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Resumo 

 

A memória similar à episódica é um subtipo de memória declarativa que se refere à 

recordação, de forma integrada, de onde e quando um determinado evento (o quê) 

aconteceu. A funcionalidade das sub-regiões do hipocampo dorsal no processo de 

separação de padrões apresenta-se como mediadora chave da recordação episódica. A 

neurotransmissão glutamatérgica, em especial dos receptores AMPA e NMDA, 

caracteriza-se como essencial em processos neuroplásticos. A Cetamina é um dos poucos 

antagonistas não competitivos NMDA disponíveis na prática clínica com efeitos no 

desempenho cognitivo e na plasticidade. O objetivo do presente estudo foi avaliar a ação 

aguda da Cetamina no comportamento da memória do tipo episódica e a funcionalidade 

das sub-regiões hipocampais (CA1, CA3 (ab e c) e GD), através da expressão do gene 

imediato (IEG), c-Fos. O procedimento experimental, realizado em uma arena circular, 

consistiu em duas sessões de treino e uma de teste com duração de cinco minutos cada. 

No primeiro treino, o animal é colocado em um campo aberto circular para explorar 

quatro objetos iguais (A), após o intervalo de 1 hora, o rato inicia o segundo treino com 

outros quatro objetos (B), destes dois aparecem em disposições espaciais não alocadas na 

primeira sessão. Na etapa do teste são apresentados quatro objetos, sendo dois recentes 

(B) e dois antigos (A), dois deslocados (A2 e B2) e dois estacionários (A1 e B1). Neste 

estudo, 46 ratos Wistar machos adultos foram divididos em cinco grupos. O grupo home 

cage foi escolhido como controle para a avaliação basal dos IEGs nas sub-regiões do 

hipocampo dorsal. Quatro grupos, contendo 10 animais cada, realizaram o procedimento 

comportamental, sendo um grupo controle e três grupos que passaram por intervenção 

farmacológica: um grupo que recebeu Salina 0.9% (i.p.) e os outros dois receberam a 

Cetamina (i.p.), nas doses de 8mg/kg e 15 mg/kg, imediatamente após o segundo treino. 

As análises do estudo foram duplo-cego e os objetos e suas localizações espaciais foram 

randomizadas entre os grupos. As medidas comportamentais utilizadas foram a “distância 

total percorrida”, a “velocidade” e o “tempo de exploração” para todas as sessões. Na 

sessão de teste também foram calculadas a “taxa de exploração” e a “taxa de 

discriminação” dos objetos. No teste de Wilcoxon o grupo controle apresentou o 

desempenho padrão estatisticamente significativo: A1>A2, B2>B1 e A1>B1. Integrando 

os três elementos da memória episódica, seguido pelo grupo salina que apresentou o 

mesmo perfil de exploração entre os objetos antigos e recentes, A1>A2, B2>B1. A análise 

do Welch mostrou diferenças neuroquímicas em todas as sub-regiões do hipocampo, 

destacando um aumento de c-Fos no giro denteado (GD) dos animais controles quando 

comparado aos outros grupos, sugerindo o papel desta sub-região para a integração da 

memória tipo episódica. As duas doses sub-anestésicas da Cetamina induziram um déficit 

para este tipo de memória. A dose mais elevada demonstrou um possível efeito 

hipolocomotor, caracterizado pela redução na distância total percorrida e na velocidade, 

em comparação com os outros grupos, na sessão de teste. Em suma, o déficit de memória 

tipo episódica foi caracterizado tanto pelo efeito amnésico de Cetamina quanto pela 

redução de c-Fos no GD desses grupos, sugerindo um possível papel deste campo na 

formação desse tipo de memória. 

Palavras chave: Memória do tipo episódica; Cetamina; c-Fos 
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Abstract 

 

Episodic-like memory is a subtype of declarative memory that refers recall an integration 

of where and when a certain event (what) happened. The hippocampus –subregions 

function in pattern separation process are key to mediating of episodic memory recall. 

Glutamatergic neurotransmission, particularly AMPA and NMDA receptors, have been 

characterized as essential in neuroplastic processes. Ketamine is a non-competitive 

NMDA antagonist available at clinical practice with effect on cognitive performance and 

plasticity. This study’s goal was to evaluate the acute action of ketamine on behavioral 

and neurochemical aspects of episodic-like memory through immediate-early gene 

expression (IEG), c-Fos. The experimental procedure was done at a circular arena, and 

consists of two training sessions and a test of five minutes each. In the first training, the 

animal was placed in a circular open field to explore four similar objects (A), after a 1 

hour, the rats start a second sample with four other objects (B), two of those appear in 

different spatial locations relative for the first sample. In the test, four objects are shown, 

two recent-familiar (B) and two old-familiar (A), two displaced (A2, B2) and two 

stationary (A1 and B1). Forty-six 3-month-old male Wistar rats were separated in five 

groups. The home cage group (n=6; without apparatus exposure) was used to measure 

IEG basal expression. The other four groups, with 10 rats each, went through the 

behavioral test. One of them received saline 0.9% and the other two received 8 mg/kg or 

15 mg/kg ketamine ip immediately after the second sample, while the control group 

received no treatment. All objects and spatial location in this protocol were randomized 

among groups. The analyses were blinded for groups and the behavioral measures were 

distance, speed and time of exploration in all sessions. The exploration ratio and 

discrimination ratio of the four objects in the test session were calculated. Wilcoxon test 

showed statistically significant differences between these pairs of objects in the control 

group: A1> A2, B2> B1 and A1> B1. The data indicate that these rats could integrate the 

three elements of episodic-like memory. The saline group demonstrated the same 

exploration pattern of control group for comparisons between A1>A2 and B2>B1, but 

statistical differences were not found between A1and B1. The Welch’s analysis showed 

a difference of c-Fos expression in all hippocampal sub-regions. The control group had 

the highest c-Fos expression in the dentate gyrus when compared to the other groups, 

suggesting the role of this sub-region for integration of episodic-like memory. The two 

sub-anesthetic doses of ketamine induced a deficit for this type of memory. The highest 

dose demonstrated a possible hypolocomotion effect, characterized by decreasing of total 

distance traveled and speed, compared to the other groups at the test session. In short, the 

deficit of episodic-like memory was characterized both as amnesic effect of ketamine and 

as decrease of c-Fos in the dentate gyrus of those groups, suggesting a possible role of 

this field in episodic-like memory formation. 

 

Keywords: Episodic-like memory; Ketamine; c-Fos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Memória 

 

A memória é uma função cognitiva adaptativa que permite armazenar e recuperar 

um material codificado, indicando que a aprendizagem persistiu através do tempo (Pause 

et al., 2013). Em termos de classificação, ela pode ser caracterizada quanto ao tempo, 

como uma memória para até poucos minutos, chamada de memória de curto prazo, e 

como a memória de longo prazo, que dura horas ou a vida toda (Squire & Zola, 1996). 

Estudos em pacientes amnésicos, como o caso de Henry Molaison1 (Scoville & Milner, 

1957; Corkin, 2002) e o estabelecimento de modelos animais de amnésia (Dickson & 

Vanderwolf, 1990) permitiram outro olhar sobre o armazenamento de funções no cérebro, 

ampliando a ideia de um sistema unitário da memória para uma visão do seu 

funcionamento através de múltiplos sistemas (Nadel & Hardt, 2011).   

Quanto ao conteúdo, a taxonomia clássica e mais utilizada divide a memória em 

dois grandes sistemas: a memória não-declarativa ou implícita e a declarativa ou explícita 

(Squire, Stark, & Clark, 2004). A implícita, conhecida como a memória para 

procedimentos, é evocada inconscientemente e é expressa através do desempenho de 

hábitos e de aprendizagem associativa e não associativa. O seu funcionamento é 

dependente de estruturas neurais como o cerebelo, o neocórtex, a amígdala e o estriado. 

A memória explícita é consciente, pode ser acessada voluntariamente de forma verbal, e 

                                                           
1 Henry Gustav Molaison: Paciente dos anos 50, conhecido como HM, que sofria de Epilepsia e realizou 

uma cirurgia para retirada bilateral do lobo temporal medial. Após cirurgia, H.M. conseguia realizar tarefas 

motoras, relacionadas à memória implícita, mas apresentou-se incapaz de formar novas memórias 

declarativas (amnésia anterógrada), além uma perda gradual de memórias declarativas já existentes 

(amnésia retrógrada gradual para os últimos três anos). Até sua morte, em 2008, ele foi permaneceu no 

hospital e foi estudado, deixando grandes contribuições para o campo da memória (Scoville & Milner, 

1957; Corkin; 2002). 
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apresenta o funcionamento dependente do Lobo Temporal Medial (LTM) (Lombroso, 

2004; Squire et al., 2004) 

Essa é, ainda, dividida em dois subsistemas: o semântico e o episódico. De 

maneira geral, eles diferenciam-se pelo tipo e fonte de informação, estando o primeiro 

relacionado a fatos e o segundo, a eventos (Tulving, 2002). O subtipo semântico funciona 

como um “dicionário mental” que nos dá a capacidade de acumular informações sobre 

elementos ou fatos gerais. Já a habilidade de recuperar eventos específicos vivenciados e 

localizados temporal e espacialmente é conhecida como memória episódica. Assim, ao 

descrever uma bicicleta como um meio de transporte com duas rodas, pedais e guidão, 

recorre-se à memória semântica, já para relatar uma perseguição por um cachorro durante 

passeio de bicicleta ontem em torno de um lago, acessa-se o conteúdo episódico 

(Greenberg & Verfaellie, 2010). 

 

Figura 1. Representação esquemática dos sistemas de memória com suas respectivas áreas (Desenho 

adaptado de Bizon, & Gallagher, 2005). 
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O subtipo episódico caracteriza-se por uma lembrança consciente de eventos 

passados em nossas vidas, remetendo a uma memória autobiográfica, rica em elementos 

de diferentes aspectos, incluindo pessoas, objetos, datas, localização espacial e ocasiões 

associadas aos contextos (Tulving & Markowitsch, 1998; Tulving, 2001, 2002; Clayton, 

Bussey, & Dickinson, 2003; Nadel & Hardt, 2011). Por essa caracterização, esse é subtipo 

o mais vulnerável e prejudicado em caso de doenças neurodegenerativas, como a doença 

de Alzheimer (DA) (Fouquet, Tobin, & Rondi-Reig, 2010; Palmer & Good, 2011). 

Para Tulving (2002), a recordação episódica é uma habilidade unicamente 

humana, por requerer que o sujeito tenha o conhecimento de si como diferente do mundo 

(autoconsciência), a consciência autonoética, que lhes permite uma viagem mental entre 

as representações no presente e no passado, bem como a capacidade de planejar o futuro 

através de uma viagem mental no tempo. Apesar de muitos estudos já realizados, esses 

aspectos fenomenológicos são difíceis de serem mensurados de maneira objetiva na 

recordação episódica (Pause et al., 2013).  

1.2 O estudo do subtipo episódico 

 

Em questionamento à definição de Tulving (2002), as evidências de que os 

mamíferos não-humanos têm pelo menos algum grau de consciência autonoética e 

habilidade de planejar o futuro são crescentes (Dere, Huston, & De Souza Silva, 2005a, 

2005b; Inostroza, Brotons-Mas, Laurent, Cid, & Prida, 2013; Palmer & Good, 2011). A 

memória episódica apresenta um papel fundamental para animais não humanos, como 

manter o controle de seu próprio comportamento recente e discriminar eventos passados 

que sejam adaptativos. Neste sentido, pesquisas recentes apontam que esse subtipo não é 

uma exclusividade do comportamento humano (Fortin, Wright, & Eichenbaum, 2004; 
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Dere et al., 2005a ; Dere, Kart-Teke, Huston, & De Souza Silva, 2006; Allen & Fortin, 

2013; Barbosa et al., 2013; Chao, Nikolaus, Huston, & de Souza Silva, 2014). 

Para compreender a capacidade dos animais de declarar a memória episódica, 

Clayton e colaboradores (2003) estabeleceram as diferenças entre os critérios 

fenomenológicos, apresentados na definição de Tulving (2001, 2002) e critérios 

comportamentais. Estes definem a formação de uma memória que é similar à episódica 

quanto ao seu conteúdo (o que aconteceu), ao local (onde ocorreu) e ao contexto temporal 

da sequência de eventos (quando ocorreu) (Dere, Pause, & Pietrowsky, 2010). A 

integração simultânea desses três elementos em uma única experiência, utilizada de forma 

flexível, caracteriza a validade experimental do tipo episódico (Griffiths, Dickinson, & 

Clayton, 1999; Clayton et al., 2003; Pause, Jungbluth, Adolph, Pietrowsky, & Dere, 2010) 

e fornece a oportunidade de estudar seus mecanismos neurais através de modelos animais 

(Good, Hale, & Staal, 2007; Chang & Huerta, 2012; Davis, Easton, Eacott, & Gigg, 

2013). 

Os primeiros modelos animais para esse tipo de avaliação foram realizados em 

aves (Clayton & Dickinson, 1998). Neste protocolo, uma espécie de corvídeo,“scrub-

jays”, foi submetida a uma tarefa com intervalo de tempo para avaliar se eram capazes 

de recordar onde foi escondido dois tipos comida, um tipo de larva ou amendoin. Os 

“scrub-jays” preferem as larvas, entretanto, dentro de um intervalo de tempo elas 

apodrecem e não estão mais palatáveis. Na tarefa, foi permitido aos pássaros procurarem 

os alimentos em dois intervalos de tempo (4 e 124 horas). Quando o intervalo de tempo 

dado era maior, eles escolhem os locais onde estavam escondido os amendoins, mesmo 

preferindo a larva. A mudança de preferência demonstra a capacidade desses animais de 

saber qual comida (“o quê”) foi armazenada em determinado local (“onde”) e em quanto 
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tempo (4 ou 124 horas) elas poderiam ficar armazenadas (“quando”), declarando os três 

critérios comportamentais da memória similar à episódica. 

Em 2004, dois estudos relataram a capacidade dos ratos de lembrar, após 

sucessivos treinos, de uma sequência de odores presentes em diferentes locais de uma 

arena. Neste caso, usando a combinação do elemento olfativo (o quê) ao elemento 

espacial (em que local estava determinado odor), diferenciando-os quanto ao momento 

de apresentação (Ergorul & Eichenbaum, 2004). Fortin e colaboradores (2004) apontam 

as tarefas de discriminação de odores como hipocampo dependentes e que para resolver 

esse tipo de tarefa os animais usam estratégias baseadas em recordação. 

Com base no estudo de Clayton & Dickinson (1998), foi desenvolvida uma tarefa 

em labirinto radial de oito braços. Na tarefa, a fase de treino apresentava aos animais 

quatro braços abertos com recompensa (chocolate) e quatro braços fechados. Na condição 

de teste, aos braços anteriormente fechados foram adicionados ração, mantendo os outros 

quatro braços com chocolate. Em resposta, os animais indicaram recordar o primeiro 

evento ao preferir os braços com chocolate (Babb & Crystal, 2005; Babb & Crystal, 

2006a, 2006b).  

Apesar de detectarem os elementos episódicos, os protocolos descritos acima 

necessitam de treinamento intensivo e, assim, não demonstram a resposta espontânea e 

inata que é requerida na pergunta episódica, tanto em humanos como em animais (Eacott 

& Easton, 2010). Há uma recente busca por tarefas que acessem os três aspectos 

comportamentais (“o quê”, “onde” e “quando”) através do desempenho natural dos 

animais (Barbosa, Pontes, Ribeiro, & Silva, 2010; Wilson, Watanabe, Milner, & Ainge, 

2013). A preferência espontânea dos roedores para novidade, como as tarefas de 

reconhecimento de um novo objeto (Ennaceur & Delacour, 1988), têm sido refinados para 
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testar componentes espaço-temporais de experiências únicas nos animais (Aggleton & 

Pearce, 2001; Eacott & Norman, 2004; Dere et al., 2005b; Kart-Teke, De Souza Silva, 

Huston, & Dere, 2006; DeVito & Eichenbaum, 2010; Langston & Wood, 2010). 

Para avaliar a memória episódica nessas condições, foi desenvolvida uma tarefa 

de um bloco com três sessões. Nesta, os objetos, suas localizações e o revestimento do 

aparato (contexto) poderiam ser modificados. Na primeira sessão, os ratos foram 

apresentados aos objetos em um contexto e uma determinada localização espacial. Após 

o intervalo de tempo, a segunda sessão de treino apresentava aos animais objetos 

dispostos em contexto e localizações espaciais diferentes. Para a sessão de teste eram 

escolhidos um dos dois contextos anteriores e um dos objetos estava em disposição 

espacial não associada ao determinado contexto. Baseado na preferência de exploração 

para novidade, os ratos exploraram mais o objeto novo em termos de localização-contexto 

do que o familiar, integrando os elementos de uma memória para “o que”, “onde” e “em 

que contexto” (Eacott & Norman, 2004; Eacott, Easton, & Zinkivskay, 2005; Eacott & 

Easton, 2010). 

Esse tipo de tarefa é conhecido como paradigma “o quê-onde-em que contexto”, 

ou seja, em que ocasião o evento aconteceu. Nesse caso, não consideram o aspecto 

temporal como sendo crucial para integrar as informações e diferenciar dois episódios, ao 

contrário do que é postulado na teoria clássica para uma memória  episódica (Tulving, 

2002). O aspecto temporal é importante porque quando se trata de recordações episódicas, 

dois eventos podem apresentar o mesmo “o que” e o mesmo “onde”, mas não apresentam 

o mesmo “quando” (Fouquet et al., 2010). Assim, faz-se necessária uma abordagem com 

protocolos que formem experiências temporais únicas (Clayton et al., 2003). 
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Dere e colaboradores (2005) adaptaram o teste de reconhecimento de objetos em 

camundongos, estabelecendo os três critérios comportamentais necessários para o estudo 

desse subtipo de memória: “o que” (qual objeto), “onde” (qual localização espacial) e 

“quando” (em que sessão estava o objeto), mas esses critérios não foram vistos de forma 

integrada nesse protocolo.  

Em 2006, Kart-Teke e colaboradores adaptaram esse protocolo para ratos Wistar. 

A tarefa foi composta por duas sessões de treinos e uma de teste com duração de cinco 

minutos cada e um intervalo de 50 minutos entre eles. Na primeira sessão, quatro objetos 

idênticos (A) são dispostos de forma triangular em campo aberto e, na segunda sessão de 

treino outros quatro objetos (B) são apresentados no campo, dois na mesma disposição 

espacial onde estavam os objetos A e depois em disposições espaciais diferentes. Na etapa 

de teste, realizada 50 minutos após o segundo treino, são apresentados quatro objetos, 

sendo dois recentes (B) e dois antigos (A), dois deslocados (A2 e B2) e dois estacionários 

(A1 e B1). A representação da figura X, na sessão de métodos, mostra que tanto um objeto 

antigo quanto um objeto recente foram deslocados para posições espaciais anteriormente 

ocupadas.  

Como esperado, os ratos exploraram mais o objeto recente deslocado do que o 

não-deslocado, entretanto um padrão inverso foi observado para os objetos antigos, ou 

seja, o objeto antigo não-deslocado foi mais explorado que o objeto deslocado (Kart-Teke 

et al., 2006). Esse modelo é uma boa aproximação dos critérios comportamentais 

propostos, uma vez que os animais declaram, através do comportamento, a localização 

espacial de apresentação (aspecto “o quê-quando”, B2>B1), a inversão do padrão 

original, mostrando a preferência de exploração espaço-temporal do objeto antigo 

mantido fixo em detrimento do deslocado (A1>A2) e a preferência temporal, ou de ordem 

de aparência entre as sessões (aspecto “o quê-quando” A1>B1).  
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Neste protocolo, ao deslocar objetos da primeira e da segunda sessão de treino 

(A2 e B2), há a inversão na preferência entre os objetos antigos como necessária à 

integração das memórias para “o que”, “onde” e “quando”, padrão não visto na tarefa 

desenvolvida para camundongos (Dere et al., 2005b). Essa inversão do padrão de 

exploração entre os objetos antigos não acontece de modo aleatório, mas aparece como 

integração do conteúdo episódico, excluindo a possibilidade de que as informações 

espaciais e temporais dos objetos sejam codificadas, armazenadas e recuperadas de forma 

independente umas das outras (Clayton et al., 2003; Kart-Teke et al., 2006). 

Esse é um protocolo promissor porque permite abordar uma avaliação 

comportamental separada dos diferentes processos mnemónicos (aquisição, consolidação 

e evocação) em ratos, bem como o estudo dos mecanismos neurobiológicos estruturais e 

funcionais evolvidos no processamento do subtipo episódico da memória (Barbosa et al., 

2013; Inostroza et al., 2013; Chao et al., 2014). 

1.3 Mecanismos neurais da memória do tipo episódica 

Os múltiplos sistemas de memória envolvem uma arquitetura neural distinta e 

mudanças a nível celular que levam tempo para surgir e persistir (Nadel & Hardt, 2011). 

As estruturas do LTM são vistas como essenciais para formação da memória explícita. 

Em especial, sugere-se que o hipocampo e suas áreas adjacentes estão envolvidos na 

formação e consolidação de um evento que relaciona ordens temporais e espaciais 

específicas (Ergorul & Eichenbaum, 2004; DeVito & Eichenbaum, 2011; Barbosa, de 

Oliveira Pontes, Ribeiro, Ribeiro, & Silva, 2012; Barbosa et al., 2013; Wilson et al., 

2013). 

A formação da memória tipo episódica necessita de uma maior investigação sobre 

os mecanismos moleculares que medeiam seus processos (Barbosa et al., 2010).  Estudos 
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de neuroimagem funcional mostraram que o hipocampo participa do funcionamento de 

redes corticais para recordação de experiências pessoais passadas e o planejamento de 

eventos futuros (Schacter, Addis, & Buckner, 2007). Segundo Fyhn, Molden, Witter, 

Moser, & Moser ( 2004),  o hipocampo é essencial para a codificação rápida e a estocagem 

de novos episódios, trabalhando em conjunto com o neocórtex através de interações 

repetidas. Neste sentido, o hipocampo não é o armazém final, mas funciona como 

integrador capaz de ligar atributos e experiências únicas em uma representação espaço-

temporal (Naya & Suzuki, 2011). 

O hipocampo possui um circuito particular de funcionamento (Bizon & Gallagher, 

2005; Hunsaker, Rosenberg, & Kesner, 2008). De maneira geral, células granulares 

presentes no Giro Denteado (GD) recebem sinais excitatórios do Córtex Entorrinal (CE) 

através da via perfurante. O CE projeta parte dos seus axônios para CA2 e CA3 (Steward, 

1976). As células granulares do GD também se projetam, via fibras musgosas, formando 

conexões com CA3. Por sua vez, CA3 possui uma rede de neurônios piramidais que, além 

de receber informações do GD e possuir reverberações em sua própria estrutura, através 

dos colaterais de Schaffer, inervam CA1, que representa a maior rede de saída de 

informações do hipocampo para o CE (figuras 2 e 3). Esse processamento de informações 

no hipocampo contribui para a formação da memória episódica (Burgess, Maguire, & 

O’Keefe, 2002; Squire et al., 2004; Kesner, 2007) 

O processamento da informação do ambiente é feito através de duas vias paralelas 

em regiões adjacentes ao hipocampo: a via “o quê”, que é composta pelas porções laterais 

do córtex entorrinal (CEL) e perirrinal (CPL), recebe informações multimodais de áreas 

sensoriais, sendo responsável pelas representações características dos objetos ou itens e é 

essencial para o reconhecimento de objetos. A via “onde”, formada pelas porções mediais 

do córtex entorrinal (CEM) e pós-rinal, recebe principalmente informações 
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visuoespaciais, caracterizando-se como funcional para o processamento da localização 

dos itens ou objetos (Eichenbaum, Sauvage, Fortin, Komorowski, & Lipton, 2012; Allen 

& Fortin, 2013; Kesner & Rolls, 2015). 

Ao revisar diferentes modelos de estudo com animais, incluindo experimentos 

comportamentais, de lesão e eletrofisiologia, Eichenbaum e colaboradores (2012) 

destacaram que os diferentes componentes do LTM têm contribuições distintas na 

recordação episódica e que essa codificação envolve a convergência de informações sobre 

os eventos e seus contextos espaço-temporais para o hipocampo (figura 2). Em reforço a 

essa proposta de hierarquia das funções entre áreas para o processamento da memória, 

alguns estudos apontam que quando o hipocampo é lesionado não há prejuízo para tarefas 

não associativas, que avaliam de maneira separada os objetos, o aspecto temporal e a 

localização espacial (Good et al., 2007; Kesner, Taylor, Hoge, & Andy, 2015; Winters, 

Saksida, & Bussey, 2008).  Neste sentido, as informações chegam de córtices associativos 

para o hipocampo, onde o traço é mantido (Frankland & Bontempi, 2005). 

 

Figura 2. Esquema de comunicação hipocampal e do funcionamento da rede entre neocórtex e 

hipocampo, baseado no modelo hierárquico (Adaptado de Kealy & Commins, 2011). 
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Há mais de 40 anos existem relatos de que algumas células hipocampais disparam 

mais quando os ratos estão em um local específico de uma arena, conhecidas como 

“células de lugar” (O’Keefe & Dostrovsky, 1971; Moser, Kropff, & Moser, 2008). Em 

um ensaio com pequenas alterações na forma do ambiente, ao trocar uma arena circular 

por uma quadrada, houve mudança no padrão de atividade dessas células hipocampais 

dos roedores. Essas representações discretas do ambiente dependem de um processo de 

separação de padrões realizado por subáreas do hipocampo (Leutgeb, Leutgeb, Moser, & 

Moser, 2007). 

Outros estudos mostram que além das “células de lugar”, existem células que 

disparam em um padrão de grade (“células em grade”) no CEM com o papel de 

segregação de informações espaciais (Allen & Fortin, 2013). De acordo com Eichenbaum 

e colaboradores (2012), a diferença de papel entre o hipocampo e o CEM na memória 

episódica se dá porque este, através das “células em grade”, suporta representações 

espaço-temporais compondo episódios de navegação e fornecendo um mapeamento do 

ambiente. Já as “células de lugar” no hipocampo representam eventos específicos, 

sinalizando sequências distintas e sutis de localização que compõe cada episódio.  

Modelos computacionais caracterizam as sub-regiões do hipocampo, em sua 

porção dorsal, como diferentes quanto à funcionalidade no processamento de informações 

espaço-temporais (Kesner & Rolls, 2015). Em estudos genéticos, de lesão e 

neurofisiológico a região de CA1 caracteriza-se como mediadora do processamento de 

informações temporais e funcionalmente envolvida na resolução de tarefas espaço-

temporal (Huerta, Sun, Wilson, & Tonegawa, 2000; Hoge & Kesner, 2007; Vago, Bevan, 

& Kesner, 2007). Barbosa e colaboradores (2012) observaram que após inativar CA3 e 

GD em uma tarefa de memória similiar à episódica houve prejuízo na discriminação 



12 
 

espacial, mas a discriminação temporal foi preservada, mostrando possível mediação de 

CA1 nesse processo. 

Animais com CA1 lesionado têm um padrão de preferência pela recência espacial 

do objeto, em detrimento à preferência pela primazia, observada nos animais sem lesão 

(Hunsaker, Lee, & Kesner, 2008). Sugere-se, assim, que CA1 está particularmente 

envolvida na estocagem temporal (“quando”) entre episódios semelhantes (Estes, 1985; 

Rolls & Kesner, 2006; Kesner, Hunsaker, & Ziegler, 2010). De acordo com Agster & 

Burwell (2013), a porção dorsal de CA1 é a maior via de saída de informações do 

hipocampo para o neocórtex, além de possuir vias que se ligam à CA3 e GD. 

O GD está associado ao processo de separação de padrões, com o importante papel 

de diferenciar mudanças finas de padrões similares (Dees & Kesner, 2013; Hunsaker & 

Kesner, 2013). A separação de padrões ocorre quando os padrões de disparo de saída de 

uma rede diminuem a semelhança entre os disparos de entrada, separando conjuntos de 

eventos muito similares. A função de separar padrões é atribuída ao giro denteado, 

incialmente, por suas características anatômicas. O esquema de codificações esparsas do 

GD trabalha facilitando a discriminação das informações através da retroalimentação dos 

mecanismos inibitórios dos interneurônios e, mesmo entradas semelhantes, ativam 

conjuntos neuronais distintos, conduzindo a codificação de memórias no hipocampo 

(Deng, Aimone, & Gage, 2010). 

CA3 também apresenta um papel na separação de padrões, mas em uma escala 

um pouco maior, como de mudanças geométricas no ambiente, sendo funcional para o 

processo de completamento de padrões (Treves et al., 2004; McHugh et al., 2007; Kesner 

& Rolls, 2015). Essas duas sub-regiões interagem, via fibras musgosas, para o 

processamento da informação (“o quê”) espacial (“onde”) (Allen & Fortin, 2013). Ratos 
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com lesões em CA3 mostraram prejuízo em associações relativas de aprendizagem para 

objeto e lugar (Gilbert & Kesner, 2003). 

Atualmente, a sub-região CA3 dorsal não é vista como homogênea e as conexões 

de suas partes resultam em propriedades neurofisiológicas diferentes (Witter, 2007). A 

porção de CA3 a,b é a região mais próxima de CA2 e, diferentemente de CA3c, não está 

funcionalmente envolvida na detecção de mudanças métricas na localização do objeto 

(Hunsaker, Rosenberg, & Kesner, 2008). Schacter & Addis (2007) e Almeida, Idiart, & 

Lisman (2007) sugerem que a porção dorsal de CA3c está envolvido na formação e 

evocação de memórias espaciais, em conjunto com GD. 

 

Figura 3. Representação do cérebro do rato mostrando vias perfurante medial e lateral e as sub-regiões 

hipocampais CA1, CA3 (ab) e (c) e Giro Denteado (Adaptado de Bizon & Gallagher, 2005). 

 

De maneira geral, há uma rede associativa que permite a ligação de múltiplas 

entradas e desempenha um importante papel não só na codificação, mas também na 

recuperação de um padrão de atividade entre CA3, principalmente CA3c, e GD 

(Hunsaker, Rosenberg & Kesner, 2008). Esse padrão acontece porque CA3 recebe 
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informações do GD, que atua diminuindo a interferência entre padrões similares de 

entrada nessa rede, ou seja, reduzindo a sobreposição entre os eventos espaciais similares 

(Palmer & Good, 2011). 

O papel da separação de padrões existente entre o GD e CA3 é um processo 

essencial para a codificação episódica e o seu rompimento é central para déficits 

observados no envelhecimento patológico  Alterações funcionais e morfológicas 

observadas no GD são acompanhadas por deficiência de memória espacial e mudanças 

na plasticidade sináptica (Palmer & Good, 2011). 

Os primeiros estudos realizados para a descoberta da Potenciação de Longa 

Duração (LTP)2 e Depressão de Longa Duração (LTD)3 (Bliss & Lømo, 1973) e a ideia 

de um sistema que trabalha em rede e atua através da reverberação, advinda dos trabalhos 

de Hebb em 1949, caracterizaram o processamento da memória como mudanças 

bioquímicas e morfológicas que marcam as transições temporais, de curto e longo prazo 

(McGaugh, 2000; Roesler et al., 2006).  

Essas mudanças acontecem pela eficiência de comunicação entre o hipocampo e 

as áreas neocorticais e por alterações na liberação de neurotransmissores, em especial, a 

neurotransmissão glutamatérgica. Quando ativados, os receptores glutamatérgicos 

estabelecem relações com proteínas quinases, como a Cálcio-Calmodulina (CaMKII) 

quinase, a proteína quinase A (PKA) e CREB, que podem mediar a fase tardia da LTP e, 

                                                           
2 Potenciação de longa duração (LTP) acontece a partir de estimulações elétricas aferentes repetidas que 

aumentam a excitabilidade neuronal e está envolvida nos mecanismos funcionais para estocagem de 

memória (Bliss & Lomo, 1973). 

 
3 Depressão de longa duração (LTD) é proposta como um mecanismo de esquecimento, envolvendo 

plasticidade sináptica, através da ativação de aferências a caminhos neurais específicos, produzindo 

decréscimo na excitabilidade (Bliss & Lomo, 1973). 
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consequentemente, envolver-se na consolidação da memória (McGaugh, 2000; 

Nakazawa, McHugh, Wilson, & Tonegawa, 2004; Roesler et al., 2006). 

1.4 Papel do sistema glutamatérgico na memória  

O sistema glutamatérgico está envolvido na formação da aprendizagem e da 

memória, participa dos processos LTP e LTD, da maturação neuronal e da sinaptogênese, 

exercendo a maior parte da atividade excitatória do Sistema Nervoso Central (SNC) 

através de dois tipos de receptores: metabotrópicos e ionotrópicos (Marmiroli & 

Cavaletti, 2012; Niciu, Henter, Luckenbaugh, Zarate, & Charney, 2014).  

O glutamato apresenta oito tipos de receptores metabotrópicos (mGluR), 

subdivididos em grupos de acordo com a similaridade na sequência de aminoácidos, a 

seletividade farmacológica e os mecanismos de transdução do sinal (Obrenovitch & 

Urenjak, 1997; Obrenovitch, Urenjak, Zilkha, & Jay, 2000). Os receptores ionotrópicos, 

por sua vez, são farmacologicamente classificados em três subtipos de acordo com a 

maior seletividade por seus ligantes específicos: o N-metil-D-aspartato (NMDA), o α-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol ácido propiônico (AMPA) e o Cainato (KA) 

(Ahmadian et al., 2004; Marmiroli & Cavaletti, 2012). 

Os receptores NMDA são primariamente ativados por íons de cálcio (Ca2+) e, 

assim, respondem de maneira lenta ao sistema de correntes pós-sinápticas excitatórias. 

Esses canais iônicos são formados por proteínas heteroméricas que podem ser divididas 

nas subunidades NMDAR 1, NMDAR 2A-D e NMDAR 3A–B (Meldrum, 2000). Já o 

AMPA, subdividido em GLUR1, GLUR2, GLUR3 e GLUR4, e o Cainato apresentam 

canais permeáveis, inicialmente, aos íons de sódio (Na+) e potássio (K+), participando da 

neurotransmissão excitatória mais rápida do sistema glutamatérgico (Hollmann, Maron, 

& Heinemann, 1994; Ahmadian et al., 2004). O AMPA e NMDA estão envolvidos na 
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cognição e na plasticidade sináptica, mas contribuem de maneira diferente no 

processamento dessa neurotransmissão (Miyamoto, 2006; Rao & Finkbeiner, 2007). 

Estudos sugerem que os receptores AMPA apresentam um importante papel na 

codificação inicial ou na aquisição de representação do objeto. Winters & Bussey (2005) 

demonstraram que a infusão do CNQX, antagonista AMPA, no perirrinal prejudica as 

tarefas de reconhecimento de objeto para intervalos curtos ou longos, de 5 minutos ou 3 

horas. Antagonistas dos receptores AMPA bloqueiam a codificação e a recuperação do 

“object-in-place” (objeto no lugar) (Barker & Warburton, 2013). 

Dentre os três tipos de receptores glutamatérgicos ionotrópicos, o NMDA é mais 

estudado por implicações em doenças do SNC (Newcomer & Krystal, 2001) e é o que 

possui maior afinidade pelo glutamato (Waxman & Lynch, 2005).  Seu envolvimento na 

plasticidade sináptica é investigado há mais de 20 anos (Collingridge, Kehl, & 

McLennan, 1983). 

Antagonistas NMDA podem apresentar melhora ou prejudicar uma tarefa de 

reconhecimento de objetos (Puma & Bizot, 1998; Baker & Kim, 2002). A administração 

sistêmica de MK-801, antagonista não competitivo NMDA, prejudicou a aquisição e a 

consolidação no reconhecimento de objetos (de Lima, Laranja, Bromberg, Roesler, & 

Schröder, 2005). A infusão bilateral de AP5, antagonista clássico NMDA,  no córtex 

perirrinal prejudicou a aquisição do reconhecimento de objetos em intervalos de longa 

retenção, como 3 ou 24 horas, mas não para intervalos curtos de tempo, de 5 ou 20 

minutos (Winters & Bussey, 2005; Barker et al., 2006). 

Os receptores NMDA no hipocampo estão envolvidos na codificação de tarefas 

com novidade espacial, para localização de objetos (Barker & Warburton, 2009), bem 
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como para tarefas que se apresentam danificadas para pacientes com Alzheimer, como as 

associativas do tipo “object-in-place” (Barker & Warburton, 2013). 

A infusão de AP5 bilateral em CA3 prejudicou a realização de uma tarefa de 

reconhecimento em um novo ambiente (Lee & Kesner, 2002). Possivelmente, 

informações de localizações espaciais e de itens são projetadas para CA3 pela via 

perfurante medial e lateral. As informações visuais dos itens chegam pela via lateral e 

estão relacionadas a ativação de receptores opióides, já as informações espaciais 

relacionam-se a ativação de receptores NMDA, caracterizando a funcionalidade espacial 

desses receptores em CA3 (Hargreaves, Rao, Lee, & Knierim, 2005; Hunsaker, Lee & 

Kesner, 2008; Kesner et al., 2010; Palmer et al., 2014). 

Os NMDAr estão amplamente distribuídos no cérebro, especialmente no 

neocórtex e hipocampo (Monaghan, Andaloro, & Skifter, 1998; Sakurai, Penney, & 

Young, 1993), notavelmente, baseando comprometimentos de memória episódica pela 

administração de baixas doses de seus antagonistas (Chrobak, Hinman, & Sabolek, 2008). 

Diferentes regiões corticais apresentam mecanismos de plasticidade particulares para os 

diferentes tipos de reconhecimento de objeto. De maneira geral, a neurotransmissão dos 

receptores AMPA e NMDA apresenta um papel importante na formação de vários tipos 

de memória no hipocampo e nas regiões para-hipocampais (Warburton, Barker, & Brown, 

2013). 

1.5 Cetamina 

A Cetamina (2-[2-clorofenil]-2-[metilamino]-ciclohexanona) é um analgésico 

com propriedades dissociativas e psicodélicas, é derivada da fenciclidina e foi 

desenvolvida em 1962, no Laboratório Parke Davis, em busca de diminuir as reações 

adversas da fenciclidina (Riedel, Platt, & Micheau, 2003; Wolff & Winstock, 2012; Mion 
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& Villevieille, 2013).  Durante os anos 60 e 70 a Cetamina ficou conhecida por seus 

efeitos anestésicos e por ser usada como droga recreativa (Morgan & Curran, 2012). 

A meia vida da Cetamina é pequena, durando até 15 minutos, mas apresenta uma 

vida média de 1 à 3 horas, dependendo da via de administração (Mion & Villevieille, 

2013). O produto comercial e utilizado na clínica é a mistura racêmica, na proporção 1:1, 

de dois isômeros, a partir de um centro quiral: o levogiro S-(+)-Cetamina e o dextrogiro 

R-(-)-Cetamina (Wolff & Winstock, 2012; Mion & Villevieille, 2013).  A S-(+)- 

Cetamina é três vezes mais potente como analgésico e hipnótico do que o isômero 

dextrogiro e a mistura racêmica. O enantiômero R(-)-Cetamina tem alta afinidade com 

receptores opioides e muscarínicos, caracterizando-se como mais alucinógeno (Adams, 

1997). 

 

Figura 4. Representação da estrutura química dos dois isômeros da Cetamina. A) Isômero S-(+)-

Cetamina. B) Isômero R-(-)-Cetamina. 

 

A S-(+)-Cetamina apresenta mais eficácia terapêutica, relacionada à anestesia, e 

menos efeitos adversos, como a redução da quantidade do acumulo da substância, menos 

tempo para recuperação da performance cognitiva, comparada a mistura racêmica 

(Adams & Werner, 1997; Engelhardt, 1997). Esse isômero possui de quatro a cinco vezes 

mais afinidade ao complexo NMDA, no cérebro humano, do que o R-(-)-Cetamina 

(Durieux & Nietgen, 1997). Nesse caso, o antagonismo do receptor NMDA 

possivelmente medeia os efeitos analgésicos, dissociativos e neuroprotetivos 

A. B. 
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apresentados pela substância (Anis, Berry, Burton, & Lodge, 1983; Wolff & Winstock, 

2012) 

Quanto à neurofarmacologia, o mecanismo de ação da Cetamina é complexo pela 

sua estereosseletividade, ou seja, sua interação com vários tipos de receptores. Além do 

antagonismo NMDA, a Cetamina apresenta ligação com receptores AMPA, opióides, 

noradrenérgicos, serotonérgicos e colinérgicos muscarínicos (Nishimura & Sato, 1999; 

Abelson, Goldkuhl, Nylund, & Höglund, 2006; Maeng et al., 2008). Atualmente, ela é 

um dos poucos antagonistas NMDA disponíveis para sedação e anestesia (Li et al., 2010) 

e é utilizada para o tratamento da depressão na prática clínica (Liu et al., 2013). 

Através do antagonismo não competitivo e obrigatório com o NMDAr, a 

Cetamina pode interferir na transmissão de aminoácidos excitatórios do SNC, como o 

glutamato e aspartato (Fagg, 1987; Harrison, Law, & Eastwood, 2003). Essa interferência 

bloqueia a potenciação de longa duração, que é um mecanismo essencial para a 

plasticidade sináptica (Harrison et al., 2003), e gera prejuízo cognitivo, como de atenção, 

fluência verbal, aprendizagem, memória de trabalho e memória episódica, que ainda não 

foram completamente elucidados (Wolff & Winstock, 2012; Morgan et al., 2014). 

A Cetamina causa déficits específicos de memória explícita e implícita. Os danos 

de manipulação do conteúdo semântico e episódico vistos na condição aguda apresentam-

se de maneira mais acentuada após exposição crônica (Honey et al., 2003; Morgan & 

Curran, 2006). Prejuízos de memória semântica e episódica em usuários de Cetamina 

permanecem três dias após o último uso comparados aos voluntários que não a usavam 

frequentemente. Logo, prejuízos cognitivos a longo prazo podem relacionar-se ao uso 

regular da substância (Adler, Goldberg, Malhotra, Pickar, & Breier, 1998). Ainda são 

necessários estudos sistematizados incluindo modelos pré-clínicos, para melhor 
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caracterizar o perfil da substância no desempenho cognitivo, buscando avaliar o 

comportamento e seus correlatos neuroanatômicos e neuroquímicos (Morgan & Curran, 

2006). 

Em doses sub-anestésicas a Cetamina não foi capaz de produzir déficits nas tarefas 

de esquiva passiva ou na recuperação da memória no labirinto em T em camundongos 

(Wang et al., 2006).  Quando testada no labirinto aquático de Morris, a dose de 15 mg/kg 

da Cetamina não prejudicou a aquisição da navegação espacial em roedores quando a 

plataforma estava visível (Wesierska, Macias-Gonzalez, & Burešs, 1990). Em uma tarefa 

de esquiva ativa a Cetamina, em doses baixas, apresentou melhora na aquisição e 

evocação da memória (Getova & Doncheva, 2011). Outros estudos revelam que a 

Cetamina pode apresentar diferentes efeitos sobre a formação de aprendizagens e 

memórias não associativas, como memórias condicionadas ao sabor e ao medo (Aguado, 

Antonio, Pérez, Valle, & Gómez, 1994; Mickley et al., 1998; Mickley, Remmers-Roeber, 

Crouse, & Peluso, 2000). 

Embora a maioria dos estudos apresentados acima apontem um efeito positivo na 

Cetamina na memória, e já se saiba seu papel na fase de aquisição (Bannerman, Rawlins, 

& Good, 2006; Moosavi, Yadollahi Khales, Rastegar, & Zarifkar, 2012), a maior parte 

dos efeitos da Cetamina é mediada pelo antagonismo NMDAr (Anis et al., 1983) que 

afeta o desempenho de roedores e primatas não humanos em tarefas que envolvem o 

hipocampo e o córtex pré-frontal (Newcomer & Krystal, 2001). Essa desregulação da 

comunicação entre as redes do neocórtex e do hipocampo provocada pela Cetamina 

(Canolty et al., 2006; Riedel et al., 2003) pode alterar a atividade glutamatérgica nessas 

áreas essenciais para as representações de eventos específicos com atrasos prolongados 

(Lee & Kesner, 2003; Chrobak et al., 2008). 



21 
 

Doses sub-anestésicos da Cetamina produzem déficits em tarefas de 

reconhecimento, de memória espacial e não espacial em roedores (Nikolaos Pitsikas & 

Boultadakis, 2009; Boultadakis & Pitsikas, 2011; Venâncio, Magalhães, Antunes, & 

Summavielle, 2011) e alteração em níveis moleculares de plasticidade no hipocampo 

(Garcia et al., 2008; Goulart et al., 2010; Duman, Li, Liu, Duric, & Aghajanian, 2012). 

De acordo com Pitsikas, Boultadakis, & Sakellaridis (2008), o prejuízo gerado por doses 

agudas e sub-anestésicas de Cetamina abrangem a aquisição, a consolidação e evocação 

de informações espaciais e não espaciais. 

No estudo de Goulart e colaboradores (2010), baixas doses de Cetamina (4 e 8 

mg/kg) não prejudicaram a detecção de novidade em uma tarefa de reconhecimento de 

objetos, quatro horas após o treino. Entretanto, a dose mais alta (20 mg/kg) mostrou-se 

capaz danificar o desempenho na tarefa, possivelmente relacionado a redução dos níveis 

do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo, quando comparada às 

outras doses. Outro estudo também relacionou o baixo desempenho da aprendizagem e 

memória à diminuição da expressão dessa neurotrofina (Peng, Zhang, Zhang, Wang, & 

Ren, 2009; Peng, Zhang, Ren, Zhang, & Wang, 2010). 

A administração aguda ou crônica da Cetamina age, principalmente, bloqueando 

o complexo NMDA (Kegeles et al., 2000) que pode influenciar a neurogênese hipocampal 

adulta (Nacher & McEwen, 2006). Por outro lado, o tratamento com Cetamina também 

já se mostrou capaz de aumentar a taxa de densidade do receptor AMPA (Tizabi, Bhatti, 

Manaye, Das, & Akinfiresoye, 2012). Esse aumento de atividade glutamatérgica através 

de receptores AMPA pode ser responsável por mediar a potenciação sináptica e a ativação 

de proteínas quinases que, subsequentemente, produzem genes imediatos e fatores 

neurotróficos, como o c-Fos e o BDNF, observados após exposição à droga (Niciu et al., 

2014). 
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A expressão de genes imediatos é muito utilizada para avaliar efeitos de 

experiências sensoriais, como estimulações comportamentais e farmacológicas em 

diferentes circuitos e regiões cerebrais (Guzowski, Knierim, & Moser, 2004; Kubik, 

Miyashita, & Guzowski, 2007; Szakacs, Janka, & Kalman, 2012). A liberação de 

neurotransmissores no interior de um circuito neural pode levar à despolarização da célula 

e ao influxo de cálcio nos neurônios, desencadeando alterações celulares, como 

modificações pós transducionais ou a regulação da tradução do RNAm, que podem levar 

a produção de novas proteínas (Sutton & Schuman, 2006; Flavell & Greenberg, 2008). 

Através da imuno-histoquímica, Fos pode ser expressa e revelada em uma 

marcação nuclear nos neurônios, para avaliar circunstâncias normais ou patológicas 

(Sagar, Sharp, & Curran, 1988). O pronto-oncogene c-Fos é um dos marcadores mais 

comuns de plasticidade (Sagar et al., 1988; Peng et al., 2010) e pode ser expresso por 

estimulações externas e/ou internas, dos fatores de crescimento do cérebro ou ativação de 

neurotransmissores. Neste caso, a estimulação é mediada principalmente pela ação de 

receptores ionotrópicos glutamatérgicos e canais de membrana dependentes de voltagem 

(Greenberg, Ziff, & Greene, 1986; Herdegen & Leah, 1998). 

A ativação de receptores glutamatérgicos seguida da despolarização da 

membrana, abertura dos Canais de Cálcio Dependentes de Voltagem (CCDV) e, 

consequentemente, do aumento do influxo de Cálcio na célula, ativam vias de sinalização 

que formam um complexo de fatores de transcrição entre proteínas, como as quinases, a 

CaRE e o CREB, controlando a expressão de um grande número de genes, incluindo c-

Fos (Flavell & Greenberg, 2008). 

A proteína Fos trabalha em conjunto com as proteínas da família Jun, no complexo 

de transcrição AP-1. Como esse complexo é crítico para respostas adaptativas, sua perda 
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pode originar déficits comportamentais adicionais (Brown et al., 1996). c-Fos é muito 

utilizado para marcação de neurônios recentemente ativados, uma vez que o aumento na 

transcrição não requer síntese de novas proteínas e sua expressão é transitória, começando 

em um intervalo de 5 minutos após estimulação e com um pico médio de 60 à 90 minutos 

(Flavell & Greenberg, 2008; Kinnavane, Albasser, & Aggleton, 2015). 

Evidências recentes relacionam o armazenamento de informações ao crescimento 

de novas conexões sinápticas e a transcrição de c-Fos, que é considerado um marcador 

molecular de memória por apresentar um aumento prolongado após a aprendizagem (Fusi 

& Abbott, 2007). Estudos mostram um aumento da expressão de c-Fos no córtex pré-

frontal (CPF), perirrinal e no hipocampo após tarefas de memória que envolvam medo 

condicionado, reconhecimento de objetos e de informações espaço-temporais, 

caracterizadas como episódios, (VanElzakker, Fevurly, Breindel, & Spencer, 2008; 

Aggleton, Brown, & Albasser, 2012; Albasser et al., 2013; Barbosa et al., 2013) indicando 

o funcionamento de diferentes redes neuronais na resolução dessas tarefas em roedores 

(Peng et al., 2009). 

Receptores glutamatérgicos, principalmente o NMDA e o AMPA, são capazes de 

modular a expressão de c-Fos no cérebro de roedores (Greenberg & Ziff, 2001; Szakacs 

et al., 2012). A cetamina, antagonista não competitivo NMDA, causou diminuição na 

expressão de c-Fos, no hipocampo e na amigdala, após um protocolo de medo 

condicionado (Pietersen et al., 2006). A redução do desempenho da aprendizagem e da 

memória após a administração de Cetamina foi acompanhada pela diminuição da 

expressão de CREB e c-Fos no hipocampo de ratos. Possivelmente, os prejuízos de 

aprendizagem e memória estão relacionados à inibição da fosforilação de CREB e da 

transcrição de c-Fos pela administração da Cetamina (Peng et al., 2009, 2010). 
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Déficits de memória de trabalho após administração de Cetamina encontraram 

aumento significativo da expressão de c-Fos para as sub-regiões do hipocampo (CA1, 

CA3 e DG) de maneira dose-dependente e inversa, quanto maior a dose, menor a 

expressão de c-Fos (Imre, Fokkema, Boer, & Ter Horst, 2006). Os efeitos da 

administração da Cetamina no hipocampo ainda não estão bem estabelecidos quanto à 

relação do aumento ou bloqueio da expressão de IEGs, como c-Fos, e seu efeito na 

memória. As evidências sobre a ação da Cetamina são conflitantes e dependentes da dose 

administrada, do tipo de administração (aguda ou crônica) e do tipo de memória estudado 

(Ribeiro, Valentim, Rodrigues, Olsson, & Antunes, 2012). 

Neste sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar a administração aguda de doses 

sub-anestésicas da Cetamina na memória do tipo episódica e a ação tanto da estimulação 

comportamental como farmacológica na expressão de c-Fos em sub-regiões do 

hipocampo.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O hipocampo é uma das estruturas cerebrais envolvidas no processamento da 

memória episódica, principalmente por ter conexões em redes entre suas sub-regiões que 

integram elementos e contextos espaço-temporais específicos (DeVito & Eichenbaum, 

2011; Eichenbaum et al., 2012; Barbosa et al., 2013; Dees & Kesner, 2013). Há poucos 

modelos animais descritos na literatura que permitem uma avaliação funcional do 

hipocampo e dos mecanismos neurais que estão envolvidos no processamento de aspectos 

cognitivos mais sutis, como a memória similar à episódica (Chrobak et al., 2008; Barbosa 

et al., 2012). 

O sistema glutamatérgico e, especialmente, os receptores NMDA estão 

envolvidos na plasticidade sináptica e na consolidação de memórias (Riedel et al., 2003; 

Chrobak et al., 2008; Hunsaker & Kesner, 2013).  A Cetamina é um antagonista não 

seletivo NMDA e tem sido apresentada como uma droga inovadora que induz efeitos 

plásticos no hipocampo de ratos (Pittenger, Sanacora, & Krystal, 2007; Garcia et al., 

2008; Tizabi et al., 2012). Entretanto, essas questões ainda não estão bem estabelecidas 

(Ribeiro et al., 2012). 

Neste sentido, a proposta de avaliar os efeitos comportamentais e neuroquímicos 

da administração aguda da Cetamina em uma tarefa de memória similar à episódica 

possibilitará avanços no campo da memória e sua relação plástica com o sistema 

glutamatérgico, especificamente em um tipo de memória que é bastante afetado em 

doenças neurodegenerativas, como a DA (Fouquet et al., 2010; Palmer & Good, 2011; 

Pause et al., 2013). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral  

 

Investigar a administração aguda da Cetamina no processo de memória do tipo 

episódica e na plasticidade em ratos Wistar. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar os efeitos da administração aguda de doses subanestésicas da Cetamina em 

uma tarefa de memória similar à episódica para os parâmetros de distância total 

percorrida, velocidade, tempo total de exploração, taxa de exploração dos objetos e 

taxa de discriminação aos aspectos “onde”, “quando” e “integração”; 

 Mensurar os aspectos neuroquímicos da administração aguda de doses 

subanestésicas da Cetamina através da quantificação de IEG (c-Fos) nas sub-regiões 

hipocampais CA1, CA3 (a,b), CA3c e Giro Denteado. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais  

Foram utilizados 46 ratos Wistar machos, entre três e quatro meses, mantidos em 

uma sala com controle acústico, de umidade e temperatura (24± 1ºC). Os ratos foram 

alojados em gaiolas plásticas que medem 30 cm de comprimento x 37 cm de largura e 16 

cm de altura, em grupos de quatro por gaiola. Os animais foram submetidos a um ciclo 

claro-escuro de 12:12 h (com luzes acesas às 05:00h) e todas as tarefas foram realizadas 

na fase clara do ciclo, entre 12 h e 17 h. A luminosidade média durante a realização dos 

procedimentos experimentais foi de 40lux. Água e comida foram fornecidas ad libitum. 

Os animais foram provenientes e mantidos no Biotério Prof. Dr. Thomas George 

do Centro de Ciências e Biotecnologia (CBioTec) na Universidade Federal da Paraíba, e 

todos os protocolos estavam de acordo com os princípios éticos e regidos pela Lei Arouca 

do uso de animais em pesquisa (nº 11.794/08) que buscam, sobretudo, o não sofrimento. 

A presente pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA – 

da Universidade Federal da Paraíba (CEUA Nº 0102/14). 

4.2 Delineamento experimental 

 Os procedimentos experimentais duraram nove dias (Figura 5C). Após completar 

os três meses de idade, todos os animais passaram pelo protocolo de manipulação, que os 

mantinham em contato com o experimentador por 15 minutos, durante cinco dias.  Nos 

três dias seguintes, passaram por habituações ao campo aberto, em sessões diárias de 10 

minutos. Nas sessões de habituação os ratos foram expostos a uma arena circular vazia, 

medindo 60 cm de diâmetro e 40 cm de altura, com pistas proximais localizadas em quatro 

pontos das paredes da arena (Figura 5A) e pistas distais localizadas na parede da sala, 

como representado na figura 5B. Essas pistas foram mantidas durante o experimento.  
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De acordo com procedimentos já realizados, os processos de manipulação e 

habituação são necessários (Kart-Teke et al., 2006; Barbosa et al., 2010). No nono dia, os 

animais realizaram a tarefa com baseada no protocolo (Kart-Teke et al., 2006). Todas as 

sessões foram gravadas através de uma webcam (modelo C270 HD, Logitech) pelo 

software Debut e os vídeos foram posteriormente analisados por dois softwares de 

rastreamento, o Ethowacther (UFSC, Brasil) e ANY-maze (Stoelting, USA). 

 

 

Figura 5. A. Campo aberto circular com pistas proximais. B. Pistas distais fixadas na parede da sala de 

experimento comportamental. C. Descrição do delineamento experimental 

 

  

No experimento foram utilizados 6 modelos de objetos, com quatro cópias cada, 

sendo todos os modelos do mesmo material (plástico), mas com textura, cores e formas 

diferentes, mostrado na figura 6. Os objetos mediam de 5 a 15 cm de altura, com largura 
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de 5 a 10 cm, e estavam preenchidos, em seu interior, com gesso, para que os animais não 

deslocassem o objeto ao explorá-lo. Estudos pilotos do laboratório, não publicados, 

revelaram que não houve pré-preferência por nenhum objeto. Ao final de cada sessão, os 

objetos eram limpos com álcool (5%). O protocolo foi randomizado para os grupos, 

contrabalanceando as ordens de objetos e posições entre as sessões. Assim, todos os 

grupos foram apresentados a todos os objetos e todas as disposições espaciais.  

   

Figura 6: Cópias dos seis objetos utilizados nas sessões experimentais. 

 

4.3 Procedimentos experimentais 

4.3.1 Tarefa de memória do tipo episódica desenvolvida por Kart-Teke et al 

(2006).  
 

 A tarefa é composta de dois treinos e um teste em um campo aberto circular, com 

duração de cinco minutos cada e intervalo de uma hora entre eles. No primeiro treino 

foram dispostos quatro objetos iguais (A) e após 1 hora de intervalo foi feito o segundo 

treino com quatro objetos diferentes (B), destes, dois se mantiveram em coordenadas 

espaciais já ocupadas por objetos As no treino 1 e, dois foram localizados em coordenadas 

espaciais diferentes. Imediatamente após o treino, os animais receberam injeção (i.p.) de 

Cetamina ou Salina, de acordo com seus grupos. Na sessão de teste, 1 hora após o segundo 

treino, o animal foi colocado no campo aberto com quatro objetos, todos já apresentados, 



30 
 

sendo dois recentes (B) e dois antigos (A) e, entre eles, dois foram deslocados (A2 e B2) 

e dois mantidos em posições estacionários (A1 e B1), apresentada na figura 8.  

 Como hipótese, esperava-se que os objetos antigos (A) fossem mais explorados 

em comparação aos recentes (B). Entre os recentes, os animais deveriam explorar mais o 

deslocado (B2) do que o não deslocado. Entre os antigos, o não-deslocado (A1) deveria 

ser mais explorado do que o deslocado (A2). A tarefa avalia os critérios comportamentais 

o quê, quando e onde através da característica natural dos roedores para detectar novidade 

em protocolos associativos que excluem a possibilidade da exploração dissociada entre 

os três aspectos (Gilbert, Kesner, & Lee, 2001; Kart-Teke et al., 2006). 

4.3.2 Tratamento farmacológico e Grupos  

O tratamento farmacológico foi procedido com Salina (0,9%) e Cetamina 

(Ketamina®, Anger União), em doses subanestésicas de 8mg/kg ou 15mg/kg, injetadas 

intraperitonealmente e de forma aguda. As doses utilizadas foram retiradas de protocolos 

anteriores (Garcia et al., 2008, 2009; Goulart et al., 2010; Moosavi et al., 2012). Todos os 

animais foram pesados antes da administração farmacológica para um controle da 

concentração e volume administrados.   

Os 46 animais foram divididos em cinco grupos. O grupo Home Cage (HC) (n=6) 

foi escolhido como controle para a avaliação basal dos IEGs nas sub-regiões do 

hipocampo. O Grupo Controle (n=10) realizou o procedimento comportamental sem 

intervenção farmacológica, para avaliação da expressão de c-Fos nas sub-regiões do 

hipocampo apenas pela estimulação comportamental. O Grupo Salina (via i.p.; n=10), o 

grupo Cetamina 8 mg/kg (via i.p.; n=10) e o Grupo Cetamina 15 mg/kg (via i.p.; n=10), 

conforme mostra a figura 8.  
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Figura 7: Caracterização do protocolo experimental e dos grupos utilizados no estudo. 

 

4.3.3 Perfusão dos animais e processamento do cérebro 

 Os animais foram anestesiados com tiopental (Thiopentax®, Cristália) (50 

mg/kg). Com o animal completamente anestesiado e imobilizado, realizou-se um acesso 

à cavidade torácica seccionando-se a pele e expondo a cavidade abdominal para 

exposição do coração. Posteriormente, uma agulha foi inserida no ventrículo esquerdo 

com posição direcionada à aorta e, em seguida, foi feita uma pequena incisão no átrio 

direito. Um volume de 300 ml de solução salina 0,9%, em tampão fosfato 0,1 M e pH 7,4, 

foi injetado com auxílio de uma bomba peristáltica. Ao finalizar a salina, foram injetados 

350 ml de solução de paraformaldeído a 4%.  

 Após a perfusão, os cérebros foram removidos através de craniotomia e 

mergulhados em uma mistura de solução fixadora de paraformaldeído com sacarose à 

30% para a pós fixação. Após 24 horas, os cérebros foram colocados em uma solução de 

sacarose 30% para crioproteção. As secções foram obtidas por congelamento em um 

criostato de deslizamento, obtendo-se secções frontais de 30 µm, as quais foram 

distribuídas sequencialmente em 4 compartimentos e armazenados em uma solução 
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anticongelante, à base de etilenoglicol e tampão fosfato, e conservados nela para posterior 

análise de reações de imunohistoquímica. 

4.3.4 Imunohistoquímica para c-Fos 

 As secções de um compartimento de cada animal foram lavadas (4 vezes de 10 

minutos) com tampão fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4, sob agitação automática, e pré-tratadas 

com peróxido de hidrogênio a 0,3% em PB por 20 minutos para inativação da peroxidase 

endógena. Os cortes foram colocados em contato com um anticorpo primário produzidos 

em coelho (1:1000; SC-52 - Santa Cruz Biotechnology, INC., Texas, USA) diluído em 

PB contendo Triton-X 100 a (ICN Biomedicals) 0,4% e de soro normal (Sigma Chemical 

Company) a 2% do animal em que foi obtido o anticorpo secundário, durante 18 a 24 

horas (25ºC). Em seguida, as secções foram colocadas em contato com o anticorpo 

secundário biotinilado, cabra anti-coelho na concentração de 1:1000 (BA-

1000, VECTASTAIN® ABC kits, Vector laboratories, CA, USA), diluído em Triton-X 

100 a 0,4%, por 90 minutos.  

 Após esta etapa, os cortes foram incubados numa solução contendo avidina e 

biotina (2% da solução total) mais Triton-X 100 NaCl, por 90 minutos. Para visualizar a 

reação, os cortes foram colocados em contato com um cromógeno, a diaminobenzidina 

(DAB) (Sigma, St Louis, MO, USA) a 2,5% diluída em PB (0,1M / pH 7,4). Entre cada 

uma das etapas foram realizadas cinco lavagens do tecido, de cinco minutos cada, com 

PB a 0,1 M e pH 7,4. Os cortes foram montados em lâminas gelatinizadas, secadas em 

temperatura ambiente, e posteriormente mergulhadas em uma solução de tetróxido de 

ósmio a 0,05%, por 30 segundos, para intensificação da reação.  

 A avaliação dos resultados imunohistoquímicos foi feita com o auxílio de um 

microscópio óptico (Olympus, BX-41) e as imagens foram digitalizadas utilizando uma 

câmera (Nikon, DXM-1200) acoplada ao microscópio e conectada a um computador. 
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Todas as imagens foram obtidas sem mudança na iluminação do microscópio. Além disso, 

não foram realizados ajustes de brilho e contrastes das fotos submetidas à análise. 

4.3.5 Contagem de células para c-Fos 

 Para cada animal analisado foram fotografadas imagens na objetiva de 10x. Nestas 

era possível ver em detalhes a presença ou a ausência de células nos tecidos. A contagem 

de célula foi realizada em 4 secções de cada animal e o número de células para cada um 

deles corresponde à média entre as 4 secções analisadas. As áreas analisadas foram CA1, 

CA3 (ab e c) e GD, no hipocampo dorsal. A delimitação da área foi realizada com base 

no atlas de Paxinos e Watson (2009) e está representada na figura 8. Todas as contagens 

foram realizadas de forma cega. Os valores para cada animal foram normalizados pela 

média dos valores obtidos nos animais pertencentes ao controle (home cage). 

 

 

Figura 8: Esquema do procedimento histológico no cérebro dos animais. A) Visão sagital da região 

utilizada. B) Sequência média de cortes coronais. C) Organização dos cortes em lâminas. 
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4.4 Procedimentos estatísticos 

Através das saídas do Ethowacther e ANY- maze foram coletados dados das análises 

de vídeo para as três sessões de habituação, as duas fases de treinos e a sessão teste. O 

uso do programa Ethowacther permitiu que os vídeos fossem analisados de três em três 

frames. Após análise, os dados foram tabulados no software Excel e os procedimentos 

estatísticos realizados no programa SPSS para Windows, versão 21.0, considerando 

diferenças estatisticamente significativas para o valor de p <0,05. Os resultados 

paramétricos foram expressos em média ± erro padrão da média (EPM) e os não-

paramétricos em mediana com seus intervalos interquartílicos. O programa GPower 3.1 

foi utilizado para calcular o tamanho do efeito e o poder dos testes (Faul, Erdfelder, Lang, 

& Buchner, 2007). Todos os gráficos foram desenhados no Graphpad Prisma 6.0. 

4.4.1 Medidas comportamentais  

Nas três sessões de habituação os parâmetros observados foram: distância total 

percorrida, velocidade média e tempo de permanência nas zonas externas e internas. Para 

as duas primeiras medidas, após teste de normalidade, foi realizada uma ANOVA [3x4] 

para medidas repetidas. Como forma de comparar o tempo de permanência de todos os 

grupos para as duas zonas nas três sessões de habituação, foi realizada uma ANOVA 

[2x3x4] para medidas repetidas. 

Entre as sessões de treino e teste foram analisadas a distância total percorrida, 

velocidade média e o tempo total de exploração dos objetos através de uma ANOVA [3x4] 

para medidas repetidas. A exploração foi computada quando o animal aproximava-se de 

um objeto e realizava, ativamente, contato físico com ele. O ato de subir no objeto ou 

apoia-se no mesmo não foi computado como exploração, bem como o tocar o objeto sem 

tê-lo como foco de visão. Também foi realizado o post hoc de Bonferroni para os dados 

acima citados que apresentaram diferenças e interações entre os fatores. 



35 
 

Na sessão de teste, além do tempo total de exploração, foi calculada a taxa de 

exploração para cada objeto (exemplo: tempo de exploração do objeto/ tempo total de 

exploração dos objetos) e a taxa de discriminação entre os objetos (exemplo: tempo de 

exploração do objeto antigo não deslocado – tempo de exploração do objeto antigo 

deslocado/ tempo de exploração do objeto antigo não deslocado + tempo de exploração 

do objeto antigo deslocado). 

De acordo com o Shapiro-Wilk, as taxas de exploração na sessão de teste não 

cumpriram o critério de normalidade e foram analisadas através da estatística não-

paramétrica. Para análise da hipótese dos três critérios comportamentais da memória tipo 

episódica, foi realizada uma análise programada à priori, através do Wilcoxon que 

comparou os pares de objetos antigos deslocados e não deslocados (A1 e A2), os recentes 

deslocados e não deslocados (B1 e B2) e entre o antigo não deslocado e o recente não 

deslocado (A1xB1). 

 As taxas de discriminação à novidade calculada para os critérios “quando”, “onde” e 

de “integração” apresentaram normalidade e foram analisadas através de uma ANOVA de 

uma via para cada uma das taxas nos quatro grupos, bem como uma comparação das taxas 

ao acaso, através do Teste-t de uma amostra. 

4.4.2 Medidas histológicas 

Após separar as fotos para cada sub-região do hipocampo, foi realizada a contagem 

do número de células marcadas. A amostragem utilizada foi inicialmente normalizada 

pelo controle HC. A ANOVA de 1 via comparou a quantidade de c-Fos entre os grupos 

em cada sub-região do hipocampo. O post hoc Tukey HSD fez as comparações entre 

grupos para o número de células positivas para c-Fos dentro de cada região. Apesar dos 

dados apresentarem normalidade, o critério de homocedasticidade não foi cumprido em 

todos os casos. Nestes, os resultados apresentados referem-se ao teste de Welch, opção 
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apresentada com menor taxa de erro do tipo II nessas condições. As comparações à 

posteriori foram realizadas pelo post hoc Games-Howel. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Parâmetros comportamentais  

5.1.1  Habituação 

A distância total percorrida pelos animais foi analisada nas três sessões de 

habituação. A ANOVA [3x4] para medidas repetidas não mostrou diferença na distância 

percorrida entre as três “sessões” [F(2,72): 0,861; p = 0,427]. Como visto na figura 9, não 

houve diferença entre os “grupos” [F(3,36): 1,728 p = 0,179], bem como interação entre 

esses nas sessões [F(6,72): 1,149; p = 0,343].  

 

Figura 9. Resultados da distância total percorrida nas três sessões de habituação. Os gráficos mostram o 

desempenho dos grupos entre as sessões através da média ± Erro Padrão da Média.  

 

A velocidade percorrida (m/s) também foi analisada nas três sessões de habituação 

por uma ANOVA [3x4] para medidas repetidas e esses resultados estão representados na 

figura 10. Não houve diferença significativa da velocidade entre as três sessões de 

habituação [F(2,72): 0,898; p = 0,412; ƞ = 0,024, r=0,2], bem como diferença entre os 

grupos ou interação entre os fatores “grupo e sessão”, [F(3,36): 1,728 p = 0,179; ƞ = 
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0,126, r=0,4] [F(6,72): 1,163; p = 0,336; ƞ = 0,088, r=0,4], respectivamente. Esse 

resultado era esperado, uma vez que as substâncias foram administradas de forma aguda 

durante a tarefa episódica. 

 

Figura 10. Resultados da velocidade média percorrida entre os grupos três sessões de habituação. Os 

gráficos mostram o desempenho através da média ± EPM.  

 

Uma ANOVA [2x3x4] para medidas repetidas revelou as diferenças entre o tempo 

de permanência nas zonas externa e interna [F(1,36) = 46,791, p=0,001] entre as três 

“sessões” [F(2,72) = 107,07, p= 0,001]. Entretanto, essa relação independe do fator 

“grupo” [F(3,36) = 1,102, p=0,361], uma vez que não houve interação entre os fatores 

“sessões x grupos” [F(6,72) = 0,394 p=0,880], “zonas x grupos” [F(3,36) = 0,466, 

p=0,708] e “zonas x grupos x sessões” [F(6,72) = 1,305, p=0,266].  As interações 

significativas entre os fatores “zonas x sessões” [F(2,72) = 88,919, p=0,001] destacam-se 

no post hoc Bonferroni conforme descrito na tabela 1. 
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Tabela 1.  Comparações entre o tempo de permanência nas zonas externa x interna nas três sessões de 

habituação  

Sessão Zona Significância 

1 Externa > Interna P=0,013* 

2 Externa > Interna P=0,001* 

3 Externa = Interna P=0,185 
 

 

5.1.2 Treinos e teste 

A distância total percorrida pelos animais foi analisada nos dois treinos e no teste 

através de uma ANOVA [3x4] para medidas repetidas. Para o fator “sessões” houve na 

diferença na distância percorrida [F(2,72): 11,394; p = 0,001] e apesar do fator “grupo” 

não caracterizar diferença estatisticamente significativa [F(3,36): 0,416 p = 0,743], houve 

interação entre os fatores “sessão x grupo”, [F(6,72): 3,524; p = 0,004]. De acordo com o 

post hoc de Bonferroni, apresentado na figura 11, a distância total percorrida apresentou-

se estatisticamente diferente entre os grupos controle e Cetamina 15 mg/kg [p=0,02], 

analisando a sessão de teste. As interações estatisticamente significativas foram 

encontradas no grupo salina que teve uma maior distância percorrida para a sessão de 

treino 1 e treino 2 comparada à sessão de teste [p=0,017] e [p=0,041], respectivamente. 

O grupo Cetamina 15 mg/kg também apresentou uma redução na distância total 

percorrida comparando a sessão de teste aos treinos 1 [p=0,001] e 2 [p=0,008]. 

No parâmetro velocidade (m/s) entre as sessões, ao realizar a ANOVA [3x4] de 

medidas repetidas, o fator “sessões” apresentou diferenças estatisticamente significativas 

[F(2,72): 15.187; p = 0,001]. Ainda que as diferenças entre o fator “grupo” não tenham 

sido significativas [F(3,36): 0,445 p= 0,722], houve interação entre “sessão x grupo” 

[F(6,72): 3,070; p = 0,013]. A figura 12 mostra os resultados para o post hoc de 

Bonferroni. Na sessão de teste o grupo Cetamina 15 mg/kg apresentou uma redução da 

velocidade comparado ao grupo controle [p=0,019]. As interações caracterizaram-se para 
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as sessões de treino 1 e 2 quando comparadas ao teste tanto para o grupo salina[p=0,016] 

[p=0,045] quanto para o grupo Cetamina 15 mg/kg [p=0,001] [p=0,008]. 

 

Figura 11. Distância total percorrida para os grupos controle, salina e Cetamina (8 e 15 mg/kg) entre as 

sessões de treino e teste. Os gráficos representam a média ± EPM. + Comparações significativas entre as 

sessões de teste. *Comparações significativas entre treino 1 e teste. # Comparações significativas entre 

treino 2 e teste. 

 

 

 
 

Figura 12. Velocidade média (m/s) para os grupos controle, salina e Cetamina (8 e 15 mg/kg) entre as 

sessões de treino e teste. Os gráficos representam a média ± EPM. + Comparações significativas entre as 
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sessões de teste. *Comparações significativas entre treino 1 e teste. # Comparações significativas entre 

treino 2 e teste. 

 

A análise do tempo total de exploração entre as sessões e os grupos, calculada pela 

ANOVA [3x4] para medidas repetidas, apresentou diferença estatisticamente 

significativa [F(2,72): 18,724; p = 0,001], como mostra a figura 13, que não foi 

caracterizada por diferenças entre os grupos [F(3,36): 1,806 p = 0,164], mas pela interação 

entre “sessão x grupo” [F(6,72): 2,462; p=0,032]. De acordo com o post hoc de 

Bonferroni as interações estatisticamente significativas apresentaram-se ao comparar as 

sessões de treino 1 e teste no grupo salina [p=0,008], as sessões de treino 1 e 2 com a 

sessão de teste para o grupo Cetamina 8mg/kg [p=0,008] [p=0,005] e para o grupo 

Cetamina 15 mg/kg [p=0,001]; [p=0,001], respectivamente. 

 
 

Figura 13. Tempo total de exploração nas sessões de treino e teste para os grupos controle, salina e 

Cetamina (8 e 15 mg/kg). Os gráficos representam a média ± EPM. *Comparações significativas entre 

treino 1 e teste. # Comparações significativas entre treino 2 e teste. 

 

Os três parâmetros são caracterizados por interações entre as sessões e os grupos. 

Há uma diminuição da distância total percorrida e da velocidade entre os grupos e as 
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sessões, especialmente entre a sessão de teste e os grupos que receberam administração 

farmacológica, de Cetamina ou de salina, mostrando uma possível influência da injeção 

e da substância. Para o tempo total de exploração, quando analisada a sessão de teste, os 

grupos com intervenção farmacológica não se distanciaram estatisticamente da média do 

grupo controle. Entretanto, as interações entre as sessões e os grupos mostraram que 

comparados ao controle, todos os outros grupos apresentaram uma redução na taxa de 

exploração dos objetos entre as fases de estudo e a fase de teste. 

5.1.3 Taxas de exploração para Memória similar à episódica 

 Para a análise da memória similar à episódica, foram calculadas taxas de 

exploração dos quatro objetos a partir do tempo total de exploração durante a sessão teste. 

Por exemplo, para calcular a taxa de exploração para o objeto antigo não deslocado, A1 

= (Tempo de exploração do objeto A1) / (Tempo total de exploração dos quatro objetos). 

De acordo com Kart-Teke e colaboradores (2006), o padrão de resultados para 

memória episódica acontece quando B2 > B1 (aspecto espacial), A1 > B1 (aspecto 

temporal) e A1 > A2 (padrão invertido, aspecto integrador). Ao contrário dos outros 

parâmetros já apresentados, as taxas de exploração dos objetos na sessão de teste entre os 

grupos não cumpriram a normalidade. Assim, os dados foram analisados com testes não-

paramétricos através da mediana e seus intervalos interquartílicos e apresentados como 

blox-pot na figura 16. Comparações pareadas planejadas à priori foram realizadas pelo 

Wilcoxon entre os objetos (A1xA2), (B1xB2) e (A1xB1) para cada grupo.  

O grupo controle apresentou diferenças estatisticamente significativas para as três 

comparações, A1xA2 [T = -2,807; p=0,005; d=1,8; r=0,99] B1xB2 [T = -2,803; p=0,005 

d=1,6; r=0,99] A1XB1 [T = -2,810; p=0,005; d=3; r=0,99], declarando, assim, os três 

aspectos comportamentais requeridos para memória tipo episódica de maneira integrada. 
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O grupo salina manteve o mesmo padrão de resposta entre as comparações A1xA2 [T = 

-2,191; p=0,028; d=1,0; r=0,82] e B1xB2 [T = -2,191; p=0,028; d=0,9; r=0,74], mas 

apresentou apenas uma tendência estatística para o par de comparação temporal A1XB1 

[T = -1,530; p=0,126; d=0,9; r=0,70]. 

Os grupos que receberam a Cetamina não seguiram o padrão de exploração 

requerido na memória tipo episódica. De acordo com o resultado do Wilcoxon, 

apresentados na figura 14, o grupo Cetamina 8 mg/kg não mostrou diferença para 

nenhuma das comparações pareadas A1xA2 [T = -0,612; p=0,541; d=0,1; r=0,05] B1xB2 

[T = -0,561; p=0,575; d=0,1; r=0,07] A1XB1 [T = -0,357; p=0,721; d=0,1; r=0,06], bem 

como o grupo Cetamina 15 mg/kg, A1xA2 [T = -0,204; p=0,838; d=0,06; r=0,05] B1xB2 

[T = -0,845; p=0,398; d=0,3; r=0,17] A1XB1 [T = -0,533; p=0,594; d=0,16; r=0,07], 

explorando os objetos ao acaso. 

 
Figura 14. Taxa de exploração dos objetos na sessão de teste para os grupos controle, salina e Cetamina (8 

e 15 mg/kg). Os gráficos representam a mediana e o intervalo interquartílico. *Comparações significativas 

entre os pares A1>A2. # Comparações significativas entre os pares B2>B1. ♦ Comparações significativas 

entre os pares A1>B1. 
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5.1.4 Taxas de discriminação à novidade 

 Também foram calculadas taxas de discriminação à novidade para os padrões 

temporal, espacial e de integração. Essas taxas apresentam relações entre o tempo de 

exploração de cada grupo e podem variar de -1 a +1, indicando se a exploração aconteceu 

ao acaso (quando se situa próximo de zero) ou se houve discriminação entre os objetos 

(quando o valor se afasta do zero). A análise do padrão espacial foi calculada pela relação 

entre a diferença da taxa de exploração do objeto recente deslocado e não deslocado 

dividido pela soma entre eles (B2-B1/B2+B1). Para a análise do padrão temporal, a 

relação foi calculada entre a diferença da taxa de exploração do objeto antigo não 

deslocado e do recente não deslocado dividido pela soma entre eles (A1-B1/A1+B1). A 

análise da interação entre os padrões se deu através da diferença da taxa de exploração do 

objeto antigo não deslocado e deslocado, dividido pela soma entre eles (A1-A2/A1+A2) 

(Chao et al., 2014). 

Pela ANOVA de uma via os grupos apresentaram diferença estatisticamente 

significativa na taxa de discriminação para o padrão espacial “onde” [F(3,36) = 3,075, p= 

0,04]. O post hoc Bonferroni, mostrou apenas uma tendência do controle do grupo 

controle ser diferente do grupo Cetamina 15 mg/kg [p=0,072]. As análises do Teste-t de 

uma amostra, comparando as taxas ao acaso, mostraram essas diferenças tanto no grupo 

controle quanto no grupo salina que se distanciaram do zero e, assim, discriminaram o 

padrão espacial requerido [t= -4,056, p=0,003] e [t= -2,756, p=0,022], respectivamente. 

O que não aconteceu para os grupos Cetamina 8 mg/kg [t= 0,256, p=0,804] e 15 mg/kg 

[t= 0,979, p=0,353], como mostra a figura 15. 
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Figura 15. Taxa de discriminação à novidade para o parâmetro “onde” entre os grupos controle, salina e 

Cetamina (8 e 15 mg/kg). O gráfico representa a média ± EPM. *Comparações significativas em relação 

ao acaso. 

 

ANOVA de uma via para o padrão temporal “quando” não mostrou diferença 

entre os grupos [F(3,36) = 1,855, p= 0,155]. As análises do Teste-t de uma amostra, 

comparando as taxas ao acaso, mostraram que o padrão espacial requerido na tarefa foi 

discriminado apenas pelo grupo controle [t= 5,657, p=0,001], figura 16. O grupo salina e 

os grupos Cetamina nas doses de 8 mg/kg e 15 mg/kg não apresentaram diferença 

[t=1,321, p=0,219], [t=0,038, p=0,971] e [t= -0,066, p=0,949], respectivamente. 

 
Figura 16. Taxa de discriminação à novidade para o parâmetro “quando” entre os grupos controle, salina 

e Cetamina (8 e 15 mg/kg). O gráfico representa a média ± EPM. *Comparações significativas em relação 

ao acaso. 

 

 

A figura 17 mostra a taxa de integração (“o quê-onde-quando”), que foi 

comparada pela ANOVA de uma via entre os grupos e não apresentou diferença 

estatisticamente significativa [F(3,36) = 0,802, p= 0,501]. As análises do Teste t de uma 

amostra apontaram que o grupo controle e o grupo salina discriminaram a integração entre 

os três elementos [t= 5,024, p=0,001] e [t= 2,966, p=0,016]. Entretanto, esse padrão de 
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integração não foi discriminado pelo grupo Cetamina 8 mg/kg [t= 0,674, p=0,517] e 

Cetamina 15 mg/kg [t= 0,410, p=0,691]. 

 
Figura 17. Taxa de discriminação à novidade para a integração “o quê-onde-quando” entre os grupos 

controle, salina e Cetamina (8 e 15 mg/kg). O gráfico representa a média ± EPM. *Comparações 

significativas em relação ao acaso. 

 

5.2 Parâmetros histológicos  

5.2.1 Contagem de células positivas de c-Fos 

Foram realizadas quantificações do número de células marcadas para c-Fos nas 

áreas de CA1, CA3 (a, b e c) e GD em todos os grupos (Figura 18). Os dados nas regiões 

de CA1 e CA3(a,b) não cumpriram a premissa da homocedasticidade, assim, as 

comparações foram feitas através do Welch e o Games-Howel foi utilizado como teste à 

posteriori.  

Na região de CA1 houve aumento estatisticamente significativo da expressão de 

c-Fos [Welch (33,936); p=0,002] para os grupos que passaram pelo protocolo 

comportamental quando comparados ao home cage (Controle [p=0,05], Salina [p=0,016], 

Cetamina 8 mg/kg [p=0,019], Cetamina 15 mg/kg [p=0,014]). CA3 (a,b) apresentou 

diferença na expressão de c-Fos [Welch (89,466); p=0,001], entretanto, o aumento de 

células de c-Fos apareceu apenas para os grupos Salina (p=0,04) e Cetamina 15 mg/kg 

(p=0,001) comparados ao home cage. 

Para as regiões de CA3 c e GD, a ANOVA de uma via fez a comparação entre os 

grupos e foi utilizado o Tukey HSD como post-hoc. Houve um aumento do número de c-
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Fos em CA3c [F=(4,14) = 7,369, p=0,005]. De acordo com o Tukey HSD, esse aumento 

mostrou-se estatisticamente significativo para comparações dos grupos controle [p = 

0,05], Cetamina 8 mg/kg [p=0,065] e Cetamina 15 mg/kg [p=0,002] com o HC.  

Foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 

quanto ao número total de células c-Fos no GD [F(4,14) = 18,127, p= 0,001]. O Tukey 

HSD caracterizou um aumento estatisticamente significativo de c-Fos para todos os 

grupos comparados ao home cage (Controle [p =0,001], Salina [p=0,005], Cetamina 8 

mg/kg [p=0,037] e Cetamina 15mg/kg [p=0,027]). Dentre esses resultados, destaca-se o 

aumento da expressão de c-Fos para o grupo controle em relação ao Salina (p=0,003), 

Cetamina 8 mg/kg (p=0,004) e Cetamina 15 mg/kg (p =0,005), como representadas na 

figura 19. 

 

Figura 18: Exemplos da expressão de células positivas para c-Fos no Hipocampo e nas suas sub-regiões 

de CA1, Ca3 ab, CA3 c e GD do grupo controle à 40 µm e 100 µm.  
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Figura 19. Número de células positivas para c-Fos nas regiões CA1, CA3(ab), CA3c e GD entre os grupos 

HC, controle, salina e Cetamina (8 e 15 mg/kg). O gráfico representa a média ± EPM. *Comparações 

significativas em relação ao HC. + Comparações significativas em relação ao grupo controle. 
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6. DISCUSSÃO 

O subtipo episódico da memória refere-se à informação de contextos espaço-

temporais de eventos específicos (Dere, Huston, & De Souza Silva, 2007; Barbosa et al., 

2010; Fouquet et al., 2010; Davis et al., 2013). Estudos sugerem que os animais não 

apresentam evocação episódica (Tulving, 2001, 2002). Entretanto, baseado na hipótese 

de que os animais são naturalmente predispostos a explorar novidade (Barker, Bird, 

Alexander, & Warburton, 2007; Winters et al., 2008) foram desenvolvidos paradigmas 

que preenchem os critérios comportamentais para “o quê-onde-quando” através do 

reconhecimento de objetos (Dere et al., 2006; Kart-Teke et al., 2006; Dere et al., 2007). 

Esses, por sua vez, são mais rigorosos e adequados para determinar se uma espécie tem 

memória episódica, em comparação aos paradigmas associativos do tipo “o quê-onde” e 

“o quê-quando” (Eacott et al., 2005; Dere et al., 2006; Dere et al., 2007; Allen & Fortin, 

2013) 

Neste estudo, medimos a capacidade dos roedores de responder a uma tarefa que 

envolve o reconhecimento ao item em contextos espaço-temporais únicos. Por ser uma 

tarefa hipocampo dependente (Dere et al., 2007; Inostroza et al., 2013), apresenta-se como 

um dos melhores modelos pré-clínicos para se avaliar déficits comportamentais e 

propriedades neuroquímicas relacionados ao desenvolvimento normal ou patológico, 

como a Doença de Alzheimer (Kart-Teke et al., 2006; Palmer & Good, 2011). De acordo 

com Barbosa e colaboradores (2010), a administração pós-treino de uma droga amnésica, 

como a escopolamina, prejudica a discriminação espaço-temporal nessa tarefa episódica. 

Neste sentido, também avaliamos o efeito do tratamento agudo com doses sub-anestésicas 

de Cetamina pós-treino na memória similar à episódica.  

No protocolo utilizado, a comparação A1 vs. A2 reflete a preferência baseada na 

mudança de lugar entre objetos antigos. Já a comparação entre os objetos B1 vs. B2 
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caracteriza uma mudança para novas informações espaciais e a comparação entre A1 e 

B1 reflete a preferência baseada na primazia e recência de ordem temporal (Kart-Teke et 

al., 2006; Dere et al., 2007; Li & Chao, 2008). 

Nos nossos resultados, os animais do grupo controle atenderam aos critérios 

comportamentais, apresentando diferenças significativas na taxa de exploração de objetos 

antigos e novos, deslocados e não deslocados (A1>A2; B2>B1 e A1>B1). Os animais 

conseguiram distinguir temporalmente dois eventos similares, dois treinos que 

apresentam quatro cópias de dois tipos de objetos em seis localizações espaciais. Esses 

resultados corroboram estudos anteriores ao replicar a tarefa de memória similar à 

episódica, realizando o padrão de integração entre os pares de objetos (Chao et al., 2014; 

Inostroza et al., 2013). A integração dos três elementos episódicos não é aleatória, mas é 

vista de forma não linear, pois é representada pela inversão na preferência entre os objetos 

antigos, não deslocado e deslocado. Esse padrão só acontece quando os objetos das duas 

sessões são deslocados (Dere et al., 2005a; Kart-Teke et al., 2006). 

É importante destacar que nosso protocolo replicou a tarefa episódica de Kart-

Teke e colaboradores (2006) com pequenas modificações. O intervalo de tempo utilizado 

entre os treinos e teste foi modificado de 50 minutos para 1 hora. A arena utilizada no 

estudo original era quadrada, nosso estudo modificou para um campo circular, uma vez 

que roedores apresentam preferência por cantos, que poderia gerar uma interferência 

espacial (Eilam & Golani, 1989; Yaski & Eilam, 2007). 

O grupo salina integrou os critérios comportamentais episódicos com diferenças 

significativas nas taxas de exploração e discriminação entre os pares de objetos antigos 

(A1>A2) e recentes (B2>B1). Entretanto, diferente do controle, apresentou apenas uma 

tendência para discriminar o aspecto temporal, comparando a ordem de apresentação dos 

objetos (A1 e B1). Essas diferenças comportamentais descritas podem relacionar-se à 
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administração do veículo imediatamente após o segundo treino. De fato, a injeção aguda 

de salina pode gerar estresse (Nagel & Huston, 1988) e ocasionar déficits de memória 

(Baker & Kim, 2002). 

Uma injeção aguda pré-treino foi capaz de prejudicar o desempenho dos animais 

para todos os componentes da tarefa episódica. Essa administração pré-treino 

possivelmente causou interferência na aquisição e não favoreceu a memória (Dere et al., 

2007; Kart-Teke et al., 2006). Quando foi administrado a DCS, agonista NMDA houve 

uma melhora da memória do tipo episódica, alterando o padrão apresentado pelos animais 

estressados pela injeção (Kart-Teke et al., 2006). Possivelmente, houve a ativação do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) associando o estimulo estressor, injeção do veículo, 

à liberação de hormônios do estresse (Roozendaal, 2002, p. 200). 

No presente estudo, a administração do veículo pós-treino ocasionou um pequeno 

déficit apenas no componente temporal da tarefa, que não foi capaz de prejudicar a 

integração desse grupo para os outros elementos. Esse grupo também apresentou uma 

redução no tempo total de exploração na sessão de teste comparada ao primeiro treino. 

Há uma hipótese de que o estresse agudo modula a consolidação de  memória nos animais 

(Cazakoff, Johnson, & Howland, 2010) e pode determinar a força do traço de uma 

memória para o reconhecimento de objetos (Okuda, Roozendaal, & McGaugh, 2004; 

Roozendaal, McEwen, & Chattarji, 2009). 

Nos dados apresentados, o evento estressor pós-treino pode ter influênciado no 

traço de memória que ainda estava sendo formado para a segunda sessão de treinamento 

e, assim, ter influênciado na tendência natural exploratória dos roedores na sessão de teste 

e, consequentemente, no reconhecimento do aspecto temporal. Entretanto, cabe ressaltar 

que existem poucos estudos sobre a influência direta do estresse agudo na consolidação 
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da memória que envolve o reconhecimento de objetos (Cazakoff et al., 2010) 

principalmente o episódico   

A ação aguda da Cetamina pode afetar a função cognitiva, principalmente a 

aprendizagem e memória (Riedel et al., 2003; Chrobak et al., 2008; Pitsikas et al., 2008; 

Boultadakis & Pitsikas, 2011; Venâncio et al., 2011; Moosavi et al., 2012). No presente 

estudo, ratos Wistar que receberam doses sub-anestésicas e agudas da Cetamina pós-

treino não apresentaram reconhecimento episódico. As taxas de exploração mostraram 

que nas duas doses os animais exploraram os objetos ao acaso (Figura 14). Possivelmente, 

a Cetamina bloqueou os processos de consolidação e evocação para item, espaço e 

contexto de forma integrada. 

Nas duas doses testadas, a Cetamina reduziu o tempo total de exploração na sessão 

de teste. Essa redução do tempo de exploração, provavelmente, acarretou uma menor 

discriminação à novidade dos parâmetros “onde”, “quando” e para a integração (Figuras 

15,16 e 17). O grupo da dose mais alta de Cetamina (15 mg/kg) também apresentou uma 

redução da distância total percorrida e da velocidade, na sessão de teste, que não foi 

apresentada por nenhum outro grupo. A redução da locomoção total é um parâmetro que 

pode ser alterado por fármacos (Prut & Belzung, 2003). Como não foi visto efeito de 

grupo durante as sessões de habituação para o tempo de permanência nas zonas, a redução 

dos parâmetros locomotores está presumivelmente ligada à administração da Cetamina 

pós-treino, de forma dose-dependente (Imre et al., 2006), e não à falta de habituação dos 

animais à arena, que poderia ser um fator ansiogênico e reduzir a exploração. 

Cabe ressaltar que a Cetamina possui diferentes efeitos advindos da sua 

estereosseletividade, ou seja, da relação de seus isômeros com diferentes sistemas de 

neurotransmissão (Mion & Villevieille, 2013). De acordo com Prut et al (2003), a 

diminuição na atividade tanto vertical quanto horizontal dos animais no campo aberto 
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relaciona-se à sedação. Nos nossos dados, a Cetamina na dose de 15 mg/kg apresentou 

hipolocomoção e redução da velocidade média, caracterizando sedação. Esse efeito 

sedativo pode ser mediado pela capacidade analgésica da substância, fortemente 

relacionado ao isômero S-(+)- Cetamina (Oye, Paulsen, & Maurset, 1992). 

O efeito inibidor demonstrado nos nossos dados está de acordo com estudos 

anteriores que mostram uma redução nos níveis extracelulares de glutamato após uma 

dose de Cetamina (Moghaddam & Bolinao, 1994). Entretanto, a hipolocomoção na dose 

mais alta que testamos vai de encontro a grande maioria dos estudos que classificam a 

atividade locomotora após administração da Cetamina como dose-dependente, sendo 

quanto maior a dose, maior a locomoção. Esses estudos apresentam a Cetamina como 

possível modelo que mimetiza a esquizofrenia através de um parâmetro clássico, a 

hiperlocomção (Lahti, Koffel, LaPorte, & Tamminga, 1995; Kegeles et al., 2000; 

Umbricht D et al., 2000; Nikiforuk et al., 2013). Além de levantar uma hipótese sobre o 

papel dos receptores NMDA na esquizofrenia (Akbarian et al., 1996; Coyle, 1996). 

A Cetamina também é conhecida por apresentar um efeito neuroprotetor 

(Gonzales, Loeb, Reichard, & Irvine, 1995; Himmelseher, Pfenninger, & Georgieff, 

1996; Himmelseher, Pfenninger, Kochs, & Auchter, 2000; Kose, Bakar, Ayva, Kilinc, & 

Apan, 2012). Entretanto, estudos ainda se contrapõem em relação aos efeitos causado por 

seus enantiômeros de forma separada ou pela mistura racêmica (Reich & Silvay, 1989; 

Yan & Jiang, 2014). Possivelmente, os efeitos neuroprotetores acontecem pela 

administração da S(+) e da mistura racêmica através da inibição da síntese de óxido 

nítrico, que quando ativo poderia levar a uma maior ativação glutamatérgica. A 

hiperestimulação de NMDAr aumenta o influxo de cálcio, gerando uma atividade 

excitotóxica da substância (Di Maio, Mastroberardino, Hu, Montero, & Greenamyre, 

2011; Kose et al., 2012). Segundo(Yan & Jiang, 2014), os efeitos neuroprotetores e 
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neurotóxicos da Cetamina variam em função da frequência de exposição e da dose 

administrada. 

Sabe-se que o aumento de glutamato pode levar à excitotoxicidade e a morte 

celular (Choi, 1988; Pittenger et al., 2007). Outros estudos já caracterizaram a Cetamina 

como capaz de causar neurotoxicidade em cachorros (Gomes, Garcia, Ribamar Jr, & 

Nascimento, 2011), coelhos (Vranken et al., 2006), no hipocampo de ratos (Lees, 1987),  

além induzir morte celular em macacos (Slikker et al., 2007) e danos neurais em roedores 

(F. Liu et al., 2013). Esses danos podem acarretar neurodenegeração e várias patologias 

neurológicas, como o Parkinson, Huntington e a DA, que deixam sequelas cognitivas 

(Jansen, Faull, Dragunow, & Synek, 1990; Mion & Villevieille, 2013). 

O isômero R(-) possui alta afinidade com receptores opióides e muscarínicos 

(Kienbaum, Heuter, Pavlakovic, Michel, & Peters, 2001). A Cetamina presumivelmente 

envolve-se de maneira direta com o sistema neurotransmissão colinérgica para mimetizar 

modelos de esquizofrenia, uma vez que esse sistema é um alvo potencial para o tratamento 

de sintomas negativos da doença (Shekhar et al., 2008; Smith et al., 2009). Neste sentido, 

a Cetamina pode interagir de maneira indireta com o sistema colinérgico e interferir na 

modulação funções cognitivas, incluindo atenção e processamento de aprendizagem e 

memória (Everitt & Robbins, 1997). 

Cabe ressaltar uma importante vantagem de o nosso protocolo ter utilizado 

administração aguda. De forma crônica, dose sub-anestésicas de Cetamina causou 

prejuízo no armazenamento e na recuperação de reconhecimento de objetos (Boultadakis 

& Pitsikas, 2011).  Em doses sub-anestésicas (10mg/kg) administrada de maneira crônica, 

a Cetamina mostrou-se capaz de reduzir a habituação dos roedores além de prejudicar a 

capacidade da utilização de pistas espaciais (Venâncio et al., 2011). Já se sabe que ratos 

são sensíveis à mudança de localização espacial de objetos (Legutko, Li, & Skolnick, 
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2001; Jourdi et al., 2009). Assim, esse prejuízo visual pode estar relacionado à modulação 

de receptores opióides pela Cetamina.  

Esse tipo de receptor encontra-se presente no hipocampo (Derrick, Weinberger, 

& Martinez, 1991; Wimpey & Chavkin, 1991; McGaugh, 2000) e pode modular a 

memória pela entrada de informações no GD através da via perfurante. O processamento 

de entrada na via perfurante é dividido em duas porções: a porção medial que processa 

informações espaciais e está relacionada à ativação de receptores NMDA e a porção 

lateral, que é responsável pela entrada de informações sensoriais visuais através da 

ativação de receptores opióides (Dees & Kesner, 2013). 

Neste sentido, a ação da Cetamina nos receptores opióides pode ter prejudicado a 

habilidade dos ratos de localizar-se espacialmente através das pistas distais e proximais 

nas duas doses do nosso estudo (8 e 15 mg/kg), rompendo o aspecto espacial da memória 

episódica. Entretanto, essa perda de localização espacial não foi vista quando a dose de 

15 mg/kg administrada de forma aguda foi testada para a consolidação de uma memória 

no labirinto aquático de Morris em ratos (Moosavi et al., 2012). Sugere-se que essa 

modulação da memória espacial pela Cetamina também depende do tipo de protocolo 

utilizado (Ribeiro et al., 2012). 

A alta afinidade do enantiômero S(+) pelo complexo NMDA (Durieux & Nietgen, 

1997; Vollenweider, Leenders, Øye, Hell, & Angst, 1997) aponta que o antagonismo não 

seletivo ao NMDAr está associado não só aos efeitos analgésicos, dissociativos e 

neuroprotetivos apresentados pela substância, como também medeia os efeitos cognitivos 

(Anis et al., 1983; Chrobak et al., 2008; Wolff & Winstock, 2012). Doses sub-anestésicas 

(4, 8 e 20 mg/kg) de Cetamina foram testadas em uma tarefa de reconhecimento de 

objetos e o desempenho dos animais foi dose-dependente, apresentando baixa 

discriminação entre os objetos para a dose mais alta (Goulart et al., 2010). Os nossos 
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dados comportamentais mostram que mesmo na dose de 8 mg/kg a Cetamina é amnésica 

para uma tarefa episódica. É importante destacar que esses resultados diferenciam-se de 

resultados anteriores porque requerem dos animais reconhecimento mais sutil e detalhado 

do que a simples recordação de um item. 

A tarefa episódica também requer a participação do córtex pré-frontal (DeVito & 

Eichenbaum, 2010; Barbosa et al., 2013). Há muito tempo já se sabe que tarefas que são 

sensíveis à integridade do CPF geralmente são prejudicadas em doses sub-anestésicas de 

antagonistas NMDAr, incluindo a Cetamina (Hauber, 1993; Heale & Harley, 1990; 

Parada-Turska & Turski, 1990; Wesierska et al., 1990; Verma & Moghaddam, 1996). O 

aumento dos níveis excitatórios de glutamato e aspartato podem ativar a neurotransmissão 

glutamatérgica em receptores não-NMDA, o cainato e o AMPA (J. Liu & Moghaddam, 

1995). 

Alguns estudos apontam semelhanças de ação entre Cetamina e os agonistas 

AMPA (Legutko et al., 2001; Jourdi et al., 2009), confirmando uma possível ativação 

indireta dos receptores AMPA modulada pelo bloqueio não específico ao NMDA. Neste 

caso, a despolarização de receptores AMPA provocada pela Cetamina abre os CCDV 

desencadeando uma cascata de sinalização intracelular que inclui ativação de proteínas 

quinases e a transcrição de fatores neurotróficos (Niciu et al., 2014). 

NMDAr são amplamente distribuídos no SNC, principalmente no hipocampo 

(Monaghan & Cotman, 1985). Como já foi destacado, o hipocampo é essencial para evitar 

interferências entre episódios com padrões similares (Holdstock et al., 2002; Malkova & 

Mishkin, 2003; Rolls & Kesner, 2006; Rolls, 2010; Barbosa et al., 2012), adquirindo e 

armazenando informações semelhantes de forma separada (Norman & O’Reilly, 2003) e 

suas sub-regiões desempenham diferentes funções para processar novas informações 

(Hunsaker & Kesner, 2013; Kesner et al., 2015). 
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Além de lesões (Kesner et al., 2015) e inativações (Barbosa et al, 2012), a 

avaliação funcional das áreas e de suas redes podem ser feitas através da expressão de 

genes imediatos (Kubik et al., 2007; Aggleton et al., 2012; Szakacs et al., 2012). Nosso 

estudo quantificou a expressão de c-Fos em sub-regiões do hipocampo dorsal (CA1, 

CA3ab, CA3c e GD) 1 hora após a realização da tarefa episódica. A análise dos IEGs, 

como c-Fos, apresenta o funcionamento de áreas do cérebro após ativação de um evento, 

em diferentes regiões neurais, buscando entender o perfil de estimulação (Guzowski et 

al., 2004; Kubik et al., 2007). Em tarefas de memória, o c-Fos é um marcador muito 

utilizado de plasticidade neuronal (Albasser et al., 2013; Albasser, Poirier, & Aggleton, 

2010; Kinnavane et al., 2015). 

Castilla-Ortega e colaboradores (2012) detectaram um aumento de c-Fos em CA1 

após uma tarefa de memória episódica. Nos nossos dados, todos os grupos apresentaram 

aumento de células positivas para c-Fos na região de CA1 quando comparados ao grupo 

home cage. Possivelmente, o aumento observado no grupo controle corrobora estudos 

que apresentam essa sub-região como essencial para separação temporal de eventos 

sequenciais (Hoge & Kesner, 2007). 

O grupo salina deste estudo apresentou uma quebra sutil no aspecto temporal da 

tarefa que possivelmente reduziu o número de células positivas para c-Fos nessa região. 

CA1 está envolvido na formação de um traço de memória forte para uma localização 

temporalmente mais antiga (Lee & Kesner, 2003; Hoge & Kesner, 2007). Lesões nessa 

região prejudicam a preferência pela primazia (V & Kesner, 1984; Brown & Aggleton, 

2001). É importante destacar que essa redução da expressão de c-Fos, mesmo de maneira 

não significativa, pode ter relação ao evento estressor anterior à sessão de teste. Destacou-

se também um aumento da expressão de c-Fos nos grupos Cetamina, entretanto, como 

esses grupos não apresentaram desempenho comportamental esperado, o aumento pode 
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estar mais relacionado ao amplo número de receptores NMDA nessa região do hipocampo 

(Monaghan & Cotman, 1985) do que a tarefa em si. O bloqueio NMDA realizado pela 

Cetamina pode, ao mesmo tempo, levar à ativação dos CCDV e de receptores AMPA, 

gerando influxo de cálcio necessário para transcrição de c-Fos (Flavell & Greenberg, 

2008; Niciu et al., 2014). 

Estimulações ambientais por si só podem causar o aumento de c-Fos no 

hipocampo (VanElzakker et al., 2008). Buscando controlar esse efeito, Barbosa e 

colaboradores (2013) avaliaram a expressão de c-Fos em dois grupos de ratos que 

passaram apenas pelo campo aberto circular e por um objeto comparados à dois outros 

grupos, que realizaram o reconhecimento pardrão de objetos e a tarefa episódica. Esses 

resultados mostraram que ativiação de c-Fos no hipocampo dorsal, córtex pré-frontal 

medial e no perirrinal não apresentam-se como consequência da exploração da arena e do 

objeto, mas sim dos itens, espaços e contextos requeridos nas tarefas. Como utilizamos o 

mesmo protocolo episódico, não fez-se necessário montar esse tipo de controle. 

CA3 é caracterizado por ser uma estrutura chave no armazenamento da memória 

episódica (Vazdarjanova & Guzowski, 2004), sendo essencial para aprendizagem de 

rápidas associações arbitrárias entre pares (por exemplo: objeto e lugar) (Eichenbaum & 

Cohen, 2001). Entretanto, a maioria dos estudos avalia o papel de CA3 de forma e 

homogênea, seja por inativações, lesões ou pela a expressão de IEGs. Nestes casos, foi 

relatado aumento de c-Fos após tarefa com mudanças na localização de objetos, bem 

como para exploração de novidade (Albasser et al., 2010, 2013; Aggleton et al., 2012). 

Entretanto, esse aumento não foi visto 24 horas após a realização da tarefa episódica 

(Barbosa et al., 2013).  

Alguns estudos caracterizam CA3 como uma estrutura heterogênea, baseada nas 

matrizes de conexões distintas que existem nessa região e que podem gerar diferentes 
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propriedades neurofisiológicas (Scharfman, 1997, 2007; Witter, 2007). Assim, a 

avaliação da região de CA3 foi feita com base em sua funcionalidade, separando a região 

de CA3ab de CA3c, uma vez que CA3c está aparentemente mais envolvido no processo 

de separação de padrões para detecção de mudanças espaciais (Hunsaker, Rosenberg, et 

al., 2008). 

De fato, nossos dados apoiam a hipótese de modelos computacionais quanto à 

importância de CA3 na mediação de associações entre pares de estímulos arbitrários 

(Gilbert & Kesner, 2003; Rolls & Kesner, 2006), mas também indicam que CA3 é uma 

região heterogênea. O grupo controle não mostrou expressão significativa de c-Fos na 

região de CA3ab, reforçando a ideia de que essa região não é essencial para o processo 

de separação de padrões (Hunsaker, Rosenberg & Kesner, 2008) na integração episódica. 

Já para a região de CA3c tanto o grupo controle quanto o salina apresentaram aumento 

significativo de c-Fos. Neste caso, CA3c dorsal deve apresentar um papel no 

processamento da memória similar à episódica, possivelmente mediando a separação de 

padrões para mudanças geométricas no ambiente, mudanças métricas de distância entre 

objetos e mudanças de ordem temporal de apresentação dos objetos, uma vez a região de 

CA3 também processa informações temporais (Li & Chao, 2008). 

Lesões eletrolíticas bilaterais na região de CA3 geram prejuízo na integração 

episódica, mas não em tarefas não associativas dos mesmos componentes (Li & Chao, 

2008). De maneira geral, o aumento da expressão de c-Fos em CA3 ab e CA3 c para os 

grupos que receberam a Cetamina provavelmente deve-se à ação da substância com 

receptores opióides e NMDA na via perfurante. Um estudo anterior com infusão direta 

do antagonista NMDA APV em CA3 dorsal alterou os processos plásticos pela via 

perfurante medial e, quando um antagonista opióide, a naxazolona, foi infundida da 

mesma região, houve quebra de detecção à novidade para localização do objeto 
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relacionada à alteração dos processos mediados pela via perfurante lateral (Hunsaker, 

Moay, Swift & Kesner, 2007). 

Seguindo os resultados de estudos de lesões em CA3 e no GD, que impediram 

roedores de detectar um objeto deslocado em uma arena familiar (Lee, Hunsaker, & 

Kesner, 2005) e danificaram a evocação de uma memória tipo episódica (Barbosa et al., 

2012).  A Cetamina agudamente nas duas doses foi capaz de prejudicar a memória tipo 

episódica e, ao mesmo tempo, causar um aumento da expressão de c-Fos nessas áreas 

comparada ao grupo home cage. Esse aumento não seletivo de c-Fos possivelmente 

prejudicou as projeções de células piramidais em CA3 para as células granulares no GD 

via fibras musgosas. Uma vez que essas células granulares não foram, em partes, inibidas 

não houve modulação da atividade do GD, que ortogonaliza a entrada de informações e, 

assim, reduz a interferência de padrões similares (Hunsaker, Rosenberg & Kesner, 2008). 

A figura 18 B apresenta um exemplo do GD do grupo controle. 1 hora após a 

tarefa episódica houve um aumento de expressão de c-Fos nessa sub-região para todos os 

grupos comparado ao grupo home cage (Figura 19). Mas, cabe ressaltar que o grupo 

controle apresentou um maior número de células c-Fos, diferenciando-se dos demais 

grupos. A partir desses dados, reforçamos a hipótese de que o GD, e particularmente sua 

porção dorsal, é essencial para o processo de separação de padrões espaciais (Xavier, 

Oliveira-Filho, & Santos, 1999; Gilbert et al., 2001; Leutgeb et al., 2007; A. Treves, 

Tashiro, Witter, & Moser, 2008), estando, assim, envolvido na formação rápida da 

memória episódica (Lassalle, Bataille, & Halley, 2000; Barbosa et al., 2013) 

O GD dorsal usa uma codificação espacial conjunta dominante da visão do objeto 

e de sua informação espacial, e um processo de codificação conjunta para, assim, diminuir 

a interferência no processo de separação de padrões. Essa codificação conjunta de 

informações no GD dorsal é o que permite ao GD conseguir realizar distinções métricas 
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(Dees & Kesner, 2013). O estudo de Hunsaker, Rosenberg & Kesner (2008), mostrou a 

importância dessa estrutura para distinções métricas de altas (54cm) e baixas (108 cm) 

interferências. Nosso grupo controle foi capaz de realiza distinções métricas ainda mais 

finas, uma vez que os pares de objetos diferentes, deslocados ou não, apareciam a grande 

maioria das vezes com uma distância de 15 cm entre eles. Neste caso, destaca-se um papel 

não só da relação métrica, mas também por serem dois tipos objetos apresentados em 

ordem temporal distinta. 

Os resultados obtidos com o grupo controle corroboram os resultados encontrados 

por Barbosa e colaboradores (2013) quanto ao aumento de c-Fos em no GD após a 

realização da tarefa episódica. Esse padrão mostra-se importante na tarefa episódica 

porque lesões nessa sub-região podem alterar a capacidade de ratos de detectar alterações 

finais e métricas na localização dos objetos (Leutgeb et al., 2007; Hunsaker, Rosenberg, 

et al., 2008; Dees & Kesner, 2013; Kesner et al., 2015).  

Dessa maneira, nossos dados indicam um possível padrão de redes neuronais na 

tarefa episódica que envolvem, principalmente a ativação do GD dorsal na capacidade de 

detecção fina à novidade, que foi danificada pela administração aguda da Cetamina. Essa 

substância possivelmente amnésica causou interferência com outros sistemas de 

neurotransmissores que podem ter influenciado tanto na resposta comportamental quanto 

nas características neuroquímicas avaliadas. Entretanto, nosso estudo limita-se pelo fato 

de não apresentar um grupo controle que tenha recebido apenas a substância para que 

fosse avaliada unicamente a sua ação no nível de expressão de c-Fos, bem como grupos 

que utilizassem as mesmas doses da Cetamina e realizassem os protocolos 

comportamentais não associativos para “o quê”, “onde” e “quando”. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Ratos Wistar são capazes de lembrar episódios, associando um evento ou item ao 

tempo e a localização espacial; 

Houve um aumento da expressão de c-Fos no grupo contole, principalmente no 

GD. Neste sentido, há possivelmente um papel de comunicação entre as sub-regiões 

hipocampais, como CA3c e GD, na separação de padrões entre episódios similares; 

A Cetamina em doses sub-anestésicas apresentou um efeito amnésico que 

prejudicou a integração dos componentes episódicos. NA dose mais alta foi observado 

um possível efeito sedativo relacionado à hipolocomoção. Esses efeitos podem ser 

mediados tanto pelo bloqueio do receptor NMDA, quanto pela estereosseletividade da 

Cetamina para receptores muscarínicos e opióides; 

Nos grupos que receberam a Cetamina, o aumento de c-Fos nas sub-regiões 

hipocampais possivelmente está relacionado à ação da substância e não do protocolo 

comportamental. 
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de Impacto 4.035, Abril de 2015). 

Episodic-like memory impairment induced by Ketamine: distinct c-Fos expression 

as a functional marker in dorsal hippocampus subregions 

Ingrid Brasilino Montenegro Bento de Souza; Priscila Tavares Macêdo; Ywlliane da 

Silva Rodrigues Meurer; Regina Helena da Silva; Flávio Freitas Barbosa. 

 

Abstract  

Episodic-like memory refers to integration of where and when a certain event (what) 

happened. The dorsal hippocampal mediates episodic recall and depends on 

glutamatergic neurotransmission, particularly AMPA and NMDA receptors (NMDAr). 

Ketamine is a non-competitive NMDA antagonist with effect on cognitive performance 

and plasticity. The goal of this study was to evaluate the acute action of Ketamine on 

behavioral and neurochemical aspects of episodic-like memory through immediate-early 

gene expression (IEG), c-Fos, in dorsal hippocampus. We applied the episodic-like 

memory task by Kart-Teke et al., 2006. Forty-six 3-month-old male Wistar rats were 

separated in five groups. The home cage group was used to measure IEG basal expression. 

The remaining four groups went through the behavioral test. One of them received saline 

0.9% and the other two received 8 mg/kg or 15 mg/kg ketamine ip immediately after the 

second sample, while the control group received no treatment. The data indicate that 

control rats could integrate the three elements of episodic-like memory. The control group 

had the highest c-Fos expression in the dentate gyrus when compared to the other groups, 

suggesting the role of this sub-region for integration of episodic-like memory. The two 

sub-anesthetic doses of ketamine induced a deficit for this type of memory. The highest 

dose demonstrated a possible hypolocomotion effect, characterized by decreasing of total 

distance traveled and speed, compared to the other groups at the test session. In short, the 

deficit of episodic-like memory was characterized both as amnesic effect of ketamine and 

as decrease of c-Fos in the dentate gyrus of those groups, suggesting a possible role of 

this field in episodic-like memory formation. 

 

Introduction 

Episodic-like memory is a subtype of declarative memory and it refers to features of when 

and where a unique episode happened in an integrative manner (Clayton, Bussey, & 

Dickinson, 2003). Rats have ability to use this type of memory by associations of place, 

temporal order and objects in a unique task using their natural exploratory behavior 

(Ekrem Dere, Huston, & De Souza Silva, 2005a, 2005b; Kart-Teke, De Souza Silva, 

Huston, & Dere, 2006). A variation of object recognition test (Ekrem Dere, Huston, & 

De Souza Silva, 2007; Kart-Teke et al., 2006) was developed to assess the episodic 
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content in rodents. Acquisition and encoding of an event with associations between 

temporal order and specific spatial locations is mediated by hippocampal networks with 

neocortical areas (Ergorul & Eichenbaum, 2004; Schacter, Addis, & Buckner, 2007; 

Addis, Wong, & Schacter, 2008; DeVito & Eichenbaum, 2011; Barbosa, de Oliveira 

Pontes, Ribeiro, Ribeiro, & Silva, 2012; Barbosa et al., 2013; Wilson, Watanabe, Milner, 

& Ainge, 2013). According to computational models, dorsal hippocampal subregions 

have different functions in spatial-temporal processing (Kesner, Taylor, Hoge, & Andy, 

2015) 

NMDAr are widely distributed in the brain, especially in the hippocampus and neocortex 

(Sakurai, Penney, & Young, 1993; Monaghan, Andaloro, & Skifter, 1998; Riedel, Platt, 

& Micheau, 2003), taking part in episodic memory processing (Chrobak, Hinman & 

Sabolek, 2008). Ketamine [(2-(2-Chlorophenyl)-2-(methylamino)cyclohexanone] is a 

noncompetitive antagonist of NMDA receptor and, although the stereoselectivity, its 

effects on memory performance could be mediated by NDMA antagonism (Riedel et al., 

2003; Canolty et al., 2006; Mion & Villevieille, 2013). Subanesthetic and acute doses of 

Ketamine showed deficits in recognition tasks and may impair acquisition, encoding and 

retrieval of spatial and non-spatial memory tasks for rodents (N. Pitsikas, Boultadakis, & 

Sakellaridis, 2008; Nikolaos Pitsikas & Boultadakis, 2009; Boultadakis & Pitsikas, 2011; 

Venâncio, Magalhães, Antunes, & Summavielle, 2011). Thus, might alters the plastic 

levels in the hippocampus (Pietersen et al., 2006; Garcia et al., 2008, 2009; Goulart et al., 

2010; Duman, Li, Liu, Duric, & Aghajanian, 2012). 

c-Fos is a type of immediate early genes and for this reason has a temporal advantage for 

do not require previous protein synthesis to be activated (Herrera & Robertson, 1996). 

This particular group of IEGs, characterized by regulatory transcription factor, had a role 

in long-term plasticity, including learning and memory. Frequently, c-Fos is used to a 

marker for neural activity because it had a rapidly increase and then a peak in 60min until 

90min (Guzowski, 2002; Countryman, Orlowski, Brightwell, Oskowitz, & Colombo, 

2005; Katche et al., 2010). Behavioral, environmental or pharmacological stimulus, 

including Ketamine (Imre, Fokkema, Boer, & Ter Horst, 2006) might be sufficient to alter 

the c-Fos expression (Kubik, Miyashita, & Guzowski, 2007). Environmental novelty can 

induce increase in c-Fos expression in the hippocampal formation (VanElzakker, Fevurly, 

Breindel, & Spencer, 2008) and this changes in hippocampal activity were seen when 

novelty stimulus were rearranged in a spatial configurations (Aggleton, Brown, & 

Albasser, 2012; Seoane, Tinsley, & Brown, 2012; Kinnavane, Albasser, & Aggleton, 

2015). However, it is not known how ketamine can influence the integration of episodic-

like memory aspects as well as how can it affect dorsal hippocampal plasticity. Once 

NMDAr has a role on mnemonic consolidation process, we hypothesize that ketamine 

would impair episodic-like memory formation in addition to alter dorsal hippocampal 

activity.  Thus, the aim of this study was to measure the acute action of Ketamine in an 

episodic-like memory task and how the dorsal hippocampus are involved in this process 

through immediate-early gene expression (IEG),  specifically c-Fos.  
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1. Methods 

2.1. Animals 

Forty-six 3-month-old male Wistar rats (280-400 g) were housed four per cage with 

controlled temperature (24 ± 1°C) and a 12:12 h light/dark cycle (lights on at 5.00 a.m.). 

The water and food were available ad libitum. Before the experiments starts, the animals 

were handled for 5 days/10min each day. During the behavioral procedure, the open-field 

was lit by 40 lux. All procedures were approved by the local ethics committee (protocol 

number 0102/2014) accordingly to Brazilian law (Number 11.794) to minimize animal’s 

suffering or discomfort. 

2.2. Apparatus and objects 

Episodic-like memory task was conducted in a circular open-field (60 cm in diameter x 

40cm height wall, made by acrylic). There were proximal and external visual cues that 

rats could use for spatial learning. Six types of objects were randomized among the 

experiments. All these were made of plastic and had a different shape, texture, color and 

size (height: 5 - 15 cm, width:  5 - 10 cm). They had a sufficient weight to ensure the 

animals could not displace them. After each behavioral session, the apparatus and objects 

were cleaned with a 5% alcohol solution. All objects and spatial location in this protocol 

were randomized among groups. We used a camera (model C270 HD, Logitech) above 

the open-field to record all sessions. An animal tracking software (Ethowacther, UFSC, 

Brazil and Anymaze, Stoelting, USA) registered the behavioral parameters. All 

experiments were conducted between 12:00 and 17:00 h. 

2.3. Groups and treatment 

Rats were divided into five groups. The home cage group (n=6; without apparatus 

exposure) was used to measure IEG basal expression. The other four groups, with 10 rats 

each, went through the behavioral test. One of them received saline 0.9% and the other 

two received 8 mg/kg or 15 mg/kg Ketamine i.p. immediately after the second sample,   

while the control group received no treatment. The sub anesthetic doses of Ketamine (® 

Ketamina Agener 10%) were used in previous protocols (Garcia et al., 2008, 2009; 

Goulart et al., 2010; Moosavi, Yadollahi Khales, Rastegar, & Zarifkar, 2012) 

2. Procedure design 

During three days before the task, all animals were habituated to the circular open-field 

(10 minutes for session). Episodic-like memory task comprised of two training trials and 

a test session of five minutes each. This task was based on the natural exploratory 

behavioral to detect novelty in an object recognition (Barbosa et al., 2013; Kesner et al., 

2015). In the first training, the animal was placed in a circular open field to explore four 

similar objects (A), after a 1 hour, the rats started a second sample with four other objects 

(B), two of those appeared in different spatial locations for the first sample. In the test, 

four objects were shown, two early (B) and two older (A), two displaced (A2, B2) and 

two stationary (A1 and B1). Experimental design is schematized in Figure x . It is 

expected that rats explore the recent displaced object (B2) more than the recent stationary 

object (B1). For the old objects the rats should explore the opposite pattern (A1>A2). 

This pattern could indicate that the rats integrated the “what-where-when” components 
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of the episodic-like memory (Kart-Teke et al., 2006; Inostroza, Brotons-Mas, Laurent, 

Cid, & Prida, 2013; Chao, Nikolaus, Huston, & de Souza Silva, 2014). 

 

 

Figure 1. Example of the episodic-like memory task for rats. This task has two samples and a test session 

of 5 minutes each with one hour of interval among these. In the first sample four equals objects were 

presented at a specific location. After delay, other four objects were presented, two willing in the same 

locations of first sample and two at new locations. For the test session, two older objects and two recent 

were presented. Based on samples, objects could be stationary (A1 and B1) or in different locations (A2 

and B2). 

3.1. Immunohistochemistry 

One hour after the last behavioral procedure, rats (three per group) were deeply 

anesthetized with intraperitoneal injection of the sodium thiopental (40 mg/kg) and 

perfused transcardially with 200 ml of phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4, followed 

by 300 ml of 4.0% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 (fixative 

solution). This interval was required aiming the expression peaks of c-Fos (Bisler et al., 

2002). The brains were removed from the skull, post-fixed in fixative solution for 2–4 h, 

and transferred to a solution containing sucrose 30% in 0.1 M PBS, pH 7.4. Each brain 

was serially cut in the coronal plane into 30-μm thick sections with a cryostat microtome 

(Leica, Germany) at a temperature of −20°C. The sections were placed sequentially in 

four compartments (one section per compartment), with the distance between one section 

and the next in the same compartment being approximately 120 μm. All sections were 

stored in antifreeze solution. For the detection of c-Fos, free-floating sections were 

incubated for 18–24 h with a monoclonal primary antibody raised in rabbits (c-Fos 

antibody, 1:1000; SC-52 - Santa Cruz Biotechnology, INC., Texas, USA), containing 2% 

goat normal serum (Sigma Chemical Company), diluted in 0.3% Triton X-100 (ICN 

Biomedicals), and 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Afterward, the sections were 

incubated with the biotinylated secondary anti-rabbit antibody raised in goat (BA-1000, 

VECTASTAIN® ABC kits, Vector laboratories, CA, USA), also diluted in 0.3% Triton 

X-100 and 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. This procedure lasted 2 h and was performed 

at room temperature. Shortly after, the sections were washed and incubated in 2% avidin-

biotin-peroxidase solution (ABC Elite kit, Vector Labs, Burlingame, CA, USA) for 

90 min. The reaction was developed by the addition of 2.5% diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (Sigma, St. Louis, MO, USA) and 0.01% H2O2 in 0.1 M phosphate 

buffer, pH 7.4. The sections were washed (four times, 5 min) with 0.1 M phosphate 

buffer, pH 7.4, between each step and at the end of the procedure. Afterward, the sections 

were dried, dehydrated in a graded alcohol series, cleared in xylene, and coverslipped 

with Entellan (Merck). 
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3.2. c-Fos positive cell count 

Using the coordinates of Paxinos and Watson atlas (2009), the sections were examined 

under brightfield illumination (Olympus Microscope, BX-41) and images were captured 

using a CCD camera (Nikon, DXM-1200). Positive c-Fos cells were counted into the 

dorsal hippocampal subregions (CA1, CA3ab, CA3c and DG). The cell count was 

performed manually by a blinded experimenter to  groups through Image J software 

(1.46i, NIH). For each animal, we recruited four sections and the mean count was 

calculated and used in the analysis. Each mean for brain area and group was normalized 

by mean values of the home cage group. 

 

 

Figure 2. Example of coordinates, based in Paxinos and Watson atlas (2007), and schematic anatomy of 

hippocampal subfields (CA1, CA3 ab, CA3 c and Dentate Gyrus)  

3.3. Data collection and analysis 

The behavior measures were made by a blinder experimenter for groups. In all sessions 

were calculated distance, speed and time of exploration.. The exploration ratio and 

discrimination ratio of the four objects in the test session were calculated. The exploration 

ratio was calculated for olds and recent, displaced and stationary, objects in the test 

session (for example: Time exploring Old stationary/Total time exploration). 

Discrimination ratio was calculated for three aspects of episodic-lime memory. “When” 

(Time exploring Old stationary - Time exploring Recent stationary/ Time exploring Old 

stationary + Time exploring Recent stationary), “Where” (Time exploring Recent 

displaced - Time exploring Recent stationary/ Time exploring Recent displaced + Time 

exploring Recent stationary) and “Integration ratio” (Time exploring Old stationary - 

Time exploring Old displaced/ Time exploring Old displaced + Time exploring Old 

stationary) (Chao et al., 2014). Exploration was defined when the animals approached an 

object and had physical contact with it, either with the forepaws and/or snouts.  
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The Shapiro-Wilk test indicated normal data distribution for total distance traveled, total 

time exploring the objects and the discriminations ratios. However, the explorations ratios 

did not have normal distribution. Total distance traveled and total time exploring the 

objects in the last session were analyzed by repeated measures ANOVA [3x4] to feature 

possible difference in motivation or exploration between groups. For the behavioral data, 

post hoc analysis was conducted by Bonferroni’s test. A priori planned Wilcoxon test was 

conducted to compare pairs of objects (A1  × A2; B2  × B1; A1  × B1) for each group. 

One-way ANOVAs and Welch’s test were used for comparison of the number of positive 

c-Fos neurons between groups in each hippocampal subregion. A Tukey–Kramer and 

Games-Howel’s test was used as post hoc. Results with normal data were expressed as 

mean ± SEM, but were used median for non-parametric analysis. Effects were considered 

significant when p < 0.05. 

4. Results  

4.1 Behavioral set (Behavioral parameters) 

Wilcoxon test showed statistically significant differences between these pairs of objects 

in the control group. These animals explored more A1 than A2 [T = -2,807; p=0,005; 

d=1,8; r=0,99], more A1 than B2 [T = -2,803; p=0,005 d=1,6; r=0,99] and A1 than B1 [T 

= -2,810; p=0,005; d=3; r=0,99] (Fig.). The saline group demonstrated the same 

exploration pattern of control group for comparisons between A1>A2 [T = -2,807; 

p=0,005; d=1,8; r=0,99] and B2>B1[T = -2,803; p=0,005 d=1,6; r=0,99], but statistical 

differences were not found between A1and B1  [T = -2,810; p=0,005; d=3; r=0,99], as 

showed in figure 3. As expected, animals with the 1 h delayed group exhibited memories 

for “where”, “when” and “integration”. Comparing the ratios at chance, the control 

(“when” [T= -4,056, p=0,003]; “where” [t= 5,657, p=0,001]) and saline group (“when” 

[T= -2,756, p=0,022]; “where” [t=1,321, p=0,219]). Although the saline group did not 

discriminate the temporal order, the data indicate that these rats could integrate the three 

elements of episodic-like memory when compared the integration ratio (“what-where-

when”) from zero, in both groups (Control [t= 5,024, p=0,001]  and Saline [t= 2,966, 

p=0,016]). 

 

 

Figure 3. Exploration ratio in the test session for groups control, saline and Ketamine (8 and 15 mg/kg). 

The graphics represents median and interquartile interval. * Significant comparisons between a pair of 

objects A1>A2. # Significant comparisons between a pair of objects B2>B1.  ♦ Significant comparisons 

between a pair of objects A1>B1. 
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However, the group Ketamine 8 mg/kg were not able to distinguish between these pairs 

of objects (A1xA2 [T = -0,612; p=0,541; d=0,1; r=0,05] B1xB2 [T = -0,561; p=0,575; 

d=0,1; r=0,07] A1XB1 [T = -0,357; p=0,721; d=0,1; r=0,06]). According to Wilcoxon’s 

test, Ketamine 15 mg/kg group did not follow the exploration pattern for episodic recall 

(A1xA2 [T = -0,204; p=0,838; d=0,06; r=0,05] B1xB2 [T = -0,845; p=0,398; d=0,3; 

r=0,17] A1XB1 [T = -0,533; p=0,594; d=0,16; r=0,07]).  Both groups did not show 

significant differences from zero in the discrimination ratios. A one-sample t-test for 

Ketamine 8 mg/kg showed that the group did not discriminate “when ratio” [T=1,321, 

p=0,219], “where ratio” [t= 0,256, p=0,804] or integrated “what-when-where” content [t= 

0,674, p=0,517] as a chance. This pattern were repeated for Ketamine 15 mg/kg to “when 

ratio” [t= -0,066, p=0,949]; “where ratio” [t= 0,979, p=0,353] and “integration ratio” [t= 

0,410, p=0,691], as showed in figure 4. 

 

 

Figure 4. Discrimination for “where”, “when” and “integration” ratio between groups control, saline and 

Ketamine (8 and 15 mg/kg). The graph represents the mean ± SEM. * Significant comparisons in relation 

to chance. 

Two sub-anesthetic doses of ketamine induced a deficit for this type of memory. The 

highest dose demonstrated a possible hypolocomotion effect, characterized by decreasing 

of total distance traveled and speed, compared to the others groups at the test session, as 

showed in table 1. 

 Table 1. Mean ± SEM for total distance travelled, speed and total exploration time in two sample trails and 

test session. 

 

4.1 c-Fos expression 

The Welch’s analysis revealed significant difference of c-Fos expression in CA1 among 

groups [Welch (33,936); p=0,002]. Games-Howel’s post hoc showed an increase of c-

 Control Saline Ketamine 8 mg/kg Ketamine 15 mg/kg 

Total distance (m)     

Sample one 6,38 ± 1,84 8,49 ± 3,33 7,72 ± 1,75 8,80 ± 1,87 

Sample two 6,25 ± 3,20 8,38 ± 5,20 7,65 ± 1,94 7,06 ± 2,12 

Teste session 7,53 ± 4,59 5,15 ± 3,18 5,17 ± 2,18 3,03 ± 2,27* 

Speed (m/s)     

Sample one 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 

Sample two 0,02 ± 0,01 0,03 ± 0,02 0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

Teste session 0,03 ± 0,02 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,01 ± 0,01* 

Total exploration (s)     

Sample one 26,97 ± 6,14 41,43 ± 19,34 42,30 ± 15,06 33,90 ± 7,00 

Sample two 30,50 ± 13,76 29,87 ± 8,96 40,27 ± 21,85 32,25 ± 10,80 

Teste session 25,33 ± 12,60 25,20 ± 9,55 26,06 ± 21,65 11,80 ± 9,47* 
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Fos in CA1 for all groups when their compared to home cage group (Control [p=0,05], 

Saline [p=0,016], Ketamine 8 mg/kg [p=0,019] and Ketamine 15 mg/kg [p=0,014]). The 

same analyses to CA3ab showed different expression of c-Fos among groups [Welch 

(89,466); p=0,001]. Games-Howel’s test indicated an increase for groups Saline (p=0,04)  

and Cetamine 15 mg/kg (p=0,001) when compared to home cage. A one-way ANOVA 

reveled differences to positive c-Fos cells in CA3c [F=(4,14) = 7,369, p=0,005] and 

Tukey HSD  characterized this differences as an increased expression for Control [p = 

0,05], Ketamine 8 mg/kg [p=0,065] and Ketamine 15 mg/kg [p=0,002] relative to home 

cage rats. The total number of c-Fos in DG showed a statistical difference [F(4,14) = 

18,127, p= 0,001]. All groups showed an increased compared to home cage (Control [p 

=0,001], Saline [p=0,005], Ketamine 8 mg/kg [p=0,037] e Ketamine 15mg/kg [p=0,027]). 

Nevertheless, the control group had the highest c-Fos expression in the dentate gyrus 

when compared to the others groups (Saline.  [p=0,003], Ketamine 8 mg/kg [p=0,004] 

and Ketamine 15 mg/kg [p =0,005]), suggesting the role of this subregion for integration 

of episodic-like memory. Mean results for counts in all groups and representative images 

of some areas are displayed are shown in Figure 5. 

 

Figure 5. Number of c-Fos positive cells in regions CA1, CA3 ab, CA3 c and Dentate Gyrus (DG) between 

groups home cage, control, saline and Ketamine (8 and 15 mg/kg). The graph represents the mean ± SEM. 

* Significant comparisons with home cage group + Significant comparisons with control group. 

 

5. Discussion 

In this paper, we evaluated the effect of subanesthetic doses of Ketamine in episodic-like 

memory task and whereby it could alter the pattern of expression c-Fos in the 

hippocampal subregions. In this task, rats must discriminate the order of presentation and 

positions through the recollection process for item, space and temporal order in an 

integrative manner (E. Dere, Kart-Teke, Huston, & De Souza Silva, 2006; Ekrem Dere et 

al., 2007; Kart-Teke et al., 2006). The acute Ketamine action can affect cognitive 

function, especially learning and memory in a various types of task, as spatial or non-
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spatial and task for temporal order (Riedel et al., 2003; Nikolaos Pitsikas & Boultadakis, 

2009; Chrobak et al., 2008; Venâncio et al., 2011; Boultadakis & Pitsikas, 2011; Moosavi 

et al., 2012). 

As expected for behavioral of episodic-like memory,  control rats spent more time 

exploring the displaced recent object (B2) compared to the stationary recent object (B1), 

indicating spatial novelty. In addition,   control rats spent more time exploring the old 

stationary (A1) more than the recent stationary (B1), indicating the temporal order. The 

mainly result is an inverse exploration pattern for the old objects (A1>A2) (Kart-Teke et 

al., 2006; Li & Chao, 2008; Inostroza et al., 2013; Chao et al., 2014). This opposite pattern 

is a possible behavioral indicative that an integrative what-where-when memory and the 

discrimination ratio confirmed this element in our results (Figura 4). Our protocol had 

minor modifications for episodic task of (Kart-Teke et al., 2006). The delay between the 

training and used test was modified 50 minutes to 1 hour. We replaced the square arena 

in the original study for circular open-field, to reduce the rodent’s preference for corners, 

which could generate a spatial interference (Yaski & Eilam, 2007) 

The saline group integrated the episodic behavioral criteria with significant differences in 

their rates of exploration and discrimination between pairs of old objects (A1> A2) and 

recent (B2> B1). However, unlike the control group, this group showed only a tendency 

to discriminate the temporal aspect, comparing the order of appearance of objects (A1 

and B1). Behavioral differences may relate to vehicle administration immediately after 

the second sample. In fact, the saline injection can cause acute stress (Nagel & Huston, 

1988) and cause memory deficits (Baker & Kim, 2002) including interference in the 

acquisition of episodic-like memory (Kart-Teke et al., 2006). This interference could 

activate the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis linking the stressor stimulus, 

injection of the vehicle, to the release of stress hormones ( Roozendaal, 2002; 

Roozendaal, McEwen, & Chattarji, 2009). In our data, the stressor after training may have 

influenced the memory trace that was still labile and thus have influenced the exploratory 

natural tendency of rodents in the test session and so the recognition of events order. 

As a non-competitive NMDA antagonist, Ketamine would disrupted both the elements of 

episodic-like memory’ (“what-where-when”) and their integration. The exploration ratio 

(figure 3) and discrimination ratio showed exploration at chance levels for both groups. 

Possibly the Ketamine blocked the consolidation and recall for item, space and time. 

Because of ketamine's stereoselective, caracterized by isomers, this substance can act not 

only in glutamatergic systems but also in colinergic and opiod ( Wolff & Winstock, 2012; 

Mion & Villevieille, 2013). Indirectly, ketamine may interfere in modulating cognitive 

functions, including attention and processing of learning and memory through its 

interaction with the cholinergic system (Everitt & Robbins, 1997). 

An important advantage of the current protocol was that we used the acute administration 

of ketamine. Chronically, sub-anesthetic dose of ketamine caused injury in the storage 

and retrieval of object recognition (Boultadakis & Pitsikas, 2011). In sub-anesthetic doses 

(10mg / kg) administered chronically, Ketamine  reduced the habituation of rodents as 

well as the ability to use  spatial cues (Venâncio et al., 2011) Rats are sensitive to change 

in spatial location of objects (Jourdi et al., 2009; Aggleton et al., 2012), so this visual 

impairment may be related to the modulation of opioid receptors by ketamine. This 
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receptor type is presents in the hippocampus (Derrick, Weinberger, & Martinez Jr., 1991; 

McGaugh, 2000) and may modulate the memory by input information through perforating 

pathway. The perforating pathway presents two input’s: the medial and lateral. The first 

one processes spatial information and is related to activation of NMDA receptors. The 

lateral portion is responsible for the entry of visual sensory information through activation 

of opioid receptors (Dees & Kesner, 2013) Ketamine action on opioid receptors might 

impair the ability of rats to navigate spatially  through the distal and proximal cues in the 

two doses used, disrupting the spatial aspect of episodic-like memory. Although the 

impaired of spatial location was not seen when the dose of 15 mg / kg was administered 

acutely and tested for the memory consolidation in the Morris water maze in rats 

(Moosavi et al., 2012). Suggesting that this modulation of spatial memory by Ketamine 

also depends on the memory task (Ribeiro, Rodrigues, Valentim, & Antunes, 2013) 

Ketamine, reduced the total exploration time in the test session and it might be involves 

to reduce the novelty discrimination of "where", "when" and the integration. The highest 

dose of ketamine reduced the total distance travelled, speed and a total exploration time 

in the test session. In our data, ketamine at a dose of 15 mg / kg showed reduction of 

locomotion and average speed, characterizing sedation. This sedative effect can be 

mediated by the ability of the analgesic substance strongly related to the isomer S - (+) – 

Ketamine (Mion & Villevieille, 2013). This reduced  exploration time, probably led to a 

less discrimination to the novelty of the parameters "where", "when" and for integration 

(Figure 4). As showed in table 1, the hypolocomotion is likely linked to ketamine in a 

dose-dependent administration (Imre et al., 2006) and  not disrupted by habituation to the 

arena. 

c-Fos is a functional marker for environmental or behavioral stimulations in brain regions 

and it is widely used to marker neuronal plasticity after memory tasks (Guzowski, 

Knierim, & Moser, 2004; Kubik et al., 2007; Albasser et al., 2013; Kinnavane et al., 

2015). Castilla-Ortega et al (2012) already described an increase in CA1 after episodic-

like memory task. In our results, all groups showed an increase of c-Fos positive cell in 

CA1 compared to home cage group. The control group was able to discriminate the 

temporal pattern in behavioral task and following some studies that showed this subregion 

is  involved in temporal information, including spatial-temporal tasks (Hoge & Kesner, 

2007; Vago, Bevan, & Kesner, 2007). The behavioral temporal aspect was disrupted by 

saline injection and this group showed a reduced of cells positive c-Fos in CA1. This 

subregion has a role in the formation of a strong memory trace for a temporally oldest 

location (Lee & Kesner, 2003; Hoge & Kesner, 2007). Lesions in this region affect the 

preference for primacy (Brown & Aggleton, 2001). Importantly, this reduction of c-Fos 

expression, even not significantly, might be related to the stressor event prior to the test 

session. However, in the present study we did not find any differences among 

experimental groups and it is difficult to establish any relation between memory 

performance and c-Fos CA1 expression.  

Bilateral electrolytic lesions in CA3 damaged the episodic integration (Li & Chao, 2008). 

Barbosa et al (2013) did not found increase in c-Fos in the region after the episodic 

memory task. Most studies explores the evaluation of c-Fos in CA3 as a homogeneous 

region (Albasser, Poirier, & Aggleton, 2010; Aggleton et al., 2012; Albasser et al., 2013; 

Barbosa et al., 2013). Our data support the hypothesis that CA3 is able to mediate 
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associations between arbitrary pairs of stimuli (Gilbert & Kesner, 2003; Rolls & Kesner, 

2006), but also indicate that CA3 is a heterogeneous region (Hunsaker, Rosenberg, & 

Kesner, 2008) by theirs distinct connections, including its backprojections to dentate 

gyrus (Scharfman, 2007; Witter, 2007). The control group showed no significant 

expression of c-Fos in CA3ab region, reinforcing the idea that this region is not essential 

to the pattern separation process (Hunsaker et al 2008) in episodic integration. However, 

in CA3c both the control group and the saline showed significant increase of c-Fos. In 

this case, dorsal CA3c showed a functional role in episodic-like memory processing, 

possibly mediating the pattern separation to geometric and metrics changes in the 

environment in addition changes in temporal order of object’s presentation. According to 

Li & Chao, 2008, CA3 is also involved in a temporal information processing.  

In general, the increase of c-Fos expression in CA1, CA3ab and CA3c for the groups that 

received Ketamine might be explained by the action of this substance. Although 

Ketamine block NMDAr, indirectly, it can mediate the activation of AMPA receptors and 

voltage dependent calcium channels. The increase of calcium influx would activate 

signaling pathways that form a complex between proteins of transcription factors, such 

as kinases, controlling the expression of a large number of genes, including c-Fos, or a 

neurotropic factors, as BDNF (Flavell & Greenberg, 2008; Machado-Vieira, Salvadore, 

DiazGranados, & Zarate Jr., 2009; Niciu, Henter, Luckenbaugh, Zarate, & Charney, 

2014). 

Following Barbosa et al 2013, our results of c-Fos expression showed a greater activation 

in the Dentate Gyrus. This subregion is implicated in spatial novelty and possibly is 

essential to the spatial pattern separation (Norman & O’Reilly, 2003; Kesner, 2007; 

Leutgeb, Leutgeb, Moser, & Moser, 2007; Treves, Tashiro, Witter, & Moser, 2008). 1 

hour after episodic task there was an increase of c-Fos expression in the dentate gyrus in 

all groups compared to the home cage group (Figure 5). In fact, the control group had an 

increase of c-Fos expression, differing from the others groups. This data reinforce the 

hypothesis that the dorsal dentate gyrus is essential to the process of spatial pattern 

separation (Gilbert, Kesner, & Lee, 2001; Leutgeb et al., 2007; Treves et al., 2008) and 

thus is involved in the rapid formation of episodic memory (Lassalle, Bataille, & Halley, 

2000; Barbosa et al., 2013). It is known that lesions in this subregion can impair the rat 

ability to detect and final metric changes in the location of objects(Leutgeb et al., 2007; 

Hunsaker et al., 2008; Dees & Kesner, 2013; Kesner et al., 2015). Our data indicate a 

possible pattern of neural networks in episodic task involving mainly the activation of 

dorsal GD in fine detection capability of the novelty, which was damaged by acute 

administration of ketamine. The amnesiac effect of ketamine possibly caused interference 

not only in glutamatergic system but also in other neurotransmitter systems, as 

cholinergic or opioid systems.  

6. Conclusion  

 

In summary, Wistar rats are able to recall unique episodes through associations of spatial-

temporal episodes order. This integration pattern of control group was revealed  by an 

increase of c-Fos in CA1 e CA3c, but mainly in DG. Indeed, the network of CA3c and 

DG is likely involved in pattern separation between similar episodes.  Ketamine showed 

an amnestic effect and disrupted the integration of episodic-like memory in both groups. 
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Highest’s Ketamine dose showed hypolocomotion as a possible result of sedative effect. 

These effects may be mediated both by blocking of NMDA receptor and the 

stereoselectivity of Ketamine, for muscarinic and opioid receptors. Increase of c-Fos in 

all hippocampal subregions for these groups is possibly related to the action of Ketamine 

and not the behavioral protocol. 
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