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RESUMO

A cetamina ¢ usada clinicamente em criangas gravemente doentes como adjuvante da sedagao,
apesar dos efeitos psicodélicos que caracterizam essas drogas analogos da fenciclidina. Poucos
estudos relatam as consequéncias em longo prazo da sedagdo por cetamina em altas doses
durante o neurodesenvolvimento, cujas alteragdes comportamentais ja foram observadas. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi investigar as repercussdes em longo prazo no
comportamento de ratos expostos ao protocolo de sedagao com cetamina no periodo da infancia.
Vinte e um ratos Wistar machos (22 DPN) receberam cetamina (40 mg/kg/dia; intraperitoneal;
n=11) ou solugdo salina (n = 10). Dezesseis dias apds o término do protocolo de administracao,
os animais foram submetidos aos testes comportamentais do campo aberto, tarefa de
reconhecimento de novo objeto, labirinto em cruz elevado (LCE), e nado for¢cado. Os animais
que receberam o protocolo de cetamina aumentaram a deambulacao espontanea, mensurada
através da distancia central percorrida e o rearing no campo aberto. Além disso, aumentaram o
numero de entradas nos bragos abertos ¢ a avaliagao de risco (RA) no LCE. No teste de nado
forgado, exibiram maiores escores no tempo de imobilidade, caracteristico de comportamento
do tipo depressivo. Este estudo demonstrou pela primeira vez os efeitos comportamentais
deletérios em longo prazo, tais como depressao e aumento da avaliagdo de risco, exibidos pelo
protocolo de sedagdo com cetamina em modelo de murinos na infancia. Este estudo
experimental responde a algumas perguntas e “pde em xeque” a seguranga da cetamina. Uma
melhor compreensao dos efeitos adversos da cetamina na pediatria € uma preocupagao para a
saude publica e pode fornecer novos insights sobre estratégias de prevengao e novas abordagens

terapéuticas em neuropsiquiatria e terapia intensiva.

Palavras-chave: sedacdo, cetamina, comportamento, pediatria, abstinéncia, depressao, infancia.



ABSTRACT

Background: Clinically, ketamine is used in critically ill children as an adjunct to
sedation, albeit the psychedelic effects which characterizes these phencyclidine-like drugs. Few
studies have reported the long-term consequences elicited by sedation by ketamine at high doses
during the neurodevelopment, which behavioural changes has been reported. Our hypothesis
was that ketamine PICU protocol exposure in infancy would have long-term repercussions on
behavioural adolescence. Methods: Twenty-one male Wistar rats (22 PND) received ketamine
(40 mg/kg/day; intraperitoneally; n=11) or saline (n=10). After sixteen days of administration
protocol, animals were submitted to behavioural tests through open field, elevated plus maze
(EPM), object recognition, and forced swimming tasks. Results: Animals that received
ketamine protocol increased the central distance travelled and rearing in open field apparatus,
as a well as the number of entries on open arms and the risk assessment (RA) in EPM
equipment. In forced swimming test, ketamine animals exhibited higher scores in immobility
time. Conclusion: Our study demonstrated for the first time the long-term hazardous effects as
depression and increased risk assessment displayed by ketamine sedation protocol in infant
murine models. This experimental study answers some questions and put in check the safety of
ketamine. A better understanding of danger effects of ketamine in infant is a concern for public
health and may provide new insights into prevention strategies and novel therapeutic

approaches in neuropsychiatry and intensive care unit.

Keywords: Sedative, ketamine, behavioural, paediatric, withdrawal, depression, infancy
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1 INTRODUCAO

Como “impressdes na areia”, as repercussoes em longo prazo nos pacientes pos alta da
Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP) costumam ser dotadas de grande curiosidade
quanto a sua génese, visto que, doengas psicoldgicas estdo sendo identificadas mesmo apds

anos de alta da unidade (KO et al., 2022).

Pesquisas sobre esse tema surgem, pois a UTIP é composta de pacientes pediatricos
estratificados em diferentes faixas etdrias iniciando no periodo pré-natal (da concepgdo ao
nascimento) e findando na adolescéncia (10 a 20 anos). Nesse interim tem-se o periodo pds-
natal: neonato (0-28 dias), lactente (29 dias a 2 anos), pré-escolar (2 a 7 anos) e escolar (7 a 10

anos) (LOPEZ, LAURENTYS-MEDEIROS, 2001, apud NARDES, PASTURA, 2021).

Esses individuos recebem constantemente analgosedativos, durante o periodo de
internagdo, devido a ocorréncia de intervengdes associadas ao desconforto fisico/emocional
com duragdo prolongada, como a ventilagdo mecanica invasiva (SPEROTTO et al., 2021;
TESSARI et al., 2022). Essa e outras intervengdes como procedimentos invasivos de inser¢ao
de sondas e catéteres, assim como o uso de muitos medicamentos simultaneamente, ¢ ambiente
com barulho e luz em excesso, tornam a UTIP um ambiente estressor (MONDARDINTI et al.,

2023).

Visando o conforto na terapia intensiva pediatrica, a fim de nortear a escolha dos
medicamentos com melhor efeito terapéutico, minimizando condutas com subdoses ou
sobredoses que geram dor e angustia/agitagdo durante uso, ou delirium e sindrome de
abstinéncia iatrogénica na retirada, estudos como o de Van Dijk e Ista (2022) direcionaram
novas estratégias com ferramentas de avaliagdo numéricas. Porém, a inexisténcia da
padronizagdo de protocolo de sedoanalgesia na UTIP em nivel mundial, resulta em maior
atencdo as diretrizes que sdo constantemente revisadas sobre o tema (MONDARDINI et al.,

2023).

Como pioneira, em 2006, a Sociedade de Terapia Intensiva Pediatrica indicou como
arsenal terapéutico opiodides, benzodiazepinicos, hidratato de cloral, anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINEs) e farmacos alfa 2 agonista (clonidina) (PLAYFOR et al., 2006). Apos dez
anos, a Sociedade Européia de Terapia Intensiva Pediatrica e Neonatal (ESPNIC) identificou

ferramentas de avaliacdo para vigilancia de analgesia, sedacdo, delirium e abstinéncia
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(HARRIS et al., 2016). Somente em 2022 surgiram recomendacdes formais do uso da cetamina
na UTIP com a Sociedade Italiana de Anestesia Neonatal e Pediatrica e Cuidados Intensivos
(SARNePI) que a recomendou para sedacdo dificil, e a Society of Critical Care Medicine
(SCCM) que indicou a cetamina como segunda escolha na sedagdo (AMIGONI et al., 2022;
SMITH et al., 2022). Porém, qual o fundamento de seu uso?

1.1 USO CLINICO DA CETAMINA

A cetamina foi criada na década de 60 pelo farmacéutico americano Calvin Stevens no
laboratorio Parke & Davis, derivada de uma substancia psicodélica, a fenciclidina (PCP)
(SMITH; LARIVE; ROMANELLI 2002; MORGAN; CURRAN, 2011). Em 1999, seu uso
passou a ser terapéutico, por ter efeito analgésico, sedativo e anestésico, de forma dose
dependente, e classificado em nivel III de seguranca por possuir moderado potencial de abuso
(ANNETA et al., 2005; CORAZZA; ASSI; SCHIFANO, 2013; DEA, 2023). Em margo de
2019, a Food and Drug Adminstration (FDA) aprovou a esketamina, o S-enantiomero da
cetamina, para depressao resistente ao tratamento (KIM et al., 2019). A figura 1 apresenta uma

linha do tempo do surgimento da cetamina.

Linha do tempo — Um breve histdrico da cetamina

Sintesede § | Efitode | : Nivellll | | *Guidelines |
PCP i “anestésico i i (DEA) i i deUTIP

: dissociativo” :

..........................

1962 1965 1983 1999 2019

Sintese de Mecanismo i Aprovado
i cetamina { i deagdodo i isomero S
.......................... PCP . | (FDA)

.....................................................
*SCCM (Society of Critical Care Medicine) e SARNePI (European Society of Pediatric and Neonatal Intensive Care).

Figura 1 - Um breve histérico da cetamina. Fonte: protocolo de pesquisa adaptado de

VOLLENWEIDER; KOMETER, 2010.

Essa metamorfose do recreativo para o terapéutico tornou a cetamina um potencial para
uso na UTIP. Desse modo, sua seguranca comecou a ser questionada em estudos como o de
Tessari e cols. (2022) que evidenciaram baixa repercussdo hemodindmica no protocolo
ketamine infusion Sedation Study (KISS). No entanto, suas propriedades farmacologicas tornam

compreensivel a dualidade de sua seguranca.
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1.1.1 Estrutura quimica

A cetamina ¢ quimicamente conhecida como [2-O-clorofenil-2-(metilamino)
ciclohexanona]. E uma mistura racémica composta por igual quantidade de dois isémeros (R-
e S- enantiomeros), imagens especulares entre si que nao sao sobreponiveis. Devido a existéncia
de apresentacdes dos medicamentos na forma racémica e como S-isdmero, as investigagcdes das
afinidades com receptores e possiveis efeitos tem ocorrido. Como exemplo, a dextrocetamina,
isomero-S, tem maior afinidade em antagonizar o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) do
que o isdmero -R e portanto apresenta menos efeitos indesejaveis em longo prazo, tais como
alteracdes cognittivas e relacionadas aos efeitos psicodélicos por precisar de menores doses
para ter efeito analgésico ou anestésico (JELEN et al., 2021; VOLLENWEIDER, KOMETER,
2010).

Segundo Bonaventura e cols. (2021), o enantidmero -S tem maior afinidade aos
receptores opidide mu e kappa no cortex pré-frontal (CPF), que resulta em hiperlocomogao, e
aumento da atividade metabolica e do tonus de dopamina no cortex pré-frontal medial (mPFC),
0 que justifica um maior risco de abuso. O R- isdmero, ainda em estudo, demonstrou maior
afinidade com receptor do acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico (AMPA),
reduzindo o tempo de imobilidade e hiperlocomoc¢do em testes com animais, sugerindo menor
risco de adicdo e efeito antidepressivo (BONAVENTURA et al., 2021). A figura 2 ilustra os

isomeros e suas propriedades.

H 2-O-clorofenil-2-(metilamino) ciclohexanona FM = C;H,,CINO

\
0

(S)-KET

Maior afinidade em antagonizar o : == :
= vern, 3 F—— Melhor efeito analgésico e sedativo
0|

A 0

receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) do

e com menores doses

Maior afinidade aos receptores opidide mu e (SHET v

)
kappa no CPF e aumento da atividade MebN M | ey Maior risco de abuso
metabolica e tonus de dopamina no CPFm @\O
s
. . L . RrKeT
Maior afinidade com receptor do acido a- o ‘ Efei id :
. . . . H
amino-3-hidroxi-5-metil-4- Me\N" —_— M A a:t.l e(liares;l e
isoxazolpropidnico (AMPA) i sHiokeloto deadican

Figura 2 - Formula molecular da cetamina e caracteristicas farmacodinamicas de seus enantidmeros. Fonte:

Protocolo de pesquisa.
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1.1.2 Farmacocinética da cetamina com énfase na pediatria e UTIP

Peculiaridades pediatricas como alteragdo na composi¢do corporal e imaturagdo de
orgdos e sistemas tornam a cinética das drogas menos previsivel do que no adulto (VAN DEN
ANKER et al., 2018; VALENTINE, KUMMICK, 2022). Essas alteracdes sao mais evidentes
na fase neonatal. Ja na idade entre 5 e 15 anos a ligag¢do protéica e o estado de equilibrio ndo

diferem de forma estatisticamente significante do adulto (DUARTE, 1994).

A farmacocinética envolve absor¢ao, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao/eliminagao
de drogas. Em UTIP ocorre influéncia na absorc¢ao por fatores especificos do paciente como pH
gastrico, fluxo sanguineo regional, area de superficie, motilidade e estado de ingestao
nutricional. Por isso, alternativas de administracdo devem ser consideradas no doente critico
que forneca absor¢ao completa ou 100% de biodisponibilidade (VALENTINE, KUMMICK,
2022).

A via terapéutica prioritdria de administragdo da cetamina com 100% de
biodisponibilidade ¢ a intravenosa, podendo ser realizada em infusdo continua ou intermitente,
pois seu tempo de meia-vida € curto (7 a 11 minutos). Outras vias de administragdo, tais como
intramuscular, retal e peridural também séo utilizadas (CARTAGENES et al., 2019; GALES;
MAXWELL, 2018; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). Devido a via de uso
determinar a biodisponibilidade, estudos avaliaram que a via oral tem se assemelhado a
sublingual e bucal em 26% (SIMONS, 2022). O conhecimento de outras vias contribui com a
pratica segura para alternativa futura de substitui¢do a via intravenosa. Porém, devido ao seu
efeito dissociativo, o uso recreativo tem se expandido, possuindo diversas vias, inclusive a

inalatoria (CARTAGENES et al., 2019).

Dados especificos na pediatria sdo escassos, mas sabe-se que em criangas, adolescentes
e adultos, a via intranasal apresenta biodisponibilidade de 35 a 50%. O tempo de pico no plasma
em criancas de 2 a 9 anos varia conforme a via de administragdo em aproximadamente 20
minutos para intranasal e 45 minutos para retal. Em criangas de 2 a 6 anos, se for realizado a
administragdo pela via intranasal, o efeito sedativo inicia em 5 a 8§ minutos com duragdo de 34
a 46 minutos. Se a via oral for escolhida, o inicio da sedacdo ¢ dependente da dose (menor

tempo com maior dose) (TAKETOMO, 2022).

Em modelos animais, a cetamina ¢ comumente administrado por via intraperitoneal,

subcutineo ou intraventricular. A via intraperitoneal ¢ rapidamente absorvida, pois envolve
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uma superficie ampla e ricamente vascularizada, sendo assim os fArmacos chegam a circulacao

sist€émica com velocidade elevada (FANTONI; CORTOPASSI, 2008).

A cetamina com seu peso molecular de 238 g/mol, pKa 7.5 e apenas 27% de ligacao
proteica confere caracteristicas de ampla solubilidade em 4gua e lipidios, permitindo sua
formulagdo em solugdo aquosa, apresentando facilidade em atravessar a barreira
hematoencefalica, atingindo niveis séricos no Sistema Nervoso Central (SNC). Por isso, possui
facil distribuicao pelo corpo com volume de distribuicdo médio ponderado de 252L/70 kg (95%
CI, 200 a 304 L/70 kg e depuracao média ponderada de 79 L/h (a 70 kg; 95% CI, 69 a 90 L/h a
70 kg), para valores alométricos entre criancas (KAMP et al., 2020).

Como a composi¢dao da agua corporal varia amplamente durante o crescimento, a
cetamina apresenta um menor volume de distribui¢do na pediatria em comparag¢ao com o adulto
(SIMONINI et al., 2022). Na UTIP, alteragdes no débito cardiaco, fluxo sanguineo regional,
permeabilidade capilar e volume tecidual afetam a distribuicdo da droga (VALENTINE,
KUMMICK, 2022). A figura 3 ilustra a composi¢ao corporal conforme a faixa etaria.

MINERAIS = 2.0% 32% 3.0% 42% 43% 5.5% 4.0%
GORDURA = 6.0% e [l W W P —
PROTEINA = 12.0% 224% . 0% 18.0% 30.0%
134% 17.3% 18.1% :
134% 16.5%
12.0%

AGUA =»| 80.0% ;
70.0% 61.2% 64.8% 64.6% 60.0%

54.0%
PREMATURO NEONATO 1ANO 10 ANOS 15 ANOS ADULTO IDOSO
2KG) (3,5 KG) (10 KG) (B1KG) (60 KG) (70 KG) (65 KG)

Figura 3 — Composicao corporal conforme a faixa etdria. Fonte: Adaptado de BECHARD, WROE,
ELLIS, 2008.
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Ap6s rapida distribuigdo, cerca de 80% do processo de excre¢do da cetamina ocorre pela
metabolizacdo hepatica pelo citocromo P450, no qual seus principais metabdlitos estao

apresentados na figura 4.

(S)‘KET (R)- KET
Me HN MeH N
(o} (0]
MeHN ? OH MeHN,, wOH
@L CYP2A6 | | | CYP2A6 »,
Cl / (S)-Ketamine (R)-Ketamine \
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Figura 4 — Foérmula estrutural da cetamina e seus enantiomeros e metabolitos. Legenda: HK,
hidroxicetamina; HNK, hidroxinorcetamina; DHNK, dehidronorcetamina. Fonte: Protocolo de pesquisa.

Seus metabolitos tém atividades independentes do antagonismo do receptor NMDA,
podendo alterar a fun¢do de circuitos neurais de dominios cognitivos por meio de mecanismos
unicos (ZANOS et al., 2016; RIGGS et al., 2021). A norcetamina, quando administrada por via
intravenosa, atinge pico de concentracao sanguinea em 30 minutos, tem 1/5 a 1/3 da poténcia
da cetamina, podendo prolongar seu efeito se realizada infusdo continua ou doses repetidas,
uma vez que, a meia-vida de eliminacio é de aproximadamente cinco horas. E metabolizada
principalmente pelo CYP3A4, mas também por CYP2C9 e CYP2B6 (FANTONI;
CORTOPASSI, 2008; MION; VILLEVIEILLE, 2013; WRIGHT, ANDERSON, 2022).

A diminuic¢do da atividade enzimética do sistema citocromo P450 presente em neonatos
e criancas de até 1 ano de idade, assim como em pacientes de UTIP com hipotermia e
queimaduras, revela a necessidade de maiores doses para atingir um efeito mais duradouro de

sedacdo (VALENTINE, KUMMICK, 2022).
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Por sua vez, a excrecdo pela urina e fezes na sua forma inalterada corresponde a 10%
da sua biodisponibilidade. No entanto, outras formas de excre¢do sdo possiveis, tais como a
intestinal (pela bile) e pulmonar (CARTAGENES et al., 2019; GALES; MAXWELL, 2018).
Na pediatria a taxa de filtracdo glomerular varia conforme a faixa etdria, porém ¢ na
neonatologia que se encontra a menor taxa, assim como menor excrec¢ao biliar por diminuicao
de enzimas transportadoras. Na UTIP tanto a disfunc¢ao renal quanto hepética pode prolongar a
depuracao e a eliminacao da droga e aumentar sua meia-vida (VALENTINE, KUMMICK,
2022). A figura 5 ilustra a farmacocinética da cetamina.
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Figura 5- Farmacocinética da cetamina com énfase na faixa etaria pediatrica e na Unidade de Terapia

Intensiva pediatrica. Fonte: Protocolo de Pesquisa.

1.1.4 Farmacodinimica durante e apds a biodisponibilidade da cetamina

Por sua vez, o efeito da cetamina no organismo foi inicialmente elucidado em 1983 por
meio de seu precursor, a fenciclidina, como antagonista dos receptores NMDA. A inibi¢ao nao
seletiva da cetamina no receptor pds-sindptico impede o influxo de calcio para a célula
neuronal, impedindo a despolariza¢do sinaptica e consequentemente afetando o potencial de

longa duragdo (KOHRS; DURIEX, 1998).

Posteriormente, a cetamina demonstrou agir de forma direta e indireta mais abrangente,
além do antagonismo ndo competitivo do receptor NMDA, interferindo no receptor dcido gama-
aminobutirico (GABA) dos interneurdnios gabaérgicos, ativando o receptor AMPA, alterando
a sinalizacao do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e tropomiosina quinase B, além
do alvo mamifero do complexo 1 da rapamicina (mTORCT1) (LI etal., 2010). Na via gabaérgica,
a cetamina ¢ agonista dos receptores gabaérgicos, gerando propriedades anestésicas. Além

disso, este anestésico ¢ ativador dos receptores AMPA, apresentando rapido efeito
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antidepressivo (LI; VLICIDES, 2016; NATOLI, 2020). Como antagonista do receptor NMDA,
a cetamina gera anestesia dissociativa, amnésia, inibicdo da percepc¢ao do sensorio e analgesia,

além de produzir efeito de hipnose quando inibe canais ciclicos ativados por hiperpolarizagcdao

(HCN) (LI; VLICIDES, 2016; NATOLI, 2020).

Além disso, a cetamina também tem como alvo a sinalizagdo da quinase regulada por
sinal extracelular, seguido da glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3) e rompimento da habénula
lateral (NUNES-PEREZ et al., 2021; YANG et al., 2018). Outros mediadores neuroquimicos
afetados sdo os sistemas de receptores monoaminérgicos, opioides, colinérgicos e
adenosinérgicos. Sabe-se que o sistema adenosinérgico esta envolvido na reducdo da atividade
motora produzida pela cetamina, por meio do receptor A2a de adenosina (MANDRYK et al.,
2005). Tanto os efeitos terapéuticos quanto adversos sao compreendidos quando comparamos
os alvos da cetamina nos diversos locais de acdo. Na via opioide, a cetamina ¢ agonista dos

receptores opioides mu, gama, kapa e sigma, exercendo efeito de antinocicepgao central.

Outro mecanismo associado a cetamina € o bloqueio de canais dependentes de voltagem
de sodio, causando redugdo da atividade parassimpatica, efeito inotropico negativo cardiaco
(por redugao da entrada de calcio), e efeito analgésico na dor neuropatica (por inibicao do fluxo
de potéssio). Apresenta ainda efeitos relacionados a presenca de taquicardia, por inibi¢do da
recaptagdo de noradrenalina no transportador; hiperlocomo¢do e comportamentos
estereotipicos por inibir a recaptagdo da dopamina; e efeitos antidepressivos, por inibi¢ao da
recaptacdo de serotonina. A cetamina ainda pode antagonizar receptores nicotinicos e
serotoninérgicos, assim como ser agonista parcial do receptor D2 dopaminérgico (LI;

VLICIDES, 2016; NATOLI, 2020).

Existe interagdo do receptor NMDA com outros receptores. Quando a cetamina bloqueia
o receptor NMDA que recebe aferéncia do neuroénio nociceptivo primdrio ativado na periferia;
esse receptor que estd no neurdnio sensorial de segunda ordem no corno dorsal da medula
espinhal ir4 atenuar o desenvolvimento da sensibilizagdo central, garantindo a tolerancia aos

opidides e hiperalgesia, demonstrando uma ag¢ao analgésica (NATOLI, 2020).

Outra interacdo ¢ conhecida como teoria da desinibicdo em que o receptor NMDA
presente em um interneurdnio gabaérgico sofre antagonismo pela cetamina. Essa desinibicao
promove liberagdo de glutamato em regido cortical que estimulam células piramidais por meio

de receptores NMDA e AMPA liberando BDNF, causando um efeito antidepressivo
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(VOLLENWEIDER; KOMETER, 2010). A figura 6 abaixo exemplifica os mecanismos de

acdo da cetamina ainda biodisponivel no organismo.
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Figura 6 - Mecanismo de agdo da cetamina. Painel A representa interagdo do NMDAR com receptor
opidide. Painel B representa um diagrama dos agonistas marcados em azul, antagonista em vermelho, bloqueio
em verde e inibigdo em laranja. Painel C representa a teoria da desinibicdo: Interag@o gabaérgica e receptor AMPA.
Painel D representa em vermelho a interagdo da cetamina com as vias dopaminergicas, serotoninérgicas,
muscarinicas e opidides na inibicédo (-) ou estimulagdo (+) Legenda: NMDA, N-methyl-D-aspartato; AMPA, acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico; GABA, acido gama-aminobutirico; HCN, canais ciclicos
ativados por hiperpolarizagdo; D2R, Receptor D2 de dopamina ; RND, recaptagdo de noradrenalina-dopamina;
RS, recaptacdo de serotonina; nAChRs, receptores nicotinicos de acetilcolina; AR, receptor de adenosina; SHT2,
receptor SHT2. Fonte: Adaptado de NATOLI, 2022; VOLLENWEIDER; KOMETER, 2010; KOBAYASHI et al.,
2022.

Os efeitos da cetamina no organismo humano continuam mesmo quando esta nao esté
mais biodisponivel. Apds sua retirada, conhecida como withdrawal e traduzida em portugués
por abstinéncia, os efeitos costumam ser antagdnicos na liberacdo de neurotransmissores e
ativacdo de receptores, alterando transmissoes sinapticas. A figura abaixo exemplifica o efeito
da superexpressao ou upregulation dos receptores NMDA apoés retirada da cetamina e do
aumento de glutamato na fenda sinética, com superestimulacdo da sinalizag¢do intracelular de
segundos mensageiros como resultado do influxo de calcio, que acarreta excitotoxicidade com

estresse oxidativo, dano mitocondrial e celular (MACHADO-FERRARO et al., 2022).
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A figura 7 exemplifica os efeitos da retirada da cetamina.
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Figura 7 — Mecanismo de neurotoxicidade induzida pela retirada da cetamina, withdrawal. Fonte:

Adaptado de Machado-Ferraro et al., 2022.

Os efeitos da retirada da cetamina também geram toxicidade em receptores NMDA ndo
neuronais como os astrocitos (HOGAN-CANN, ANDERSON, 2016). Nesse momento, a
liberagdo de dopamina e serotonina ¢ inibida alterando outras transmissdes sindpticas além da
glutamatérgica (KOBAYASHI et al., 2022). A figura 8 ilustra a farmacodinamica pos retirada

da cetamina.

@ Ketamine
@Ethanol

Figura 8 — Farmacodinamica na abstinéncia da cetamina. Os pontos em vermelho mostram a interferéncia
da retirada da cetamina na sindpse glutamatérgica (cor verde), dopaminérgica (cor amarela) e serotoninérgica (cor
rosa), além de efeitos no astrdcito e no interneurdénio gabaérgico. Fonte: KOBAYASHI et al., 2022.

1.2 EFEITOS FARMACOLOGICOS E INDICACOES TERAPEUTICAS

No contexto farmacodinamico, ¢ compreensivel a abrangéncia do uso da cetamina em
diversas areas como na psiquiatria, pneumologia, anestesiologia, urgéncia e emergéncia e em
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terapia intensiva pediatrica, demonstrando seguran¢a no uso agudo (SIMONINI et al., 2022;

MIDEGA et al., 2022; NATOLI, 2021).

Por apresentar agdao broncodilatadora, a cetamina ¢ indicada para asma grave, porém
nao ¢ primeira escolha e ndo ha estudos que sustentem seu uso na exacerbagao da asma severa
(EAS) (LA VIA et al., 2022). Por sua vez, no estado de mal epilético, a cetamina em infusao
continua e altas doses pode ser um candidato potencial em futuros ensdios clinicos como

terceira e quarta linha de escolha (HOWING, RAFI, HAKMEH, 2022).

Outra finalidade terapéutica para a cetamina envolve patologias de estresse cronico
baseada em sinapses, como exemplo o transtorno depressivo maior. Doses agudas da cetamina
mostraram efeito antidepressivo que podem perdurar por semanas, por ativagdo pos-sinaptica

do glutamato, alterando a plasticidade neuronal (ABDALLAH; KRYSTAL, 2020).

Na terapia intensiva pediatrica, 78% da recomenda¢do do uso da cetamina ¢ como
analgosedativo (SPEROTTO et al., 2021). Um dos manuais mais utilizados em terapia intensiva
pedidtrica indica que a cetamina produz um estado cataléptico no qual o paciente ¢ dissociado

do ambiente circundante por agdo direta no cortex e no sistema limbico (TAKETOMO, 2022).

Mondardine e cols. (2023) indicaram a cetamina para procedimento invasivo e sedagio
no estresse prolongado, e considera o desmame também na hora da retirada. Os ultimos
guidelines orientam seu uso como sedativo de segunda escolha e adjuvante na sedagdo dificil
(AMIGONI et al., 2022; SMITH et al., 2022). A primeria escolha como sedativo ¢ a
dexmedetomidina, conhecido como precedex, um alfa-2 agonista de maior custo que a cetamina

(TURUNEN et al., 2015).
1.3 TOXICOLOGIA DO USO DE CETAMINA: REPERCUSSOES DELETERIAS

Kobayashi e cols. (2022) apontaram efeitos adversos da cetamina no cérebro, coragao e
rim, considerados orgaos nobres, além de comprometimento pulmonar e hepatico. Entre as
alteragdes investigadas destaca-se a psicose, depressao e alteragcdes cognitivas relacionadas a
memoria de trabalho. A figura 9 exemplifica o contraste de efeitos terapéuticos e deletérios da

cetamina.
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Figura 9 — Efeitos deletérios e terapéuticos da cetamina. Em caixa amarela estdo alguns dos efeitos

deletéreos e em caixa verde os terapéuticos. Fonte: Protocolo de pesquisa.

Macgraf e cols. (2022) explicam a relagao de disfun¢ado glutamatérgica com a génese de
doengas neuropiquiatricas. A cetamina tem sido comparada a um “interruptor” que excita
neurdnios adormecidos e inativa neuronios anteriormente excitados, justificando danos no
processamento sensorial responsavel pelo estado dissociativo (CICHON et al., 2023). Portanto,
observando as alteragdes mencionadas sobre o sistema nervoso central seria perigosa sua

recomendacao na pediatria?
1.4 CEREBRO EM DESENVOLVIMENTO

Na infancia a neurofisiologia de 2 a 3 anos de idade, fase pré-escolar, apresenta maior
expressao de subunidades de receptores NMDA, pico de taxa de mielinizagdo, densidade
sinaptica 50% maior comparada com a idade adulta, atingindo 90-95% do peso do cérebro de
um adulto. Na fase escolar (4 a 11 anos de idade) ocorre maturagdo estrutural
(fracionamento/especializacao das redes neurais do cortex pré-frontal) e volume maximo de
massa cinzenta e espessura cortical (SEMPLE et al., 2013; WHO, 2023). Sinapses
glutamatérgicas sdo essenciais durante o desenvolvimento do cértex mamifero na proliferacao
neuronal. Essa ¢ a justificativa da maior expressdo do receptor NMDA na infancia, pois
neurdnios excitatorios sdo compostos desses receptores tanto pré- quanto poOs-sindpticos

(PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 2013).

Em contrapartida, ainda na faixa etaria pediatrica, ocorre uma neurofisiologia diferente

que ocorre na adolescéncia. Nesta fase, ha reducao da densidade sinaptica, pois atinge um platd
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no nivel do adulto, assim como refinamento dos circuitos cognitivo-dependentes, mielinizagao
continua, aumento do volume da substancia branca e anisotrofia fracionada (SEMPLE et al.,

2013; WHO, 2023).

Ainda na adolescéncia, em modelos pré-clinicos, foram encontradas maiores
quantidades de receptores dopaminérgicos (upregulation) no nicleo acumbens (NAc)
comparado aos da idade adulta. O NAc faz parte do sistema dopaminérgico mesolimbico
cortical conhecido por ser um sistema de recompensa, relacionada ao uso e abuso de

substancias, que ao liberar dopamina gera efeitos reforcadores (ANDRADE et al., 2018).

A fase da adolescéncia ¢ marcada por comportamentos de impulsividade, labilidade
emocional e busca pelo perigo, coordenados por trés principais areas: o CPF, a amigdala e o
estriado, respectivamente Acredita-se que um desequilibrio na integragdo das estruturas
corticais e subcorticais pode ser uma hipdtese para comportamentos de risco nos adolescentes

(ANDRADE et al., 2018).

Portanto, em todo o periodo da pediatria ocorre a reorganizagdo intrinseca da estrutura
e fungdo do cérebro, ou seja, ocorre a neuroplasticidade, no qual este processo ¢ regulado por
mecanismos que vao além da neurogénese (que ocorre durante a fase intrautero até¢ um ano de
idade humano), tais como remodelamento dendritico, remielinizacdo e sinaptogénese que
continuam até os 20 anos de idade (SAMPLE et al., 2013; QIAO, LIU, QIE, 2023, p.3) (Figura
10).
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Figura 10 — Mecanismos relacionados a neuroplasticidade com respectiva faixa etaria. Fonte: Protocolo
de pesquisa adaptado de SEMPLE et al., 2013 e QUIAO, LIU,QIE, 2023.
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Ligada a neuroplasticidade, mecanismos celulares como os astrocitos e a microglia sdo
responsaveis pelo remodelamento dos circuitos cerebrais durante o desenvolvimento por meio
de podas. Expresso pelos astrécitos, o0 S100 beta (S100B) € considerado um fator neurotréfico,
pois quando ha um dano, este mediador cumpre o papel de protecdo neuronal. De fato, ensaios
clinicos identificaram alteracdo nos niveis de S100B no liquor cefalorraquidiano (LCR) de

pacientes com lesdo neuronal (O'LEARY; MECHAWAR, 2021).

O BDNF também esta relacionado a plasticidade neuronal, por isso relacionado as
doencas do neurodesenvolvimento e psiquiatricas (AUTRY, MONTEGGIA, 2012). Segundo
Rauti e cols. (2020), a superexpressdo intracelular de BDNF participa do desenvolvimento

neuronal induzindo a maturagdo de sinapses excitatdrias e inibitorias no hipocampo.

Mecanismos moleculares como o telomero estdo relacionados a alteragdes epigenéticas
e estas envolvem a plasticidade neuronal, pois a telomerase contribui para a regulacao dos
principais mecanismos nas células, incluindo sobrevivéncia celular, expressao génica, vias de
transducdo de sinal, metabolismo mitocondrial e, consequentemente, resposta ao estresse
(ROMANIUK et al., 2019). Além de ser um marcador de envelhecimento, tem associacdo na
oncologia em terapéutica e progndstico do cancer, e na psiquiatria apos tratamento de depressao
com a cetamina (CAVALCANTE; CAVALCANTE; OLIVEIRA, 2020; DOGAN; FORSYTH,
2021; SILVA et al, 2022). Diante do exposto, a cetamina poderia interferir no

neurodesenvolvimento?
1.5 CETAMINA NO NEURODESENVOLVIMENTO

Se conjectura que substancias psicotropicas podem levar a repercussdes
comportamentais quando exposta durante a infancia e adolescéncia, que sdo estagios/janelas de
idade criticos de desenvolvimento, alterando processos de maturacdo e plasticidade (GUERRI;
PASCUAL, 2010; MARCO; MACRI; LAVIOLA, 2011; OLNEY et al., 2002). Por meio de
evidéncias experimentais in vivo, sabe-se que a neurotoxicidade causada pela cetamina envolve
uma desregulacdo da neurogénese em nivel celular e molecular de célcio e superexpressdo da
citocina NeuroD (KALOPITA et al., 2021). Portanto, interferéncias no neurodesenvolvimento
podem ocorrer apds seu uso. Todavia, a maioria dos ensaios clinicos com sedativos na UTIP
questionam repercussoes relacionados a abstinéncia e delirium, comportamentos dentro da

unidade de efeito agudo (FAZIO et al., 2022; PARK et al., 2019; TESSARI et al., 2022).

Kissila Marvia Matias Machado Ferraro Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 14



A fim de identificar repercussdes emocionais € cognitivas, estudos pré-clinicos com
testes de comportamento validados tém sido extensamente explorados. Recentemente,
Cartagenes e cols. (2019; 2022) mostraram que fémeas de roedores adolescentes, tratadas com
S-cetamina durante trés dias em pequenas doses apresentavam comportamento do tipo
depressivo e ansiogénico na abstinéncia precoce, assim como alteragdes no estresse oxidativo

hipocampal e no cortex pré-frontal (CPF).

A cetamina também ¢ modelo de esquizofrenia no animal quando administrado na fase
neonatal (JAVITT; ZUKIN, 1991; JAVITT et al., 2012). Dentro desse modelo foi analisado o
estresse nitrosativo no CPF e no hipocampo, identificando alteragdes nos niveis de 6xido nitrico
sintase (NOS), que ¢ um mecanismo relacionado a apoptose neuronal (TRENDER et al., 2023;

MOGHADDAM et al., 2021).
1.6 EFEITOS NEGATIVOS DA CETAMINA DE LONGO PRAZO

Evidéncias de exposicdo prolongada a cetamina durante o desenvolvimento neuronal
induziram a morte celular por acimulo de célcio intracelular, por aumento da subunidade NR1,
estresse oxidativo e resposta inflamatdria pela ativagao de fator nuclear kappa B (NF-kB), uma
vez que ha upregulation dos receptores NMDA, interfererindo no potencial de longa duragao
(LTP) (WANG et al., 2016). Também foi observado um efeito dual na excitabilidade e inibi¢ao
sinaptica quando administrado a curto e longos intervalos, porém as avaliagcdes foram agudas

ou na sua maioria realizadas na forma de administragdes intrattero (LEE et al., 2020).

Neste sentido, com o objetivo de identificar um padrao diferenciado de alteragdes, um
relato de caso do nosso grupo apontou, ap6s alta hospitalar, atraso de linguagem e motor em
médio prazo na infincia em um lactente que fez uso de cetamina na UTIP (MACHADO-

FERRARO et al.,2022). Mas por que estudar repercussdes em um maior prazo?

Esse interesse nos efeitos em longo prazo da cetamina surgiram dos estudos pré-clinicos
com macacos, porcos, ratos que apontaram déficits de comportamento apds exposicdo aguda
de cetamina na fase neonatal que se estenderam a fase adulta (JEVTOVIC-TODOROVIC,
2013; PAULE et al., 2011).

A administracdo de S-cetamina em camundongos gravidas induziu um fendtipo
relacionado ao transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH) e comportamento

semelhantes a depressdo em camundongos descendentes (ZHANG et al., 2022). Repercussdes
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na adolescéncia apds anestesia repetida com cetamina durante o neurodesenvolvimento
culminou em aumento da atividade do hipocampo (mudangas duradouras na excitagao/inibi¢ao
sindptica, desequilibrio E/I) e aumento na recompensa da droga em camundongos machos, ou

seja levou a um comportamento de adi¢ao (CUI et al., 2022).

Diante do exposto, esta pesquisa investigou as consequéncias comportamentais na
adolescéncia, em longo prazo, do uso subagudo da cetamina na infancia, em dose para
analgosedagdo, visando simular o protocolo observado no paciente critico pediatrico. As
repercussdes avaliadas foram emocionais e cognitivas como ansiedade, depressao, memdria,
assim como andlise de risco, por meio de testes comportamentais validados em murinos, visto
que nossa hipotese ¢ a existéncia de alteragdo em longo prazo mesmo apo6s intervengdes além

do periodo neonatal/intratitero.
2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os efeitos comportamentais em longo prazo na adolescéncia apos

administracao de dose sedativa de cetamina na infancia em modelo experimental in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Identificar os efeitos em longo prazo da cetamina:
o na locomogao espontanea nos adolescentes murinos por meio do teste de
campo aberto;
J na memoria de curto prazo nos adolescentes murinos por meio da tarefa
de reconhecimento de objetos;

J no comportamento relacionado a ansiedade nos adolescentes murinos por
meio do teste de labirinto em cruz elevado;

o na avaliagdo de risco/assumir riscos (risk taking) nos adolescentes
murinos por meio do teste de campo aberto e labirinto em cruz elevado;

o no comportamento do tipo depressivo nos adolescentes murinos por meio

do teste Nado Forgado.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Vinte e um ratos Wistar machos com 21 dias pos-natal (DPN) pesando 30 a 62 gramas
foram mantidos sob luz e temperatura controladas (22 + 2 °C; ciclo claro/escuro de 12 h) com
comida e agua ad libitum. Os animais foram randomizados em dois grupos (controle e
cetamina) e ambientados no periodo de 24h antes do protocolo de administragio. O
procedimento experimental seguiu o Guia Nacional de Instituto da Satide para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratério e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal

Experimental da Universidade Federal do Pard com licenga de numero: 2770260521 (em

anexo).

3.2 PROTOCOLO DE SEDACAO COM CETAMINA

Antes do inicio dos testes, cada animal foi identificado individualmente pela marcacao

da respectiva cauda, segundo o cédigo abaixo indicado (Figura 11).
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Figura 11 - Codigo de marcag@o das caudas dos animais. Em vermelho no grupo controle ¢ azul no grupo
cetamina. Divisdo por levas. Fonte: Protocolo de pesquisa.

O protocolo utilizado foi adaptado de Lee e cols. (2020) que avaliou exposi¢ao
anestésica multipla por cetamina, com mudancas em rela¢do ao periodo de vida dos ratos na
intervengdo e teste, dose utilizada e duragdo. Com 22 DPN, o grupo cetamina recebeu 40
mg/kg/dia de dextrocetamina por via intraperitoneal e o grupo controle recebeu soro fisiologico
0,9% de mesmo volume, ambos por cinco dias consecutivos. O cloridrato de dextrocetamina
50mg/ml, Ketamin® (Cristalia Chemicals and Pharmaceuticals LTD), foi diluido para 2,5

mg/ml com solug¢do salina normal.
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A dose utilizada foi considerada segura, com auséncia de mortalidade, como pode
ocorrer em doses maiores que 40mg/kg (LEE et al., 2020). Os ratos foram devolvidos as suas
gaiolas imediatamente ap6s cada administracdo apos confirmada sua recuperagao total. A dose
escolhida foi baseada no protocolo de cetamina recomendado pela Sociedade Médica de
Cuidados Intensivos de 12 a 48 mg/kg/dia (equivalente a 0,5 a 2 mg/kg/hora e 8,3-33,3
mcg/kg/min) em humanos (SMITH et al., 2022). Portanto, apos o calculo alométrico, a dose
utilizada no presente protocolo de administracao (40mg/kg/dia) foi similar a dose em humano
de 14,4 mg/kg/dia (equivalente a 0,6 mg/kg/h e 11 mcg/kg/min) realizado na UTIP (FREITAS;
CARREGARO, 2013; PACHALY, 2006; JHONSON et al., 2022).

Foi realizada uma dose diaria intraperitoneal com intervalo de 24h similar ao utilizado
por LEE e cols. (2020). Considerou-se importante a replicabilidade do protocolo com menor
numero de intervengdes dolorosas e a biodisponibilidade mais proxima da via endovenosa e

consagrada em modelos animais (BRINK, LEWIS, 2023; FANTONI; CORTOPASSI, 2008).

Relacionado aos marcos de desenvolvimento neurolégico e fendtipos de
comportamento, o periodo de vida dos ratos escolhidos foi correlacionado com a infancia e
adolescéncia em humanos. Durante o protocolo de pesquisa, ratos com 22, 23 e 24 DPN
corresponderam a 3 e 4 anos de idade humanos, enquanto 25 e 26 DPN ao intervalo de 4 a 11
anos de idade, pertencente as fases pré-escolar e escolar. Segundo Semple e cols. (2013),
comportamentos do tipo adolescente sdo caracteristicos da faixa etdria entre 12 e 18 anos
humanos, representados por ratos com 42 DPN que realizaram os testes de comportamento do

presente estudo (SEMPLE et al., 2013; WHO, 2013).
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A duragdo de cinco dias do protocolo de administracdo foi baseada no tempo de
permanéncia e rodizio de sedagdo na UTIP (POLLACK et al., 2018; SANAVIA et al., 2019).
Os animais foram submetidos aos ensaios comportamentais apds 16 dias do término do

protocolo de administragdo, com 42 DPN (Figura 12).

22D 23D 24D 25D 26D

21D | | | | | 42D

d

esmame /Z |
R
(S)-cetamina 40mg/kg/dia Testes de Comportamento:

@ Campo Aberto
- Reconhecimento de novo objeto
- Labirinto em cruz elevado
@Nado forcado

intraperitoneal
ou solucio salina

Figura 12 - Desenho experimental. Vinte e um ratos de 22 a 26 DPN foram tratados com cetamina ou
solucdo salina por via intraperitoneal por cinco dias. Aos 42 DPN foram submetidos as tarefas comportamentais.
Fonte: Protocolo de pesquisa.

3.3 ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Todos os experimentos comportamentais foram realizados em sala prépria, com
atenuagao dos niveis de ruido e baixa intensidade de iluminagao (12 Ix). Ap6s 16 dias do ultimo
dia do protocolo de administra¢do, antes do inicio dos ensaios comportamentais, os animais
foram conduzidos a sala de teste do Laboratorio de Farmacologia da Inflamag¢do e do
Comportamento (LAFICO) por um periodo de uma hora para aclimatacdo e habituacdo ao

ambiente de realizacdo dos ensaios.

Para avaliagdo comportamental, dois observadores foram necessarios no
acompanhamento de cada teste que teve sua filmagem analisada pelo software ANY-maze TM

versao 7.0 (Stoelting Co. USA).
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Os animais foram randomizados e submetidos sequencialmente aos seguintes testes:
campo aberto (CA), reconhecimento de novo objeto (RNO), labirinto em cruz elevado (LCE) e

nado for¢ado (NF), conforme demonstrada na figura 13.

B o o4&
BEoow

30
cm
NADO FORCADO

CAMPO ABERTO RECONHECIMENTO DE LABIRINTO EM CRUZ
OBJETOS ELEVADO

Figura 13 - Esquema dos testes de comportamento na ordem em que foram realizados para avaliar efeitos
a longo prazo na pediatria apds protocolo de sedagao com 40 mg/kg/dia de cetamina por cinco dias em modelo de
murinos. Fonte: Protocolo de pesquisa

3.3.1 Teste do Campo Aberto

Este teste consiste na avaliacdo da locomogao, explora¢ao e comportamento semelhante
a ansiedade por meio da atividade locomotora espontinea (KARL, PABST, VONHORSTEN,
2003; WALSH, CULMMINS, 1976).

Foi utilizado um aparato que consiste em uma arena cuja area central ¢ aversiva para o
animal conhecido como modelo do campo aberto (AGUIAR, 1995), uma vez que um ambiente
promove um conflito natural dos roedores entre a tendéncia de explorar um novo ambiente e
evitar uma area aberta aversiva (FERNANDES et al., 2018b). Para este estudo, foi utilizada
uma arena quadrada em acrilico preto (100 x 100 cm), com as paredes com 40 cm de altura. O
piso do aparato ¢ dividido por um sistema de monitoramento de video ANY-mazeTM versao
7.0 (Stoelting Co. USA) em 25 quadrantes iguais (20 x 20 cm). O teste apresentou uma duragao
de 5 minutos, no qual no centro do campo aberto foi colocado o animal e permitido seu livre

deslocamento dentro do aparato.

Os parametros avaliados para locomogao horizontal foram o nimero de linhas cruzadas
e velocidade média total, no centro e na periferia, assim como distancia percorrida. Para a
avaliagdo da atividade vertical foram utilizados o tempo de grooming e nimero de rearing.

Outros parametros de exploracdo avaliados foram a distancia total percorrida, o tempo de
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imobilidade e o freezing. Para avaliar emocionalidade foi realizada a contagem do tempo gasto
no centro e na periferia (BRENES et al., 2009; BAHI, 2013; OLIVEIRA et al., 2014;
MARQUES et al., 2008). Foi considerado comportamento de rearing quando o rato se erguia
nas patas traseiras, tocando ou ndo com as patas da frente na parede. Considerou-se grooming
quando o rato realizava o comportamento de auto-limpeza. Considerou-se comportamento de

freezing quando o animal ficava totalmente imobilizado.

Antes e depois da exposi¢ao de cada animal, o campo aberto foi limpo com papel toalha

e alcool 10%. A Figura 14 ¢ demonstrativa do teste campo aberto.

——m e —— b ———
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Figura 14 - Arena utilizada no teste do campo aberto ilustrando o posicionamento do animal no centro
do aparato no inicio do teste e as dimensdes do aparato com desenho esquematico dos 25 quadrantes virtuais.
Fonte: Adaptado de Fernandes et al., 2016

3.3.2 Teste de reconhecimento de novo objeto

Adaptado por Pires e cols. (2009) este teste de reconhecimento permite a avaliacdo da
memoria. Baseado no fato de que em um ambiente familiar os roedores demonstram atragao
instintiva para a novidade ou preferéncia de um objeto ainda ndo familiar (HUGHES, 2007). O
teste consiste em 3 fases: habituac¢do, no qual o animal explora livremente o aparato sem objetos
por 5 minutos); a fase de treino, no qual dois cubos estdo dispostos em cantos opostos; € o teste
propriamente dito, no qual um novo objeto selecionado em forma de T substitui um dos objetos
da fase de treino. As fases de treino e teste tem duragdo de trés minutos com intervalo de 30

minutos entre as sessoes.

Cada animal foi posicionado delicadamente no centro do aparato nos estagios do teste e
os objetos foram contrabalancados em cada sessdo a fim de excluir qualquer preferéncia por

algum canto do aparato. Depois de transcorridos trés minutos em cada sessdo, o animal foi
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retirado do aparato e devolvido para sua caixa de moradia. No final de cada procedimento
comportamental, o campo aberto e os objetos foram limpos com papel toalha e dlcool 10% para

evitar reconhecimento pelo odor.

O tempo de investigacdo dos animais em cada objeto foi registrado a partir de uma
camera fixada sobre o campo aberto e contabilizado com auxilio do sistema de monitoramento
de video ANY-mazeTM versdo 7.0 (Stoelting Co., USA). A exploracdo de um objeto foi
definida como a cabec¢a do animal voltada para o objeto a uma distancia igual ou inferior a 4
cm (adaptado de ENNACEUR e DELACOUR, 1988). As analises foram realizadas
considerando o tempo de exploracdo total gasto nos dois objetos na fase de treino (C1 + C2) e
o indice de reconhecimento o qual foi definido pela diferenca no tempo de exploracdo entre o
novo objeto e o objeto familiar divididos pelo tempo total gasto de exploragdo entre os mesmos
objetos nas fases de teste (T — C3) / (T + C3). Abaixo a figura 15 demonstra a tarefa de

reconhecimento de objetos.

Treino Teste
(3 min) (3 min)

30 min

Figura 15 — Tarefa de Reconhecimento de novo objeto no momento do treino e posteriormente do
teste. Mesma arena utilizada no teste de campo aberto. Fonte: Fernandes et al., 2016.

3.3.3. Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

Apos a tarefa de reconhecimento de objetos, os animais foram submetidos ao LCE que
consiste na avaliacdo de comportamento semelhante a ansiedade validado em ratos (PELLOW

et al., 1985).

O labirinto consiste em dois bracos abertos (sem paredes, 50 x 10 x 1 cm) e dois
fechados (50 x 10 x 40 cm), dispostos perpendicularmente e elevado 50 cm acima do chio.

Cada animal foi colocado no centro do equipamento, voltado para o braco fechado.
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Foi permitido a livre exploragdo do equipamento pelos animais por 5 minutos. Os
parametros medidos foram o porcentagem de tempo de braco aberto (%TBA) e a frequéncia de
entradas no braco fechado (EBF). O %TBA foi calculado de acordo com a férmula [(tempo no
braco aberto / total) x 100]. A entrada em um brago foi definida quando o animal colocou todas

as quatro patas no braco (ACEVEDO et al. 2014).

Para medir a tendéncia do comportamento ansioso foi adotado o célculo: indice de
ansiedade (%) = 1 — [(tempo nos bracos abertos/tempo total do teste + entradas nos bragos

abertos/total de entradas) / 2] x 100. (MAZOR et al., 2009; MIRAGAIA et al., 2018).

Antes e depois da exposi¢do de cada animal, o LCE foi limpo com solu¢do de alcool
10% e toalhas de papel deixando-o secar e receber a circulagdo normal de ar. A figura 16

apresenta um desenho esquematico do teste.

i

\ 10cm
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50
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Figura 16 — Diagrama esquematico do aparato do labirinto em Cruz Elevado (LCE) com suas respectivas
dimensodes. Fonte: Fernandes, 2016.

3.3.4 Avaliacao de risco

No mesmo aparato em que foi realizado o teste LCE, foi realizado a analise da avaliagao
de risco (AR), que tem como objetivo avaliar o comportamento do animal em explorar areas

associadas ao risco, a fim de investigar a reatividade emocional (MOMEMIA et al., 2014;

MARQUES et al., 2008).

Quando o animal que estava no braco fechado colocava uma, duas ou trés patas em um
dos bragos abertos antes de retornar a sua posi¢do original, isso foi registrado como tentativa,
com uma postura de atengdo esticada (do inglés SAP) (MOMENIA et al., 2014). O periodo de

comportamento de esquiva foi contabilizado como tempo que o animal demorou para sair do
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braco fechado e entrar no brago aberto (Adaptado de MAIA et al., 2010). Foi aplicada a formula:
RA= (frequéncia de tentativas/laténcia de esquiva) x 100 (MAIA et al., 2010).

3.3.5 Teste do Nado Forcado

Ap6s o teste do LCE, foi realizado o teste do nado forcado com objetivo de avaliar o
comportamento do tipo depressivo, por meio da exposicdo a situagdo aversiva sem
possibilidade de fuga (PORSOLT et al., 1978). Os animais foram gentilmente colocados
individualmente em uma coluna cilindrica vertical (altura de 50 cm x 30 cm de diametro)

preenchido com 4gua (40 cm de altura) a uma temperatura de 23+ 1 °C.

Conforme Cartagenes e cols. (2018), o teste durou 5 minutos (2 minutos para habituagcao
dos animais e 3 minutos para medir o tempo de imobilidade). O tempo de imobilidade refere-
se ao tempo que o animal flutua passivamente, com apenas pequenos movimentos para manter
o nariz acima da superficie e subidas (movimentos direcionados para cima). A figura 17

apresenta um desenho esquematico do aparato utilizado no teste do nado forgado.

50

m
m

)

30 cm

Figura 17 — Desenho esquematico do aparato para o teste do nado forgado com suas respectivas
dimensdes. Fonte: Protocolo de pesquisa.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Kolmogorov-Smirnov e Bartle foi usado para analisar a distribuicao
gaussiana e a normalidade dos dados. Para a analise estatistica de dados paramétricos, utilizou-
se o teste t de Student. Quando os dados falharam no teste de homogeneidade, foi utilizado o
teste de Mann-Whitney. Os dados foram expressos como média = e.p.m, sendo considerados
estatisticamente significativos quando p < 0,05. Os graficos foram expressos como mediana e
intervalo interquartilico [o primeiro quartil (Q1), a mediana ou segundo quartil (Q2) e o terceiro
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quartil (Q3) da distribuicao]. As analises estatisticas foram realizadas pelo GrafPad Prism v.8.0

(GrafPad Software Inc, Califérnia, EUA).
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4. RESULTADOS
4.1. TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto mede o comportamento exploratorio e a atividade motora. A
administracao diaria de cinco doses de cetamina durante a infincia provocou alteracdes na

tigmotaxia na adolescéncia no teste de campo aberto (Figura 18).

Em termos de distancia percorrida, observou-se que os ratos do grupo cetamina
percorreram uma distancia de 15,9+1,486 m (n=11), semelhante a percorrida pelo grupo
controle de 171,070 m (n=10), p>0,05 (Figura 18 A). Os mesmos resultados foram observados
no parametro velocidade média total [controle 6,113+0,2594 cm/s (n=8); cetamina 5,9+ 0,3391
cm/s (n=9); p>0,05; Figura 18B].

Houve aumento na atividade locomotora vertical (rearing) no grupo cetamina (6,375+
1,164 vezes, n=8) em comparagdo ao grupo controle (3,1+0,8226 vezes, n=10), p<0,05 (Figura
18C). Similarmente, no grupo cetamina a distancia central percorrida foi maior (Q2:1, Q1:
0,798, Q3:2 metros, n=11), em comparagdo ao grupo controle (Q2:0,516, Q1:0,1638, Q3:
0,9328 metros, n=10), p<0,001 (Figura 18D). Um mapa de calor e caminho percorrido (travel
pathway) de um animal representativo de cada grupo demonstra um maior emaranhado de

linhas no centro do aparato correspondente ao grupo cetamina (Figura 18E).
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Figura 18 - Efeitos em longo prazo na pediatria apds protocolo de sedagdo com 40 mg/kg/dia de cetamina
por cinco dias no desempenho motor espontidneo no teste de campo aberto em modelo de murinos. O painel A
representa a distancia total percorrida; o painel B representa a velocidade média total; o painel C representa a
exploragdo vertical em niimero absoluto. Os resultados foram expressos como média = e.p.m *p< 0,05 em relagao
ao grupo controle. Teste T de Student. O painel D representa a distancia central percorrida e foi expresso como
mediana e intervalo interquartil, **p<0,01), usando o teste de Mann-Whitney. O painel E representa a
deambulagdo do caminho percorrido e mapa de calor de um animal de cada grupo (n=8-10 animais por grupo).

No teste de campo aberto também foi avaliado o tempo que os animais permaneceram
nas zonas central e periférica. O grupo cetamina permaneceu maior tempo na area central
(10,37+1,465 segundos) e menor tempo na periférica (289,6+1,465 segundos), em comparagao
ao grupo controle no centro (4,45+0,8172 segundos) e na periferia (295,5 +0,8182 segundos),
p<0,001 (Figura 19A-B). Nao houve diferenca na velocidade média no centro e periferia do
aparato entre os grupos. O grupo cetamina apresentou 14,241,790 cm/s no centro e
5,689+0,3820 cm/s na periferia, enquanto que o grupo controle apresentou 12,94+2,105 cm/s
no centro ¢ 6,013+0,2649 cm/s na periferia, p>0,05 (Figura 19C-D).
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Figura 19 - Efeitos em longo prazo na emocionalidade na pediatria ap6s protocolo de sedagdo com 40
mg/kg/dia de cetamina por cinco dias no desempenho motor espontaneo no teste de campo aberto em modelo de
murinos. Os painéis A e B representam o tempo gasto nas zonas interna e externa; os painéis C e D representam a
velocidade média nas zonas interna e externa. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. ** p <0,01 em

relacdo ao grupo controle, pelo teste de Student (n=8-10 animais por grupo).

Outros parametros de exploracdo do grupo cetamina foram semelhantes aos do grupo

controle. O grupo cetamina obteve o mesmo tempo de freezing (Figura 20A, Q1:0, Q2:0,
Q3:18,9 segundos, n=11), imobilidade (Figura 20B, 122,346,432 segundos, n=9), de grooming
(Figura 20C, 28,35+4,303 segundos, n=8), de cruzamentos de linha (Figura 20D, 88,11+ 4,671

nimero de cruzamentos, n=9) avaliados no teste de campo aberto em comparagdo ao grupo

controle que obteve Q3:21,88 segundos de freezing (n=10), 142,5£10,6 segundos de
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imobilidade (n=10), 22,17+2,433 segundos de grommimg (n=8) e 78,5+5,258 ntimero de

cruzamentos de linha, n=10), todos com p>0,05 (Figura 20).
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Figura 20 - Efeitos em longo prazo da exploragdo na pediatria apds protocolo de sedagdo com 40
mg/kg/dia de cetamina por cinco dias no desempenho motor espontineo no teste de campo aberto em modelo de
murinos. Painel A representa tempo de freezing; painel B representa tempo de imobilizagao; painel C representa
tempo de gromming; painel D representa o nimero de cruzamento de linha. Os resultados foram expressos como
médiate.p.m, p>0,05, teste T de Student. n=8-10 animais por grupo.

4.2 TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETO

A fim de avaliar memoria de curto prazo, foi realizado a tarefa de reconhecimento de
objeto no aparato do campo aberto. Os resultados demonstram que ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. O tempo de treino de reconhecimento de objetos no grupo cetamina
foi semelhante ao tempo no grupo controle (cetamina: 10,17+1,824 segundos; controle:
15,36+3,783 segundos; p>0,05; Figura 21A). Além disso, o indice de reconhecimento de
objetos no grupo cetamina foi anadlogo ao grupo controle (cetamina: 0,67+0,1467; controle:

0,186+0,2634; p>0,05; Figura 21B).
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Figura 21 - Efeitos em longo prazo da memoria na pediatria apds protocolo de sedagdo com 40 mg/kg/dia
de cetamina por cinco dias na tarefa de reconhecimento de objetos em modelo de murinos. (n= 9-10
animais/grupo). Painel A representa tempo de treinamento do objeto novo e conhecido; Painel B representa o
indice de reconhecimento de objetos. Os resultados foram expressos como médiate.p.m, p>0,05, teste t de Student.

4.3 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O comportamento do tipo ansioso foi realizado por meio de teste no LCE. O grupo
cetamina demonstrou maior %TBA (15,23%+2,177, n=9) em relagdo ao grupo controle
(6,14+2,05, n=9), p<0,001 (Figura 22A). Além disso, o nimero de entradas no brago fechado
no grupo cetamina foi maior (Q1:2, Q2:5, Q3:7) do que o grupo controle (Q1:1, Q2:1, Q3:3),
p<0,05 (Figura 22B). Todavia, surpreendentemente o indice de ansiedade entre os grupos nao
demonstrou significAncia estatistica, no qual o grupo cetamina apresentou indice de

70,89+2,144, similar ao grupo controle com indice de 77,16+5,505 (p>0,05; Figura 22C).
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Figura 22 - Efeitos a longo prazo no comportamento do tipo ansioso na pediatria apos protocolo de
sedagdo com 40 mg/kg/dia de cetamina por cinco dias no teste do Labirinto em cruz elevado (LCE) em modelo de
murinos. O painel A representa a porcentagem do tempo no brago aberto, expresso em media+e.p.m., usando o
teste t de Student, **p<0,001; o painel B representa o numero de entradas no brago fechado, com mediana e
intervalo interquartil, usando o teste de Mann-Whitney, *p<0,05; o painel C representa o indice de ansiedade
expresso como médiate.p.m., usando o teste t de Student, p>0,05, em comparagdo com o grupo controle (n=9-11
animais por grupo).
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4.4 AVALIACAO DE RISCO

Para confirmar os resultados iniciais na avalia¢ao de ansiedade, foi realizada a avaliagao
de risco (AR) no LCE. O grupo cetamina obteve maior frequéncia de postura de atencgdo
esticada (SPA) (Q1:3,5, Q2:6, Q3:9,25 vezes) em relagdo ao grupo controle (Q1:2, Q2:3, Q3:3
vezes, n=10), p<0,001) (Figura 23A). Conjuntamente, o grupo cetamina apresentou maior
indice de risco (Q1:0, Q2:3,3, Q3:6,79) em comparacdo ao grupo controle (Q1:0, Q2:0,33,
Q3:1,133, n=10), p<0,05 (Figura 23B), caracteristica do comportamento do tipo ansiogénico.
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Figura 23 - Efeitos em longo prazo da avaliacdo de risco na pediatria apds protocolo de sedagdo com 40
mg/kg/dia de cetamina por cinco dias no teste do Labirinto em cruz elevado (LCE) em modelo de murinos. Painel
A representa o numero de vezes de postura alongada (SPA); o painel B representa o indice de avaliag@o de risco.
Os resultados foram expressos como mediana e intervalo interquartilico, *p<0,05 e ** p < 0,01, usando o teste de
Mann Witney (n=8-10 animais por grupo).

A compilagdo dos resultados no grupo cetamina em relagdo ao controle demonstrou
reducdo na tigmotaxia e aumento na avaliagdo de risco (Tabela 1).
Tabela 1 — Efeitos em longo prazo demonstrando alteragcdes na tigmotaxia e avaliagdo de risco na

pediatria ap6s protocolo de sedacdo com 40 mg/kg/dia de cetamina por cinco dias no teste do Labirinto em cruz
elevado (LCE) em modelo de murinos.

Parametros Ansiolitico Ansiogénico Grupo cetamina
Locomocio Aumento Redugido Aumento

Tigmotaxia Reducao Aumento Redugdo

Avaliac¢ao de risco Baixo Alto Alto

Indice de ansiedade Reduzido Aumentado Semelhante ao controle
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4.5 TESTE DO NADO FORCADO

Com objetivo de avaliar comportamento do tipo depressivo entre os grupos, foi
realizado o teste do nado forcado. O grupo cetamina aumentou o tempo de imobilidade
(64,01£18,01 segundos) em relagdao ao grupo controle (24,7+6,342 segundos) (p<0,05; Figura
24A), sem alteragdo do parametro nimero de escaladas (cetamina: Q1:0, Q2:1, Q3:1; controle:

Q1:0, Q2:1,5, Q3:3,5; p>0,05; Figura 24B).
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Figure 24 - Efeitos em longo prazo de comportamento do tipo depressivo na pediatria ap6s protocolo de
sedagdo com 40 mg/kg/dia de cetamina por cinco dias no teste do Nado For¢ado em modelo de murinos. Painel A
representa o tempo de imobilidade expresso como média + e.p.m. * p < 0,05, usando o teste T de Student. O painel
B representa o niimero de escaladas expresso como mediana e intervalo interquartil, p>0,05, usando o teste de
Mann Witney, (n=9-10 animais por grupo).

5. DISCUSSAO

O uso clinico da cetamina € rotineiro dentro da UTIP, mas sdo escassos os estudos que
mostram as consequéncias no neurodesenvolvimento apds seu uso, principalmente em relagdo
aos efeitos de longo prazo, como na adolescéncia. O presente trabalho mostrou alteracdes
comportamentais na adolescéncia relacionados a emocionalidade em murinos que receberam

doses multiplas de cetamina na infancia.

O uso de cetamina na infancia tem sido orientado globalmente para sedagdo diaria
durante a internacao na UTIP (SMITH et al., 2022). Resultados sugerem a seguranca de seu
uso devido repercussdes agudas toleraveis e menor repercussao hemodinamica (TESSARI et
al., 2022). Porém, os efeitos do uso deste psicotropico no periodo do neurodesenvolvimento
tem sido pouco investigado, incluindo as repercussdes em longo prazo dos -efeitos

comportamentais ainda nao explorados.
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De fato, o comportamento emocional afetado pelo uso de drogas psicomiméticas tem
sido bem explorado (HIBICKE et al., 2020; HOSLEY et al., 2018). Este estudo demonstrou
haver mecanismos adaptativos no periodo da abstinéncia tardia com alteragdo na tigmotaxia do
animal pela preferéncia por aéreas aversivas, associadas ao aumento na AR e no comportamento

do tipo depressivo.

Inicialmente, o protocolo de sedagdo com cetamina na infancia ndo alterou a locomogao
espontanea horizontal. Porém, a exploracao vertical foi aumentada e o tempo de deambulagdo
periférica foi diminuida no periodo da adolescéncia tardia do animal. Além disso, para avaliar
o comportamento do tipo ansiedade, utilizamos os testes do campo aberto e LCE. O aumento
da exploragdo da area central da arena e dos bracos abertos sugere um efeito ansiolitico residual
durante a adolescéncia. Com o objetivo de confirmar e aprofundar estes achados, foi
introduzido uma analise mais profunda, como o indice de ansiedade € a AR no LCE, uma vez
que o efeito ansiolitico apresenta elevada locomogao, preferéncia por areas de perigo e menor

AR (CAROBREZ, BERTOGLIO, 2005).

De forma inesperada, os animais que foram submetidos ao protocolo de sedacdo por
cetamina ndo alteraram a locomocgdo, assim como exibiram um aumento da AR, que ¢

caracteristico de comportamento ansiogénico (CAROBREZ, BERTOGLIO, 2005).

A AR tem objetivo mais complexo na compreensao da reatividade emocional. Em
ensaios clinicos, este indicador estd relacionado a predisposi¢do por comportamentos
gratificantes e viciantes, semelhante a adi¢ao, na tomada de decisdo e risco (MOMENIA et al.,
2014). Em estudos pré-clinicos, por sua vez, o animal assume riscos quando tem o cuidado de
explorar as regides expostas das arenas, na laténcia e frequéncia de entradas, assim como na
porcentagem de tempo gasto nessas regides (MARQUES et al., 2008). A hiperlocomoc¢ao
vertical demonstrado pelo nimero de rearing, assim como a preferéncia por locais aversivos

aqui encontrados, tais como o aumento de exploracao central ¢ uma forma de assumir riscos.
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Confirmados pelos resultados de AR, nossos dados sugerem que os animais podem estar
exibindo um comportamento do tipo impulsivo. A tarefa de tempo de reacdo serial de cinco
escolhas (5-CSRTT) utilizado para avaliar atencao e impulsividade em roedores ¢ uma

ferramenta para identificar distirbios neuropsiquiatricos (HIGGINS, SILENIEKS, 2017).

Além de impulsividade, a AR, como comportamentos de evitacao, também pode surgir
como consequéncia do transtorno do panico (CAROBREZ, BERTOGLIO, 2005). Certamente,
a cetamina ¢ uma substancia modelo para sintomas psicéticos semelhantes a esquizofrenia,
portanto, esses comportamentos apresentados a seguir podem constituir uma atividade

estereotipada compulsiva (TIRELLI, LAVIOLA, ADRIANI, 2003).

Sabe-se que a grandeza desses transtornos neuropsiquiatricos, como a esquizofrenia, ¢
marcada por alteracdes na dopamina que podem ser alteradas pela disfungdao de receptores
NMDA, como ocorre ap6s uso de cetamina (DUMAN, AGHAJANIAN, 2012; JAVITT et al.,
2012). A desregulagdo da via dopaminérgica mesolimbica e seus neurdnios de saida no ntcleo
accumbens desempenham um papel significativo no desenvolvimento e manutencdo do
vicio/comportamento de recompensa (DUMAN, AGHAJANIAN, 2012). De fato, um estudo
relacionado a adicao por cetamina (30 mg/kg, ip, por cinco dias) demonstrou efeitos em longo
prazo com aumento da recompensa da droga e regulacdo positiva da atividade no hipocampo

(CUI et al., 2022).

O hipocampo ¢ considerado regido de neurogénese pois se desenvolve no periodo
perinatal tanto em humanos quanto em roedores, € com 20 DPN ocorre o pico sinaptico com
expressao de subunidades NMDA, local de acdo da cetamina. Neste contexto, a administragao
desse medicamento no periodo neonatal pode gerar neurodegeneracao hipocampal, através da
via de sinalizacdo de PKCy-ERK, podendo afetar comportamentos emocionais € de cogni¢ao

(HUANG et al., 2012).

A memoria ¢ uma das fungdes do hipocampo, por isso foi realizado a tarefa de
reconhecimento de objetos para avaliar a memoria de curta duragdo. O protocolo de sedagdo
com cetamina durante a infincia ndo acarretou prejuizos na memoria no teste de
reconhecimento de novo objeto. De fato, a existéncia da memoria de curto prazo parece ser
independente da memoria de longo prazo e dependente da regido do hipocampo, visto que pode
estar preservada em pacientes com amnesia avangada e severo dano de memdria episodica de

longo prazo (CAMINA; GUELL, 2017).
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A por¢do posterior hipocampal ¢ envolvida com os processos cognitivos de
aprendizagem e memoria, associados a navegacao, explora¢do do ambiente e locomocgao. Por
outro lado, o hipocampo anterior faz parte dos circuitos do lobo temporal e estd envolvido com
emog¢ao e comportamento motivado. Seus subcampos sdo histoldégica e funcionalmente
distintos, incluindo o cornu ammonis (CA) 1 a 4, o giro denteado e o subiculo (MALLORY,

2016; SUN et al., 2023). Portanto, sugerimos que outros tipos de memoria podem estar afetados.

Efeitos na abstinéncia precoce por doses subanestésicas de cetamina demostraram
alteracdo de cognicdo em testes de memoria em murinos (CARTAGENES et al., 2022).
Portanto, a recuperacdo da memoria pode ser um efeito gerado por mecanismos adaptativos,
visto que interrupg¢des na transmissao glutamatérgica no giro denteado/CA4 pode enfraquecer
a transmissao de glutamato para o CA3, que por sua vez promove hipersensibilidade aos
estimulos via plasticidade hipocampal (SUN et al.,2023). Porém, a avaliagdo da densidade

neuronal seria eficaz para identificar os subcampos afetados (COMPER, 2017).

Além da memoria, foi avaliado o comportamento do tipo depressivo. Os resultados
demonstram que houve um aumento no tempo de imobilidade dos animais do grupo cetamina.
Esses resultados inéditos ja haviam sido observados em protocolos de doses subanestésicas de
cetamina em animais adolescentes no periodo imediato a abstinéncia (CARTAGENES et al.,
2022). Surpreendentemente, este trabalho demonstra que este efeito comportamental do tipo

depressivo parece perdurar por longos periodos apos a suspensdo da administragao.

Muitos fatores podem estar associados aos efeitos depressivos observados, tais como
estresse oxidativo, neuroinflamagdo e alteracdo na neurogénese. Possivelmente, o uso de
cetamina na infancia promove danos neuronais na adolescéncia associado a plasticidade do
BDNF, um marcador que se relaciona com a ocorréncia e/ou progressdo dos sintomas
(MIRANDA et al., 2019). Todas essas vias presentes na fisiologiapatologia das desordens
emocionais necessitam de investiga¢do, considerando que hd uma grande lacuna na

investigacdo dos efeitos das doses anestésicas de cetamina no periodo da infincia.

Limitagdes nesta pesquisa em relagdo ao protocolo de administracdo foram
identificadas. Embora a incidéncia da UTIP seja de lactentes e os guidelines apontem maiores
cuidados em menores de um ano de idade, as demais faixas etarias estdo em uma falsa zona de

conforto (AMIGONI et al., 2022). Por isso, foram realizadas intervenc¢des que ocorreram apos
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periodo de desmame dos filhotes com a rata e depois de finalizada a neurogénese. (SEMPLE et

al., 2013).

A limitagdo do protocolo também envolveu a auséncia de infusao continua da cetamina.
Uma alternativa seria a implanta¢ao de doses intermitentes, no entanto, segundo Lee e cols.
(2013), tanto intervalos curtos (2h) quanto longos (24h) de inje¢do de cetamina no periodo
critico de desenvolvimento alteram o equilibrio sinaptico (excitatorio/inibitério) de forma
duradoura, sugerindo um mecanismo de distarbios do neurodesenvolvimento em camundongos

(passados 5 dias de intervencao) (LEE et al., 2013).

Outra limitagdo foi a auséncia de intervengdes comumente presentes na UTIP
envolvendo estresse e uso de ventilagdo mecanica invasiva durante o protocolo de
administracdo. Segundo Brink e Lewis (2023), dentre os 12Rs dos principios éticos com
animais, reliability traduzido em “confiabilidade” defende que animais bem e livres de
sofrimento ou angustia produzem dados mais confidveis ao contrario de animais doentes ou que

sofrem de outra forma (BRINK, LEWIS, 2023).
6. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou pela primeira vez os efeitos comportamentais deletérios em
longo prazo do protocolo de cetamina como sedativo, de forma similar ao utilizado nas UTIP
durante a infancia. As alteragdes comportamentais estavam relacionadas ao comportamento do
tipo depressivo e aumento da avaliagdo de risco em ratos adolescentes, com aparente nao
alteracdo do prejuizo da memoria de curto prazo. Este estudo experimental responde a algumas
perguntas e “pde em xeque” a seguranca da cetamina, além de apontar para o cuidado na escolha
dos sedativos e analgésicos para criangas em risco de vida iminente, com entendimento de que
as escolhas entre os profissionais intensivistas pediatricos tem consequéncias mesmo que em
longo prazo, para a vida destes pacientes que tem alta hospitalar, retornando para a sociedade.
Por isso, uma melhor compreensao dos efeitos adversos da cetamina na pediatria ¢ uma
preocupagdo para a saide publica e pode fornecer novos insights sobre estratégias de prevengao

e abordagens terapéuticas em neuropsiquiatria e terapia intensiva.
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Abstract: This case report describes the long-term behavioral and cogp

tve alteratons in a eritically ill
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pediatric patient submitted to a ketamine sedation and analgesia protocol for 7 conscoutive days in a pediatric
intensive care unit. The infant exhibited withdrawal !:_\'nd.rnmc in the :arl_\' withdrawal period, as measured
using the Withdrawal Assessment Tool-1 (WAT-1}. In the days following ketamine withdrawal, behavioral,
mator, and cognitive impairment was observed, even after hospital discharge. At 20 days after admission to
hospital, the infant sdll displayed language deficits compatible with the at-risk eategory for the appropriate
age group on the development assessment {Denver-11 Developmental Screening Test). The infane’s mother
reported thar these impairments were not present before ketamine sedation. We therefore suggest that
prolonged ketamine use may have contributed to the long-lasting behavioral and cognitive impairments
abserved in the cotically ill infane. These adverse effects may be attributable to ketamines pharmacological
mechanism of action, by which the N-methyl-D-aspartate receptor—the central nervous system excitatory
receptor responsible for memory and leaming domains—is blockaded, disrupting long-term potentiation
events, Chur case highlights the need for dlinical evaloation of ketamine agents and their associated risks in
intensive care units to better clarify appropriate sedative and analgesic agents during newrodevelopmental

periods of life.
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