos classificados como dissociogénicos ou dissociativos que sao
representados na classe das ciclo-hexaminas (FANTONI et al., 1999; MASSONE, 2003).
Contudo, o fato de ter sido apresentada especialmente pelos animais quando receberam a
cetamina pela via intranasal, pode ser resultado de uma migracdo do farmaco para a
orofaringe. Ndo ha valores descritos na literatura do volume maximo capaz de saturar a
mucosa nasal me gatos, mas no homem este valor € descrito como algo em torno de
150mcg/L (PANAGIOTOU eMYSTAKIDOU, 2014).

Além disso, 0 aumento de tonus muscular podem ocorrer devido a dose utilizada e a
administracdo Unica da cetamina, sem associacdes.(ORI et al.; 1999), contudo estes efeitos
amenizaram-se em menos de 20 minutos. Estas observacfes sdo compativeis com o rapido
declinio da concentracdo plasmatica da cetamina, resultado similar aos estudos realizados em
humanos adultos e infantes relatados por Clements e Nimno (1981).

Por outro lado, é possivel postular que mediante administracdo de farmacos por via
intranasal, e sua eventual absorcdo direta para 0 SNC, resulte que o efeitoscentrais, como a
antinocicepcdo, sejam alcancadosmesmo com niveis plasmaticos menores que 0s comparados

aos obtidos pela via intravenosa (ZONCA, 2012). Neste sentido, é valido investigar
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associacOes farmacoldgicas para administracdo intranasal, visando areducdo de doses,
minimizando efeitos colateraistHANNA et al., 1988).

Para os resultados farmacocinéticos, os percentuais que puderam ser observados para a
curva extrapolada de AUCs&o, por via intravenosa, 11,76% = 4,59 (h-ng/mL™) e porvia
intraintranasal (h-ng/mL™) 10,13% + 2,88.Zonca, em estudo realizado em gatos (2012)
aplicando cetamina porvia intravenosa bolus 2mg/kg seguido de infusdo continua de
10mg/kg/min  onde o wvalor foi de 7,62 <+ 207 (h-ng:mL™%), refinando,
posteriormente(ZONCAEet al., 2012),0svalores pra concentracdo maxima da cetamina de 5.73
+ 1.83 (ng-mL™*), com a administracdo de ketofol pela via intravenosa, bolus 2mg/kg e
infusdo continua de mcg/kg/hora em gatos.No presente estudo, essa concentracao
atingiul992,61(ng-mL™) pela via intravenosa e 710,89(ng-mL™*) pela via intranasal.
Levando-se em conta queameia vida de eliminacao pela via intranasal em nosso estudo foi de
300,838 (h), enquanto pela via intravenosa restou constatada ter sido 183,22 (h), estabelece-se
relacdo com Nolan et al., (1996) ao relataruma t%2 de cerca de 90 min para cetamina apos
infusdo simultdnea com propofol, enquanto em gatos, isso foi de cerca de 78 min apds bolus
IV Unico de cetamina isolada (HANNAet al., 1988).

Apesar dos dados fornecidos pelo fabricante, ndo é possivel afirmaro tamanho das
goticulas administradas do farmaco administrado pela via intranasal nos animais, contudo,
espera-se que o dispositivo utilizado tenha fornecido goticulas de tamanho inferior a 200nm, o
que seria ideal para a aplicacdo intranasal por possuirem elevada area de contato com o
epitélio nasal, 0 que promoveria uma absorcdo mais eficiente e consequentemente uma eficaz
entrega farmacologica ao cérebro (KAUR et al., 2020; KATDARE et al., 2020; SHAH B et
al., 2016).

Outro fator a se levar em consideracdo € a viscosidade dos farmacos administrados
pela via intranasal porque podem interferir diretamente no tempo da permanéncia dentro da
cavidade nasal, otimizando a absorcdo, e minimizando os incovenientes da clearance da
mucosa nasal (GABA et al., 2019; KATDARE et al., 2020). Sendo assim, faz-se necessario
estudos a respeito da mudanca na formulacdo ou adicdo de nano e microemulsdes
mucoadesivasa cetamina administrada pela via intranasal, € possivel que a biodisponibilidade

aumente com consequéncia de uma liberacdo mais lenta.
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4. CONCLUSAO

Por meio desse estudo, foi possivel concluirmos que a biodisponibilidade da
cetamina administrada pela via intranasal em gatosfoi de 44%, com tempo para concntragdo
maxima (Tmax) de 16,66666667h e concntracdo maxima (Cmax) de 710,89ng/ml. A
Administracdo pela via intranasal alcanga um pico plasméatico menor, porém mais duradouro

ecom menores efeitos adversos
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6. ANEXOS

6.1. Anexo 1

Universidade Estadual de Maringa

- Universidade L ..
9, Estadual de Comissdo de Etica no
r Maringa Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DA BIODISPONIBILIDADE E FARMACOCINETICA DA CETAMINA ADMINISTRADA
PELA VIA INTRANASAL EM GATOS", protocolada sob o CEUA n° 3292020621 (b 003059), sob a responsabilidade de Marilda Onghero
Taffarel e equipe; Victoria Paradela Pereira Motta; Fernanda Ferreira da Silva; Flavio Augusto Vicente Seixas; Andréa Diniz - que
envolve a producao, manutengao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi APROVADA pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) na
reuniao de 10/06/2021.

We certify that the proposal "Evaluation of the bioavailability and pharmacokinetics of ketamina administrered by intranasal via in
cats”, utilizing 10 Cats (males and females), protocol number CEUA 3292020621 o oo30s9), under the responsibility of Marilda
Onghero Taffarel and team; Victéria Paradela Pereira Motta; Fernanda Ferreira da Silva; Flavio Augusto Vicente Seixas; Andréa
Diniz - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the State University of Maringa (CEUA/UEM) in the
meeting of 06/10/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 06/2021 a 08/2021 Area: Dmv-Medicina Veterinaria

Origem: Hospital Veterinario da UEM
Espécie: Gatos sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 10 anos N: 10
Linhagem: SRD Peso: 4a6kg

Local do experimento: O experimento sera desenvolvido no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Maringa, campus de
Umuarama - PR.

Maringa, 09 de agosto de 2022

N/

Profa. Dra. Tatiana Carlesso dos Santos Prof. Dr. Antonio Campanha Martinez
Coordenadora da CEUA/UEM Coordenador Adjunto da CEUA/UEM
Universidade Estadual de Maringa Universidade Estadual de Maringa

Av. Colombo, 5790, UEM-PPG, sala 4. CEP: 87020-900, Maringa-PR - tel: 55 (44) 3011-4597
Horario de atendimento: 2% a 62, das 13h30 as 17h30, exceto datas/reunides : e-mail: ceea@uem.br
CEUA N 3292020621
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6.2 Anexo 2 - ARTIGO REVISTA CIENCIA RURAL

Evaluation of bioavailability and pharmacokinetics of intranasal ketamine in cats
Avaliacao da biodisponibilidade e farmacocinética da cetamina administrada pela
via intranasal em gatos
Fernanda Ferreira da Silva® Victoria Paradela Pereira Mota!” Marilda Onghero

Taffarel?> Flavio Augusto Vicente Seixas® Andrea Diniz®

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the bioavailability and pharmacokinetics of
ketamine after intranasal administration in a feline experimental model. For this purpose, six
healthy cats (5 males and 1 female) were distributed in a crossover design into two groups:
Ketamine 2 mg/kg intravenously (IVT); and ketamine 5 mg/kg by the intranasal route (TIN).
For pharmacokinetic analysis, blood was collected from the cephalic vein at the times before
(T0), and 2 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 120 min, 240 min, 360 min and 480
min (T2 to T480 ) after drug administration. The effects of ketamine bioavailability after
pharmacological administration were evaluated by measuring plasma concentration using
liguid chromatography technology followed by mass spectrometry (LC-MS/MS) with
intranasally administered ketamine bioavailability in cats being of the order of 44%, with time
to maximum concentration (Tmax) of 16.66666667h and maximum concentration (Cmax) of
710.89 ng/ml. The samples submitted for analysis showed that the bioavailability of ketamine
administered intranasally was of a magnitude compatible with that administered

intravenously.
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliara biodisponibilidade e farmacocinética da cetamina apés
a administracdo pela via intranasal em modelo experimental felino. Para tanto foram
utilizados seis gatos saudaveis (5 machos e 1 fémea), distribuidos em delineamento cruzado
em dois grupos: Cetamina 2 mg/kg pela via intravenosa (TI1V); e cetamina 5 mg/kg pela via
intranasal (TIN). Para anélise farmacocinética foi coletado sangue da veia cefalica nos tempos
antes (T0), e 2 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 120 min, 240 min, 360 min e 480
min (T2 a T480) ap6s a administracdo do farmaco. Os efeitos da biodisponibilidade da
cetamina ap6s a administracdo farmacologica foram avaliados por meio da dosagem da
concentracdo plasmatica usando a tecnologia de cromatografia liquida seguida de
espectrometria de massas (LC-MS/MS) combiodisponibilidade da cetamina administrada pela
via intranasal em gatos sendo da ordem de 44%, com tempo para concntracdo maxima (Tmax)
de 16,66666667h e concentracdo maxima (Cmax) de 710,89ng/ml. As amostras submetidas a
analise mostraram que a biodisponibilidade da cetamina administrada pela via intranasal foi

de magnitude compativel com a administrada por via intravenosa.

Palavras-chave: cetamina, norcetamina, biodisponibilidade, farmacocinética, felinos.

INTRODUCAO
A etapa inicial no desenvolvimento de um novo medicamento consiste na obtencdo de
informacBes a partir de ensaios farmacocinéticos, os quais fornecem dados sobre a sua

eficacia e seguranca, o que auxilia no controle e ajuste das doses (IOANNIDIS, 2019). A
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administracdo de medicamentos de forma ndo-invasiva pode proporcionar uma abordagem
mais amistosa do paciente (RAJSHREE et. Al., 2011). A via intranasal (VIN) € utilizada na
pratica médica, especialmente em pacientes pediatricos, e tem sido cada vez mais aplicada a
rotina médica veterinaria (DI SALVO et. Al., 2020). O uso desta via apresenta-se como uma
alternativa segura e eficaz para a entrega de diversos medicamentos de acordo com estudos ja
realizados em humanos (CORRIGAN et. Al., 2015).

Quando administrados através da via oral e parenteral, os medicamentos sofrem o efeito
do metabolismo de primeira passagem com degradacdo enzimética e depuracdo sistémica,
respectivamente reduzindo a biodisponibilidade dos mesmos (SURBER et.al.,, 2011). Os
farmacos que sdo administrados pela via intranasal (VIN) desprezam os fatores de depuragéo
sisttmicos que limitam seus efeitos. Existe uma conexdo direta entre a regido do olfato e o
ceérebro, sendo assim, é a via ideal para administracdo de farmacos que contenham moléculas
que atuem diretamente no sistema nervoso central (SNC) (RAJSHREE et. Al., 2011).

Ao dispensarem a acdo da barreira hematoencefalica sobre a sua cinética, os farmacos
sdo entregues diretamente ao cérebro através dos nervos trigémeo e olfatério presentes na
mucosa nasal e tém seu aproveitamento de maneira mais eficiente (LOCHHEAD et. Al,
2015; CUNHA et. Al,, 2017). E sabido que, além de promover uma réapida absorcéo, que
associada a auséncia do metabolismo hepatico de primeira passagem, a administracdo pela
VIN pode também aumentar a biodisponibilidade do farmaco, sendo assim, existem vantagens
para que essa via de administracao se torne cada vez mais usada nos ambulatérios veterinarios
(ILLUM, 2003; DJUPESLAND, 2013; WARNKEN et. Al., 2016; DALE et. Al., 2002;
GILLESPIE et. Al., 2018).

Farmacologicamente classificada como um anestésico dissociativo, a cetamina é

habitualmente utilizada para inducdo e manutencdo anestésica, além de promover analgesia e
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anti-hiperalgesia no periodo peri e trans-operatério (SARRAU et. Al., 2007; WAGNER et.
Al., 2002). Em um estudo realizado em humanos a administracdo da cetamina pela via
intranasal para o tratamento da dor aguda, em comparacdo com o fentanil administrado pela

mesma via, se fez tdo eficaz quanto o fentanil (GRAUDINS et.al., 2015).

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Maringa, sob protocolo CEUA/UEM Protocolo n° 3292020621 (Anexo I1). Foram
utilizados seis gatos, fémea e machos, sem raca definida, com peso medio de 4,63kg = 0,63 e
idade 2,83 £ 1,47, que ndo apresentavam alteragcdes clinicas detectaveis nos exames pré-
estabelecidos. Os critérios de incluséo abrangeram animais comprovadamente higidos e que
obtiveram o0s exames fisicos (parametros fisiologicos), laboratoriais (hemograma,
trombograma e leucograma) e dosagem serica dos bioquimicos (creatinina e alanina-
aminotransferase). As amostras obtidas foram colhidas através de puncédo da veia jugular, na
qual foi realizada antissepsia prévia com algodao e alcool 70%, em seguida os animais foram
posicionados em decubito lateral e com o auxilio de seringas descartaveis de trés mL, agulhas
0,70x25, sem anticoagulante, as amostras foram obtidas,. Posteriormente a puncéo, a amostra
de sangue para 0 hemograma foi dispensada no tubo de hemograma com EDTA k2 dissddico
de 0,5ml (Vacuplast®) previamente identificada com os dados dos animais na quantidade de
0,5ml de amostra sanguinea, na qual a amostrar foi levemente homogenizada com leves
movimentos de gangorra para que houvesse um total contato do sangue com o anticoagulante.
Para as amostras dos bioquimicos, o sangue foi dispensado em tudo estéril com ativador de
coagulo de 4ml (Injex Acuo®) na quantidade de 2ml de amostra e posteriormente

centrifugados em centrifuga de bancada durante 4 minutos na rotacdo de 3.000RPM. Os
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resultados se encontraram dentro do padrdo da normalidade para todas as amostras
(SCHALM, 2000 e KANEKO, 2008)

Para avaliagio foram realizados dois tratamentos, a saber: tratamento pela via intranasal
(TIN) - administracdo de cetamina racémica (Laboratério Konig® S.A. Santa Cecilia, S&o
Paulo — SP, Brasil) na dose de 5mg/kg, e tratamento intravenoso (T1V), administracdo de
cetamina racémica na dose de 2mg/kg. Todos os animais receberam os dois tratamentos de
forma aleatdria, com 15 dias de intervalo entre as coletas.

Antes da administragdo dos tratamentos, os animais foram mantidos em restrigdo
alimentar de 12 horas e com &gua a disposi¢cdo, acomodados em gaiolas hospitalares
adaptadas para o bem estar e diminuicdo do estresse, com caixa de areia, cama acolchoada e
local para se esconderem dentro das caixas de transporte. Em ambos 0s grupos, 0s animais
tiveram os dois membros toracicos, direito e esquerdo tricotomizados e foi realizada a
antissepsia prévia com gaze e alcool 70%. A veia cefalica do membro toracico direito foi
cateterizada com cateter venoso periferico 20G (Nipro® Medical LTDA, Sorocaba, SP),
fixados com esparadrapo (Cremer® S/A, Blumenal - SC), e ocluidos com Adaptador PRN
(BD® Becton Dickinson Industrias Cirdrgicas LTDA, Séo Paulo - SP) com conector plug-
macho.

Apos a fixacdo, o acesso venoso foi lavado com 0,25ml de solugdo heparinizada na
proporcao de 0,1ml de heparina sddica (Hemofol®- 5000Ul/ml Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos, LTDA) para 100 ml de Solugédo Salina a 0,9% (Medaxo® Medibt Comércio e
Distribuidora LTDA, S8o Paulo - SP) a fim de evitar a formacdo de codgulos. Todos o0s
animais que receberam o tratamento (TIN) tiveram as narinas previamente lavadas com

Solucéo Salina 0,9% no volume de 0,3ml uma hora antes da aplica¢do da cetamina.
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Para a administracdo intranasal, foi utilizado um adaptador atomizador traqueal de
mucosa pediatrico (Royal Tech® Distribuidora Hospitalar e Farmacéutica LTDA, Boqueirdo
— SP) (Figura 1), com espaco morto do sistema (0,13 ml) previamente preenchido. O
dispositivo possibilita a obtencdo de goticulas com 30 a 100 microns. Antes da administracdo
do farmaco, uma mesa de aco inox foi preparada para receber os animais protegida com tapete
higiénico e foram utilizados cobertores com o cheiro dos proprios animais sendo também
borrifados com Feliway Classic Spray® (Feliway, Ceva Animal Health LTDA, Sogeval S.A.)
que contém o feromdnio sintético felino, deixando assim 0s animais mais confortaveis para a
manipulagdo.Posteriormente, os gatos forampostos a mesa e envolvidos com 0s cobertores,
principalmente na regido cervical, e tiveram a cabeca hiperextendida para tras (Figura 2). Em
seguida a administracdo da cetamina pela via intranasal foi executada. O volume total do
farmco foi igualitareimente dividido e administrado 50% em cadas narina. A posi¢do de
hiperextensdo foi mantida pelo periodo de um minuto apos a administracdo da cetamina, a fim
de facilitar a dispersao posterior do farmaco.

Para a administracdo da cetamina intravenosa (VIV), foi realizado garrote manual no
membro toracico esquerdo a fim de melhorar a localizacao e visualizacdo da veia cefalica, em
seguida a cetamina foi aplicada com o auxilio de uma seringa descartavel estéril de 1 ml
(BD® Plastipak) e agulha hipodérmica, imediatamente o garrote foi desfeito para que
ocorresse a dispersdo do farmaco.

Para coleta das amostras sanguineas, primeiramente era feita a lavagem do sistema
cateter-adaptador PRN da veia cefalica direita (previamente cateterizada) com 0,25ml de
solucdo salina 0,9%, a fim de remover possiveis coagulos. Apds, era coletado 0,5 ml de
sangue e descartado, a fim de extrair a solu¢do administrada. Posteriormente com o auxilio de

um leve garrote acima da fixacdo do cateter e com uma seringa de 1 ml acoplada a uma
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agulha hipodérmica foi realizado a coleta de sangue na quantidade de 1 ml. Esse volume foi
depositado no micro tubo de Eppendorf®, previamente heparinizado, e centrifugado em um
periodo maximo de 60 minutos. Em seguida o acesso venoso foi lavado com 0,5 ml de
solucdo heparinizada, para evitar obstru¢cdo ou formacdo de coagulo. As amostras foram
obtidas antes (T0) e 2, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 240, 360 e 480 (T2 a T480)minutos apos a
administracao dos farmacos.

As amostras foram centrifugadas em uma microcentrifuga de bancada (MedMax® Spin
Max SH120, Barueri — SP) na velocidade de 3.000rpm durante 10 minutos. Apds a
centrifugacdo o plasma foi pipetado com micropipeta ajustaveis (IkaPette® Gilson, Franca) e
ponteiras de 1000ul (Alfa-Lab, Brasil),e depositado em microtubo de Eppendorf®,sendo
armazenados em um ultra freezer com a temperatura de (-80°C) até o final do experimento,
para que no futuro passassem pelo processamento das amostras para a analise cinética.

A analise das amostras sanguineas foi executada atravésdo método cromatografia
liguida em tandem acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS) (STYLOS, 2017).

Para analise ndo compartimental foi adotada a abordagem NCA para o calculo dos
parametros farmacocinéticos foi realizada no programa PKanalix®2019R2 (Lixoft, Ltd.
Antony, FR/Simulations Plus, Ltd. Lancaster, CA, US).

A abordagem ndo compartimental (NCA), , €, com grande frequencia baseadanos
principios da andlise de sistema linear, e sdo usados, em geral, para divisar as propriedades:
estimativa de parametros farmacocinéticos (CHEUNG e PENG, 2009) como a area sob a
curva de concentracdo plasmatica (AUC) com integracdo matematica de dados empiricos;
relacdo entre a taxa de entrada e concentracdo sistémica do farmaco; descricdo da fase

terminal do tempo de concentracdo dofarmaco.
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Um total de cento e dez (110) observacGes plasmaéticas provenientes de seis (06) gatos
foram utilizadas para a analise NCA e o0s seguintes parametros farmacocinéticos foram
calculados:

ASCO-t (ug.h/mL): Area sob a curva do tempo zero ao Gltimo tempo de concentragio
mensuravel;

ASCt-oo (ug.h/mL): Area sob a curva do tltimo tempo medido ao infinito (chamada de
ASC extrapolada);

ASCO-o (png.h/mL): Area sob a curva do tempo zero ao infinito;

Cmax (ng/mL): Pico da concentragdo plasmatica;

tmax(h): Tempo que ocorre o pico da concentracdo plasmatica;

Az (h-1): Constante de eliminagdo de primeira ordem;

t1/2 Az (h): Tempo de meia-vida;

CL/F (L/h): Clearance aparente;

V/F (L/kg): Volume aparente de distribuicao;

O valor da biodisponibilidade absoluta foi calculada utilizando o valor médio da ASCO-
oo de cada um dos tratamentos em relacao as doses testadas, como apresentada na equagao 1.

F=([ASC]_(0-IN)-[Dose]_IV)/([ASC]_(0-IV)-[Dose]_IN )

onde F é o fator de biodisponibilidade (valor entre 0-1), [ASC)_(0-IN)¢é a area sob a
curva média de zero ao infinito da administragdo intranasal; [ASC]_(0-0IV)¢ a area sob a
curva média de zero ao infinito da administracdo intravenosa; [[Dose)_IVé a dose média
intravenosa e [[Dose)]_IN é a dose média intravenosa. Para a obtencdo do percentual

biodisponivel, o valor de F foi multiplicado por 100.
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Realizou-se o tratamento estatistico de dados obtidos através programa GraphPad Prism
v.5.0. No estudo da farmacocinética estimaram-se os pardmetros, inclusive comparativos

entre as vias de administrag&o.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram avaliados seis animais com peso médio 4,63kg + 0,63 e idade 2,83 + 1,47,
saudaveis e com resultado de exames pré-estabelecidos dentro dos valores de referéncia para a
espécie. Para via intravenosa foram avaliados cinco animais. O um animal foi retirado do
estudo por estresse excessivo.De forma geral os gatos toleraram relativamente bem a
administracao intranasal, a despeito do stress geral causado pela manipulacdo em ambos 0s
tratamentos e o volume médio de cetamina administrado pela via intranasal foi de 05mg/kg

Com relacdo aos efeitos e efeitos adversos , observou-se que no grupo
intravenosohouve efeitos como rigidez muscular e midriase todos os animais. Ja no grupo
Intranasal, a sialorréia foi o efeito mais observado. Estes efeitos cessaram antes de 20 minutos
de observacdo.O estresse causado pela manipulacdo excessiva foi observado em todos os
animais, em ambas as vias de administracdo, caracterizando-se por relutancia para ficar
posicionado em decubito esternal, relutdncia em manter o membro toracico extendido para a
coleta do sangue.

As Figuras 3 (TIN) e 4 (TIV) ilustram as curvas de concentracdo plasmatica de
cetamina em funcdo do tempo. E possivel observar que o pico de concentracdo plasmatica na
administracdo intranasal ocorreu aos 10 minutos, patamar alcancado pela administracdo
intravenosa aos 20 minutos. Convém salientar que a Cmax de um farmaco é determinada a

partir da curva de concentracdo pelo tempo e tem sua variacdo de acordo com a via de
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administracdo, dosagem, tempo decorrido desde a adinistracdo (Tmax), distribuicdo e
eliminagdo (TOZER e ROWLAND, 2009).

Apds a administracdo de cetamina, foi observada diferenca significativa de
concentracdo plasmatica entre as vias de administracdo apenas no intervalo entre 10 e 20
minutos ap6s o término da administracdo, ndo havendo diferencas significativas de
concentracdo plasmatica entre os grupos apéds 30 minutos de administracéo.

A estimativa da biodisponibilidade absoluta (F) foi realizada pela relacdo entre a area
sob a curva dos dois tratamentos, considerando as diferentes doses, e a absoluta média pela
VIN nos seis animais foi de 44%.

A avaliacdo dos parédmetros farmacocinéticos foi dividida entre os diversos
parametros calculados para ambas as vias de administracdo. N&o foi encontrada diferenca
significativa nos parametros Cmax, Tmax, ASC0-250 e ASC0-w entre os grupos.Os valores
de clearance tendem a ser menores para a via de administracdo intravenosa. Também néo foi
encontrada diferenca significativa entre os tempos de meia-vida entre as vias de
administracao.

E possivel obsservar que o a concentracio plasmatica méaxima (Cmax) foi de
aproximadamente 650ng/ml no TIN, porém essa concentracdo se manteve pelo periodo
maximo de 50 minutos, reduzindo bruscamente. Contudo, os niveis plasmaticos se

mantiveram acima de 200 ng/ml por aproximadamente 120 minutos.

DISCUSSAO
A andlise farmacocinética é fundamental no estudo da terapéutica de qualquer
farmaco. Neste estudo foi possivel observar o perfil da cetamina quando administrada pela via

intranasal em gatos.
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Na maioria dos estudosfarmcocinéticos em gatos a coleta de amostras é realizada por
meio de cateter venoso central, como a metodologia descrita por Carvalho (2012, pp. 209). A
despeito disso, a metodologia adotada de coleta por acesso venoso periférico pela veia
cefalica com cateter 20G, possibilitou a coleta em volume adequado para analise, com minima
dificuldade. Esta técnica é vantajosa, tendo em vista que ndo ha necessidade de anestesi para a
implantacdo do cateter, com menor risco ao animal.

O local de coleta pode interferir nos parametros farmacocinéticos como foi
demonstrado por Hedges e colaboradores (2014). No referido estudo os autores observaram
que em gatos que receberam buprenorfina pela via transmucosa oral, a concentracao
plasmatica maxima, a area sob a curva e a biodisponibilidade eram menores quando as
amostras foram coletadas da veia safena (HEDGES et al., 2014).A coleta de sangue periférico
também pode explicar a diferenca observada para a biodisponibilidade da cetamina pela via
intranasal relatada em cées (147.65+49.97%), relatada por Vlerick e colaboradores (2020), ja
gue os mesmos obtiveram amostras da veia jugular(VLERICK et al., 2020).

A baixa biodisponibilidade pode ter sido resultado da absorcdo parcial do farmaco
administrado (MASSONE, 2003). Contudo, a concentracdo plasmatica minima para produzir
efeito antinociceptivoé de 100ng/ml (BERGADANO et al., 2009). Foi possivel observar que a
concentracdo plasmatica obtida pela pela via intranasalsuperou o0s parametros necessarios para
se obter analgesia, e se manteve acima destes valores por umperiodo de aproximadamente 240
minutos, o que demonstra o potencial da via para estudos analgésicos.

Com relacdo aos efeitos e efeitos adversos observados, a salivacdo observada éuma
caracteristica dos farmacos classificados como dissociogénicos ou dissociativos que sao
representados na classe das ciclo-hexaminas (FANTONI et al., 1999; MASSONE, 2003).

Contudo, o fato de ter sido apresentada especialmente pelos animais quando receberam a
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cetamina pela via intranasal, pode ser resultado de uma migracdo do farmaco para a
orofaringe. Ndo ha valores descritos na literatura do volume méximo capaz de saturar a
mucosa nasal me gatos, mas no homem este valor é descrito como algo em torno de
150mcg/L (PANAGIOTOU eMYSTAKIDOU, 2014).

Além disso, 0 aumento de tonus muscular podem ocorrer devido a dose utilizada e a
administracdo Unica da cetamina, sem associacdes.(ORI et al.; 1999), contudo estes efeitos
amenizaram-se em menos de 20 minutos. Estas observa¢des sao compativeis com o rapido
declinio da concentracdo plasmatica da cetamina, resultado similar aos estudos realizados em
humanos adultos e infantes relatados por Clements e Nimno (1981).

Por outro lado, é possivel postular que mediante administragdo de farmacos por via
intranasal, e sua eventual absorcao direta para 0 SNC, resulte que o efeitoscentrais, como a
antinocicepcao, sejam alcangcadosmesmo com niveis plasmaticos menores que 0s comparados
aos obtidos pela via intravenosa (ZONCA, 2012). Neste sentido, é valido investigar
associagdes farmacoldgicas para administracdo intranasal, visando areducdo de doses,
minimizando efeitos colateraistHANNA et al., 1988).

Para os resultados farmacocinéticos, os percentuais que puderam ser observados para
a curva extrapolada de AUCsdo, por via intravenosa, 11,76% + 4,59 (h-ng/mL™") e porvia
intraintranasal (h-ng/mL™") 10,13% + 2,88.Zonca, em estudo realizado em gatos (2012)
aplicando cetamina porvia intravenosa bolus 2mg/kg seguido de infusdo continua de
10mg/kg/min  onde o wvalor foi de 7,62 £ 207 (h-ng-mL™"), refinando,
posteriormente(ZONCAet al., 2012),osvalores pra concentracdo maxima da cetamina de 5.73
+ 1.83 (hg'mL™'), com a administragdo de ketofol pela via intravenosa, bolus 2mg/kg e
infusdo continua de mcg/kg/hora em gatos.No presente estudo, essa concentracdo

atingiu1992,61(ng-mL!) pela via intravenosa e 710,89(ng-mL™!) pela via intranasal. Levando-
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se em conta queameia vida de eliminagdo pela via intranasal em nosso estudo foi de 300,838
(h), enquanto pela via intravenosa restou constatada ter sido 183,22 (h), estabelece-se relacéo
com Nolan et al., (1996) ao relataruma t% de cerca de 90 min para cetamina ap6s infuséo
simultanea com propofol, enquanto em gatos, isso foi de cerca de 78 min ap6s bolus 1V Unico
de cetamina isolada (HANNAet al., 1988).

Apesar dos dados fornecidos pelo fabricante, ndo é possivel afirmaro tamanho das
goticulas administradas do farmaco administrado pela via intranasal nos animais, contudo,
espera-se que o dispositivo utilizado tenha fornecido goticulas de tamanho inferior a 100nm, o
que seria ideal para a aplicacdo intranasal por possuirem elevada area de contato com o
epitélio nasal, 0 que promoveria uma absorcdo mais eficiente e consequentemente uma eficaz
entrega farmacologica ao cérebro (KAUR et al., 2020; KATDARE et al., 2020; SHAH B et
al., 2016).

Outro fator a se levar em consideracdo € a viscosidade dos farmacos administrados
pela via intranasal porque podem interferir diretamente no tempo da permanéncia dentro da
cavidade nasal, otimizando a absorcdo, e minimizando os incovenientes da clearance da
mucosa nasal (GABA et al., 2019; KATDARE et al., 2020). Sendo assim, faz-se necessario
estudos a respeito da mudanca na formulacdo ou adicdo de nano e microemulsées
mucoadesivasa cetamina administrada pela via intranasal, € possivel que a biodisponibilidade

aumente com consequéncia de uma liberacdo mais lenta.

CONCLUSAO

Por meio desse estudo, foi possivel concluirmos que a biodisponibilidade da
cetamina administrada pela via intranasal em gatosfoi de 44%, com tempo para concntracao
méaxima (Tmax) de 16,66666667h e concntracdo maxima (Cmax) de 710,89ng/ml.

A Administracdo pela via intranasal alcanga um pico plasmatico menor, porém mais
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duradouro e com menores efeitos adversos.

COVER LETTER

a) Qual o problema cientifico estudado neste manuscrito?

Pouca referéncia bibliografica disponivel para comparacdo dos resultados.

b) Qual a abordagem empregada para resolver o problema estudado?

Utilizamos trabalhos realizados em outras species como reféncia.

¢) Quais os principais resultados/conclusdes do estudo que possam encorajar ao editor
enviar 0 manuscrito para revisores?

Estudo inédito, que nos mostrou que a cetamina adminitrada pela via intranasal em gatos néo
se mostrou ter maior biodisponibilidade comparando com a via intravenosa, poréem a
concentracdo maxima e meia vida foram mais lentas, a partir desses resultados podemos
pensar em outras formulacGes farmacoldgicas que podem contribuir para a sua dispersao
ocorrer de forma mais lenta.

d) Qual ¢ a contribuicdo a ciéncia que justifica a publicagdo do manuscrito como artigo
na Ciéncia Rural?

Através desse trabalho, ampliamos o conhecimento sobre o comportamento da cetamina
administrada pela via intranasal em felines, sendo assim, esses resultados podem contribuir
para que novos trabalhos e estruturacdes possam ser reengenhadas a fim de se obter resultados

mais precisos.

CONTRIBUICAO DOS AUTORES
Todos os autores contribuiram igualmente para a concepc¢éo e redacdo do manuscrito. Todos

0S autores revisaram criticamente 0 manuscrito e aprovaram a versao final.
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