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PREFACIO

Ao longo da minha trajetéria como pesquisador em farmacologia e
neurociéncias, uma certeza sempre se confirmou: nao existe pesquisa pré-clinica
consistente sem uma compreensao sélida dos testes comportamentais em roedores.
E no comportamento que as alteragdes neurobiolégicas ganham expressio concreta.
E ali que se traduzem, em movimento, exploracio, ansiedade, depressio, memoéria,
interacdo social, aquilo que, mais tarde, buscamos correlacionar com doengas, alvos
terapéuticos e novos farmacos.

Apesar dessa importancia central, quem trabalha diariamente com modelos
animais sabe o quanto ainda é dificil encontrar, em um Unico material, uma visao
organizada, didatica e aplicada dos principais testes comportamentais utilizados em
pesquisa pré-clinica. A literatura esta dispersa, muitas vezes restrita a artigos em
inglés, com descricdes metodoldgicas sucintas, que ndao contemplam detalhes
praticos fundamentais. Esses “detalhes” - iluminacdo da sala, horario do teste,
tempo de habituacdo, forma de manipular o animal, ruidos ambientais, posicao do
experimentador - acabam se tornando uma fonte silenciosa, mas poderosa, de
variacdo e falta de reprodutibilidade.

Pequenas diferencas individuais na condugao dos experimentos, associadas
a auséncia de um guia que oriente a padroniza¢do dos testes, contribuem para
resultados inconsistentes, comparacdes dificeis e, por vezes, conclusdes
equivocadas. Ndo raro, o problema nao estd no modelo em si, mas na forma como
ele é executado. Daf nasce a necessidade de um material que va além da simples
descricdo de protocolos e ofereca, de forma organizada, a ponte entre a
neurobiologia e a pratica experimental: o “por qué” e o “como” caminham juntos.

Este livro, “Neurobiologia aplicada dos testes comportamentais em
roedores”, surge exatamente para preencher essa lacuna. Ele reline, em uma
coletdnea abrangente, os principais e mais importantes testes comportamentais
empregados em pesquisas pré-clinicas experimentais. Mais do que listar aparatos e
sequéncias de passos, os capitulos dialogam com as bases neurobiolégicas que

justificam cada parametro observado, ajudando o leitor a entender o que realmente



estd sendo medido, o que cada alteragdo comportamental pode significar e quais sdo
os limites de interpretacao de cada modelo.

Um aspecto que considero particularmente valioso é que este livro foi escrito
por profissionais que efetivamente vivenciam estes modelos no cotidiano:
mestrandos e doutorandos que atuam diretamente na conduc¢do dos experimentos,
na coleta e analise de dados, na resolucdo dos problemas praticos que nao aparecem
nos métodos dos artigos. Os capitulos foram elaborados por poés-graduandos do
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Estadual do
Ceara, sob orientacdo e discussdo continua, o que confere a obra um carater
profundamente aplicado, sem perder o rigor conceitual.

A aplicacdo de protocolos corretamente desenhados e executados tem duas
consequéncias fundamentais. Em primeiro lugar, aumenta a exatiddo e a
confiabilidade dos experimentos, diminuindo o risco de viés e fortalecendo a
robustez dos resultados. Em segundo, e ndo menos importante, garante melhores
condicoes de bem-estar para os animais de laboratério. A padronizacdo, nesse
contexto, ndo é mera formalidade técnica: é também um compromisso ético.
Procedimentos claros, tempos adequados, manejo cuidadoso e reducao de estresse
repercutem tanto na qualidade dos dados quanto na dignidade com que esses
animais sao tratados.

Este livro foi pensado para servir de base a todos aqueles que desejam
aprender e aplicar testes comportamentais em roedores com maior seguranca,
precisdo e consciéncia. Seja para o estudante de graduagdo que estd tendo o
primeiro contato com a pesquisa experimental, seja para o pés-graduando que
precisa estruturar um projeto de mestrado ou doutorado, seja para o pesquisador
que deseja revisar ou atualizar protocolos, a obra se propde a ser uma referéncia
pratica, acessivel e confiavel.

Tive o prazer de organizar este livro e acompanhar o processo de construgao
de cada capitulo. Acredito que este trabalho coletivo reflete ndo apenas o empenho
individual dos autores, mas também a maturidade cientifica de um programa de
pds-graduacdo comprometido com a formacao de pesquisadores criticos, éticos e
tecnicamente preparados para a pesquisa pré-clinica.

Por fim, é essencial registrar a quem este livro é, de forma muito especial,

dedicado: aos animais de laboratério. Sdo eles que, silenciosamente, permitem que



avancemos na compreensao de doencas, na avaliacdo de novos tratamentos e na
busca por interveng¢des mais eficazes e seguras. Reconhecer essa contribuicdo é
reafirmar nosso dever de zelar por seu bem-estar, de minimizar seu sofrimento e de
justificar, com seriedade e responsabilidade, cada procedimento realizado.

Que esta obra possa orientar, inspirar e fortalecer a pratica da pesquisa pré-
clinica em nosso meio, contribuindo para experimentos mais padronizados,
reprodutiveis, éticos e cientificamente relevantes.

Fortaleza, 2025

Gislei Frota Aragdo
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RESUMO

O teste de esquiva passiva é um modelo
amplamente utilizado em estudos
comportamentais para investigar mecanismos de
aprendizado aversivo. Baseia-se na inibicdo de
um comportamento inato. Os principais
protocolos incluem os paradigmas step-through e
step-down, que permitem avaliar diferentes fases
da memoria, como aquisicdo, consolidacdo e
evocacdo. A esquiva passiva envolve circuitos
cerebrais como o tdlamo, hipocampo, a amigdala
e 0 cortex pré-frontal. Diversos
neurotransmissores participam da modulacdo
dessa tarefa, como o glutamato, GABA,
acetilcolina e dopamina. Esse teste tem aplicacdo
translacional em modelos de aprendizado,
neurotoxicidade, distirbios como Alzheimer e
estresse pos-traumatico. Apesar de sua utilidade,
apresenta limitacdes relacionadas a influéncia de
fatores emocionais, variabilidade metodolégica e
restricoes éticas. Ainda assim, quando bem
controlado, representa uma ferramenta confiavel
para a investigacdo de processos cognitivos e
emocionais.

Palavras-chave: Modelos animais. Memoria
aversiva. Bases neurobiolégicas.
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ABSTRACT

The passive avoidance test is a widely used model
in behavioral studies to investigate mechanisms
of aversive learning. It is based on the inhibition
of an innate behavior. The main protocols include
the step-through and step-down paradigms,
which allow the evaluation of different memory
phases, such as acquisition, consolidation, and
retrieval. Passive avoidance involves brain
circuits such as the thalamus, hippocampus,
amygdala and prefrontal cortex. Several
neurotransmitters participate in the modulation
of this task, including glutamate, GABA,
acetylcholine, and dopamine. This test has
translational applications in models of learning,
neurotoxicity, and disorders such as Alzheimer’s
disease and post-traumatic stress disorder.
Despite its usefulness, it presents limitations
related to the influence of emotional factors,
methodological  variability, = and  ethical
constraints. Nevertheless, when properly
controlled, it represents a reliable tool for
investigating cognitive and emotional processes.

Keywords: Animal models. Aversive memory.
Neurobiological bases.



1. INTRODUCAO

A esquiva passiva ou esquiva inibitéria é um teste comportamental utilizado para avaliar a
memodria e o aprendizado emocional. Baseia-se em um paradigma de aprendizagem pavloviano,
no qual um estimulo condicionado inicialmente neutro é associado a um estimulo nao
condicionado e aversivo, como choque elétrico e jato de ar (C)gren, Stiedl, 2010; Ghafarimoghadam
etal., 2022).

Diversos protocolos foram desenvolvidos ao longo do tempo com o objetivo de estudar os
mecanismos de aprendizagem e memoria. O teste de esquiva passiva envolve apenas inibir um
comportamento, o que difere do teste esquiva ativa que exige que o animal realize uma a¢do para
evitar o choque (Ghafarimoghadam et al., 2022). A esquiva passiva surgiu durante o periodo de
consolidacdo das teorias de condicionamento na psicologia comportamental. Em 1967 Jarvik e
Kopp adaptaram o teste, estabelecendo o protocolo que se tornou o mais amplamente utilizado
até os dias atuais para a esquiva passiva (Ogren, Stiedl, 2010; LeDoux et al., 2017; D'Isa et al.,

2023).

2. PROTOCOLOS

O teste de esquiva passiva pode ser utilizado em diferentes modelos animais e tipos de
estimulos aversivos, com protocolos que variam em duracdo, sendo aplicaveis tanto em
paradigmas de curto quanto de longo prazo. O principio do teste é baseado na instintiva
preferéncia por ambientes escuros (Step-Through) e exploracdo (Step-Down), essa acdo inata é
fundamental para o teste, pois vai induzir o comportamento espontaneo que sera punido, levando
a inibicdo do comportamento, evidenciando memoria contextual e aversiva (Ghafarimoghadam et

al,, 2022).

2.1. TESTE EM ROEDORES

Em roedores ha estudos com camundongos (Singh et al., 2024), ratos (Kokova, Apostolova
2023) e esquilos da Mongdlia (Silveira et al., 2018). Na Step-Through, primeiro € realizada a sessdo
de aprendizagem onde o roedor é colocado no compartimento claro. Apds um tempo fixo (pode
variar entre 5s), a porta é aberta, e o tempo até o animal entrar completamente na caixa escura,
chamado laténcia (100s), é mensurado. O animal que ndo passar para o compartimento escuro
deve ser descartado do teste. Apds, o roedor entrar completamente com as quatro patas no
compartimento escuro, a porta é fechada e lhe é aplicado um choque elétrico leve (Figura 1A). O

animal é mantido por pelo menos 15 - 20s no compartimento escuro antes de ser removido, para

CAPITULO I 17



consolidar a associacdo entre o local e o estimulo aversivo. Esta fase é denominada sessao de
aprendizagem, que é repetida até que o roedor entenda que ao passar para o compartimento
escuro levard um choque (Paing et al.,, 2024) (Figura 1B).

Posteriormente, é realizado o Teste de Recuperacdo de Memodria, que é um teste de
tentativa Unica, na qual o roedor é colocado no compartimento claro, e a porta é aberta apos 20s.
Analisa-se o tempo de laténcia de passagem (tempo para entrar no compartimento escuro), por
até 300s, bem como, em alguns protocolos, o tempo total de permanéncia no compartilhamento
escuro. Nao é necessario o uso de choque nessa etapa do teste (Figura 1C) (Paing et al., 2024;

Ghafarimoghadam et al., 2022; Vafaei et al., 2024).

Figura 1- Representacdo esquematica do protocolo de Step-Through em roedores

NN

AN

Fonte: Autoria propria feita pelo Biorender, 2025. Legenda: (A) O roedor é colocado inicialmente no compartimento
claro. (B) Ao entrar no compartimento escuro, o roedor recebe um estimulo aversivo (choque leve nas patas). (C)
Teste de Recuperacdo de Memdria, o roedor é novamente colocado no compartimento claro, o tempo que ele demora
para entrar no compartimento escuro (laténcia de entrada) é registrado como medida de memoria aversiva.

Outro estimulo aversivo que pode ser utilizado é o jato de ar, quando a sensibilidade do
animal esta alterada, como em alguns modelos de dor neuropatica e inflamatéria cronica, e o
estimulo de choque pode ndo ser o mais adequado. Diante disso, o protocolo segue o mesmo
principio e etapas do compartimento claro e escuro, porém ao roedor passar completamente para
o compartimento escuro e ficar de frente para a parede oposta a porta, é liberado um tnico e breve
jato de ar (por aproximadamente 1s) (Moriarty et al., 2012).

Outro protocolo utilizado é o Step-Down, que é o teste de inibicdo por degrau, cujo
equipamento consiste em uma caixa com piso de grade que emite choques e uma plataforma

7

elevada central. Primeiro é realizado sessdo de aprendizagem onde o animal é colocado na
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plataforma central, e quando o roedor desce da plataforma com as quatro patas no chao recebe
um choque (Paing et al.,, 2024; Ghafarimoghadam et al., 2022) (Figura 2). Ap6s a aprendizagem é
realizado o Teste de Recuperagcao de Memoria, na qual os animais sdo novamente posicionados
sobre a plataforma, desta vez sem a necessidade da aplicacdo de choque. O teste é considerado
concluido quando o animal desce na plataforma ou se ocorrer a retencao da memoria aversiva ele
permanecera na plataforma (com um tempo maximo de 300 s) (Paing et al, 2024;
Ghafarimoghadam et al.,, 2022).

Figura 2- Representacdo esquematica do protocolo de Step-Down em roedores

A ' B

Fonte: Autoria proépria feita pelo Biorender, 2025. Legenda: (A) O roedor é colocado inicialmente na plataforma
isolada do choque. (B) Ao descer completamente da plataforma, o roedor recebe um estimulo aversivo (choque leve
nas patas). (C) Teste de Recuperagdao de Memoéria, o roedor é novamente colocado na plataforma, o tempo que ele
demora para descer (laténcia de entrada) é registrado como medida de memoria aversiva.

Ha variacdes metodoldgicas no estimulo aversivo, na intensidade do choque e no tempo de
aplicagdo. Em alguns estudos, o teste é analisado em 1 hora, e em outros, o prazo dos testes podem
chegar até 16 dias (Nagy et al., 1977) (Tabela 1). A habitua¢do antes de iniciar a aprendizagem
também pode variar. Em alguns trabalhos, o animal ndo recebera nenhum choque e pode andar

livremente entre os dois compartimentos (Jafari-Sabet et al., 2018; Tabassum, Haider, 2018).
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Tabela 1- Diferentes protocolos de esquiva-passiva

Modelo Modelo de Estimulo aversivo e tempo Duracao Referéncias
animal teste
Step-Through Choque 1 dia Linetal, 2021
0,4 mA, 60 Hz por 2s ou 0,3
mA, 60 Hz por 1s
Step-Through Choque 1 dia Paing et al., 2024
Camundongo 0,3 mA por 3s
Step-Down Choque 1,2 e 3 dias Paing et al.,, 2024
0,4 mA por 9s
Step-Through Choque 1,4,8e16 Nagy et al., 1977
2 mA por 2s ou 3s dias
Step-Through Choque 1,4 e 7 dias | Hosseinmardi et al,
0,5 mA, 50 Hz por 2s 2020
Rato Step-Through Jato de ar 1 dia Moriarty et al., 2012
Step-Through Choque lh e 1dia Tabassum, Haider,
25V, 3 mA por 3s 2018
Step-Down Choque 3 e7dias Kokova, Apostolova,
0,4 mA por 10s 2023

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Miliamperes(mA); Hertz (Hz); Segundos(s); Horas (h).
2.2. TESTE EM ZEBRAFISH (DANI/O RERIO)

O zebrafish vem sendo uma alternativa ao uso dos roedores devido a algumas vantagens
como sua similaridade genética com humanos, alta reprodutibilidade, baixo custo e embrides e
larvas transparentes (Tan et al., 2022).

Alguns estudos utilizam o zebrafish, com o mesmo principio do protocolo dos roedores, na
qual o peixe fica em um aquario dividido em zona clara e zona escura, por uma porta deslizante
vertical, quando o peixe passa para a lado escuro a porta é fechada e ele leva um choque de 3 + 0,2
V por cinco segundos (Nabinger et al., 2021). Existem outros protocolos com diferentes estimulos
aversivos na parte escura como um peso jogado no aqudrio (Bernardi, Dias, Barbosa, 2013) e
movimentac¢do da agua utilizando um agitador rotativo (Rajesh et al., 2018). Por ser um teste de
tentativa unica, assim como os roedores, a laténcia para entrar no compartimento escuro é

considerada a retencao da memoria (Tan, et al., 2022).

3. BASES NEUROBIOLOGICAS

O comportamento de esquiva passiva envolve a supressdao condicionada de uma agao
diante de um estimulo previamente associado a uma consequéncia aversiva (Ogren, Stiedl, 2010).
Esse tipo de resposta depende da formacdo de memoria, que envolve diferentes etapas
interdependentes, incluindo a codificacdo (processo pelo qual as informagdes recebidas sao

registradas e integradas), o armazenamento (manutenc¢do dessas informagdes) e a recuperacao
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da memoria (acesso e utilizagcdo das informagdes previamente armazenadas) (Ghafarimoghadam
etal., 2022).

Os animais apresentam uma tendéncia natural de explorar ambientes novos e de buscar
locais escuros, considerados mais seguros. No protocolo classico de esquiva passiva, o animal é
colocado em uma caixa com dois compartimentos (um claro e outro escuro), ele instintivamente,
tende a ir para o compartimento escuro. No entanto, ao receber um estimulo aversivo nesse
ambiente, o animal aprende a associd-lo a uma consequéncia negativa. Esse processo envolve a
formacgao e o armazenamento da memoria aversiva. Assim, ao ser exposto novamente a mesma
situacdo, o animal inibe seu comportamento instintivo de entrar no compartimento escuro,
demonstrando aprendizado e evocacio da memoria adquirida (Ogren, Stiedl, 2010;
Ghafarimoghadam et al., 2022)

Para que isso ocorra requer a integracao de informag¢des sensoriais e contextuais por
diferentes circuitos neurais, que processam a memdéria do medo. Diversas estruturas cerebrais
participam desse processo, como o talamo, amigdala, o hipocampo e o cortex pré-frontal que
atuam de forma coordenada na aquisi¢do, consolidacio e expressdo da memoria aversiva (Ogren,

Stiedl, 2010; Flores et al., 2017).

3.1. TALAMO

O tadlamo é um importante estrutura no processamento de informacgdes relacionadas ao
aprendizado e a memoria, especialmente por sua atuacdo como uma estacdo integradora e
retransmissora de sinais sensoriais aversivos (Barsy et al., 2020).

Essa estrutura do diencéfalo esta conectada com o hipocampo, a amigdala e o cortex pré-
frontal, formando circuitos que sustentam a formacao, consolidacdo e recuperacao da memoria
aversiva (Davoodi et al., 2011). Um estudo utilizando lidocaina para inativar os nticleos anteriores
do tdlamo demonstrou que os nucleos anteroventral e anteromedial estdo envolvidos na
codificacao de informagdes, impactando diretamente o desempenho no teste de esquiva passiva,
ja o anterodorsal ndo afeta nenhuma da etapa do teste (Safari et al, 2020). A investigacao do
nucleo reuniens (RE) demonstrou que esta estrutura nao é essencial para adquirir o
comportamento contextual da esquiva passiva, mas é importante para consolidar a meméria nas
primeiras horas apos o aprendizado e para recupera-la na fase de teste (Davoodi et al., 2011).

Khesmakhi e colaboradores (2024) constataram que os receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato) no nucleo mediodorsal do talamo sdo moduladores cruciais na consolidacdo da
memoria em tarefas de esquiva passiva, especialmente em condi¢cdes de déficit colinérgico

induzido por escopolamina.
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3.2. AMIGDALA

A amigdala é considerada o principal locus onde memorias de medo sdo adquiridas e
consolidadas, devido a seu papel na codificagdo e processamento de estimulos negativos dos sinais
sensoriais. Os neurdnios da amigdala central (CeA) e basolateral (BLA) participam ativamente na
formacdo da memoria aversiva (Orsini, Maren, 2012; Khakpoor et al., 2021).

Durante o condicionamento de medo, estimulos aversivos e estimulos condicionados
convergem nos nucleos da amigdala, levando a um refinamento sensorial de informagdes
negativas através dessas estruturas (Plas et al,, 2024). Um estudo demonstrou que lesdes na
amigdala prejudicam o desempenho em testes de esquiva passiva, indicando que a amigdala é
essencial para formar e reter memorias aversivas (Russo et al., 1976).

No condicionamento do medo temos a ativagdo dos receptores de glutamato NMDA na BLA
(Hosseinmardi et al., 2020), sendo essencial na memoria de evitagdo passiva, que pode ser inibido
e modulado pelo receptor GABA-B (Khakpoor et al., 2021). Além disso, a dopamina liberada na
amigdala esta ligada ao condicionamento e aprendizado do medo humano (Frick et al., 2022),
assim como em roedores, desde que a infusdo de dopamina na amigdala de ratos corroborou com

a consolidacdo da memoria (Lalumiere, Nguyen, McGaugh, 2004).

3.3. HIPOCAMPO

O hipocampo tem a fungdo na consolidacao de memaérias declarativas, no qual destaca-se o
hipocampo dorsal que mapeia o ambiente por disparos das “células de lugar” (Roesler et al., 2021).
Estudos demonstram que danos ao hipocampo prejudicam o condicionamento ao medo
(Broadbent, Clark 2013) e a memoria aversiva, pois injecoes nas regidoes CA1 do hipocampo dorsal
com antagonista e agonista de receptores NMDA de glutamato causou alteracdes na retencao da
memoria aversiva (Jafari-Sabet et al., 2018). A utilizacdo de um antagonista do receptor de
peptideo-3 aplicado sobre o giro dentado ventral do hipocampo ocasionou uma falha na reteng¢ado
e consolidacdo da memoria do medo em ratos (Vafaei et al., 2024).

No hipocampo, a axonios colinérgicos distribuidos por diferentes regides, provenientes da
area septal medial, de modo que a acetilcolina (ACh) exerce um papel no aprendizado e na
consolidacdo da memdria, em grande parte por modular a excitabilidade neuronal e a plasticidade
sindptica via receptores muscarinicos e nicotinicos (Hasselmo, 2006; Dobryakova et al, 2025).
Em um estudo que foi administrado por via intraperitoneal glicose e a colina que sdo precursores
da sintese de Ach, demonstrou que ocorreu a melhora da retenc¢do de laténcia no teste de esquiva

passiva (Kopf, et al., 2001).
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3.4. CORTEX PRE-FRONTAL

0 Cértex Pré-frontal (CPF) é responsavel pelo controle dos impulsos, realizando o controle
inibitério, principalmente os neurénios piramidais (Li et al., 2020). Além disso, o CPF esta
envolvido no sistema de recompensa, na aprendizagem e na memdria (Sheynikhovich et al., 2023).

A inibicdo dos receptores NMDA com o antagonista cetamina na regido medial do cortex
pré-frontal (mCPF) causou danos a memoria, com laténcia do camundongo na esquiva passiva.
Entretanto, os animais tratados com agonistas dopaminérgicos do receptor D1 e D2 melhoraram
o tempo de laténcia, sugerindo que a dopamina no mPFC tem papel protetor na consolidagdo da

memoria (Farahmandfar et al.,, 2016).

4. APLICAGCAO CLINICAS

O teste de esquiva passiva tem aplicac¢des clinicas indiretas, devido a avaliacdo da mem@ria
e aprendizagem (Chitakwa et al., 2025). O teste é utilizado para investiga¢do pré-clinica dos efeitos
de farmacos (Padhy et al, 2025) e das alteragdes comportamentais associadas a doencas
neurolégicas e psiquiatricas, como Alzheimer (Kaur et al,, 2025), e transtorno pds-traumatico
(Koyuncuoglu et al., 2021).

De fato, para estudos de mimetiza¢do de alteragdo na memoria no teste de esquiva passiva,
sdo utilizados alguns farmacos empregados na clinica. Entre eles, destaca-se o donepezil e
rivastigmina, usado no tratamento da doenca de Alzheimer e de deméncias leves a moderadas,
que atua como controle positivo no teste de esquiva passiva (Kruk-Slomka et al., 2024). Por outro
lado, medicamentos como a escopolamina e agonistas do receptor GABA sdo frequentemente
utilizadas para induzir déficits de memoria (Khesmakhi et al., 2024; Kruk-Slomka, Slomka, Biala,
2024) (Tabela 3).

Tabela 3 - Farmacos utilizados para o controle e indugao de alteracdo na memoria de esquiva passiva.

Medicamento Classe Efeito no teste Referéncia
Antagonista muscarinico Prejudica consolidacao Khesmakhi
Escopolamina e evocacdo da memoria etal.,, 2024
aversiva Singh et al,, 2024
Diazepam Agonistas de GABA Prejudica a aquisicdo e | Kokova, Apostolova 2023;
Lorazepam Benzodiazepinicos consolidagdo memoria Dickinson-Anson,
Midazolam McGaugh, 1993
Antagonista ndo competitivo | Diminui a consolida¢do
MK-801 do receptor N-metil-[D]- da memoria Khakpoor
(Dizocilpina) aspartato (NMDA) etal, 2021
Donepezil Inibidor da Melhora a memdria Singh et al,, 2024
Rivastigmina acetilcolinesterase Kruk-Slomka et al.,, 2024

Fonte: Elaborado pelo autor
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5. LIMITES E DESAFIOS

Devido a variabilidade de protocolos com parametros do choque (intensidade e duracao),
torna dificil a comparacgdo entre os estudos. As reagdes comportamentais e o tempo de hesitagdo
do roedor diante do estimulo elétrico podem variar de acordo com a intensidade da corrente
aplicada, com a sensibilidade individual de cada animal experimental e alinhagem do animal. Além
disso, é importante evitar a aplicacdo de choques muito intensos, pois podem induzir paralisia
temporaria ou congelamento, o que compromete a interpretacio dos dados e levanta
preocupacdes éticas quanto ao bem-estar animal (Ghafarimoghadam et al., 2022; Ogren, Stied],
2010).

Um estudo comparou grupos de ratos para a consolidagdo da memoria com niimero de
repetices de treinamento diferentes, e constatou-se que 16 repeticdes foi prejudicial pois
aumenta o cortisol, estresse oxidativo e diminui serotonina, levando a um estresse e afetando a
consolidacdo de memoria em ratos (Tabassum, Haider, 2018).

Assim como alguns outros testes de memoria aversiva, a utilizacdo de firmacos que possam
interferir na atividade motora e a percep¢do da dor podem afetar o desempenho do teste (Sousa
et al., 2006; Ogren, Stiedl, 2010). Entretanto, o uso do jato de ar pode ser uma alternativa para

animais com alterag¢do na percepg¢ao da dor (Moriarty et al., 2012).

6. CONSIDERACOES FINAIS

O modelo de esquiva passiva é um teste para investigar os mecanismos neurais da memoria
aversiva, envolvendo estruturas como a amigdala, o hipocampo e o cortex pré-frontal. Seu
protocolo permite estudar processos como aquisi¢do e consolidacao da memdria aversiva, com 24
horas e até de longa duracdo como 16 dias. Além disso, é um teste ideal para estudo da memoria,
como no caso de doenca de Alzheimer e outros transtornos. Apesar de apresentar limitagdes como
qualquer teste comportamental, quando utilizado de forma criteriosa e integrado a outros testes,
o modelo de esquiva passiva pode contribuir significativamente para a compreensao dos circuitos

do medo, comportamento aversivo e memaria.
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RESUMO

Este capitulo apresenta uma sintese das bases
neurobiolodgicas e fisioldgicas do
Condicionamento Classico Pavloviano.

Inicialmente, revisa-se a trajetoria cientifica de
Ivan P. Pavlov e sua contribuicio para a
sistematizacdo do paradigma experimental que
fundamenta o estudo da aprendizagem
associativa. Em seguida, sdo descritos os
elementos centrais do modelo, estimulos e
respostas condicionados e incondicionados, bem
como os principais circuitos neurais implicados
na formacao e expressao dessas associacgoes.
Destacam-se os papéis especificos de estruturas
como a amigdala, hipocampo, cértex pré-frontal,
nucleo accumbens e hipotalamo, bem como os
mecanismos neuroquimicos subjacentes,
envolvendo neurotransmissores como
glutamato, dopamina, serotonina e GABA. Por fim,
o capitulo discute como esses processos
integrados sustentam a plasticidade sinaptica, a

modulacdo motivacional e o controle autonémico
caracteristicos do condicionamento classico.

Palavras-chave: Condicionamento Classico.
Neurofisiologia do Comportamento. Modelos
Experimentais. Bases Bioldgicas do
Comportamento. Aprendizagem Associativa.

ABSTRACT

This chapter presents a synthesis of the
neurobiological and physiological foundations of
Pavlovian Classical Conditioning. It begins by
reviewing the scientific trajectory of Ivan P.
Pavlov and his contribution to the
systematization of the experimental paradigm
that underpins the study of associative learning.
Subsequently, the core elements of the model—
conditioned and unconditioned stimuli and
responses—are described, along with the main
neural circuits involved in the formation and
expression of these associations. The specific
roles of structures such as the amygdala,
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hippocampus, prefrontal cortex, nucleus
accumbens, and hypothalamus are highlighted, as
well as the underlying neurochemical
mechanisms involving neurotransmitters such as
glutamate, dopamine, serotonin, and GABA.
Finally, the chapter discusses how these
integrated processes support synaptic plasticity,

motivational modulation, and autonomic control,
which are characteristic of classical conditioning.

Keywords: Classical Conditioning; Behavioral

Neurophysiology; Experimental Models;
Biological Bases of Behavior; Associative
Learning.

1. INTRODUCAO

“Observem — disse triunfante o Diretor — observem.
Os livros e os ruidos aterradores, as flores e as
descargas elétricas formavam ja no espirito das criancas
pares ligados de maneira comprometedora; ao fim de
duzentas repeticbes da mesma licio ou de outra
semelhante, estariam ligados indissoluvelmente. Aquilo
que o homem uniu, a Natureza é impotente para
separar. Eles crescerdo com aquilo que os psicélogos
chamam de um o6dio ‘instintivo’ aos livros e as flores.
Reflexos inalteravelmente condicionados. Nada
quererdo com a literatura e com a botanica durante toda
avida.”

SHOW THE

THEY WILL GROW
TOAF,',‘AJ EBELgKE_,RS (Huxley, A., Admiravel Mundo Novo, Capitulo Segundo,

1932)

O livro Admiravel Mundo Novo consolidou-

se como uma das mais influentes obras distopicas

do século XX. Publicado em 1932, Aldous Huxley foi

T diretamente influenciado pelas descobertas de

Figurﬁ - Quadrir;ho adaptado do 29 capitulo
do Admiravel Mundo Novo (Feito pelos Autores
com auxilio de [A)

=it

Ivan Petrovich Pavlov (Ver Figura 1), cujas ideias,
publicadas cinco anos antes, extrapolaram os
limites da Fisiologia, Psicologia e Neurociéncias, impactando também a Arte, Literatura e os
Estudos Sociais (Riva, 2012). De fato, Huxley reconheceu que o método cientifico do
condicionamento poderia, extrapolado, ser instrumentalizado como uma ferramenta de controle
social e manipulacdo de desejos, como vemos nos reels e nas curtidas das fotos divulgadas nas
redes sociais contemporaneas, transformando o condicionamento pavloviano em uma metafora
perturbadora do destino humano em sociedades tecnocraticas (Santos; Amorim Neto; Goes,
2013).
Ivan Petrovich Pavlov (1849-1936) foi um fisiologista russo reconhecido
internacionalmente por suas contribui¢des a ciéncia experimental (Rehman et al,, 2025). A sua
descoberta dos reflexos condicionados constituiu um marco na fisiologia digestiva, pela qual foi

laureado com o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1904, e também, sobretudo, na
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fundacdo de uma nova metodologia cientifica: a observacado objetiva e a quantificacdo rigorosa do
comportamento animal como vias para a compreensdo da mente (Olatunji; Tomarken, 2023).
Respeitado em seu pais natal, por ser o primeiro russo a ganhar o Nobel, Pavlov viveu trés das
fases mais marcantes da histéria russa: o Império Russo, a Revolucdo de 1917 e a consolidacdo da
Unido Soviética (Gao, 2016).

0 ambiente politico, social e cientifico que o cercou foi tanto um motor quanto uma barreira
a sua produgdo cientifica. Embora tenha criticado veementemente os rumos politicos tomados
ap6s a Revolucdo, com declaracbes publicas contra o totalitarismo, ele recebeu de Lenin
tratamento excepcional, sendo poupado das censuras impostas a outros intelectuais russos como
descrito por Daniel Todes no livro “Ivan Paviov: A Russian Life in Science”. Diversos paises
chegaram a convidar Pavlov para estabelecer sua pesquisa no exterior; contudo, sua resposta
expressou patriotismo e, também, profunda devoc¢do ao seu método experimental: “Sou um artista
da ciéncia. A Ruassia é minha oficina.” Este posicionamento revela o ethos pavloviano: uma
concepc¢ao quase artesanal da ciéncia, baseada no rigor técnico, na disciplina e na imersao absoluta
no laboratorio, que ele via como extensao de si mesmo. Essa devocdo a experimentagao rigorosa
seria decisiva para as suas descobertas e para a constituicio do paradigma experimental que
influenciou diretamente o behaviorismo norte-americano, sobretudo nas obras de John B. Watson
e B.F. Skinner, que viam nos experimentos pavlovianos a base empirica para o estudo sistematico

do comportamento (Catania; Laties, 1999).

2. FUNDAMENTOS DO TESTE DE CONDICIONAMENTO CLASSICO
PAVLOVIANO (CCP)

Nosso génio russo estabeleceu os fundamentos da teoria classica do condicionamento,
denominada Condicionamento Pavloviano, que se tornou uma das bases da compreensdo
moderna sobre os processos de aprendizagem comportamental (Pavlov, 1927). Sua descoberta
foi, curiosamente, fruto de um acaso experimental. Enquanto investigava os mecanismos
fisiologicos da digestdo em cdes, Pavlov observou que as respostas fisioldgicas desses animais a
comida modificavam-se gradualmente. Inicialmente, os cdes salivavam exclusivamente quando a
comida lhes era apresentada diretamente, uma resposta que ele denominou de Resposta
Incondicionada (RI), evocada por um Estimulo Incondicionado (EI) — no caso, a prépria comida.
No entanto, ele notou que, com o tempo, os cdes comegavam a salivar antes da apresenta¢do do
alimento, ao simples som do carrinho de comida ou a visdo de seu assistente de laboratdrio, que

regularmente trazia o alimento. Esses estimulos, inicialmente irrelevantes, passaram a provocar
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respostas fisiolégicas antecipatorias, sugerindo um fendémeno de aprendizagem associativa: os
caes estavam formando novas conexoes entre estimulos previamente neutros e respostas inatas.

Para testar sistematicamente essa hipdtese, o fisiologista conduziu uma série de
experimentos controlados com grupos de cdes. Em tais experimentos, introduziu um Estimulo
Neutro (EN) — como o som de uma campainha — imediatamente antes da apresentacao do
alimento. No inicio, 0 som ndo provocava qualquer resposta salivar. No entanto, ap6s sucessivas
associagoes entre o som (EN) e a comida (EI), os cdes passaram a salivar apenas ao ouvir o som,
sem que fosse necessaria a presenca do alimento. O som, portanto, deixou de ser um estimulo
neutro e passou a ser um Estimulo Condicionado (EC), capaz de eliciar uma Resposta
Condicionada (RC) — neste caso, a salivagdo (Ver Figura 2).

Figura 2 - Esquema ilustrativo sobre o CCP.

Rl «-~

Salivagao

Fonte: Feito pelos autores.

Em sintese, um EI é aquele que, de forma natural e automatica, desencadeia uma RI. No
experimento classico do russo, a comida atuou como EI e a salivagdo foi a RI, uma resposta
fisiolégica automatica. Por outro lado, um EN, que inicialmente ndo provoca qualquer resposta
relevante, pode, mediante associagdo sistematica com um EI, transformar-se em um EC, capaz de
gerar uma RC. Assim, no experimento, o toque do sino evoluiu de EN para EC, passando a provocar
salivagio — agora, uma RC (Watanabe; Mizunami, 2007). E importante destacar que, embora a RI
e a RC sejam fisiologicamente idénticas — ambas manifestando-se como salivacao —, elas diferem
quanto ao estimulo que as desencadeia: a RI é eliciada pelo EI (comida), enquanto a RC é
desencadeada pelo EC (som). O paradigma pavloviano, portanto, demonstrou que ndo apenas
respostas digestivas, mas também uma ampla gama de reacgdes fisioldgicas e comportamentais,
como respostas emocionais de medo ou reflexos motores como o piscar de olhos, podem ser

classicamente condicionadas. Desde entdo, incontdveis estudos demonstraram a robustez e
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generalidade desse modelo, tornando o condicionamento classico um dos pilares das ciéncias do

comportamento e da neurobiologia da aprendizagem (Olatunji; Tomarken, 2023).

3. BASES NEUROANATOMICAS DO TESTE

0 paradigma do Condicionamento Classico pressupde que a associacao entre estimulos e
respostas ndo ocorre de maneira difusa no sistema nervoso, mas envolve circuitos neurais
especificos capazes de detectar, processar e integrar sinais ambientais relevantes com respostas
fisiolégicas apropriadas (Galaj; Ranaldi, 2021). Cada um dos elementos desse paradigma esta
associado as estruturas cerebrais e processos neurofisiologicos, cuja integracdo é mediada por
mecanismos de plasticidade sinaptica e modulacao neuroquimica (Raybuck; Lattal, 2014). Essa
integracdo entre multiplos sistemas cerebrais que, articulados, permitem um estimulo
inicialmente EN passe a ser associado a um EI, resultando em uma RC (Ver Figura 3). A seguir, sera
descrito como cada componente funcional deste modelo se relaciona as principais estruturas
neuroanatomicas.

Figura 3 - Areas cerebrais acionadas durante o CCP. Legenda: EI - Estimulo Incondicionado, EC -
Estimulo Condicionado, EN - Estimulo Neutro, RI - Resposta Incondicionada, RC - Resposta Condicionada.

CORTEX PRE-FRONTAL < — _ _

Modulacéo da atencao, S
contingénciaentre El e EC »  GLUTAMATO
¥ GABA
_+ TALAMO E CORTEX AUDITIVO < - - _ _
GLUTAMATO f’ processamento sensorial primario T .
GABA v e encaminhamento de informagdes EN \*
e AMREALA & - . LOBO OCCIPTAL
- associacao == HIPOCAMPO .
s - " - _ Ver acomida (EI)
\ entre EN e El \ vincula informacdes
‘e ' ambientais ac El e ac EC - A
» DOPAMINA 1 -
NUCLEO ACCUMBENS | HIPOTALAMO «-----
Integra sinais de recompensa; "‘ Controle da salivagao R

media o valor motivacional do EC \ 4
% BULBO <’ ACETILCOLINA

ndcleo salivatério
salivacao espontanea Rl e RC

Fonte: Imagem feita pelos autores.
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3.1. PERCEPCAO SENSORIAL PRIMARIA E ENCAMINHAMENTO DE
INFORMAGCOES (EN E EI)

0 EN, como um som, é inicialmente processado pelo cértex auditivo e talamo (Romaniuk et
al,, 2019). O tdlamo atua como uma estacdo de retransmissao sensorial, conduzindo informacdes
acusticas até o cértex auditivo primdrio, onde ocorre a decodificacdo inicial das caracteristicas
fisicas do som (Chang; Debiec, 2016). Da mesma forma, o EI — como a visdo da comida — é
processado pelo lobo occipital, que interpreta os estimulos visuais associados ao alimento,
desencadeando o reconhecimento sensorial inato. Essas informagdes sensoriais sdo codificadas
através de neurotransmissores excitatdrios e inibitdrios, permitindo a modulag¢do dos sinais antes

de sua integracao com sistemas associativos.

3.2. ASSOCIACAO ENTRE ESTIMULOS (EN > El)

A amigdala desempenha o papel na associacao entre o EN e o EI Ela atua como ntcleo
integrador entre as entradas sensoriais e as respostas emocionais e autondmicas, sendo
responsavel pela formagdo inicial da memoria associativa que transformara o EN em um EC (Simié
etal, 2021). Esta associacao é dependente de mecanismos de plasticidade sinaptica mediados por
neurotransmissores como o glutamato e o GABA, garantindo a estabilizacao das conexdes entre

estimulos sensoriais e as respostas fisiolégicas apropriadas (Cardinal et al., 2002).

3.3. MODULACAO MOTIVACIONAL E ATRIBUICAO DE VALOR AO ESTIMULO (EC)

A partir da formacao do EC, a area tegumentar ventral e o nicleo accumbens entram em
acao, integrando sinais de recompensa e mediando o valor motivacional do EC (Burns et al., 1996).
Esse nucleo, componente do sistema de recompensa dopaminérgico, responde a liberacdo de
dopamina, que reforca a aprendizagem associativa, promovendo a saliéncia comportamental do
EC (Stuber et al., 2011). Assim, o som previamente neutro adquire significado motivacional,

preparando o organismo para emitir uma RC frente a sua apresentacdo (Romaniuk et al., 2019).

3.4. PROCESSAMENTO CONTEXTUAL E MEMORIA ASSOCIATIVA

O hipocampo é responsavel por vincular informag¢des ambientais ao El e ao EC, conferindo
contextualizacdo espacial e temporal a memoria associativa (Sanders; Wiltgen; Fanselow, 2003).
Sua participacao é fundamental na modula¢do das respostas condicionadas em fung¢do do contexto
em que as associacdes foram aprendidas (Bouton; Maren; McNally, 2021). Esse sistema permite
que a salivacdo condicionada ocorra pela presenca isolada do EC e, também, quando este é

percebido em um ambiente previamente associado ao EI
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3.5. MODULAGAO DA ATENGCAO E CONTINGENCIA ESTIMULO-ESTIMULO

O cortex pré-frontal regula a modulagdo da atengdo e a avaliagdo da contingéncia entre o EI
e o EC (Cardinal et al, 2002). Ele participa do monitoramento e ajuste da aprendizagem
associativa, garantindo que o organismo responda de forma adaptativa a frequéncia e
previsibilidade das associagdes. Por meio de interagcdes com o sistema dopaminérgico e
glutamatérgico, o cértex pré-frontal também influencia a decisdo de emitir ou inibir a RC com base

no contexto e na expectativa de recompensa (Burns et al., 1996).

3.6. CONTROLE AUTONOMICO DA RESPOSTA (RI E RC)

A execucdo da RI e da RC — no caso classico, a salivagio — é mediada por centros
autondmicos do hipotadlamo e do tronco encefalico (Bortolini et al., 2021). O hipotalamo atua no
controle da salivacdo, integrando sinais hormonais e autonémicos, enquanto o bulbo abriga os
nucleos salivatérios, responsaveis pela atividade reflexa que produz a salivacao espontanea, tanto
na Rl quanto na RC. O neurotransmissor predominante neste sistema é a acetilcolina, que promove
a ativa¢do parassimpatica das glandulas salivares. Assim, tanto a RI quanto a RC compartilham os
mesmos circuitos autonomicos, diferenciando-se apenas pela origem do estimulo que as

desencadeia.

4. BASES NEUROQUIMICAS DO TESTE

A formacao da associagao entre EC e RC no CCP depende de mecanismos neurobioldgicos
que integram plasticidade sinaptica, reforco motivacional e modulacdo emocional (Zheng;
Sabirzhanov; Keifer, 2012). O processamento dos estimulos e a expressao das respostas sao
mediados pelos principais sistemas de neurotransmissores: glutamatérgico, dopaminérgico,

serotoninérgico, gabaérgico, colinérgico e adrenérgico.

4.1. PLASTICIDADE GLUTAMATERGICA E A CODIFICAGAO DA ASSOCIAGAO (EN
> El » EC)

A transicdo do EN para EC ocorre via processos de plasticidade sinaptica, essencialmente
mediados pelo glutamato (Lominac et al., 2016). A repetida exposicio do EN seguido do EI
promove um aumento sustentado na liberagdo de glutamato em estruturas como o giro denteado
do hipocampo, potencializando a eficiéncia sindptica entre as representacdes sensoriais do EN e
os circuitos motores que eliciam a RI (Mamounas et al., 1984). O glutamato, ao atuar sobre
receptores NMDA e AMPA, facilita a LTP, assegurando que a ativacdo subsequente do EC, mesmo

na auséncia do EI, seja suficiente para desencadear a RC (Kelley, 2004; Zheng; Sabirzhanov; Keifer,
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2012). Além disso, a ativacdo de vias secunddarias, como a hidroélise do PIP,, promove cascatas
intracelulares que consolidam a associa¢do funcional entre EC e RC, assegurando a estabilidade

do traco mnémico (Lynch et al., 1990).

4.2. DOPAMINA E A ATRIBUICAO DE VALOR AO EC NA EVOCAGCAO DA RC

A modulagdo dopaminérgica é fundamental na atribuicdo de saliéncia ao EC (Hamati et al.,
2024; Yoshizawa; Funahashi, 2025). A apresentacdo repetida do EN junto ao EI provoca liberagao
de dopamina, inicialmente apenas frente ao EI, mas que, com o fortalecimento da associa¢ao, passa
a ser desencadeada também pelo EC (Abe et al, 2024). Essa liberacdo dopaminérgica,
especialmente no nucleo accumbens e nas projecdes do VTA, reforca a associacdo entre EC e RC,
facilitando a expressdo da resposta aprendida (Stuber et al.,, 2011). O disparo em rajada de
neurdnios dopaminérgicos promove a LTP entre as vias sensoriais do EC e os nucleos motores
autondmicos responsaveis pela emissdo da RC, consolidando o comportamento condicionado
(Wise; Jordan, 2021). Assim, a dopamina atua nao apenas como reforcador da aprendizagem
associativa, mas como modulador da motivacdo necessaria para a execu¢do da RC em funcdo da

previsibilidade do EC (Volkow; Wise; Baler, 2017).

4.3. SEROTONINA E A MODULAGCAO EMOCIONAL E MOTIVACIONAL DA
ASSOCIACAO EC » RC

A serotonina exerce papel modulador tanto na forma¢do quanto na manuten¢do da
associacdo EC — RC, especialmente em contextos em que a RC envolve componentes emocionais
ou motivacionais significativos (Sahley, 1994). A extensa projecdo serotoninérgica do nucleo da
rafe regula o processamento sensorial, afetando a sensibilidade ao EC e modulando a intensidade
da RC (Hebart; Glascher, 2015). Além disso, a serotonina influencia processos de reconsolidagao,
possibilitando a modificagdo da forga da associagdo EC — RC mesmo apds sua estabilizacao (Kim,
2008). Essa plasticidade tardia permite que intervencdes farmacoldgicas serotoninérgicas
alterem memorias condicionadas, sendo particularmente relevante em modelos experimentais de

condicionamento com substancias psicoativas (Ahs etal., 2015; Carey; Damianopoulos, 2015).

4.4. GABA: REGULACAO INIBITORIA DA EXCITABILIDADE SINAPTICA E
CONTROLE DA RC

O sistema GABAérgico atua como principal regulador inibitério do circuito neural
envolvido no CCP (Omoumi et al, 2024). Durante a formac¢dao da associacdo entre EC e RC,
interneuronios GABAérgicos ajustam a excitabilidade dos circuitos glutamatérgicos, prevenindo a

ativacdo excessiva e garantindo a precisao temporal da resposta condicionada (Heaney; Kinney,

36 CAPITULO II



2016). Na expressdo da RC, o GABA modula a atividade de nicleos motores autonémicos, como os
do tronco encefélico, assegurando que a resposta ndo seja emitida de forma desproporcional ou
inadequada ao contexto (Kaushik et al., 2022). Além disso, o sistema GABAérgico regula a extincdo
do comportamento condicionado, promovendo a supressao da RC quando o EC deixa de ser

preditivo (Yamanaka; Waki, 2022).

4.5. ACETILCOLINA: FACILITAGCAO DA CODIFICAGCAO SENSORIAL E EXECUCAO
AUTONOMICA DA RC

A acetilcolina (ACh) desempenha papel duplo no CCP: Nos circuitos corticais,
especialmente no cortex pré-frontal e no hipocampo, a ACh aumenta a saliéncia do EC, facilitando
a atencao seletiva necessaria para a consolidacdo da associacdo (Lorenzetti; Baxter; Byrne, 2011).
Nos circuitos autondmicos, a ACh é o neurotransmissor chave da via parassimpatica, responsavel
pela execucdo da RC, como no caso da salivacao condicionada (Raybuck; Gould, 2010). A ativacao
colinérgica nos nucleos salivatdrios do bulbo assegura a emissao eficiente da resposta motora
reflexa (Flesher; Butt; Kinney-Hurd, 2011). Assim, a acetilcolina integra a modulag¢do cognitiva e a

execucdo fisiologica da resposta aprendida (Chalkea et al., 2023).

4.6. NORADRENALINA: MODULACAO DA VIGILANCIA E REFORCO DA
ASSOCIACAO EC » RC

A noradrenalina (NE), liberada principalmente pelo locus coeruleus, regula a vigilancia e a
responsividade do sistema nervoso frente aos estimulos ambientais (Mingote; De Bruin; Feenstra,
2004). Durante o CCP, a NE facilita a deteccao do EC, aumentando a sensibilidade cortical e
promovendo a consolidagdo da associacdao EC — RC em condig¢des de elevada relevancia adaptativa
(Paredes et al., 2009). Além disso, a NE atua na modulagao do estresse e do arousal, estados que
potencializam a formacdo de memorias associativas robustas, especialmente quando o EI possui
carga emocional significativa (Guzman-Ramos et al., 2012; Luksys; Gerstner; Sandi, 2009; Pantoni

etal., 2020).

4.7. INTEGRACAO NEUROQUIMICA

A formacao e expressao da associacdo EC = RC no CCP emerge de um sistema neuroquimico
integrado. A plasticidade glutamatérgica constitui o substrato primario da codificagdo associativa,
fortalecendo as conexdes sensoriais e motoras via mecanismos como a LTP. A dopamina atribui
valor motivacional ao EC, reforcando a probabilidade de emissdo da RC, enquanto a serotonina
regula a flexibilidade emocional e a persisténcia da associacdo aprendida. Complementarmente, o

sistema GABAérgico atua como um modulador inibitério, assegurando o controle da excitabilidade
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sindptica e prevenindo respostas excessivas, sendo também fundamental nos processos de
extingdo da RC. A acetilcolina facilita a codificacdo atencional do EC e promove a execugao
autondémica da RC, como nas respostas secretomotoras classicas. Por fim, a noradrenalina ajusta
o estado de vigilancia e a responsividade ao EC, favorecendo a consolida¢gdo da associacdo em
contextos de alta saliéncia adaptativa. Esse arranjo evidencia que o condicionamento classico nao
se resume a um simples arco reflexo, mas sim a um sistema multifacetado, capaz de integrar
multiplos dominios — sensoriais, motores, emocionais e autondmicos — para garantir uma

resposta comportamental eficiente e adaptativa.

5. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

Os estudos experimentais sobre o CCP frequentemente utilizam intervengoes
farmacolodgicas para validar os mecanismos neurobiolégicos subjacentes e estabelecer controles
positivos e negativos, fundamentais para a interpretagdo causal das associa¢des entre estimulos e
respostas (Laing et al., 2022). Essas manipula¢cdes permitem identificar a participacao especifica
de neurotransmissores e vias sindpticas na formacgdo, consolida¢do e expressao das associagdes

EC = RC.

5.1. CONTROLES POSITIVOS: FACILITACAO OU INDUCAO EXPERIMENTAL DA
ASSOCIACAO EC » RC

Os controles positivos sdo utilizados para confirmar a funcionalidade dos circuitos
associativos. No contexto do CCP, isso pode incluir: Administracdao de agonistas glutamatérgicos
— como NMDA ou AMPA — que potencializam a plasticidade sinaptica e facilitam a formacao da
associacao entre EC e RC, reforcando a importancia da LTP no processo (Cain, 1998; Newman et
al, 2012; Sasaki et al., 2015). Estimulo dopaminérgico — agonistas dopaminérgicos ou a
estimulacao elétrica do VTA podem intensificar a atribuicdo de valor motivacional ao EC,
acelerando a aquisicao da RC e aumentando a resisténcia da associacdo a extincao (Braun;
Laruelle; Mouradian, 1997; Hicks et al., 2018; Stuber et al., 2011). Modulac¢do colinérgica — injecdo
de agonistas muscarinicos ou nicotinicos pode melhorar a atengao seletiva ao EC e potencializar a
formacdo da associacdo, especialmente em tarefas que demandam processamento sensorial
complexo (Athnaiel et al, 2022; Benowitz, 2009; Chalkea et al, 2023). Tais intervengdes
confirmam a participagdo dos sistemas neuroquimicos na facilitagao da associa¢ao e sustentam a

robustez do modelo experimental.
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5.2. CONTROLES NEGATIVOS: BLOQUEIO OU INIBICAO DAS VIAS
ASSOCIATIVAS

Os controles negativos sdao essenciais para demonstrar a necessidade de determinados
componentes neuroquimicos ou circuitos no processo de condicionamento. As abordagens mais
comuns incluem: Antagonistas glutamatérgicos — bloqueadores de receptores NMDA, como a
ketamine, podem impedir a indu¢do de LTP, bloqueando a transformacdo do EN em EC e,
consequentemente, a emissdao da RC (Collison et al., 2016; Ivan Ezquerra-Romano et al., 2018;
Newman et al., 2012). Inibicdo dopaminérgica — bloqueio dos receptores D1/D2 ou lesdes no
sistema mesolimbico abolirem a liberacdo de dopamina impedem a atribui¢do de valor ao EC,
resultando em falhas na aquisicdo ou manutencao da RC (Braun; Laruelle; Mouradian, 1997;
Farzinpour et al.,, 2018; Hicks et al., 2018; Mirmohammadi et al., 2024; Nguyen et al., 2019; Ringel
et al., 2013). Antagonistas colinérgicos — como a escopolamina, podem reduzir a capacidade
atencional necessaria para a codificacao do EC, prejudicando a aprendizagem associativa (Cain,
1998; Chalkea et al., 2023; Lorenzetti; Baxter; Byrne, 2011; Sharp, 2019). Potencializacdo
GABAérgica — agentes como benzodiazepinicos, que amplificam a inibicao GABAérgica, podem
reduzir a excitabilidade neural global, atenuando a formagao ou a expressao da RC (Yanpallewar
et al.,, 2022; Sanger, 1985; Rassnick et al., 1993; Stanley et al., 2011). Bloqueio adrenérgico —
antagonistas -adrenérgicos podem atenuar os efeitos da noradrenalina na consolidacdo de
memadrias associativas, especialmente em contextos de elevado estresse ou saliéncia emocional

(Guzman-Ramos et al., 2012; Luksys; Gerstner; Sandi, 2009).

5.3. MODELOS EXPERIMENTAIS: APLICACAO DOS CONTROLES NO
DELINEAMENTO DO CCP

Em modelos animais de CCP, a aplicacdo combinada de controles positivos e negativos
permite: Isolar os mecanismos necessarios e suficientes para a formacdo da associagdo.
Diferenciar efeitos na aquisicdo (formacao inicial da associacao) versus na expressao (emissdo da
RC). Investigar a participacdo de cada sistema neuroquimico na modulagao do comportamento
condicionado. Por exemplo, experimentos que bloqueiam receptores NMDA antes do treino
impedem a formacdo da associagdo EC — RC, enquanto o bloqueio posterior ndo afeta sua
expressdo, sugerindo uma participacdo importante do glutamato na codificagdo, mas nao

necessariamente na execucao da resposta (Colomb; Brembs, 2010).
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6. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Embora o teste de condicionamento classico pavloviano seja amplamente utilizado para
investigar mecanismos de aprendizagem associativa, ele apresenta limitacdes metodoldgicas
relevantes (Treanor; Rosenberg; Craske, 2021). A variabilidade interindividual é um dos
principais problemas, influenciada por fatores como idade, sexo, estado fisiologico e experiéncias
prévias, o que pode comprometer a reprodutibilidade dos resultados, independentemente do
modelo utilizado. Além disso, o sucesso do condicionamento depende de uma janela temporal
precisa entre os EC e EI. Pequenas variacoes na intensidade ou na laténcia desses estimulos podem
afetar a aquisicdo da RC (Dalla; Shors, 2009). A escolha dos estimulos também representa um
desafio, uma vez que diferentes modalidades sensoriais apresentam eficiéncias distintas conforme
a espécie e o contexto experimental. A interpretacdo da RC exige cautela, pois respostas
espontaneas ou nao condicionadas podem ser erroneamente classificadas como aprendizagem.
Estados emocionais e fisiolégicos do organismo, como estresse, ansiedade ou fadiga, também
interferem diretamente na expressao da RC (Wiggert et al., 2017). Adicionalmente, os fend6menos
de extincdo e recuperacdo espontanea dificultam a avaliacdo da estabilidade da memoria
associativa ao longo do tempo. Soma-se a isso a dificuldade de isolar o condicionamento classico
de outros processos de aprendizagem, como o condicionamento operante. Por fim, ha uma
consideravel heterogeneidade nos protocolos empregados entre diferentes grupos de pesquisa, o
que compromete a comparabilidade dos dados. Esses limites destacam a necessidade de
padronizacdao metodoldgica e de estratégias complementares de validacdo para garantir maior

robustez e translacao dos achados obtidos (Rescorla, 2004).
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RESUMO

0 teste do nado forcado fundamenta-se na
inducdo de um estado de desesperanca
comportamental, provocado pela exposicao do
animal a uma situacdo de aparente
inescapabilidade. Esse modelo é essencial para a
compreensdo dos processos neuroquimicos
relacionados a ligacdo de diferentes farmacos,
com base na resposta de cada animal dentro de
um cilindro. Trata-se de um método cientifico
validado para avaliar estratégias terapéuticas
voltadas ao tratamento da depressdo, bem como
o desenvolvimento e wuso de farmacos
antidepressivos. Neste capitulo, discutiremos os
fundamentos da depressdo, suas caracteristicas
clinicas, a aplica¢do do teste comportamental, as
bases neurobiolégicas envolvidas, além dos
principais desafios e limita¢cdes encontrados até o
momento. Também  serdo  apresentadas
sugestdes de ajustes e acréscimos metodoldgicos,
com o intuito de ampliar a compreensdo sobre o
estado depressivo avaliado nesse modelo
experimental.

Palavras-chave: Depressdao. Neurobiologia.

Receptores de Serotonina. Receptores
Dopaminérgicos.
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ABSTRACT

The test described is based on inducing a state of
behavioral hopelessness, provoked by exposing
the animal to a seemingly inescapable situation.
This model is essential for understanding the
neurochemical processes related to the binding of
different drugs, based on the response of each
animal within a cylinder. It is a scientific method
used to evaluate therapeutic strategies for
treating depression, as well as the development
and use of antidepressants. In this chapter, we
will discuss the fundamentals of depression, its
clinical characteristics, the application of the
behavioral test, the neurobiological
underpinnings involved, and the main challenges
and limitations encountered to date. Suggestions
for methodological adjustments and additions
will also be presented, aiming to broaden the
understanding of the depressive state assessed in
this experimental model.

Keywords: Depression. Neurobiology. Serotonin
Receptors. Dopaminergic Receptors.



1. INTRODUCAO

A depressdo, também denominada transtorno depressivo maior, € uma condicdo
psiquiatrica prevalente e debilitante, caracterizada por humor deprimido persistente, anedonia,
fadiga, alteracdes cognitivas e somaticas, como distirbios do sono e do apetite. A etiologia da
depressao é multifatorial, envolvendo desequilibrios neuroquimicos, predisposi¢do genética,
disfun¢des no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), e fatores psicossociais (Chen et al., 2025;
Zhou et al, 2025; Wang et al., 2024).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), mais de 280 milhdes de pessoas no
mundo sdo afetadas por essa condicdo, sendo a depressdo considerada a principal causa de
incapacidade global e uma das doencas que mais contribuem para incapacidade (OMS, 2023).
Estudos epidemioldgicos apontam que a prevaléncia ao longo da vida pode atingir até 20% da
populacdo em alguns paises, com maior incidéncia entre mulheres e individuos em situagdo de
vulnerabilidade socioeconémica (Kessler et al., 2003; WHO, 2017; Wang et al., 2024; Amanda et
al.,, 2023). Além disso, a depressdo esta associada a um risco aumentado de morbidade geral,
suicidio e reducdo significativa da qualidade de vida, o que reforca a importancia de estratégias de
prevencado, diagnostico precoce e desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (Malhi;
Mann, 2018; Chen et al., 2025; Zhou et al, 2025).

Frente ao tema, o sistema serotoninérgico desempenha um papel fundamental nessa
condi¢do, atuando sobre a regulacdo do humor, sono, apetite e cognicao, sendo amplamente
envolvido na fisiopatologia da depressao. Evidéncias recentes indicam que individuos com
depressao apresentam disfun¢do na transmissdao monoaminérgica (noradrenalina, serotonina
e/ou dopamina) em certos locais do cérebro, particularmente em areas corticais e do sistema
limbico, sugerindo um déficit funcional (Rang et al., 2011; Scholz et al., 2023). Além disso, estudos
demonstraram que diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos — como 5-HT; A, 5-HTB,
5-HT,A e 5-HT, — estdo implicados nos efeitos antidepressivos rapidos observados com agentes
como a cetamina, atuando na modulagdo da plasticidade sinaptica e na inibicao de vias
intracelulares como a Glicogénio Sintase Beta 3 (GSK-3[) (Guo et al., 2022; Amanda et al., 2023).

Ademais, estudos tém destacado a participacao das proteinas (3-arrestinas na regulagdo
fina dos receptores serotoninérgicos, impactando a neurogénese hipocampal e a sinalizacao
intracelular, mecanismos que parecem estar associados a eficicia terapéutica dos antidepressivos
de nova geracdo (Hinkle et al, 2024). Tais achados reforcam a relevancia do sistema
serotoninérgico como alvo terapéutico e sua complexa atuacao para além da simples elevacao da

disponibilidade sindptica de 5-HT.
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Nesse contexto, o uso de modelos experimentais em animais tem sido fundamental para o
avang¢o na compreensdo dos mecanismos neurobioldgicos da depressao e na avaliagdo da eficacia
de novos tratamentos e alvos farmacoldgicos. O teste de nado forcado (Forced Swim Test — FST),
desenvolvido por Porsolt e colaboradores em 1977, é amplamente utilizado como modelo
experimental para avaliar comportamentos relacionados a depressao em roedores. Este teste
baseia-se na exposicao do animal a uma situa¢do de aparente inescapabilidade, o que leva a adogao
progressiva de um comportamento de imobilidade. A partir desse paradigma, interpreta-se que a
reducdo de movimentos voluntarios representa um estado de desespero comportamental ou
desmotivacdo, sendo sensivel a administracao de antidepressivos (Porsolt et al., 1977; Raez et al,,
2020; Jiang et al., 2022).

Ao longo das dltimas décadas, o FST consolidou-se como uma ferramenta fundamental na
triagem de compostos com potencial efeito antidepressivo, além de permitir a investigacdo dos
mecanismos neurobioldgicos envolvidos nos transtornos afetivos. Modificagdes no protocolo
original, como o tempo de exposicdo, o volume de dgua e a inclusao de sessdes de pré-teste, vém
sendo propostas com o objetivo de aumentar a reprodutibilidade e a validade dos resultados
obtidos (Porsolt et al., 1977; Wang et al., 2024; Amanda et al., 2023).

O protocolo tradicional do FST é composto por duas sessdes: uma de pré-teste, geralmente
com duracao de 15 minutos, e uma sessao teste, realizada 24 horas depois, com duracdao de 5a 6
minutos. A imobilidade é definida como a auséncia de movimentos vigorosos, sendo permitidos
apenas os minimos necessarios para manter a cabecga fora da agua. A analise pode incluir variaveis
como tempo de imobilidade, tempo de natacdo e tempo de escalada (Cryan; Markou; Lucki, 2002).

Modificagdes metodologicas vém sendo propostas para aumentar a sensibilidade do
modelo, como o ajuste do tempo de teste, volume da lamina de dgua do cilindro, e a omissao da
sessdo de pré-teste em estudos com tratamentos cronicos. Essas mudancas visam reduzir a
variabilidade e evitar interferéncias comportamentais ndo relacionadas ao protocolo
experimental (Yamamoto et al., 2014; Wang et al., 2024; Amanda et al., 2023; Armario, 2021).

A seguir descreveremos detalhadamente o modelo do teste do nado forcado em ratos

Wistar.
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2. DESCRICAO DO MODELO EXPERIMENTAL DO TESTE DO NADO
FORCADO EM RATOS

2.1. ANIMAIS

Para este modelo sao utilizados Ratos Wistar, com o peso aproximadamente de 200-300g,
sendo divididos em dois grupos principais, um grupo controle e um grupo em estado depressivo
(induzido por jejum intermitente):

e Grupo controle (sem privagdes);

e Grupo em estado depressivo (privado de alimento - jejum intermitente).

2.2. MATERIAIS NECESSARIOS PARA O EXPERIMENTO:

e (ilindro com agua, a 25°C, em uma profundidade de 15 cm;

e Acrilico com adesivo, caso realizem testes simultaneos com cilindros- camundongos
mudam seu comportamento por imita¢do de outros individuos (Ueno et al., 2022);

e Rac¢ao comercial comum;

e Medicamentos conforme protocolo do pesquisador.

3. PROCEDIMENTO
3.1. PRIVAGCAO DE ALIMENTO

Inicialmente os animais sdao pesados e divididos em dois grupos: controle e privado.

A privacao de alimento consiste na retirada total da racao por 24h, mantendo-se agua livre,
ad libitum.

Ao final das 24h, os animais voltam a ter acesso normal a racdo. O grupo privado é exposto
a sucessivas privacoes de ragao com intervalo de 48h entre cada uma das privagdes, tendo sempre
a agua disponivel. O numero de privag¢des varia de acordo com os grupos experimentais e com o
protocolo fundamentado do pesquisador, sendo eles: quatro, oito, dez ou doze privagoes.

0 grupo controle nao é submetido a nenhuma privagdo tendo durante o protocolo de nado

forcado.

4. TESTE DO NADO FORCADO

0 procedimento classico para ratos é realizado em dois dias (12 dia sessdo pré-teste e 22
dia sessdo teste)
Sessao pré-teste: o protocolo consiste em colocar o animal em um cilindro com agua, a

25°C, em uma profundidade de lamina de 4gua de 15 cm, sem chance de escape por 15 minutos. O
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pré-teste é interpretado como uma sessdo estressora ou uma sessao de sensibilizacdo, com o
objetivo de provocar um estado de desesperanga comportamental. Durante esse processo, os
animais tendem a ficar progressivamente mais imoveis.

Como resultado dessa sensibilizacdo, os animais que passam pelo pré-teste demonstram
uma laténcia reduzida até a imobilidade e permanecem iméveis por um periodo mais prolongado,
em comparagdo com aqueles que nao foram submetidos a essa etapa.

Sessao teste: apds 24 horas dessa sessdo, o animal é exposto a mesma condi¢do por um
periodo de cinco minutos. Na segunda exposicao ao teste, os ratos permanecem em imobilidade
por aproximadamente 75% do tempo total de cinco minutos. Esse comportamento € interpretado
como um indicativo de desespero comportamental ou de um estado analogo ao humor depressivo,
caracterizado pela interrup¢do dos esforcos para escapar de uma situagdo percebida como
inescapavel.

Considera-se que o animal se encontra em imobilidade quando realiza apenas movimentos

minimos, suficientes para manter a cabec¢a acima da superficie da agua (Porsolt et al., 1977).

5. AVALIACAO DE FARMACOS POR MEIO DO MODELO

Os farmacos antidepressivos sdo comumente administrados entre as sessdes de pré-teste
e teste, caracterizando um protocolo de tratamento subagudo, no qual as doses sdo aplicadas, em
geral, cinco e uma hora antes do teste final. A administracdo dessas substancias tem como efeito a
reducdo do tempo de imobilidade durante o teste, 0 que sugere um aumento da atividade motora
e uma possivel reversdo do comportamento tipo depressivo nos animais. A analise
comportamental é realizada especificamente na sessao de teste, momento no qual é possivel
observar distintos padroes de resposta dos animais, conforme ilustrado na Figura 1.
Comportamentos observados:
e Nado em circulos;
e Nado com escalonamento;
e Imobilidade;

e Mergulho;
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Figura 1 - Representacdo ilustrativa dos comportamentos observados durante a sessao de teste no
modelo de nado for¢cado. Os parametros analisados incluem: imobilidade, natacdo e escalada, os quais sao
utilizados para inferir os efeitos de fArmacos antidepressivos.

Lscalonamento Imobilidade Mergulho

Fonte: Portes, 2021.

Para a analise dos comportamentos motores, o tempo total do teste, com duracdo de 10
minutos, é segmentado em diferentes intervalos:

12 intervalo: 0 a 2 minutos, correspondente ao periodo de aclimatacao;

2% intervalo: 0 a 5 minutos, considerado o intervalo convencionalmente utilizado para
analise;

32 intervalo: 0 a 10 minutos, referente ao tempo total de teste;

42 intervalo: 2 a 7 minutos, periodo intermediario entre o fim da aclimatagao e o inicio da
possivel exaustdo, excluindo-se, portanto, o inicio e o fim do teste;

52intervalo: 7 a 10 minutos, intervalo no qual o animal possivelmente ja tem atingido um

estado de exaustdo, argumentado por Cryan et al. (2005).

6. FINALIZACAO

Ap6s os testes, os animais utilizados sdo submetidos a eutanasia, respeitando os principios

éticos estabelecidos pela legislacdo vigente (CONCEA, 2013).

7. RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS E NEUROBIOLOGIA

A eficacia de farmacos antidepressivos no FST estd bem documentada. Compostos como
inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS), triciclicos, e noradrenérgicos reduzem o

tempo de imobilidade e aumentam o tempo de natacdo ou escalada, como mostra a figura 3,
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dependendo do mecanismo de agdo. Esse padrao de resposta validou o FST como um modelo

preditivo util na triagem de novos compostos com potencial antidepressivo (Bortoloto et al.,
2018).

Figura 3 - Comportamento de escalada.

Escalacda

P

Fonte: Maneira, 2014.

O teste de nado for¢cado (FST) é amplamente utilizado na triagem farmacolégica de
substancias com potencial efeito antidepressivo. A sensibilidade do modelo permite a
identificacdo de alteragdes comportamentais em resposta a diferentes classes de antidepressivos,
o que tem contribuido para a validacdo do teste como ferramenta preditiva.

Antidepressivos classicos, como a imipramina e a desipramina, representantes dos
triciclicos, foram os primeiros a demonstrar eficacia na reducao da imobilidade no FST (Porsolt et
al, 1977; Ueno et al., 2022). A administracdo aguda dessas substadncias resulta no aumento de
comportamentos ativos, como a natacao (figura 4) ou escalada (figura 3), dependendo do perfil de
ligacao neuroquimico de cada farmaco.

Os ISRS, como a fluoxetina, agem predominantemente aumentando os niveis de serotonina
nas sinapses. Em modelos murinos, esses farmacos tendem a aumentar o tempo de natagdo (figura
4), o que é interpretado como uma reversdao do comportamento tipo depressivo. Ja
antidepressivos noradrenérgicos, como a reboxetina ou a desipramina, tendem a aumentar o
tempo de escalada, indicando uma possivel diferenciacdo entre mecanismos serotoninérgicos e
noradrenérgicos com base no tipo de comportamento promovido (Deakin, 2000; Detke et al.,
1995).

O comportamento de imobilidade (figura 5) é geralmente associado a um estado de
desesperanca ou de cessacao da tentativa de fuga diante de uma situacao inescapavel. A redugao

dessa imobilidade apdés o uso de antidepressivos sugere uma restauracdo da motivacdao e da
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responsividade ao estresse. O aumento do tempo de natacdo ou escalada é interpretado como uma
reacgdo ativa frente ao estressor, indicando melhora no estado comportamental do animal (Cryan;
Markou; Lucki, 2002).

Figura 4 - Comportamento de natagio

Meitcigéio

—

Fonte: Maneira, 2014.

Figura 5 - Demonstra¢do do comportamento de imobilidade.

Imobilidade

Fonte: Maneira, 2014.
Além disso, estudos indicam que os efeitos comportamentais dos antidepressivos no FST
estdo relacionados a adaptagdes neuroquimicas, como aumento da neurotransmissao

monoaminérgica (serotonina, noradrenalina e dopamina), modulacdo do eixo HPA (hipotalamo-
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hipéfise-adrenal) e aumento de fatores neurotréficos como o BDNF (brain-derived neurotrophic

factor) (Duarte et al., 2020).

8. LIMITACOES CIENTIFICAS

A interpretacdo do comportamento de imobilidade no teste do nado for¢ado como
desespero tem sido contestada, com autores sugerindo que essa resposta pode refletir uma
estratégia adaptativa de economia de energia diante de um ambiente incontrolavel (West;
Michael, 2020; Molendijk; Kloet, 2023).

Apesar de sua ampla utilizagdo, o FST nao é isento de criticas. Um dos principais
questionamentos diz respeito a validade do modelo enquanto analogia a depressdao humana. Como
se trata de um teste agudo e de curta duracdao, muitos argumentam que ele ndo representa a
complexidade dos transtornos afetivos cronicos. Além disso, farmacos ansioliticos ou
estimulantes, que ndo tém efeito antidepressivo clinico, também podem reduzir a imobilidade,
comprometendo a especificidade do modelo (Willner, 1984).

Questoes éticas também sdo levantadas, especialmente relacionadas ao estresse imposto
aos animais. Por isso, recomenda-se o uso do FST em conjunto com outros testes comportamentais
para uma avaliacdo mais ampla.

Para superar as limitacdes do FST, testes complementares tém sido empregados, como o
splash test (teste de respingo), que avalia o comportamento de autocuidado e motivacao em
roedores. Nesse modelo, a redugdo do tempo de limpeza é interpretada como um indicativo de
comportamento tipo depressivo. Outros testes, como o tail suspension test (teste de suspensao
traseira) e o open field test (teste de campo aberto), também podem ser utilizados para avaliar
variaveis como apatia, anedonia, ansiedade e atividade locomotora, fornecendo uma visao mais
abrangente do estado comportamental e depressivo do animal (Cryan; Holmes, 2005; Armario,

2021; Jiang et al., 2022; Wang et al., 2024).

9. CONSIDERAGOES FINAIS E SUGESTOES FUTURAS

O teste do nado for¢cado constitui-se em um modelo experimental amplamente empregado
na investigacao de comportamentos tipo depressivos e na triagem de compostos com potencial
efeito antidepressivo. Sua utilidade reside na capacidade de detectar alteragdes comportamentais
associadas a modulacdo de diferentes sistemas neurotransmissores, fornecendo subsidios
relevantes para a compreensdo dos mecanismos neurobiolégicos da depressio e para o

desenvolvimento de novas estratégias farmacoldgicas.
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Todavia, a validade do modelo apresenta limitagcdes que merecem destaque. A
interpretacdao da imobilidade como expressdo de desesperanca comportamental permanece
controversa, e a natureza aguda do protocolo ndo contempla a complexidade e a cronicidade dos
transtornos depressivos em humanos. Além disso, a responsividade do teste a farmacos nao
classificados como antidepressivos compromete parcialmente sua especificidade preditiva.

Diante dessas questdes, o emprego do FST deve ser realizado de forma criteriosa,
preferencialmente em associagdo com outros testes comportamentais e analises complementares,
de modo a ampliar a robustez e a confiabilidade dos achados. Sugere-se, ainda, a incorporacgao de
adaptacoes metodoldgicas e a integracdo com ferramentas contemporaneas, como analises
moleculares, neuroquimicas, a fim de refinar a interpretacdo dos resultados e favorecer a
identificacao de novos alvos terapéuticos.

Assim, embora ndo represente isoladamente um modelo completo da depressao, o teste do
nado forcado mantém-se como instrumento de grande relevancia cientifica, desde que aplicado
com rigor metodolégico, integrado a abordagens complementares e orientado por principios

éticos no uso de animais de experimentacao.
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RESUMO

As vocalizagoes ultrassonicas (USVs) em
roedores (20-100 kHz) constituem um sistema
comportamental fundamental para investigacao
translacional em transtornos do
neurodesenvolvimento. Este estudo revisa
criticamente os avangos recentes em trés eixos
principais: (D bases neurobiolégicas,
demonstrando o papel dos circuitos
dopaminérgicos mesolimbicos na modulagao de
USVs sociais (50 kHz) e dos circuitos
amigdalianos nas vocalizagdes aversivas (22
kHz); (2) caracteristicas fenotipicas em modelos
animais, incluindo a redug¢do quantitativa em
Shank3 KO (autismo), a desorganizacdo
progressiva em Mecp2 KO (sindrome de Rett) e a
variabilidade actstica em Fmr1 KO (X Fragil); e
(3) metodologias de analise, com destaque para
os softwares DeepSqueak e MUPET que permitem
avaliacdo automatizada de pardmetros como
duracdo, frequéncia e complexidade silabica. Os
resultados evidenciam que as alteragdes nas USVs
podem preceder outros déficits
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comportamentais, apresentando alta
sensibilidade como biomarcadores precoces. A
analise comparativa revela padroes especificos
para cada transtorno, correlacionando-se com
disfun¢des em circuitos neurais distintos. Além
disso, intervengdes farmacolédgicas direcionadas
demonstram capacidade de normalizacdo parcial
desses padrdes vocais. Conclui-se que as USVs
oferecem vantagens metodoldgicas Unicas para
pesquisa pré-clinica, combinando objetividade
quantitativa com relevincia translacional.
Recomenda-se a padronizagao interlaboratorial e
a integracdo com técnicas de neuroimagem para
potencializar aplicacdes no desenvolvimento de
terapias inovadoras.

Palavras-chave: Vocalizagdes ultrassonicas.
Transtornos do neurodesenvolvimento.
Biomarcadores. Modelos animais. Andlise
comportamental.



ABSTRACT frequency, and syllabic complexity. The results
demonstrate that changes in USVs can precede

Ultrasonic vocalizations (USVs) in rodents (20- other behavioral deficits, demonstrating high
100 kHz) constitute a fundamental behavioral sensitivity as early biomarkers. A comparative
system  for translational research in analysis reveals specific patterns for each
neurodevelopmental disorders. This study disorder, correlating with dysfunctions in distinct
critically reviews recent advances along three neural  circuits.  Furthermore,  targeted
main  axes: (1) neurobiological  bases, pharmacological disciplines demonstrate the
demonstrating the role of mesolimbic ability to normalize these vocal patterns. It is
dopaminergic circuits in the modulation of social concluded that USVs offer unique methodological
USVs (50 kHz) and of amygdala circuits in advantages for preclinical research, combining
aversive vocalizations (22 kHz); (2) phenotypic quantitative  objectivity with translational
characteristics in animal models, including the relevance. Interlaboratory standardization and
quantitative reduction in Shank3 KO (autism), the integration with neuroimaging techniques are
progressive disorganization in Mecp2 KO (Rett recommended to enhance applications in the
syndrome), and the acoustic variability in Fmr1 development of innovative therapies.

KO (Fragile X); and (3) analysis methodologies,

highlighting the DeepSqueak and MUPET Keywords: Ultrasonic vocalizations.
software programs that allow automatic Neurodevelopmental disorders. Biomarkers.
evaluation of parameters such as duration, Animal models. Behavioral analysis.

1. INTRODUCAO

As vocalizagoes ultrassonicas (USVs) em roedores tém se consolidado como uma
ferramenta valiosa para investigar os mecanismos neurobioldgicos subjacentes a transtornos do
neurodesenvolvimento, como o Transtorno do Espectro Autista (TEA), a sindrome de Rett e a
esquizofrenia (Scattoni et al.,, 2009; Wohr & Schwarting, 2013). Esses sons, emitidos na faixa
de 20-100 kHz, sao analogos funcionalmente as vocaliza¢cbes humanas precoces, como o choro e
o balbucio, servindo como indicadores de comunicacdo, estresse e interacdo social (Portfors,
2007).

Estudo de Branchi et al. (2001) demonstrou que filhotes de camundongos emitem USVs
quando separados da mae, um comportamento que reflete a dependéncia do cuidado parental,
semelhante ao observado em bebés humanos. Em adultos, as USVs sao moduladas por contextos
sociais e emocionais, com chamados de 50 kHz associados a recompensa e interacdo, enquanto os
de 22 kHz estao ligados a respostas aversivas (Knutson et al., 2002). Essa dicotomia permite
explorar tanto déficits sociais quanto comportamentos do tipo ansioso-depressivos em modelos
animais.

Alteragdes nas USVs tém sido documentadas em diversos modelos genéticos e ambientais
de transtornos do neurodesenvolvimento. Por exemplo, camundongos Shank3 knockout (KO), um
modelo de autismo, apresentam reducdo significativa de USVs sociais, refletindo prejuizos na
comunicacao (Scattoni et al., 2011). Da mesma forma, muta¢des no gene Mecp2 (sindrome de

Rett) levam a padrdes vocais desorganizados e perda progressiva de vocalizacoes (Ehret et al,,
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1987). Esses achados reforcam a utilidade das USVs como biomarcadores precoces de disfungoes
neurodesenvolvimentais.

Além disso, avangos metodolégicos, como o uso de ferramentas de machine learning
(DeepSqueak, MUPET), tém permitido a analise automatizada e precisa de milhares de chamados,
identificando padrdes sutis associados a fen6tipos especificos (Coffey et al., 2019). A integracao
dessas abordagens com técnicas de neurociéncia de circuitos (optogenética, registros
eletrofisiol6gicos) abre novas perspectivas para entender como alteragdes em vias
dopaminérgicas, serotoninérgicas e oxitocinérgicas influenciam a comunicacdo vocal

(Hammerschmidt et al., 2015).

2. BASES NEUROBIOLOGICAS DAS USVvS NO
NEURODESENVOLVIMENTO

As vocalizagbes ultrassonicas (USVs) em roedores representam um sistema complexo de
comunicacao que envolve multiplos circuitos neurais e sistemas neurotransmissores. Estudos
pioneiros de Ehret e Haack (1982) demonstraram que filhotes de camundongos emitem USVs na
faixa de 70 kHz quando separados da mae, estabelecendo este comportamento como um modelo
para estudos de comunicagdo precoce no neurodesenvolvimento.

O sistema dopaminérgico desempenha um papel crucial na modulacao das USVs associadas
a comportamentos sociais positivos. De acordo com o estudo de Knutson et al. (1998) mostrou
que a antecipacdo de interagdes sociais elicita USVs de 50 kHz em ratos jovens, um efeito mediado
pela atividade dopaminérgica no nucleo accumbens. Estudos farmacologicos posteriores
(Burgdorf et al.,, 2007) confirmaram que agonistas dopaminérgicos aumentam significativamente
a producao dessas vocalizagdes sociais.

Em contraste, as USVs de 22 kHz, associadas a respostas aversivas, sao reguladas pelo
sistema da amigdala. Miczek et al. (1995) demonstraram que lesdes nesta regido reduzem
drasticamente a emissao de chamados ultrassénicos em situagdes de ameaca. O equilibrio entre
esses sistemas é fundamental para o desenvolvimento normal da comunicagao, como evidenciado
por Scattoni et al. (2011) em estudos com modelos animais de transtornos do
neurodesenvolvimento.

O cortex auditivo e areas pré-frontais desempenham um papel integrador nesses
processos. Hammerschmidt et al. (2015) identificaram que o desenvolvimento cortical é essencial
para a modulagao contextual das USVs, com alteracdes nessas regidoes levando a padrdes vocais

desorganizados em modelos de sindromes neurogenéticas.
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A modula¢do neuroquimica das USVs envolve multiplos sistemas de neurotransmissores.
Wohr e Schwarting (2007) estabeleceram o papel da serotonina na regulacao das respostas vocais
ao estresse, enquanto estudos mais recentes tém destacado a importancia da oxitocina na
comunicac¢ao social (Portfors, 2007). Esses achados sugerem que as USVs representam um valioso

biomarcador para estudos translacionais em neurodesenvolvimento.

3. MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNOS DO
NEURODESENVOLVIMENTO

Estudos utilizando modelos animais tém demonstrado consistentemente o valor das USVs
como biomarcadores comportamentais validos para transtornos do neurodesenvolvimento
(Scattoni et al,, 2009; Ey et al,, 2020). Pesquisas empregando diversos modelos experimentais,
tanto genéticos quanto ambientais, revelaram alterag¢des significativas e especificas nos padroes
de USVs, que se correlacionam com fenétipos neurocomportamentais caracteristicos de diferentes
condi¢des (Wohr et al., 2013; Silverman et al., 2010).

No contexto do Transtorno do Espectro Autista (TEA), modelos animais tém fornecido
insights valiosos. Pesquisas com camundongos Shank3 knockout (KO) mostraram reducao
significativa na emissdo de USVs em filhotes durante isolamento materno e em adultos durante
interacdes sociais (Scattoni et al, 2011; Wang et al, 2016). Estudos de resgate genético
demonstraram que a restauracdo de Shank3 especificamente no nicleo accumbens melhora esses
déficits, sugerindo o envolvimento da via dopaminérgica VTA-nucleo accumbens (Bey et al., 2018;
Pecaetal.,, 2011).

Camundongos modelo da sindrome do X fragil (Fmrl KO) apresentam padrdes vocais
alterados, caracterizados por maior variabilidade acustica, sendo que o tratamento com
antagonistas de mGluR5 mostrou efeitos normalizadores (Rotschafer et al., 2015; Gantois et al,,
2013). Modelos ambientais, como a exposi¢do pré-natal ao acido valproico, reproduzem fenotipos
vocais especificos, incluindo reducao de USVs de isolamento e aumento de vocalizacdes de 22 kHz
em contextos sociais (Kataoka et al., 2013; Kim et al., 2014).

Para a sindrome de Rett, pesquisas com camundongos Mecp2 KO revelaram trajetoérias
desenvolvimentais distintas nas USVs, com padrdes desorganizados em filhotes e perda
progressiva na idade adulta (Shahbazian et al., 2002; Gogliotti et al., 2016). Intervengdes genéticas
direcionadas a neurénios GABAérgicos demonstraram efeitos de resgate nesses déficits vocais
(Ure etal,, 2016; Blue et al., 2019).

Modelos de esquizofrenia, incluindo exposicao pré-natal a Poly I:C e mutagdes em DISC1,

apresentam alteracdes caracteristicas nas USVs, com reducdo de vocalizagdes sociais de 50 kHz e
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aumento de chamados de 22 kHz em contextos neutros (Meyer et al., 2006; Clapcote et al., 2007).
Esses achados sugerem desregulagdo nos circuitos pré-frontais envolvidos no processamento
emocional.

O avanco nas técnicas de analise vocal, incluindo algoritmos de machine learning, tem
permitido caracterizacdo mais precisa desses fendtipos (Van Segbroeck et al, 2017).
Paralelamente, abordagens como optogenética tém elucidado os circuitos neurais subjacentes a
emissdao de USVs (Tschida et al, 2019). Esses desenvolvimentos metodolégicos abrem novas
perspectivas para pesquisas translacionais comparando padrdes vocais em roedores e humanos

(Esposito et al., 2013; Lahvis et al,, 2011).

4. METODOLOGIA PARA ESTUDO DE USVS EM
NEURODESENVOLVIMENTO

A USVs em roedores tornou-se uma ferramenta fundamental para investigar os
mecanismos neurobiolégicos subjacentes aos transtornos do neurodesenvolvimento. Os
protocolos experimentais sdo divididos principalmente em estudos com filhotes e adultos, cada
um com abordagens especificas para avaliar diferentes aspectos da comunicagdo e
comportamento social (Scattoni et al., 2009).

Em filhotes, o teste de isolamento materno é amplamente utilizado para avaliar respostas
de stress. Neste protocolo, o filhote é separado da mae e colocado em uma camara termorregulada
a 32-34°C, onde suas vocalizacdes sdo gravadas por 3-5 minutos usando microfones ultrassénicos
especializados (Avisoft UltraSoundGate). Estudos demonstram que filhotes de modelos de
autismo, como os camundongos Shank3 KO, apresentam reducao significativa na emissao de USVs
neste teste (Scattoni et al., 2011). Paralelamente, a resposta a estimulos térmicos de exposicdo a
22°C ou tateis de escovacao suave permite avaliar alteragdes sensoriais, particularmente
relevante em modelos como Mecp2 KO para Sindrome de Rett (Kataoka et al., 2013).

Para animais adultos, os protocolos focam na interagdo social. O teste padrdao envolve a
exposicao a um coespecifico desconhecido em arena neutra, com gravacao simultinea das USVs.
Camundongos normalmente emitem chamados de 50 kHz durante interagdes positivas e 22 kHz
em situacdes aversivas (Wohr et al, 2013). Modelos como Fmrl KO (Sindrome do X Fragil)
mostram padroes alterados, com reducao das USVs sociais de 50 kHz (Rotschafer et al., 2015). O
teste de preferéncia social, que avalia a escolha entre um coespecifico e objeto inanimado,
correlaciona diretamente o tempo de interacao com a quantidade e tipo de USVs emitidas.

A andlise dos dados é realizada através de softwares especializados. O DeepSqueak (Coffey

et al, 2019), que utiliza redes neurais convolucionais, permite a classificacdo automatica dos
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diferentes tipos de USVs, identificando padrdes complexos como silabas harmonicas. Ja o MUPET
(Van Segbroeck et al., 2017) extrai mais de 100 parametros acusticos, incluindo duracio,
frequéncia maxima e modulacgdo, essenciais para comparagdes entre grupos experimentais.

Os principais parametros analisados incluem: Numero de chamados, que avalia a
quantidade total de vocalizagdes reduzido no modelo Shank3 KO; Duracdo, relacionada a
complexidade do chamado; Frequéncia de pico, indicativa do tom e complexidade silabica, que
reflete a diversidade do repertoério vocal frequentemente reduzida em modelos de Sindrome de

Rett (Gogliotti et al., 2016; Ure et al., 2016).

Filhote P5-P12 Adulto
Isolamento materno Interacao social
Gravacao USVs 3-5min USVs 50/22 kHz
Analise:
DeepSqueak/MUPET

Parametros: n° chamados,
duracao, frequéncia

Imagem criada pelo autor.

Para garantir a reprodutibilidade dos estudos, é essencial controlar fatores ambientais
como ruidos acima de 20 kHz e manter temperatura constante durante os experimentos. Além
disso, questdes éticas devem ser consideradas, limitando o tempo de isolamento para no maximo
5 minutos em filhotes (Lahvis et al.,, 2011). A padronizacgao rigorosa dos protocolos e parametros
de analise é fundamental para permitir comparagdées entre estudos.

Recentemente, avancos metodologicos tém permitido a integracdo de técnicas como
optogenética com a gravacao de USVs, abrindo novas perspectivas para a compreensdo dos
circuitos neurais envolvidos na comunicagdo vocal (Tschida et al,, 2019). Esses desenvolvimentos,

combinados com abordagens computacionais mais sofisticadas, estdo transformando as USVs em
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biomarcadores cada vez mais valiosos para estudos pré-clinicos de transtornos do

neurodesenvolvimento.

5. CONSIDERACOES FINAIS

As vocalizagdes ultrassénicas em roedores representam uma ferramenta valiosa e objetiva
para avaliacdo de transtornos do neurodesenvolvimento, oferecendo protocolos padronizados
que permitem a quantificacdo precisa de alteracdes na comunicacdo através de parametros
acusticos como frequéncia, duracdo e padrao de chamados. A analise automatizada por softwares
especializados proporciona dados confidveis e reprodutiveis, tornando os testes com USVs
particularmente Uteis para triagem farmacolégica e validagcao de modelos animais, com vantagens
como baixo custo, alta sensibilidade e aplicacdao longitudinal ndo-invasiva. Embora apresentem
limitagdes quanto a variabilidade entre linhagens, essas metodologias se consolidaram como
abordagens eficientes para estudos pré-clinicos, permitindo correlacionar alteracdes
comportamentais com mecanismos neurobiolégicos e acelerando o desenvolvimento de novas

terapias para distdrbios como autismo, sindrome de Rett e esquizofrenia.
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RESUMO

A Caixa de Skinner ou Camara de
Condicionamento Operante, foi criada pelo
psicélogo behaviorista Burrhus Frederic Skinner,
sendo um importante precursor para o
entendimento do condicionamento operante.
Ainda nos dias de hoje os achados do teste
influenciam em terapias comportamentais e
servem como pardmetro avaliativo significativo
para desenvolvimento de novos farmacos. Este
capitulo tem como objetivos contribuir com as
explicacoes que envolvem o método de skinner,
influéncia neuroanatémica e descrever algumas
das contribui¢des e aplicagdes clinicas usadas nos
dias de hoje. A técnica de skinner busca
determinar que o comportamento animal pode
ser condicionado pela consequéncia. Algumas
regides cerebrais sdo recrutadas para que haja a
aprendizagem desde a percep¢do do estimulo até
o alcance da recompensa, sdo elas: Talamo,
Cortex  sensorial (auditivo,  visual e
somatossensorial), Cortex Pré-frontal,
Hipocampo, Nucleos da Base, Cerebelo, Area
Tegmental Ventral e Amigdala. Atualmente, o
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condicionamento operante € inserido de diversas
formas nas aplicacdes terapéuticas incluindo
tratamentos de transtornos psiquiadtricos e até
mesmo para dependentes quimicos. A influéncia
da via dopaminérgica no sistema de recompensa
da Caixa de Skinner faz que o teste seja um
método de avaliagio importante no
desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Condicionamento Operante,
Neurofisiologia do Comportamento, Modelos
Experimentais. Bases Bioldgicas do
Comportamento. Aprendizagem Associativa.

ABSTRACT

The Skinner Box, or Operant Conditioning
Chamber, was created by behaviorist
psychologist Burrhus Frederic Skinner and is an
important precursor to the understanding of
operant conditioning. Even today, the test
findings influence behavioral therapies and serve
as a significant evaluative parameter for the
development of new drugs. This chapter aims to
contribute to the explanations involving the



Skinner method, neuroanatomical influence, and
describe some of the contributions and clinical
applications used today. The Skinner technique
seeks to determine that animal behavior can be
conditioned by consequence. Some brain regions
are recruited so that learning occurs from the
perception of the stimulus to the achievement of
the reward, they are: Thalamus, Sensory Cortex
(auditory, visual and somatosensory), Prefrontal
Cortex, Hippocampus, Basal Nuclei, Cerebellum,
Ventral Tegmental Area and Amygdala. Currently,

in therapeutic applications, including treatments
for psychiatric disorders and even for drug
addiction. The influence of the dopaminergic
pathway on the Skinner Box reward system
makes the test an important evaluation method in
the development of new drugs.

Keywords: Operant Conditioning; Behavioral
Neurophysiology; Experimental Models;
Biological Bases of Behavior; Associative
Learning.

operant conditioning is inserted in various forms

1. DOGMAS CENTRAIS DE SKINNER

Burrhus Frederic Skinner (B.F. Skinner) foi um psicélogo nascido nos Estados Unidos
reconhecido por sua contribui¢cdo no desenvolvimento da ciéncia comportamental, especialmente
por meio do behaviorismo radical e da criagdo da analise do comportamento. Sua contribuicao no
método comportamental trouxe avangos no que conhecemos hoje nas areas de psicologia,
educacgdo, terapia comportamental e até na filosofia da mente (MOORE, 2011; SAMPAIO, 2005).

Sobre o Behaviorismo, Skinner atribuiu propostas radicais quando comparado com as
propostas de John B. Watson, conhecido como o "pai do behaviorismo" ( MOORE, 2011; SKINNER,
1953). Inspirado pelo condicionamento classico, Watson acreditava que a psicologia deveria
estudar apenas o comportamento observavel, deixando de lado a mente, emoc¢des e pensamentos
(ndo observaveis) (WATSON, 1913). No experimento com o "Pequeno Albert", Watson
condicionou uma crian¢a a sentir medo de um rato ao associa-lo com um barulho alto. Apesar de
controverso, o experimento mostrou que emoc¢des poderiam ser aprendidas por meio de

estimulos externos (WATSON; RAYNER, 1920).

Figura 1- Fotografia do Teste "Pequ_gr_lo_Albert" Fonte: WATSON; RAYNER, 1920

N
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"Dé-me uma duzia de criangas saudaveis, bem formadas, e um mundo
propriamente especificado por mim para cria-las, e eu garanto que posso pegar
qualquer uma aleatoriamente e treind-la para se tornar qualquer tipo de
especialista que eu selecionar - médico, advogado, artista, gerente e, sim, até
mendigo ou ladrdo, independentemente de seus talentos, gostos, tendéncias,
habilidades, vocacdes e raca de seus ancestrais. Estou indo além dos meus fatos e
admito, mas os advogados do contrario também fazem isso e o tém feito por muitos
milhares de anos." - John B. Watson (1930).

Skinner desenvolveu o behaviorismo radical utilizando o condicionamento operante como
dogma. Ele acreditava que o comportamento era moldado por reforcos e puni¢cdes (SKINNER,
1938). Skinner defendia que os pensamentos e sentimentos também faziam parte do
comportamento e, portanto, poderiam ser estudados cientificamente, desde que fossem
embasados em metodologias adequadas para avaliar emocgoes especificas. Para provar seus
conceitos, Skinner criou a Caixa de Skinner utilizando animais como método de avaliagao
(COOPER; HERON; HEWARD, 2020).

Tabela 1 - Comparac¢do Dogmaticas entre Watson e Skinner

Aspecto Watson Skinner
Tipo de behaviorismo Classico Radical
Método de estudo Estimulo — Resposta Comportamento — Consequéncia
Foco do condicionamento Respondente (estimulo-estimulo) Operante (acdo-consequéncia)
Experimento Pequeno Albert Caixa de Skinner
Visdo do comportamento Determinado pelo ambiente Modelado por consequéncias

Fonte: WATSON; RAYNER, 1920; SKINNER, 1938)

2. CAIXA DE SKINNER

Também chamada de Camara de Condicionamento Operante, a caixa de skinner é um teste
que tem como objetivo mapear o comportamento animal por meio da teoria do condicionamento
operante (SKINNER, 1953). No teste convencional de Skinner, sdo utilizados ratos ou pombos
colocados em uma caixa de material resistente, compostas por uma alavanca, um dispenser de
alimento e uma luz sinalizadora, conforme a Figura 2. Ao acessar a alavanca, como recompensa, o
animal recebe uma porg¢ao de comida, que é automaticamente liberada por um dispensador. O ato
de pressionar a alavanca é denominado comportamento operante, ou seja, uma a¢do voluntaria e
mensuravel. Ao perceber que a agdo voluntdria inicial gera recompensa (alimento), ocorre o
aumento da frequéncia desse comportamento (SHACKELFORD; VONK, 2017).

Outro modulador comportamental utilizado no teste é a sinalizacao com a luz dentro da
caixa. Com a luz ligada a recompensa é dada ao animal quando a alavanca é acionada, quando a luz
estiver desligada o animal ndo recebera o alimento. Sendo assim, o animal ndo acionara a alavanca

sem a sinaliza¢do luminosa, modulando a frequéncia do comportamento animal (SKINNER, 1938).
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Além disso, em outras versodes da caixa também pode ser utilizado o condicionamento aversivo,
quando o comportamento animal é modulado pela aplicagio de puni¢des, muitas das vezes
choques elétricos que enfraquecem o comportamento por conta da consequéncia desagradave

(SKINNER, 1953).

Figura 2 - Caixa de Skinner.

Estimulo
Luminoso

Dispenser de . Alavanca
alimento i

Rato

Fonte: Feito pelos Autores com auxilio da IA.

A Caixa de Skinner também foi usada para estudar variacoes na frequéncia e previsibilidade
com que a recompensa. Por exemplo, o refor¢co pode ser continuo (toda vez que o animal aciona o
dispositivo, recebe comida) ou intermitente (a recompensa é fornecida apenas em alguns casos,
de forma regular ou aleatoria) (MACDONALD et al.,, 2013). Skinner descobriu que o reforco
intermitente gera comportamentos mais persistentes, algo que tem grande valor pratico na

educacao, no treinamento e em diversos contextos humanos (MARTIN, 2019).

3. BASES NEUROANATOMICAS E NEUROQUIMICAS

O comportamento aprendido por meio do condicionamento operante depende de
estruturas cerebrais especificas e de neurotransmissores que regulam motivacdo, aprendizado e
recompensa. O circuito é composto por areas de diferentes regidoes do Sistema Nervoso Central,
onde envolve a percepcao do estimulo , seguindo para processamento e tomada de decisdo, para
que haja a execucao do comportamento (a¢do) e finalmente o refor¢o (recompensa) (GRILLNER;

ROBINSON, 2019; SCHULTZ, 2016).
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Figura 3 - Recrutamento do Circuito Neural Envolvidos no Condicionamento Operante.

Percepcéo do Estimulo

Processamento e

Tomada de Decisdo

Execucdo do
Comportamento

Reforgo
(recompensa)

Fonte: Feito pelos Autores.
3.1 PERCEPQAO DO ESTIMULO

No teste, a percepcao do estimulo é um fator crucial para a sinalizacdo de que naquele
momento o animal deve utilizar a alavanca e receber a recompensa. Essa percep¢ao nasce dos
estimulos externos dentro do condicionamento operante (som ou luz) ou condicionamento
aversivo (choque elétrico). Para que essa informacdo seja captada ela passa pelo talamo e é
distribuida por diferentes areas do cdrtex sensorial (auditivo, visual e somatossensorial) para que

a informacao seja traduzida em sinal associativo (MAIR; FRANCOEUR, 2022; TYE et al., 2008).

3.2. PROCESSAMENTO E TOMADA DE DECISAO

Apés a percepgao, o animal processa as informagdes recebidas para executar as agdes
subsequentes. A informacdo passa pelo cortex, especialmente o cortex pré-frontal, que participa
do planejamento e tomada de decisdes ao associar com a consequéncia (recompensa). Na pratica,
0 cortex ajuda o individuo (ou o animal) a avaliar quando é mais vantajoso repetir determinada
acao com base na experiéncia anterior (MAIR; FRANCOEUR, 2022).. O hipocampo participa desse
processo, atuando na memoria associativa, ou seja, permite com que o animal memorize o sinal e

associe com as experiéncias anteriores dentro da caixa (JUNG et al., 2024).

3.3. EXECUCAO DO COMPORTAMENTO

Uma vez tomada a decisdo, as areas responsaveis pela execucao do comportamento sdo

ativadas. Para o inicio do movimento voluntario, como pressionar a alavanca, essa informacao
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deve ser destinada primordialmente aos ganglios da base. Os ganglios da base (nucleos da base)
constituem uma estrutura essencial no controle dos movimentos voluntarios, atuando como um
centro de processamento que regula e ajusta os comandos motores originados no cérebro. Sua
funcao inclui selecionar os sinais motores necessarios e inibir aqueles que sdo desnecessarios ou
inadequados. O cerebelo também detém papel fundamental na garantia da execucdo do
movimento preciso e coordenado. O movimento (a¢do motora) é conduzido pelo sistema nervoso
periférico somatico, que ativa os musculos esqueléticos envolvidos na resposta comportamental

(YOSHIDA et al., 2022).

3.4. REFORGCO (RECOMPENSA)

Quando o comportamento é recompensado, entram em cena as estruturas do sistema de
recompensa cerebral. A area tegmental ventral (VTA) libera dopamina, neurotransmissor ligado
a sensacao de prazer. Essa dopamina é projetada para o nticleo accumbens, que esta diretamente
relacionado a motivagao e ao refor¢o do comportamento. A amigdala também participa desse
circuito, associando o estimulo a resposta emocional, seja de prazer (quando ha recompensa) ou
de aversdo (quando ha puni¢do). Além disso, o sistema nervoso auténomo pode ser ativado
durante o processo, modulando reagdes fisioldgicas involuntarias como alteragdes na frequéncia
cardiaca, salivacdo ou tensdao muscular, dependendo da expectativa de reforco (JONES et al., 2010;

XU et al., 2024).

4. INFLUENCIA DA NEUROPLASTICIDADE

A neuroplasticidade é a capacidade do cérebro desenvolver sua estrutura e funcao diante
de novas aprendizagens. Isso inclui a formacdo de novas conexdes sinapticas, o fortalecimento ou
enfraquecimento de conexdes existentes e neurogénese (formacao de novos neurdnios). Na Caixa
de Skinner, a neuroplasticidade é um evento fisiol6gico necessario para associa¢cdo da agao com a
recompensa, formacgdo de potenciacao a longo prazo (reforgo sinaptico), comportamento eficiente
e formacgdo de habitos comportamentais no animal (TSETSENIS; BROUSSARD; DANI, 2023).

De modo pratico, no inicio do experimento, o rato explora aleatoriamente o ambiente, algo
pertencente ao extinto exploratorio natural. Ao pressionar a alavanca durante a a¢ao voluntaria
inicial, imediatamente o dispenser libera o alimento, consequentemente, o sistema de recompensa
faz com que ocorra a liberacao de dopamina. Por meio disso, ocorre o reforgo dos circuitos ligados
a motivacado, reforcando a associagdo que ligam o ato de pressionar a alavanca com a recompensa

(alimento) (FUCHSBERGER et al., 2025).
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Com cada nova tentativa bem-sucedida, essas conexdes se tornam mais fortes. Gragas a
neuroplasticidade, o cérebro relaciona que pressionar a alavanca é util, e o comportamento se

torna cada vez mais frequente, até se consolidar como um habito.

5. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

Apesar de ser inicialmente utilizada para avaliar e investigar os principios basicos do
condicionamento operante em animais, a Caixa de Skinner contribui significativamente em
aplicagdes clinicas, desenvolvimentos de terapias e avaliagdo farmacolégicas amplamente
conhecidas na psicologia, psiquiatria e neurociéncia (HILL et al., 2022; HU, 2024). No campo
clinico, os conhecimentos derivados desses experimentos sdo fundamentais para o
desenvolvimento de terapias comportamentais utilizadas no tratamento de transtornos como
fobias, ansiedade, transtorno obsessivo-compulsivo (TOC), dependéncia quimica e autismo.
Técnicas como o refor¢o positivo e o condicionamento operante sdo aplicadas em programas
terapéuticos estruturados, como o Treinamento de Habilidades Sociais e a Analise do
Comportamento Aplicada (ABA), especialmente eficaz em criangas com Transtorno do Espectro
Autista (TEA) (DYMOND et al., 2019 ; WOLF et al,, 1967; YANG et al.,, 2024).

No ambito translacional, a caixa de Skinner tem papel crucial na avaliagdo dos efeitos de
farmacos sobre o comportamento, sendo amplamente utilizada em pesquisas pré-clinicas com
modelos animais para estudar os mecanismos neurobioldgicos da recompensa. Utilizando as
respostas comportamentais frente a reforcos e punigdes, é possivel identificar os efeitos de
substancias psicoativas, testar tratamentos para doenc¢as neuropsiquiatricas e investigar
disturbios associados a dopamina, como a doenc¢a de Parkinson, esquizofrenia e depressao. Além
disso, modelos baseados na caixa de Skinner contribuem para o entendimento de
comportamentos compulsivos e da tomada de decisdo, sendo uma ponte valiosa entre estudos
basicos e intervenc¢oes terapéuticas em humanos (CASTAGNE; MOSER; PORSOLT, 2009; DICHTER;
DAMIANO; ALLEN, 2012; SALAMONE, 1995).

5.1. INFLUENCIA DO CONDICIONAMENTO OPERANTE NA TERAPIA PARA
DEPENDENCIA QUIMICA

No contexto da dependéncia quimica, o uso repetido de drogas estd frequentemente
associado a reforgos positivos (euforia, prazer imediato) e negativos (alivio de ansiedade, estresse
ou sintomas de abstinéncia). O condicionamento operante proposto por Skinner exerce uma
influéncia significativa no tratamento de dependentes quimicos, servindo como base para varias

abordagens terapéuticas comportamentais que buscam modificar os padrdes de reforco positivo
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e promover comportamentos mais saudaveis (SILVERMAN, 2004; SILVERMAN; ROLL; HIGGINS,
2008).

Uma abordagem vantajosa é o modelo da Reforcamento Contingente ou Terapia de Reforgo
Comunitario. Nos programas, os pacientes recebem recompensas tangiveis (como vales, pontos
ou privilégios) quando apresentam comportamentos desejados, como testes toxicologicos
negativos, comparecimento a sessOes de terapia ou participacdo em atividades produtivas. O
reforco positivo aumenta a probabilidade de manuten¢do desses comportamentos ao longo do
tempo. Esse tipo de abordagem apresenta resultados positivos significativos com dependentes

quimicos (CRAIG; SHAHAN, 2022; ROOZEN et al., 2004).

5.2. ABORDAGENS TERAPEUTICAS PARA O TEA

No Transtorno do Espectro Autista (TEA), uma condicdo neurodesenvolvimental com
aumento crescente de diagndstico nos ultimos anos, muitas criangas apresentam déficits na
comunicacao, interacao social e comportamento adaptativo. O condicionamento operante permite
que essas habilidades sejam ensinadas de forma sistematica, por meio do reforco de
comportamentos desejaveis (ISAKSEN; HOLTH, 2009). Quando uma crianga aponta corretamente
para um objeto apds uma solicitacdo verbal, ela pode receber um reforgo positivo. Esse reforco
aumenta a probabilidade de que o comportamento se repita (COLON et al., 2012).

Além disso, o condicionamento operante também é usado para reduzir comportamentos
inadequados, como crises de agressividade, auto estimulacdo excessiva ou recusa de atividades.
Nesses casos, o comportamento indesejado pode ser seguido de extin¢do (ndo reforgo) ou reforco
diferencial, que promove comportamentos alternativos mais apropriados (MACNAUL; NEELY,

2017).

5.3. ABORDAGENS EM TESTES FARMACOLOGICAS

Os modelos de condicionamento operante ainda sao amplamente utilizados na pesquisa
farmacolégica, pois permite avaliar os efeitos de novos farmacos no comportamento, na
aprendizagem, e na cogni¢do. O principio da camara de condicionamento operante se baseia no
reforco positivo e negativo de respostas comportamentais, permitindo testar antidepressivos,
ansioliticos e psicoestimulantes, fornecendo dados para medir a eficacia, seguranca, efeitos
adversos e colaterais de novos farmacos em desenvolvimento (CHOW etal., 2024).

Nos estudos com psicoestimulantes observa-se que o individuo se torna mais propenso a

repetir comportamentos operantes. Esse efeito estd diretamente relacionado a ativacao do

sistema dopaminérgico mesolimbico, especificamente na via neural que conecta a area tegmental
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ventral ao nucleo accumbens (NAc) e ao cértex pré-frontal. Dessa forma, essas substancias
potencializam a libera¢do de dopamina no NAgc, intensificando de forma significativa a sensacao
de recompensa e reforcando a motivagdo para repeticdo do comportamento. Esse mecanismo vai
explicar tanto a aplicacdo terapéutica desses compostos quanto seu elevado potencial de abuso.
Sendo, o reconhecimento desses aspectos crucial para o desenvolvimento de medicamentos mais
seguros e eficazes, pois no desenvolvimento de novos farmacos permite identificar, avaliar tanto
os efeitos terapéuticos desejados quanto os efeitos adversos, e riscos de dependéncia associados
(KOOB; VOLKOW, 2016; WILSON; HANNAN; THIBAULT RENOIR, 2023)

Nesse sentido, o estudo dos ansioliticos e antidepressivos tem sido amplamente explorado
por meio de testes baseados em comportamento, pois revelam mecanismos de acdo e efeitos
terapéuticos distintos. Os ansioliticos, em especifico os que atuam no sistema GABAérgico, vao
promover inibi¢do neural rapida via receptores GABA-A, modulando a atividade em regides
limbicas. Assim, em situacdes onde ha uma hesitacdo do individuo entre buscar uma recompensa
e evitar uma punicdo, esses medicamentos ajudam a retomar o comportamento normal que
normalmente seria bloqueado pelas emogdes, como o medo (RUDOLPH; KNOFLACH, 2011). Por
outro lado, os antidepressivos, como os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS),
atuam em sistemas serotoninérgicos e noradrenérgicos, promovendo efeitos progressivos. Em
testes que simulam situagcdes de desespero, onde os animais deixam de tentar escapar mesmo
quando possivel, esses medicamentos conseguem reverter esse comportamento de desisténcia.
Além disso, eles também ajudam a regular respostas impulsivas em tarefas que exigem paciéncia
e um tempo preciso. A integracdo desses modelos comportamentais com técnicas modernas tém
aprofundado o entendimento sobre os transtornos de ansiedade e depressao, contribuindo para

o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.

6. CONSIDERACOES FINAIS, LIMITES E DESAFIOS PARA
ABORDAGEM

Apesar das contribuicdes notaveis para o estudo da psicologia e fisiologia, ha controvérsias
éticas e tedricas sobre os métodos utilizados para a experimentagdo da caixa de Skinner. Suas
principais criticas envolvem questdes éticas sobre o reducionismo na analise do comportamento
humano, preocupagdes com o uso de animais em experimentos e a desconsidera¢do dos processos
internos e biol6gicos. Ao apresentar suas ideias em 1930, Skinner recebeu contesta¢cdes por parte
de outros psicélogos como Hull e Tolman quanto a concep¢do de comportamento e a relevancia
dos processos mentais em suas andlises. Hull, apesar de estar dentro dos paradigmas do

behaviorismo, desenvolveu uma abordagem fundamentada em teorias e calculos matematicos
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para explicar o aprendizado, enquanto Skinner utilizava métodos mais descritivos e menos
tedricos focando no comportamento observavel desconsiderando processos internos. Tolman, por
sua vez, defendia um behaviorismo intencional, acreditando que o comportamento é motivado por

objetivos (CRUZ, 2011).

6.1. O REDUCIONISMO DA ANALISE DO COMPORTAMENTO HUMANO

Segundo Skinner, o comportamento humano é uma resposta as recompensas do meio
externo. Uma das criticas feita sobre os métodos utilizados por Skinner foi a “robotizacdo” do ser
humano, onde Skinner reduzia o comportamento humano a estimulos mecanicos e negligenciava
fatores internos como as emoc¢des, pensamentos e desejos na explicagio do comportamento
focando apenas no comportamento observavel. Ao focar apenas em respostas observaveis, o
behaviorismo radical de Skinner é acusado de ignorar a complexidade da mente humana
simplificando demais a explicagdo do comportamento limitando assim seus experimentos que

observavam o comportamento humano.

6.2. PREOCUPAGOES ETICAS COM O USO DE ANIMAIS EM EXPERIMENTOS

A utilizagao da caixa de Skinner para experimentos com animais gera discussdes éticas
sobre possiveis abusos e maus-tratos e sofrimento dos animais utilizados. Embora o seu uso seja
valioso para estudos comportamentais, criticos argumentam que a aplicacdo de reforcos e
punicdes condicionadas a um ambiente artificial podem configurar praticas eticamente
questionaveis. Diante disso um dos desafios para a abordagem da caixa de Skinner é adotar os
protocolos que sigam de acordo com a Lei CONCEA, ou Lei n211.794\2008, a qual estabelece a
necessidade de Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUAs) em instituicdes de ensino e

pesquisa para assegurar o cumprimento das normas de bem-estar animal.

6.3. A DESCONSIDERAGCAO DOS PROCESSOS INTERNOS E FISIOLOGICOS

Skinner possuia muitas criticas a fisiologia por considerar a mesma como uma abordagem
inadequada para o estudo do comportamento humano, o mesmo acreditava que a fisiologia nao
possuia capacidade de explicar a complexidade do comportamento e da interacdo organismo-
ambiente e apenas o comportamento observavel possuiria tal capacidade. Ao desconsiderar tais
processos, negligenciar os processos internos como o sistema nervoso para explicar o
comportamento e se basear somente no comportamento observavel os resultados da caixa de
Skinner poderiam ser limitados. Apesar de ter sido acusado de defender um posicionamento

antifisiologico, as criticas de Skinner a fisiologia possuem relevancia para estudos atuais.
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RESUMO

O teste de campo aberto é um dos paradigmas
comportamentais mais empregados em
pesquisas pré-clinicas para investigar a base
neurobiologica de transtornos psiquiadtricos e
avaliar novos alvos farmacolégicos. Trata-se de
um método simples e versatil que expoe roedores
a um ambiente novo e controlado, permitindo
observar respostas espontaneas relacionadas a
locomogdo e ao estado emocional. A andlise dos
dados pode ser realizada por softwares de
rastreamento ou manualmente, possibilitando
mensuragdes objetivas. O aparato é dividido em
zonas centrais e periféricas para avaliar padrdes
exploratérios e indicadores de ansiedade. Entre
os parametros avaliados destacam-se distancia
percorrida, velocidade, tempo e frequéncia de
entradas na zona central, rearing, grooming,
defecacao e freezing. Esses indicadores fornecem
informacdes sobre atividade locomotora,
habituacdo e comportamentos de ansiedade ou
depressdao frente a diferentes protocolos
experimentais e intervenc¢des farmacoldgicas.

Palavras-chaves: Ansiedade. Depressao.
Disfuncdo de neurotransmissores. Roedores.

ABSTRACT

The open field test is one of the most widely used
behavioral paradigms in preclinical research to
investigate the neurobiological basis of
psychiatric disorders and to evaluate new
pharmacological targets. It is a simple and
versatile method that exposes rodents to a novel
and controlled environment, allowing the
observation of spontaneous responses related to
locomotion and emotional state. Data analysis
can be performed using tracking software or
manually, enabling objective measurements. The
apparatus is divided into central and peripheral
zones to assess exploratory patterns and
indicators of anxiety. Among the parameters
evaluated are distance traveled, velocity, time
and frequency of entries into the central zone,
rearing, grooming, defecation, and freezing.
These indicators provide information on
locomotor activity, habituation, and anxiety- or
depression-related behaviors under different
experimental protocols and pharmacological
interventions.

Keywords: Anxiety. Depression.
Neurotransmitter dysfunction. Rodents.
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1. INTRODUCAO

Os transtornos de ansiedade constituem uma das principais categorias de disturbios
psiquiatricos, caracterizando-se por ansiedade psicogénica persistente, manifestacoes somaticas
e disturbios do sono. Estimativas de prevaléncia apontam taxas de até 28,0%, sendo classificados
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como o sexto maior fator contribuinte global para
doengas incapacitantes (Gong et al., 2020). Além disso, esta morbidade associada a depressao
acomete taxas maiores de 40% nestes pacientes (Choi et al.,, 2020).

Ansiedade e depressdo sdo transtornos psiquiatricos, compartilhando aspectos clinicos e
neurobioldgicos, mas com sintomas e mecanismos distintos. Enquanto a ansiedade é marcada por
preocupacdo excessiva e medo do futuro, associando-se a um desequilibrio de
neurotransmissores como GABA e glutamato, alteracdes em canais idnicos, mitofagia exacerbada
na amigdala e disfuncdo de circuitos neurais, a depressao envolve humor deprimido persistente e
sensacao de impoténcia, relacionada a deficiéncia de monoaminas como serotonina e
noradrenalina (Zhao et al., 2024; Saiz-Masvidal et al., 2024).

No contexto experimental, esses transtornos podem ser avaliados por testes
comportamentais como o de teste de campo aberto, onde foi descrito pela primeira vez por Hall e
Ballachey (1932), permitindo analisar como um “screening” inicial nas rea¢des emocionais por

meio da exploracao do ambiente.

2. PROTOCOLO DO TESTE

Neste protocolo, os mais utilizados sdo camundongos e ratos, que sdo postos para avaliagdo
de comportamento autonomo e exploratério em um ambiente novo. O experimento é realizado
em uma arena de campo aberto simples, com a superficie inferior dividida em quadrantes de
tamanho igual, os quadrados inferiores escurecidos, os quadrados ao longo das paredes como area
periférica e o restante como area central (Suarez; Gallup, 1981). Além de paredes opacas de cerca
de 30 a 40 cm de altura para evitar a fuga dos roedores do teste.

O aparato do campo aberto consiste geralmente em uma caixa quadrada ou circular, no
caso de ratos, a arena costuma medir aproximadamente 100 cm x 100 cm, enquanto para
camundongos, dimensdes menores sdo utilizadas (cerca de 40 a 50 cm de lado) (Eilam, 2003).

Os parametros principais de avaliagdo sdo: atividade locomotora (cruzamentos ou
crossing), levantamentos (rearing), autolimpezas (grooming), nimero de entradas e tempo de

permanéncia no centro, nimero de entradas e tempo nas areas periféricas (préximo as paredes)
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e o nimero da quantidade de bolos fecais (Zhou et al., 2022; Snyder; Brown; Buffalari, 2021;
Knight et al.,, 2021; Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019) (Figura 1).

Durante o procedimento, o animal é suavemente colocado no centro da arena ou na area
periférica e podendo ser analisado e/ou filmado por um periodo de 5 a 15 minutos (conforme
metodologia adotada) bem como higienizagdo da arena entre cada animal com alcool 70% ou
solucdo neutra para eliminar odores que possam interferir no comportamento. De fato, é
importante salientar que a habituacao ndo é obrigatéria, mas pode ser recomendada dependendo
do objetivo experimental, como nos casos de avaliar ansiedade ou reacdes/respostas ao um
ambiente novo (Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019).

Na analise dos parametros, existem algumas consideragdes a serem abordadas como, nos
cruzamentos (crossings), é correspondente apenas ao animal que atravessar de um quadrante a
outro com as quatro patas, os levantamentos (rearing) quando o animal se ergue sobre as patas
traseiras, com ou sem apoio nas paredes, a autolimpeza (grooming) quando o animal inicia uma
sequéncia de comportamentos de higiene, como lamber-se ou esfregar o focinho (podendo
apresentar estereotipias); exploracao da area central e periférica da arena (considerando apenas
quando o animal entra com as quatro patas) quanto pelo tempo total de permanéncia nestas
regides, cronometrando-se cada episédio em que o animal permanece nas zonas. Esses
parametros sdo sensiveis a ansiedade, uma vez que roedores naturalmente evitam espacos
abertos; portanto, menor tempo e menor frequéncia de entradas no centro sugerem maior
comportamento ansioso (Zhou et al., 2022; Snyder; Brown; Buffalari, 2021; Knight et al., 2021;
Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019).

No caso, de estarem proximo as paredes da arena, como preferéncia por essa regido é
denominada de tigmotaxia, sendo caracteristica comum em animais ansiosos. Por fim, o nlimero
de bolos fecais deixados durante o teste é contabilizado apds a retirada do animal da arena, sendo
considerado um marcador fisioldgico de estresse emocional. Para garantir a precisdo e
confiabilidade, a avaliacdo devera ser realizada por dois observadores cegos ao grupo

experimental (Lamprea et al., 2008).
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Figura 1 - Pardmetro avaliados no teste de campo aberto
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor. Ano: 2025.

3. BASE NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA

O comportamento dos roedores no teste de campo aberto reflete a integracao funcional de
diferentes estruturas cerebrais e sistemas neurotransmissores associados a regulacdo da
ansiedade, depressao, exploracao e resposta ao estresse. Dentre as principais regides envolvidas
estd a amigdala, que desempenha papel central na avaliacdo de ameacas e modulacao do medo;
sua hiperatividade esta relacionada a comportamentos de evitagao, como a preferéncia pelas
bordas da arena (Jones et al., 2022). A redugdo da inibicao GABAérgica nessa regiao esta associada
ao aumento da ansiedade, enquanto a acdo da serotonina pode modular negativamente essa
reatividade emocional. O glutamato, por sua vez, participa da excitabilidade sinaptica, e seu
excesso contribui para a amplificacdo de respostas de medo e evitacdo (Lalonde; Strazielle, 2017).

O hipocampo também exerce papel crucial, especialmente no processamento espacial e na
avaliagcdo contextual, influenciando a exploracdo do ambiente. A serotonina nessa regido tem
efeito ansiolitico, e sua deficiéncia aumenta a reatividade ao ambiente. O GABA atua reduzindo a
excitabilidade neuronal, enquanto o excesso de glutamato pode intensificar a ansiedade e
comprometer a adaptacao a novos estimulos (Wojtas et al., 2023).

O cortex pré-frontal medial, por sua vez, esta envolvido na regulacao da resposta emocional
e no controle inibitério de comportamentos impulsivos, sendo que sua hipoatividade esta
associada a maior ansiedade e a reducao da exploracdo da regido central da arena (Sotoudeh et al.,
2022). O estriado e o nucleo accumbens participam da motivacdao e do controle da atividade

locomotora, influenciando diretamente parametros como o numero de cruzamentos entre
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quadrantes e episddios de rearing (Snyder; Brown; Buffalari, 2021; Sturman; Germain; Bohacek,
2018).

Outro neurotransmissor relevante é a noradrenalina, envolvida na vigilancia e na resposta
fisiolégica ao estresse. Sua liberacdo pode induzir comportamentos de congelamento,
hiperlocomocao, aumento da quantidade de excrementos ou reatividade exagerada ao ambiente
(estereotipias), dependendo do perfil do modelo experimental utilizado (Wiersielis et al., 2024).

Essas regides formam circuitos interconectados, como o eixo amigdala-hipocampo-cortex
pré-frontal, modulando respostas comportamentais frente a estimulos ameagadores ou ambientes
novos (Lalonde; Strazielle, 2017). Dessa forma, o teste de campo aberto constitui uma ferramenta
util para detectar alteracdes comportamentais na avaliacdo de modelos experimentais de

transtornos neuropsiquiatricos e no teste de intervengdes farmacoldgicas.

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

Na pesquisa pré-clinica, teste de campo aberto é utilizado para triagem de novos compostos
com potencial ansiolitico, antidepressivo ou antipsicotico, além de auxiliar na caracterizacao do
perfil comportamental de modelos genéticos de doengas como Alzheimer, Parkinson, Autismo e
Esquizofrenia (Sheppard et al., 2022; Zahova et al., 2021). A resposta comportamental no campo
aberto, como reduc¢do da locomocao, aumento da evitagdo do centro ou presencga de estereotipias,
pode indicar disfung¢des nos circuitos cerebrais e nos sistemas neurotransmissores que também
sdo alterados em humanos, como os sistemas serotoninérgico, dopaminérgico, noradrenérgico e
GABAérgico (Zhao et al., 2023). Assim, o teste contribui para prever a eficacia de tratamentos e
validar biomarcadores neuroquimicos, funcionando como uma ponte entre a pesquisa basica e a

pratica clinica.

Quadro 1 - Principais farmacos utilizados na avaliacdo da atividade locomotora

Farmaco Classe Efeito esperado Referéncias
Aumenta a exploracao; .
. . . . P N §a0; Rex; Stephens; Fink, 1996;
Diazepam Benzodiazepinicos reduz a evitagio e a

. Mehrhoff et al., 2023.
ansiedade

Inibidores seletivos Mar; Spreekmeester;

Aumenta a permanéncia

Fluoxetina de recaptacdo de 1o centro Rochford, 2002; Zhang et al.,
serotonina (ISRS) 2022.

Reduz drasticamente a Saldivar-Gonzalez; Campos-

Haloperidol Butirofenonas Rodriguez; Cano-Cruz, 2009;

locomocde Mohammad et al., 2023.

Gentsch; Lichtsteiner; Feer,
1987; Wehrmeister et al.,
2010.

Aumenta a atividade e o

Clorodiazepéxido | Benzodiazepinicos
tempo na zona central
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Farmaco Classe Efeito esperado Referéncias
Imipramina Triciclico Aumenta a exploracdo e Wesolowska; Kowalska,
P (antidepressivo) atividade locomotora 2008; Valvassori et al., 2022.
Fenetilaminas Estimula a atividade Miidiiroglu Kirmizibekmez;
Anfetamina (psicoestimulante) locomotora e Mengi; Yurdakos, 2016;
P impulsividade Chestnykh et al., 2023.
. . Fenetilaminas Aumenta a atividade Souza et al,, 2016; Carias et
Metilfenidato . . locomotora e
(psicoestimulante) : - al, 2019.
impulsividade

Fonte: Elaborado pelo préprio autor. Ano: 2025.
5. CONSIDERAC}(N)ES FINAIS, LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

O teste de campo aberto apresenta limitacdes como baixa especificidade, ja que alteracoes
na atividade locomotora podem indicar tanto ansiedade quanto sedagdo ou estimulacao motora
entre as zonas, dificultando a interpretacdo isolada (Zhang et al, 2023). Os fatores como
iluminacdo, ruido, horario do experimento e manuseio prévio também influenciam o
comportamento, exigindo rigorosa padronizacdo além das diferencas de sexo, linhagem, idade e
histérico de manipulagao podem gerar variabilidade (Knight et al., 2021). A analise manual, por
sua vez, pode gerar viés, sendo ideal o uso de avaliadores cegos ou softwares de rastreamento.
Portanto, o campo aberto deve ser adotado como “screening” associado a outros testes

comportamentais complementares.
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RESUMO

O teste de esquiva ativa tem se consolidado como
ferramenta translacional relevante na
investigacao de circuitos neurais envolvidos na
resposta defensiva, sendo amplamente utilizado
em modelos pré-clinicos de transtornos afetivos,
ansiedade e estresse poés-traumatico. O
paradigma permite avaliar o aprendizado de
evitacdo frente a estimulos aversivos previsiveis,
integrando aspectos de cogni¢do, motivacdo e
controle inibitério. Estudos demonstram a
participacdo critica de estruturas como amigdala,
cortex pré-frontal, hipocampo e nucleo
accumbens na expressao e extingdo da esquiva. A
sensibilidade do modelo a manipulagdes
farmacolégicas amplia sua aplicabilidade na
triagem de farmacos ansioliticos, antidepressivos
e moduladores dopaminérgicos. Compostos

como benzodiazepinicos, agonistas
serotoninérgicos, beta-bloqueadores e
psicoestimulantes tém seus efeitos

caracterizados por alteracdes na performance da
esquiva. Abordagens recentes incorporam
contextos sociais e estimulos de recompensa ao
paradigma, permitindo explorar dimensdes como
anedonia, tomada de decisdo e cognicdo social.
Dessa forma, o teste de esquiva ativa representa
um modelo robusto para compreender
mecanismos neurais e testar intervencoes
terapéuticas em condicdes neuropsiquiatricas
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caracterizadas por respostas de evitagdo
excessiva ou desadaptativa.

Palavras-chave: Esquiva ativa. Comportamento
defensivo. Modelos neuropsiquiatricos.

ABSTRACT

The active avoidance test has emerged as a
relevant translational tool for investigating
neural circuits involved in defensive responses
and is widely applied in preclinical models of
affective disorders, anxiety, and post-traumatic
stress disorder (PTSD). This paradigm enables
the assessment of avoidance learning in response
to predictable aversive stimuli, integrating
aspects of cognition, motivation, and inhibitory
control. Studies highlight the critical involvement
of brain regions such as the amygdala, prefrontal
cortex, hippocampus, and nucleus accumbens in
the expression and extinction of avoidance
behavior. The model's sensitivity to
pharmacological manipulations expands its
applicability for screening anxiolytic,
antidepressant, and dopaminergic modulators.
Compounds such as benzodiazepines,
serotonergic  agonists, beta-blockers, and
psychostimulants exhibit measurable effects on
avoidance performance. Recent adaptations have
incorporated social contexts and reward-based
stimuli into the paradigm, allowing the
exploration of dimensions such as anhedonia,



decision-making, and social cognition. Thus, the
active avoidance test represents a robust model
for wunderstanding the neural mechanisms
underlying defensive behavior and for evaluating
therapeutic interventions in neuropsychiatric

conditions marked by excessive or maladaptive
avoidance responses.
Keywords: Active avoidance. Defensive
behavior. Neuropsychiatric models.

1. INTRODUCAO

O teste de esquiva ativa é um modelo experimental importante na neurociéncia
comportamental e na psicofarmacologia para o estudo dos mecanismos neurais e cognitivos
relacionados a aprendizagem associativa, regulacdo emocional e tomada de decisdo em situagdes
de ameaca. Diferente dos modelos de medo condicionado passivo, como o teste de congelamento
(freezing), esse protocolo requer que o animal execute uma a¢ao motora especifica para evitar um
estimulo aversivo previsivel, como um choque elétrico, previamente sinalizado por um estimulo
condicionado (EC) (por exemplo, um som ou luz). Trata-se, portanto, de um modelo sensivel a
dindmica entre reatividade emocional e controle proativo, sendo amplamente utilizado para
investigar padroes de evitacado, plasticidade neural e efeitos de intervenc¢des farmacolégicas em
modelos animais (Diehl et al., 2018; Bravo-Rivera et al., 2014; Moscarello; LeDoux, 2013) (Figura
1).

Figura 1 - Respostas defensivas passiva e ativa diante de estimulo condicionado.

) Estimulo

Estimulo aversivo

condicionado (choque)
(som)

Resposta passiva Resposta ativa
(Freezing) Esquiva)

Fonte: Autoria prépria. Ano 2025.

Representacdo comparativa entre respostas defensivas passiva (freezing) e ativa (esquiva) frente a um
estimulo condicionado (som) que prediz um estimulo aversivo (choque).

Esse teste tem sido interpretado como um modelo comportamental que envolve tanto
mecanismos pavlovianos quanto operantes. Inicialmente, conforme descrito por Pavlov (1927),
um estimulo neutro, como um som, pode adquirir a capacidade de evocar respostas condicionadas
apos ser repetidamente emparelhado com um estimulo incondicionado (EI). Em um segundo

momento, de acordo com os principios do condicionamento operante propostos por Skinner
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(1938), o comportamento passou a ser compreendido como sendo moldado pelas consequéncias
que o seguem. Skinner destacou que respostas seguidas por eventos reforcadores se tornam mais
provaveis de ocorrer no futuro, enfatizando o papel do refor¢o na aprendizagem. A relagao entre
esses dois processos foi teorizada por Mowrer (1939, 1951), na chamada Teoria dos Dois Fatores,
que propoe que o medo condicionado (pavloviano) impulsiona inicialmente a esquiva, mas sua
manutencdo depende do reforco negativo associado a evitagcdo bem-sucedida (operante). Esse
modelo foi posteriormente validado experimentalmente por Solomon e Wynne (1953), que
demonstraram a transicio do congelamento para a esquiva ativa em cdes. Ao longo do
treinamento, o comportamento do animal evoluiu de uma resposta passiva (freezing) para uma
acao adaptativa (esquiva).

Figura 2 - Etapas do processo de aprendizagem no teste de esquiva ativa.

Etapa Etapa 2 Etapa 3
Condicionamento Condicionamento Teoria dos Dois
Pavloviano Operante Fatores
o) Som (EC) ) Som (EC) i)) Som (EC)

g Choque (El) ; g Choque (El)
Ac8o de esquivar

- o O medo inicia a esquiva
Medo condicionado Evitag&@o do Choque e 6 alivio mantém o

(Freezing) (Reforgo negativo) comportamento

Fonte: Autoria propria. Ano 2025.

Na Etapa 1, o animal aprende a associar um estimulo condicionado (som) a um estimulo aversivo (choque),
desenvolvendo medo condicionado expresso como freezing. Na Etapa 2, o animal aprende a emitir uma
resposta ativa durante o sinal para evitar o choque, comportamento mantido por reforco negativo. Na Etapa
3, a Teoria da Dupla Motivacdo integra os dois processos: o medo inicia a resposta de esquiva e o alivio
gerado pela evitagdo bem-sucedida reforca a manutencdo do comportamento.

Além de sua base conceitual so6lida, o teste de esquiva ativa é valorizado por sua
versatilidade metodolégica. Diversas variacdes foram desenvolvidas ao longo das tltimas décadas,
incluindo modelos que envolvem travessia entre compartimentos, manipulacdo de alavancas,
corrida em roda ou situacdes de conflito motivacional, como na esquiva mediada por plataforma
(Iso et al., 1988; LeDoux et al.,, 2017; Bravo-Rivera et al., 2014). Cada uma dessas abordagens
oferece vantagens especificas para a investigacdo de diferentes dominios do comportamento de
evitacdo, como controle motor, motivagdo, supressdo de respostas concorrentes e aprendizagem

instrumental.
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Assim, o teste de esquiva ativa permanece como uma ferramenta experimental de alta
relevancia e sofisticacdo, inserindo elementos classicos da teoria da aprendizagem com recursos
modernos de andlise comportamental, neurobiolégica e farmacoldgica. Sua aplicabilidade em
diferentes contextos experimentais o torna indispensavel para a compreensdo das respostas
defensivas adaptativas e de seus desvios em modelos pré-clinicos de disfungdo emocional e

cognitiva.

2. FUNDAMENTOS E PROTOCOLOS DO TESTE DE ESQUIVA ATIVA
2.1. FUNDAMENTOS TEORICOS E HISTORICOS

O teste de esquiva ativa tem sua base na psicologia experimental do século XX. Sua
fundamentacao tedrica se fundamenta na Teoria dos Dois Fatores, proposta por Mowrer (1939,
1951), que integrou os principios do condicionamento pavloviano e operante para explicar o
surgimento e a manutencao das respostas de esquiva. Segundo essa teoria, a aprendizagem da
esquiva ocorre em duas etapas interdependentes: a primeira se refere a um estimulo inicialmente
neutro (como um som) que adquire valor aversivo ao ser repetidamente pareado com um EI
nocivo (como um choque), gerando uma resposta emocional condicionada, como o freezing. E a
segunda onde uma ac¢do instrumental emitida durante o EC (como atravessar um compartimento)
é reforcada, pois evita a ocorréncia do estimulo aversivo e promove alivio.

Mas essa teoria sd foi confirmada experimentalmente por Solomon e Wynne (1953), em
estudos com cdes submetidos ao teste de shuttle box. Eles demonstraram que, com o treinamento,
0os animais substituiam progressivamente a resposta reflexa de congelamento por
comportamentos ativos de esquiva, mesmo quando o estimulo aversivo deixava de ocorrer. Esses
achados deram suporte empirico a ideia de que o comportamento é mantido por reforcamento
negativo antecipado, consolidando a validade da Teoria dos Dois Fatores no contexto da psicologia
da aprendizagem.

Com os avanc¢os nas neurociéncias, as formulacdes comportamentais classicas da esquiva
foram ampliadas por modelos que incorporam fatores motivacionais, cognitivos e
neurobioldgicos. LeDoux et al. (2017) argumentam que a esquiva ndo pode ser reduzida a simples
associacoes estimulo-resposta, sendo um fendmeno multifacetado que envolve estratégias
reflexas e deliberadas, moduladas por processos como expectativa, controle e tomada de decisao.
Estruturas como a amigdala central, o nicleo accumbens e o cortex pré-frontal medial participam
dinamicamente do aprendizado e da expressdo da esquiva, especialmente em contextos que

exigem avaliacdo de riscos e consequéncias.
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2.2. VARIACOES DE PROTOCOLO

O teste de esquiva ativa apresenta diversas variacdes metodolégicas, que visa atender a
diferentes objetivos experimentais e hipoteses neurobioldgicas. Dentre elas, quatro configuragoes
se destacam como as mais consolidadas na literatura: a esquiva em caixa de vaivém (shuttle box),
a esquiva por corrida em roda, a esquiva por pressdo de alavanca e a esquiva mediada por
plataforma. Cada uma dessas variacdes possui caracteristicas operacionais especificas,
envolvendo diferencas nos estimulos utilizados, no tipo de resposta esperada e nos parametros

temporais empregados durante o treinamento e teste.

2.2.1. Esquiva em caixa de vaivém

O teste de esquiva ativa em caixa de vaivém é um modelo classico de aprendizagem
aversiva em roedores, no qual o animal aprende a evitar um estimulo nocivo emitindo uma
resposta locomotora simples: atravessar de um compartimento para o outro. O aparato é
composto por uma camara dividida em dois compartimentos idénticos, conectados por uma
abertura central, com piso de barras metdlicas por onde é administrado o choque (Figura 3A).
Cada ensaio se inicia com a apresentacao de um EC, geralmente um som continuo ou uma luz
intermitente, com duragao média de 10 segundos. Caso o animal atravesse durante o EC, o choque
é evitado (resposta de esquiva); se ndo houver resposta nesse intervalo, aplica-se um estimulo
aversivo, geralmente um choque de 0,3 a 0,6 mA por até 10 segundos, que cessa caso o animal se
desloque apds seu inicio (resposta de fuga). Os experimentos variam de 20 a 50 ensaios por sessao,
com intervalos inter-ensaio (ITIs) fixos entre 30 e 60 segundos. Durante os ITIs, o animal pode
circular livremente entre os compartimentos, e essas respostas sao frequentemente registradas
como indicativas de impulsividade, habituagdo ou conflito motivacional. A aprendizagem é
avaliada pela frequéncia de respostas de esquiva e pela reducao progressiva nas laténcias de
travessia. Trata-se de um modelo amplamente utilizado para o estudo de aprendizagem aversiva,
regulacdo emocional e modulacdo farmacolégica de comportamentos defensivos (Berezhnoy;

Zamorina; Inozemtsev, 2020; Blatt, 1976; Everss; Parra, 1998).

2.2.2.Esquiva por corrida em roda

A esquiva ativa por corrida em roda é uma variagdo menos convencional, na qual a resposta
de evitacdo consiste na movimentacao da roda giratoria. O aparato utilizado consiste em uma roda
metalica de cerca de 36 cm de diametro, com piso formado por barras condutoras de latao,
conectadas a um sistema de aplicacdo de choque elétrico (0,25 mA em corrente alternada). A roda

¢ acoplada a sensores magnéticos dispostos em intervalos de 90° permitindo o registro
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automatizado das respostas validas, que exigem uma rotacdo continua minima de um quarto de
volta. O animal é colocado individualmente dentro da roda, instalada em uma cimara isolada
acusticamente e visualmente, com iluminac¢do controlada (Figura 3B).

O protocolo inicia com uma fase de habituacao, na qual o EC, geralmente luz intermitente
por 5 segundos, é apresentado isoladamente por multiplas tentativas, até que o animal deixe de
responder espontaneamente ao EC. Uma resposta durante o EC (giro minimo de 90° na roda)
termina o estimulo e inicia o intervalo ITI], fixado em 60 segundos. Na fase de treino, o EC continua
a ser apresentado por 5 segundos, sendo seguido de um choque elétrico (0,25 mA por corrente
alternada) administrado pelas barras da roda caso o animal nao realize a resposta de esquiva no
tempo estipulado. O choque cessa quando o animal inicia 0 movimento rotacional, caracterizando
aresposta de fuga (Blatt, 1976).

A tarefa pode ser executada sob duas condi¢cdes distintas: com ou sem puni¢do das
respostas ITRs. Quando ITRs sdo punidas (condicao PUN), cada quarto de volta realizado durante
o ITI resulta na aplicagdo de um breve choque de 0,25 mA, criando um conflito comportamental
adicional e aumentando a exigéncia da tarefa. Ja na condi¢do sem punicdo (UNPUN), as respostas
durante o ITI ndo tém consequéncias aversivas. O desempenho é avaliado pela proporg¢io de
respostas de esquiva e pelo nimero de tentativas necessarias para atingir critérios progressivos
de aprendizagem. A resposta é registrada apenas quando ha rotagao continua de pelo menos um
quarto de volta, garantindo que pequenos movimentos ou oscilacbes da roda nao sejam

considerados (Blatt, 1976).

2.2.3.Esquiva por pressao de alavanca

A esquiva ativa por pressao de alavanca é um modelo amplamente utilizado para investigar
aprendizagem instrumental de evitacdo de estimulos aversivos. Nesse modelo, o animal aprende
a pressionar uma alavanca para evitar (esquiva) ou interromper (fuga) a administracdo de um
estimulo negativo, usualmente um choque elétrico aplicado ao piso da camara experimental
(Figura 3C). Por ndo envolver respostas inatas de defesa, como correr ou pular, esse modelo exige
uma aprendizagem mais elaborada e é sensivel a intervenc¢des farmacolégicas e manipulagoes
motivacionais (Brennan; Beck; Servatius, 2003).

No estudo conduzido por Brennan et al. (2003), ratos foram treinados em um protocolo de
esquiva com ensaio discreto (discrete-trial). O experimento consistia na apresenta¢do de um tom
continuo de 1000 Hz com duracgao de 60 segundos, servindo como EC. Se o animal pressionasse a
alavanca durante esse intervalo, o choque era evitado e iniciava-se um periodo de seguranca

sinalizado por uma luz piscante. Caso ndo houvesse resposta durante o tom, eram aplicados
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choques elétricos intermitentes (1 mA, 1 s) até que a alavanca fosse pressionada, caracterizando
uma resposta de fuga. O protocolo foi conduzido em sessdes de duas horas diarias, por quatro dias
consecutivos, com grupos de animais submetidos a diferentes duragdes fixas do sinal de seguranca
(1, 2,4 ou 6 minutos). Os autores observaram que todas as durac¢des do sinal permitiram aquisicdo
eficiente da resposta de esquiva, mas duragdes mais curtas foram associadas a maior frequéncia
de pressdes de alavanca durante o periodo seguro, possivelmente indicando maior estado de
ansiedade residual.

Por outro lado, Fernando et al. (2014) empregaram um modelo de esquiva por alavanca em
regime de operacao livre (free-operant avoidance), no qual o animal podia emitir a resposta
instrumental a qualquer momento, sem delimitacdo por tentativas discretas. Neste protocolo, a
resposta de alavanca evitava a aplicacao do choque e era seguida pela apresentacao de um sinal
de seguranca auditivo de 5 segundos (ruido branco ou tom de 2900 Hz). As respostas realizadas
durante o sinal de seguranca ndo produziam qualquer consequéncia, o que permitia avaliar seu
possivel efeito inibitério sobre o comportamento instrumental. Os autores demonstraram que a
retirada desse sinal de seguranca resultava em aumento das respostas durante o periodo de
seguranca ndo sinalizado, sugerindo que o sinal possuia propriedades inibitérias condicionadas.
Além disso, foi observado que o sinal de segurancga funcionava como um refor¢ador condicionado
da resposta de esquiva, mantendo a emissao da resposta mesmo na auséncia do estimulo aversivo

primario (choque).

2.2.4. Esquiva mediada por plataforma

A esquiva ativa mediada por plataforma é um modelo experimental que avalia a
aprendizagem aversiva sinalizada em situacdes de conflito entre a busca por recompensas e a
evitacdo de estimulos ameacadores. Nesse modelo, o animal aprende a evitar um choque previsto
por um estimulo auditivo condicionado ao se posicionar sobre uma plataforma elevada situada
dentro da mesma camara onde ocorrem os eventos aversivos. Ao contrario dos testes tradicionais
de esquiva ativa, em que o animal precisa locomover-se para outro compartimento, nessa variagdo
o comportamento de esquiva se da pela permanéncia do animal sobre a plataforma, mesmo com
a presenca de reforcadores positivos em outra drea da camara, o que caracteriza uma situagdo de
decisdo baseada em custo-beneficio (Kramer et al,, 2025) (Figura 4D).

O protocolo padrao é estruturado em diferentes fases. Inicialmente, os animais passam por
um periodo de condicionamento operante, durante o qual aprendem a pressionar uma alavanca
para receber recompensas alimentares. Em seguida, sao submetidos a fase de aquisicao da

esquiva, que compreende sessoes didrias de apresentacao de um EC, geralmente um som puro de
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4 a 6 kHz com intensidade de 75 dB e duragdo de 30 segundos, imediatamente seguido por um EI,
um choque breve (0,4-0,5 mA por 1-2 segundos), aplicado pela grade do piso. Durante o EC, os
animais podem evitar o choque ao se posicionarem voluntariamente sobre a plataforma,
localizada no canto oposto a alavanca e ao comedouro, o que implica interromper o
comportamento de busca por recompensa (Lopez-Moraga; Luyten; Beckers, 2025; Kramer et al,
2025).

Adaptacoes recentes do modelo incorporaram o contexto social a tarefa. Kramer et al.
(2025) propuseram uma variacdo denominada Social Partner PMA, na qual dois ratos sao
colocados em lados opostos de uma camara dividida por uma barreira transldcida e perfurada.
Ambos os animais passam pelo mesmo protocolo de condicionamento, mas com acesso visual,
olfativo e auditivo ao seu par. Essa modificacdo permitiu investigar como a presenca de outro
animal da mesma espécie influencia a aquisicio e expressao das respostas de esquiva,
congelamento e supressdo da alavanca. Os autores observaram que, embora os indices
comportamentais basicos de esquiva nao diferissem entre os contextos social e solitario, os
animais no contexto social apresentaram maior freezing ao final do treinamento, sugerindo um
impacto modulador da presenga social sobre a expressdao emocional do medo (Kramer et al.,
2025).

Figura 3 - Variac¢des do Teste de Esquiva Ativa em Roedores

Grades
eletrificadas
(alternadas)

Esquiva ativa em caixa Esquiva ativa por corrida Esquiva ativa por pressdo de Esquiva ativa mediada por
de vaivém (Shuttle Box) em roda (Wheel-Running alavanca (Lever-Press plataforma (Platform-
Avoidance) Avoidance) Mediated Active Avoidance)

Fonte: Autoria prépria. Ano 2025.

(A) Caixa de vaivém (Shuttle Box). (B) Modelo de corrida em roda. (C) Modelo por ressdo de alavanca. (D)
Modelo de plataforma.
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3. BASES NEUROANATOMICAS E NEUROQUIMICAS DO TESTE DE
ESQUIVA ATIVA

3.1. AMIGDALA: CODIFICACAO EMOCIONAL E EXPRESSAO DE MEDO

A amigdala, especialmente seu nucleo lateral (LA), desempenha papel central na aquisicao
de respostas defensivas aprendidas, como o comportamento de esquiva ativa. Durante o
condicionamento, EC, como sinais auditivos, e EI, como choques elétricos, sdo associados no LA,
favorecendo o aprendizado aversivo por meio de mecanismos pavlovianos. Este nucleo integra o
complexo basolateral da amigdala (BLA), que projeta para estruturas envolvidas na execu¢ao de
respostas defensivas, incluindo o nucleo central da amigdala (CeA), uma via critica para a
expressao do medo condicionado (Bravo-Rivera et al., 2014; LeDoux et al., 2017).

Estudos com inativagdo farmacolégica demonstram que o BLA é essencial para a expressao
da esquiva ativa, e sua inibicao reduz esse comportamento (Bravo-Rivera et al., 2014).

A CeA, por sua vez, é fortemente envolvida na expressiao de respostas reflexas passivas,
como o congelamento, mediadas por vias pavlovianas. Em contrapartida, o aprendizado
instrumental requerido para a esquiva ativa depende da inibicao funcional dessas respostas
reflexas. Essa modulagdo ocorre por meio de circuitos corticais, como o cértex pré-frontal
infralimbico, que atua inibindo a atividade da CeA e permitindo a expressao de comportamentos
proativos frente a ameaca (Moscarello & LeDoux, 2013).

Além disso, neuromoduladores como a norepinefrina exercem papel importante na
aquisicdo da memoria emocional. Estudos demonstram que os receptores [(3-adrenérgicos na
amigdala lateral sdao necessarios para a formacao da memoria do medo condicionado auditivo,

especialmente quando ativados durante o treinamento (Bush et al., 2010).

3.2. CORTEX PRE-FRONTAL MEDIAL: INTEGRACAO E CONTROLE EXECUTIVO

O cortex preé-frontal medial (CPFm) é uma estrutura fundamental para a regulacao da
expressao de comportamentos defensivos, integrando informagdes contextuais e emocionais para
modular a selecao entre respostas passivas e ativas. Suas principais subareas, o cortex prelimbico
(PL) e o cortex infralimbico (IL), apresentam papéis funcionalmente distintos nesse processo. O
PL esta diretamente envolvido na expressdo da esquiva ativa. Dados experimentais demonstram
que sua inibicao farmacolégica reduz significativamente o nimero de respostas de esquiva em
roedores, sem afetar o comportamento de congelamento, o que indica um papel especifico dessa

regido na emissao de respostas proativas frente a ameaca (Bravo-Rivera et al.,, 2014).
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Por outro lado, o IL atua predominantemente na inibicdo de respostas defensivas
previamente aprendidas, desempenhando papel importante no processo de extincao do medo. Sua
ativacdo estd associada a supressao da esquiva apos a retirada do estimulo aversivo, favorecendo
a transicdao para comportamentos adaptativos em contextos seguros (LeDoux et al, 2017).

Do ponto de vista neuroquimico, o CPFm recebe projecdes serotoninérgicas do nucleo da
rafe dorsal, e a serotonina exerce papel relevante na modulacdo de respostas de ansiedade e
esquiva inibitéria. De acordo com o modelo funcional proposto por Graeff e Zangrossi, a
serotonina no CPFm promove comportamentos de evitacao passiva, estando associada ao controle

da ansiedade diante de ameacas distais ou potenciais (Graeff; Zangrossi, 2010).

3.3. HIPOCAMPO: CODIFICACAO CONTEXTUAL E GENERALIZAGCAO

O hipocampo, especialmente sua porc¢do dorsal, desempenha papel fundamental na
codificacao contextual de experiéncias aversivas. Essa estrutura permite ao organismo distinguir
entre ambientes seguros e ameacadores, modulando a expressdo de comportamentos defensivos
de forma adaptativa. Lesdes hipocampais comprometem a capacidade de discriminar esses
contextos, favorecendo a generalizacao do medo e resultando em prejuizos na esquiva adaptativa
(Blanchard; Blanchard, 2001).

A participagao do hipocampo na modulagao do medo e da esquiva envolve mecanismos de
plasticidade sinaptica mediados por receptores de glutamato e glicocorticoides, altamente
sensiveis ao estresse. Fatores moleculares como o BDNF (fator neurotroéfico derivado do cérebro)
e a CREB (proteina ligadora do elemento de resposta ao AMPc) também desempenham papel
essencial na consolidacdo das memorias associativas relacionadas ao contexto, sendo

especialmente relevantes na regulacao da generalizacdo do medo (Zelikowsky et al., 2013).

3.4. ESTRIADO VENTRAL (NUCLEO ACCUMBENS): VALENCIA E SELECAO DE
RESPOSTAS AVERSIVAS

O nucleo accumbens (NAc) atua como uma estrutura central na integracdo de sinais
relacionados a valéncia motivacional de estimulos ambientais, mediando o equilibrio entre
comportamentos de aproximacdo e esquiva. Ele recebe aferéncias do cértex pré-frontal medial,
hipocampo e amigdala, sendo uma interface critica entre os sistemas de recompensa e aversao,
modulada principalmente pela dopamina mesolimbica (Bravo-Rivera et al, 2014).

Estudos demonstraram que a liberacao de dopamina no NAc durante tarefas de esquiva é

dinamica e preditiva: em modelos de esquiva sinalizada, surtos de liberacio dopaminérgica de
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curta duracdo (subsegundos) ocorrem na apresentacdo do sinal de aviso, antecipando com
sucesso a resposta de esquiva e prevenindo o choque (Oleson et al, 2012).

Esses achados sugerem que a dopamina no NAc ndo apenas codifica recompensas, mas
também reforca a evitacdo bem-sucedida, funcionando como um sinal de aprendizado para evitar

consequéncias negativas (Oleson et al., 2012; Bravo-Rivera et al, 2014).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAS

Modelos baseados em esquiva ativa tém sido empregados para estudar transtornos nos
quais a evitacdo excessiva ou disfuncional é uma caracteristica marcante. LeDoux et al. (2017) e
Moscarello e LeDoux (2013) discutem como a esquiva ativa oferece uma abordagem translacional
relevante para entender os circuitos que governam respostas defensivas em situacdes de ameaca
previsivel, como nos transtornos de ansiedade.

Zelikowsky et al. (2013) reforcam a aplicabilidade do teste de esquiva para a investiga¢do
do transtorno de estresse pés-traumatico (TEPT), ao demonstrar que a perda da funcao
hipocampal promove uma generalizagdo do medo, prejudicando a modulagdo contextual do
comportamento defensivo. Essa falha em discriminar contextos seguros de perigosos é uma
caracteristica fundamental do TEPT.

Mais recentemente, Kramer et al. (2025) utilizaram uma versdo adaptada do paradigma de
esquiva mediada por plataforma, inserindo elementos de recompensa e tomada de decisao em
ambiente social. Os autores observaram que o conflito entre evitacdo de um estimulo aversivo e a
busca por reforcadores positivos permite investigar comportamentos compativeis com sintomas
de anedonia e disfun¢ao motivacional observados em quadros depressivos.

A sensibilidade do teste de esquiva ativa a manipulag¢des farmacoldgicas tem permitido sua
aplicacdo como plataforma de triagem de compostos com potencial efeito ansiolitico ou
ansiogénico. Graeff e Zangrossi (2010) relatam que benzodiazepinicos como o diazepam, assim
como agonistas 5-HT1A, como a buspirona, promovem reducdo da esquiva, atuando sobre
circuitos de defesa mediados por GABA e serotonina, respectivamente.

Bush et al. (2010) demonstraram que a administracdo intra-amigdalar de propranolol, um
antagonista -adrenérgico, inibe a aquisicdo de respostas condicionadas de medo auditivo,
embora ndo interfira em sua consolidagdo. Esses achados ressaltam o papel da norepinefrina na
facilitagcdo da aprendizagem aversiva e destacam a utilidade do teste de esquiva para avaliagdo de
farmacos que atuam sobre esse sistema.

No polo oposto, Fernando et al. (2014) utilizaram um paradigma de esquiva por alavanca

em regime de operacdo livre para estudar os efeitos da sinalizagdo de seguranga sobre o
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comportamento de evitacdo. Os autores observaram que a retirada do estimulo de seguranca
aumentava a emissao de respostas, indicando um papel inibitério condicionado do sinal. Esse
modelo tem sido util para avaliar substdncias ansiogénicas ou desorganizadoras da inibicdo
comportamental, como os psicoestimulantes.

No campo da farmacologia experimental, Oleson et al. (2012) demonstraram que a
liberacdo fasica de dopamina no nucleo accumbens shell prediz com precisao tanto o evitamento
bem-sucedido de um estimulo aversivo quanto a resposta ao castigo condicionado. Esses dados
sustentam o uso da esquiva ativa como modelo para estudar a modulacao dopaminérgica da
motivacdo e da a¢do dirigida a evitacao.

Além disso, Kramer et al. (2025) propuseram uma versdo social do teste de esquiva
mediada por plataforma, observando que a presenca de um congénere modula a expressao de
respostas defensivas como freezing, mesmo quando a performance de esquiva ativa permanece
inalterada. Isso abre espaco para a investigacdo de compostos que afetam a cognicdo social e os
comportamentos afiliativos no contexto da evitagao.

Bravo-Rivera et al. (2014), por sua vez, identificaram que a ativacao da via BLA-NAc shell
é necessaria e suficiente para a expressao da esquiva ativa, reforcando a relevancia do circuito

dopaminérgico e da avaliacdo da valéncia emocional na sele¢cdo da resposta defensiva.

5. LIMITACOES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Embora o teste de esquiva ativa seja amplamente utilizado em neurociéncia
comportamental e psicofarmacologia, ele apresenta limitacdes metodoldgicas e conceituais que
devem ser consideradas na sua interpretacao e aplicagdo translacional.

Uma das principais dificuldades envolve a distingdo entre respostas de esquiva ativa e
congelamento, que podem competir entre si ao longo do treinamento. Estudos de Moscarello e
LeDoux (2013) e Bravo-Rivera et al. (2014) mostram que, nas fases iniciais do condicionamento,
o animal tende a exibir respostas passivas como o congelamento, especialmente quando a ameaca
é inesperada ou pouco controlavel. Apenas apds certo aprendizado, a esquiva se consolida como
estratégia dominante, modulada pelo cértex pré-frontal medial. No entanto, essa transicdo pode
variar amplamente entre individuos, linhagens e condi¢des experimentais.

Outra limitacao envolve a variabilidade entre protocolos. Existem diversas versoes do teste
de esquiva ativa (caixa de vaivém, alavanca, corrida em roda, plataforma), cada uma com
caracteristicas distintas quanto a natureza da resposta exigida, o tipo de reforco e a complexidade

da tarefa. Essa diversidade metodoldgica dificulta a comparacdo direta entre estudos e pode
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comprometer a reprodutibilidade dos achados, como apontado por Fernando et al. (2014) ao
discutir os efeitos da presenca ou auséncia de sinais de seguranca na esquiva instrumental.

Do ponto de vista técnico, o teste exige aparelhagem especifica, habitua¢do cuidadosa dos
animais e controle preciso de varidveis como intensidade do choque, duragdo do estimulo
condicionado e tempo entre tentativas. Pequenas variagdes nesses parametros podem impactar
significativamente a aquisi¢ao da resposta, como relatado por Blatt (1976) e Brennan et al. (2003).

Em relacdo a validade translacional, embora muitos farmacos com eficacia clinica
demonstrem efeitos previsiveis no modelo (como ansioliticos que reduzem esquiva), nem sempre
os comportamentos observados sao diretamente equivalentes aos sintomas humanos. Por
exemplo, o comportamento de esquiva pode representar tanto um sinal de medo adaptativo
quanto uma estratégia motivacional baseada em reforco negativo, o que levanta questdes sobre
sua especificidade diagnostica (LeDoux et al., 2017).

Por fim, estudos como os de Kramer et al. (2025) e Zelikowsky et al. (2013) apontam para
a influéncia de fatores contextuais e sociais na expressdo do comportamento de esquiva. A
presenca de outros animais, a familiaridade com o ambiente e o histérico de reforco podem alterar

substancialmente os resultados, sugerindo que interpretacdes simplistas devem ser evitadas.

6. CONSIDERAGCOES FINAIS

O teste de esquiva ativa é uma ferramenta valiosa na investigacao dos mecanismos neurais
e comportamentais relacionados a aprendizagem aversiva, regulacdo emocional e tomada de
decisdo. Sua sensibilidade a manipul a¢gdes farmacologicas e circuitos cerebrais especificos o torna
util no desenvolvimento de novos farmacos para transtornos psiquiatricos.

Apesar de suarobustez, o modelo apresenta limitagdes metodoldgicas e exige padronizacao
cuidadosa e interpretagdo criteriosa dos dados. Ainda assim, sua versatilidade e validade
translacional refor¢am seu papel central na neurociéncia comportamental e na psicofarmacologia

pré-clinica.
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RESUMO

O modelo de kindling é amplamente utilizado na
pesquisa pré-clinica em epilepsia, permitindo a
investigacdo dos mecanismos neurobiolégicos
subjacentes a epileptogénese. A inducao repetida
de estimulos sub convulsivos em dareas
especificas do cérebro resulta em crises
progressivas, proporcionando uma plataforma
para estudar a evolucdo da doenga e testar
potenciais terapias. Este modelo tem sido
fundamental na compreensdo da resisténcia
farmacolégica, afetando até 40% dos pacientes
com epilepsia refrataria, e na andlise de
comorbidades psiquiatricas associadas, como a
depressdo, que compartilham substratos
neurobioldgicos semelhantes entre humanos e
animais. Além disso, o kindling tem sido essencial
para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas, incluindo a avaliagdo de farmacos
antiepilépticos e modificadores da doenca.
Apesar de suas contribuigcdes significativas, o
modelo  apresenta limitagdes, como a
variabilidade na resposta dos animais e a
necessidade de protocolos rigorosos para
garantir a reprodutibilidade dos resultados.
Contudo, quando aplicado corretamente, o
kindling continua sendo uma ferramenta valiosa
na pesquisa de epilepsia, fornecendo insights

cruciais para o avan¢o do entendimento da
doenca e o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes.

Palavras-chave: Kindling. Epilepsia. Pré-clinico.
Translacional.

ABSTRACT

The kindling model is widely used in preclinical
epilepsy research, allowing the investigation of
the neurobiological mechanisms underlying
epileptogenesis.  Repeated  induction  of
subconvulsive stimuli in specific brain regions
results in progressive seizures, providing a
platform to study disease progression and test
potential therapies. This model has been
fundamental in understanding
pharmacoresistance, which affects up to 40% of
patients with refractory epilepsy, as well as in the
analysis of associated psychiatric comorbidities,
such as depression, which share similar
neurobiological substrates in humans and
animals. Furthermore, kindling has been
essential for the development of new therapeutic
approaches, including the evaluation of
antiepileptic drugs and disease-modifying
interventions. Despite its significant
contributions, the model presents limitations,

CAPITULO VIII 105



such as variability in animal responses and the advancing the understanding of the disease and

need for rigorous protocols to ensure the development of more effective treatments.
reproducibility of results. However, when applied

correctly, kindling remains a valuable tool in Keywords: Kindling. Epilepsy. Preclinical.
epilepsy research, providing crucial insights for Translational.

1. INTRODUCAO

O método de indugao a epilepsia kindling é um modelo convulsivo caracterizado pela
susceptibilidade da ocorréncia de convulsdes devido a aplicacao constante de estimulos elétricos
em regides especificas no cérebro de mamiferos (kindling elétrico), ou por inducdo quimica
constante, com drogas em doses subconvulsivantes (kindling quimico). No kindling, ocorrem
alteracdes estruturais e funcionais de neurdnios, no qual a sinapses glutamatérgicas excitatorios
e GABAérgicas apresentam desequilibrio eletrofisiol6gico (Schreber, 2001). Seu principal objetivo
¢ simular o processo de epileptogénese em um cérebro saudavel, a fim de compreender seus
mecanismos fisiopatolégicos e permitir o desenvolvimento de novos farmacos anticonvulsivantes
e neuroprotetores.

O conceito foi introduzido por Goddard e seus colaboradores (1967, 1969), que
observaram que ao aplicar estimulos elétricos em cérebros de ratos, gatos e macacos, a primeira
estimulacdo apresentou pouco efeito comportamental e ndo desencadeou descargas
eletrograficas. Entretanto, com a repeticdo constante das descargas, ocorreu alteracdes nas
respostas aos estimulos, tornando-se mais intenso. Essa alteracao foi caracterizada por descargas
epilépticas, automatismos comportamentais e, consequentemente, convulsoes clonicas bilaterais.
Foi denominado de “kindling effect” o conjunto de alteracdes neuroldgicas graduais resultado
dessa estimulacdo elétrica repetitiva. Os estudos realizados por Goddard evidenciou que a
quantidade de estimulagdes necessarias para provocar crises motoras presentes no “kindling” foi
ideal em intervalos de 24 horas ou mais.

Em 1972, Mason e Cooper criaram um método de indugdo quimica kindling utilizando o
pentilenotetrazol (PTZ). A administracdo de PTZ (20mg/kg) a cada 48 horas causou crises
mioclonicas que evoluiram para crises tonico-clonicas generalizadas em ratos (Mason e Cooper,
1972). Posteriormente, estudos realizados por Karler, que reproduziu o modelo em camundongos
utilizando doses crescentes de PTZ, concluiu que a administracdo de PTZ (50mg/kg) a cada 24 ou
48 horas induziu em torno de 80% dos animais, apos a aplicacdo da droga em 15 injecdes (Karler
etal., 1989).

A partir deste modelo, é possivel avaliar uma gama de alteracdes comportamentais

complexas que mimetizam a condi¢cao humana. Os pesquisadores analisam desde a progressao das
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crises, observando estagios como inquieta¢do e espasmos (Shahpari, 2019), até déficits cognitivos,
como falhas de memoria espacial e de reconhecimento (Mortazavi et al., 2005). Além disso, o
modelo permite o estudo de alteragdes emocionais, como comportamento analogos a depressao e
aansiedade, que sdo quantificados por meio de testes especificos como o nado forgado e o labirinto
cruz elevado (Godlevsky et al, 2014: Zhu et al,, 2017)

Este capitulo detalha como modelos como o kindling s3o usados para desenvolver
farmacos mais eficazes, conectando os resultados dos testes a melhoria do tratamento e da

qualidade de vida de pacientes com epilepsia.

2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O principio do modelo reside na indu¢do gradativa da excitabilidade neuronal, permitindo
o estudo dos mecanismos de plasticidade sinaptica e das alteracdes comportamentais associadas
a cronificacdo das crises. A resposta convulsiva evolui de forma previsivel, partindo de
manifestacdes discretas até crises tonico-clonicas generalizadas, o que confere ao método alta
reprodutibilidade e sensibilidade a agao de farmacos anticonvulsivantes (Mao et al., 2019).

Para a condugdo do protocolo, é essencial a disponibilidade e o uso adequado de materiais
e equipamentos laboratoriais. Entre os itens basicos, inclui-se aparato transparente para
observacdo comportamental dos animais (40 x 40 x 30 cm) e cron6metro. Alguns recursos
adicionais, como sistemas de video e softwares de andlise comportamental, podem ser
empregados para registro e quantificacdo das crises.

0 modelo pode ser conduzido por dois métodos principais: indugdo quimica e indugao
elétrica. No kindling quimico, o agente mais amplamente utilizado é o pentilenotetrazol (PTZ),
considerado o padrdao ouro para inducao de convulsdes subclinicas. O PTZ é geralmente
administrado por via intraperitoneal na dose de 35 mg/kg. A administracao é realizada de forma
intermitente, a cada dois ou trés dias, durante um periodo de trés a quatro semanas, ou até que o
animal desenvolva crises recorrentes e previsiveis. A progressdo das respostas convulsivas pode
ser quantificada pela Escala de Racine Modificada, apresentada na Tabela 1, que permite
classificar a gravidade dos episédios de acordo com pardmetros motores e comportamentais

(Erum et al,, 2019).
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Tabela 1 - Parametros utilizados nos testes de convulsdo

ESCALA DE RACINE MODIFICADA
GRAU COMPORTAMENTO

0 Auséncia de manifestacdes clinicas visiveis

1 Tremores nas vibrissas e movimentos faciais simples

2 Clonicas unilaterais nos membros anteriores ou cauda

3 Clonicas bilaterais intensas com espasmos musculares

4 “Rearing” (quando o animal se ergue sobre as patas traseiras)

com clonicas generalizadas

5 Convulsdes tonico-clonicas generalizadas

6 Extensao tonica dos membros posteriores, podendo levar o
animal a morte

7 Convulsdo fatal

Fonte: (Erum et al.,, 2019)

No kindling elétrico, a sensibilizacdo neuronal é obtida por meio de estimulacdo direta de
estruturas cerebrais especificas, como a amigdala ou o hipocampo. Para esse procedimento, o
animal é anestesiado com xilazina e cetamina, e posicionado em aparelho estereotaxico. Eletrodos
bipolares de nicromo (100 pm) sdo implantados na regido alvo e fixados com cimento acrilico e
parafusos de aco inoxidavel. Apés um periodo de recuperacdo de aproximadamente dez dias,
inicia-se o protocolo de estimulacdo com pulsos elétricos (60 Hz, 2 s de duracdo, pulsos bifasicos
de 1 msa2V)atéadeterminagdo do limiar de pds-descarga (AD). Esse valor serve como referéncia
para as estimulacdes subsequentes, aplicadas de forma regular até o estabelecimento do quadro
epiléptico. Assim como no modelo quimico, a severidade das crises é monitorada pela Escala de
Racine (Chmielewska et al., 2020).

Diversos parametros podem ser analisados ao longo de ambos protocolos, incluindo a
laténcia para o inicio das convulsdes, o nimero e a duracdo das crises, a progressao da gravidade
e o tempo total necessario para o estabelecimento do estado epiléptico. Avaliagdes
complementares, como analises imuno-histoquimicas e comportamentais, podem ser empregadas

para investigar os efeitos do tratamento e os mecanismos neurobioldgicos subjacentes.

3. BASES NEUROLOGICAS DO KINDLING

A compreensdo sobre os mecanismos que originam as crises epilépticas é um dos objetivos
centrais da epileptologia. Para avancar nesse conhecimento, diversos modelos experimentais
foram propostos, mas entre os que se dedicam a epilepsia focal cronica, o modelo de kindling
(Goddard et al., 1969) estabeleceu-se como um dos mais relevantes. Sua importancia perdura,
sendo ainda hoje um paradigma fundamental para investigar a epilepsia do lobo temporal e para

a triagem de novos farmacos antiepilépticos (Loscher, 2017).
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0 fenomeno de kindling pode ser definido como um processo de epileptogénese gradual,
no qual a aplicacdo repetida de um estimulo de baixa intensidade, inicialmente ineficaz, passa a
deflagrar crises progressivamente mais severas. Essa evolugao é classicamente documentada pela
Escala de Racine (1972), que descreve a transicao desde manifestacdes motoras focais (estagios 1
e 2) até uma crise tonico-clénica generalizada (estagio 5). O aspecto mais notavel do modelo é a
inducdo de alteragdes neuroplasticas permanentes. Uma vez que o cérebro atinge o estagio
completo de kindling, ele desenvolve uma suscetibilidade cronica a crises, de modo que um tnico
estimulo, mesmo meses depois, pode evocar uma convulsdo generalizada (Goddard et al., 1969;
Wada e Sato, 1974). E essa permanéncia que o torna um modelo tio valioso para o estudo da
epilepsia como uma condig¢do cronica (Bertram, 2007).

A base neurobiolédgica para esta transformacao duradoura estd em alteragdes na eficacia
da comunicagdo sinaptica, um processo que compartilha mecanismos com a Potenciacao de Longo
Prazo (PLP) (Schwartzkroin e Wyler, 1980). Pesquisas mais recentes aprofundaram essa
compreensao, revelando que o kindling envolve uma complexa cascata de eventos moleculares,
como a modulacdo de receptores (NMDA e AMPA), alteragdes na expressao génica, reorganizacao
de circuitos e até processos de neuroinflamacao (Scorza et al., 2009; Loscher, 2017). No nivel
celular, essa hiperexcitabilidade se manifesta como despolarizacdes de grande amplitude que
sustentam salvas de potenciais de a¢do. As pds-descargas (afterdischarges) geradas no foco
primario sdo cruciais para o recrutamento de neuro6nios vizinhos, impulsionando a potenciagao
sinaptica que "acende" o circuito epiléptico (Racine, 1972).

O fortalecimento sinaptico ndo se restringe ao sitio de estimulacdo primario. Como ja
observado por Racine (1972), as vias que conectam o foco principal a areas secundarias também
sdo potencializadas. A neurociéncia contemporanea reinterpreta este fendmeno sob a ética da
teoria de redes, propondo que o kindling promova a organizacdo de uma rede neuronal epiléptica
distribuida. Com o tempo, essa rede se fortalece e torna-se mais facilmente ativavel, o que oferece
uma explicacdo plausivel para a propagacao da atividade convulsiva e a cronificacao da epilepsia

(Bertram, 2007; Loscher & Schmidt, 2011).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

O kindling apresenta grande relevancia na neurociéncia experimental, permitindo
investigar alteragdes anatdmicas e moleculares decorrentes de eventos epileptogénicos, incluindo
neurodegeneracdo generalizada, neuroinflamacao, desregulacdo de canais idnicos, estresse

oxidativo e reorganizacdo de circuitos neurais (Dabrowska et al., 2019). Tanto a abordagem
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quimica quanto a elétrica possibilitam a analise dessas alteracdes de forma controlada, oferecendo
insights sobre os mecanismos de epileptogénese e a plasticidade neuronal.

Entre suas aplicacdes praticas, destaca-se o estudo e desenvolvimento de novas moléculas
capazes de reduzir a progressdo do kindling, possibilitando a identificagdo de farmacos
antiepilépticos ou modificadores da doenca. Estudos recentes demonstraram que intervencdes
farmacolégicas com compostos moduladores de canais i6nicos ou agentes antioxidantes podem
retardar o aparecimento de crises ou reduzir sua severidade em animais submetidos a essa
estratégia experimental (Li etal., 2021).

Além disso, o kindling é fundamental para investigar os mecanismos moleculares
envolvidos na resisténcia a medicamentos em pacientes com epilepsia refrataria, condicao que
afeta até 40% dos individuos tratados com dois ou mais anticonvulsivantes e que nao respondem
adequadamente aos farmacos disponiveis (Loscher; Brand, 2010; Welzel et al., 2020). Essa
abordagem permite explorar novas estratégias terapéuticas e avaliar intervencdes capazes de
contornar a resisténcia, fornecendo dados valiosos para o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes.

A metodologia também possibilita o estudo de comorbidades psiquiatricas frequentemente
associadas a epilepsia, como a depressao, cujo substrato neurobiolégico apresenta semelhangas
entre animais e humanos (Welzel et al.,, 2020; Marazati et al.,, 2017). Animais submetidos ao
kindling frequentemente apresentam altera¢cdes comportamentais e cognitivas que refletem
déficits semelhantes aos encontrados em pacientes com epilepsia e comorbidades psiquiatricas,
reforcando a relevancia translacional dessa ferramenta.

Apesar dessas vantagens, é importante reconhecer suas limitagdes. Nem todas as formas
de epilepsia humana podem ser reproduzidas, e nem todos os animais submetidos ao protocolo
desenvolvem convulsdes progressivas, o que gera variabilidade experimental. Além disso, essa
estratégia experimental exige acompanhamento prolongado e cuidadoso, aumentando o trabalho
necessario e demandando rigor ético e técnico na manipulacdo dos animais (Erkiil; Arihan, 2015;
Moshé et al,, 1981).

Por permitir andlises anatémicas, moleculares e comportamentais, o kindling continua
sendo um recurso essencial na pesquisa pré-clinica, fornecendo subsidios para estratégias
terapéuticas e para a compreensao de complicagbdes associadas a epilepsia, como a resisténcia a
farmacos e comorbilidades psiquiatricas (Loscher; Brand, 2010; Welzel et al., 2020; Marazati et

al, 2017).
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5. LIMITACOES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar de amplamente reconhecido pela sua relevancia na investigacdo dos mecanismos
de epileptogénese e na avaliacao de potenciais agentes anticonvulsivantes, o0 modelo kindling
apresenta limita¢des e desafios metodologicos que devem ser cuidadosamente considerados na
conduc¢do experimental. Um dos principais entraves é a alta taxa de mortalidade observada
durante protocolos prolongados, especialmente nas fases avangadas de sensibilizacdo, quando as
crises se tornam mais severas e podem evoluir para status epilepticus. Essa limitacado foi relatada
em estudos experimentais que observaram perda significativa de animais durante o processo de
sensibilizagdo convulsiva induzida por agentes quimicos como o pentilenotetrazol (Erkiil &
Arihan, 2015; Li et al,, 2021). Esse fator pode comprometer o tamanho amostral e impactar a
analise estatistica dos resultados.

Além disso, ha uma variabilidade individual significativa na resposta dos animais aos
estimulos convulsivos, independentemente de o kindling ser induzido por estimulos elétricos ou
por agentes quimicos. Em muitos casos, alguns individuos nao desenvolvem a progressao tipica
das crises, mesmo apds multiplas exposi¢des, sendo classificados como resistentes ao kindling
(Moshé et al,, 1981; Reddy et al., 2024). Essa resisténcia pode estar relacionada a diferencas
genéticas, idade, peso corporal, estado hormonal ou mesmo a farmacocinética do agente indutor,
resultando em inconsisténcias na padronizacdao do modelo.

Outro desafio metodoldgico recorrente é a reprodutibilidade entre diferentes laboratdrios,
ja que pequenas variacdes nas condi¢cdes ambientais como temperatura, ciclo claro/escuro, ruido
e manuseio dos animais, bem como na pureza do composto quimico, intensidade e frequéncia dos
estimulos aplicados, podem alterar o limiar convulsivo e a taxa de progressao das crises (Erkiil &
Arihan, 2015). A avaliagdo comportamental das crises, frequentemente baseada na escala de
Racine, também constitui uma limitagdo importante, uma vez que depende da observacao direta
e da interpretacdo do pesquisador, o que pode introduzir subjetividade e vieses, especialmente
nas fases iniciais do processo de sensibilizagdo, quando os sinais comportamentais sdo sutis
(Reddy et al., 2024).

Somam-se a esses fatores as exigéncias técnicas e logisticas do protocolo, que requerem
acompanhamento continuo dos animais durante um periodo prolongado, treinamento prévio dos
pesquisadores e controle rigoroso de variaveis experimentais. Pequenas inconsisténcias na
execucdo do protocolo podem comprometer a progressao do kindling e gerar resultados de dificil
comparac¢ao entre estudos. Assim, embora o modelo kindling permaneca como uma ferramenta

experimental de grande valor translacional, seu uso demanda rigor metodolégico e padronizagao
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criteriosa para minimizar perdas experimentais, reduzir vieses e garantir a confiabilidade dos

achados cientificos.
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RESUMO

Modelos de convulsao induzidos por agentes
quimicos  representam uma ferramenta
fundamental na pesquisa translacional da
epilepsia. Ao utilizar agentes como o
pentilenotetrazol ~ (PTZ), estes modelos
mimetizam 0 desequilibrio entre a
neurotransmissdo excitatéria e inibitdria,
replicando a fisiopatologia de epilepsias humanas
e permitindo a investigacdo de novos farmacos e
das comorbidades associadas as crises. Contudo,
o capitulo aborda criticamente as limitagcdes
inerentes a esses protocolos, como a alta
mortalidade animal, a significativa variabilidade
de resposta individual e os desafios de
reprodutibilidade, fatores que podem
comprometer a validade dos achados. Dessa
forma, a discussdo refor¢a que a padronizagio
rigorosa é um pré-requisito para mitigar tais
desafios, garantindo a robustez e a confiabilidade
dos dados pré-clinicos e fortalecendo sua
aplicacdo no desenvolvimento de novas terapias.

Palavras-chave: Convulsdo. Modelo animal
Induc¢do quimica. Pentilenotetrazol.

ABSTRACT

Chemically induced seizure models are widely
used in preclinical epilepsy research, allowing the
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investigation of neurobiological mechanisms
underlying neuronal excitability and
epileptogenesis. Administration of substances
such as pentylenetetrazol, pilocarpine, or kainic
acid triggers acute seizures in rodents, providing
a platform to study seizure progression and
evaluate potential pharmacological therapies.
These models have been essential for assessing
the effects of anticonvulsants and novel disease-
modifying drugs, as well as for understanding
mechanisms related to pharmacoresistance,
which affects a significant proportion of patients
with refractory epilepsy. Furthermore, they
enable the exploration of associated
comorbidities, including cognitive deficits and
behavioral alterations, which share
neurobiological substrates between animals and
humans. Despite their translational relevance,
chemically induced seizure models present
limitations, including variability in individual
animal responses, adverse effects of chemical
agents, and the need for rigorously standardized
protocols to ensure reproducibility. When
properly applied, these models remain valuable
tools in preclinical epilepsy research, providing
crucial insights for the development of more
effective and safe therapeutic strategies.

Keywords: Seizure. Animal model. Chemical
induction. Pentylenetetrazol.



1. INTRODUCAO

O teste de convulsdo induzido por agentes quimicos trata-se de um modelo pré-clinico no
qual se utiliza de compostos quimicos (denominados quimioconvusivantes) para inducdo de
crises convulsivas, a fim de avaliar o potencial anticonvulsivante de determinadas substancias. A
inducdo quimica ao status epilepticus é a abordagem mais utilizada para indugdo a epilepsia
cronica (Doodipala, 2013). O objetivo dos modelos quimicos diferem de acordo com a metodologia
utilizada, podendo ser modelos in vitro, focado nos mecanismos epileptogénicos como a inibi¢ao
das respostas ao GABA e a glicina e descargas repetidas espontaneas, e modelos in vivo, buscando
mimetizar a sindrome epiléptica, através das alteragdes fisiopatoldgicas, eletrofisioldgicas,
comportamentais e neuroquimicas capazes de reproduzir crises convulsivas (De Deyn, et al.,
1992).

Historicamente, o campo ganhou for¢a com publica¢des no final da década de 1940 e no
inicio da década de 1950 que descreveram as propriedades quimioconvulsivantes do
pentilenotetrazol (PTZ) ao comparar as propriedades de anticonvulsivantes e farmacos
antiepilépticos (DAEs) no teste utilizando o PTZ e em outros testes, como modelo de convulsao
por eletrochoque maximo. Logo, o modelo de liminar PTZ tornou-se o principal modelo pré-clinico
de estudo para identificagdo dos farmacos utilizados atualmente no tratamento de crises
epilépticas.

Além do PTZ, outros agentes com diferentes mecanismos de a¢do sdao amplamente
empregados para induzir estados convulsivos. A pilocarpina, por exemplo, um composto
colinérgico muscarinico, induz alteracdes comportamentais progressivas até o status epilepticus
limbico. Outra abordagem utiliza aminoacidos exdgenos com potente acdo excitatoria, como o
kainato e o acido iboténico. Ambos causam convulsdes que, no caso do acido iboténico, podem
levar a neurodegeneracao e a danos cerebrais.

Uma terceira estratégia, muito comum nesses modelos, consiste no bloqueio direto da
neurotransmissao inibitéria do cérebro. Agentes como a picrotoxina e a bicuculina atuam como
antagonistas do neurotransmissor GABA, gerando um efeito epileptogénico ao impedir sua acdo
calmante. A estricnina, por sua vez, age de forma similar, mas bloqueando a acdo de outro
neurotransmissor inibitério, a glicina, o que resulta em convulsdes predominantemente tonicas
extensoras.

Este capitulo detalha como os modelos de convulsdao quimica sdo usados para desenvolver
farmacos mais eficazes, conectando os resultados dos testes a melhoria do tratamento e da

qualidade de vida de pacientes com epilepsia.
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2. PROTOCOLOS PADRONIZADOS

Para a realiza¢do de protocolos de inducdo convulsivante por meio de agentes quimicos, é
essencial, atentar-se, primeiramente, a disponibilidade e ao uso adequado de materiais e
equipamentos comumente utilizados. Dentre eles, destacam-se: aparato transparente para
observacao comportamental do roedor (40 x 40 x 30 cm), sistema de video (quando se deseja
registrar o teste), equipamento de biosseguranca e crondmetros para mensurac¢ao precisa dos
parametros que serdo analisados (Aquino et al., 2025).

Ao tratar dos critérios utilizados nesses protocolos, observa-se uma ampla variedade de
parametros que podem ser selecionados de acordo com os objetivos especificos de cada estudo
pré-clinico. Esses parametros, juntamente com suas fung¢des, estdo presentes na tabela 1.

Tabela 1 - Parametros utilizados nos testes de convulsao

PARAMETRO FUNCAO
Laténcia das convulsdes Mensurar o tempo que o animal leva até a
primeira convulsio tonico-clonica
Laténcia de morte Mensurar o tempo da primeira convulsao
tonico-clonica até a morte do animal
Numero das convulsdes Soma da quantidade de episddios
convulsivos apresentados pelo animal
Tempo total das convulsdes Mensurar o tempo total de atividade
convulsiva durante o periodo de
observacao
Taxa de sobrevivéncia Apresentar a propor¢ao de animais que
sobreviveram durante o teste
Taxa de mortalidade Apresentar a proporc¢do de animais que
morreram durante o teste
Estagio maximo de Analisar o grau do comportamento
excitabilidade convulsivo do animal conforme escalas
padronizadas, como a de Racine

Fonte: Autoria proépria.

Além de conhecer os materiais necessarios e os parametros que podem ser selecionados, é
excepcional manter os animais em condigdes ambientais controladas, tendo em vista o impacto
que essas condi¢des podem gerar no momento do experimento, tais como: manter a temperatura
entre 22 e 27 °C, conservar a umidade do local em torno de 55 e 60% e preservar o ciclo
claro/escuro do animal em escala 12:12 h. Além disso, o peso ideal dos roedores para a
aplicabilidade do teste encontrou-se com o minimo de 25g e com o maximo de 35g, sempre
permitindo a alimentacao e o acesso a agua de forma constante

Cada agente quimico apresenta particularidades que devem ser consideradas durante o

protocolo, como por exemplo a inducao por meio de pilocarpina, em que apds 45 min da aplicagdo
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do tratamento escolhido, é adicionado uma dose de Metilbrometo de escopolamina para bloquear
os efeitos colinérgicos periféricos que podem surgir e, apds 15 min, administra-se a dose escolhida
de pilocarpina (Islas-Espinoza et al., 2018). Além disso, o tempo de observacdo apds a
administracdo do indutor também pode variar de acordo com o agente escolhido, como o
protocolo de indugdo por PTZ que, em estudos mais atuais, pode ser de até 1 hora (Aquino et al.,
2025). A inducao por pilocarpina, por sua vez, dependendo da dose, permite a observacdo do
animal em até 2 horas, diferentemente do acido cainico, que pode ser analisado em até 30 minutos
ap0s a administracao (Feng et al., 2020) (Islas-Espinoza et al., 2018).

Dessa forma, a indug¢ao convulsiva por agentes quimicos integra a escolha criteriosa do
indutor, o controle rigoroso de parametros comportamentais, a padronizacio ambiental e a
adaptacdo as particularidades de cada substancia. Esse conjunto de fatores permite obter dados
confiaveis e reprodutiveis, oferecendo uma base sélida para a analise dos mecanismos das crises

convulsivas e a avaliagdo de intervengdes terapéuticas em modelos pré-clinicos de epilepsia.

3. BASES NEUROANATOMICAS E NEUROQUIMICAS DAS CRISES
CONVULSIVAS E DA EPILEPSIA.

A epilepsia é uma desordem neurolégica caracterizada por uma disfuncdo na atividade
elétrica cerebral, resultando em descargas neuronais simultdneas que culminam em crises
convulsivas (Beghi, 2020; Scheffer et al.,, 2017). Na base desse fendmeno esta a hiperexcitabilidade
neuronal, desencadeada por um desequilibrio entre o neurotransmissor excitatério glutamato e o
inibitdrio acido gama-aminobutirico (GABA). Essa disfunc¢do reduz o limiar convulsivo e provoca
a superestimulacdo de receptores glutamatérgicos, como NMDA e AMPA, um processo central na
epileptogénese (Treiman, 2001; Rogawski et al, 2001). O resultado é a excitotoxicidade:
despolarizagdo excessiva dos neurdnios e influxo intenso de calcio, ativando vias que podem levar
a disfuncao e morte celular (McNamara et al., 1988).

No entanto, a hiperexcitabilidade de neuro6nios isolados nao é suficiente para gerar uma
crise. E necessaria a hipersincronia, fenémeno em que grandes redes neuronais disparam de
forma sincronizada em tempo e frequéncia. Assim, a combinagdo entre hiperexcitabilidade
individual e hipersincronia de redes neuronais é o que efetivamente desencadeia as crises
convulsivas (Britton; Benarroch, 2006; Fisher et al.,, 2017).

Crises recorrentes provocam alteracées neuroanatémicas e neuroquimicas significativas,
sendo a esclerose hipocampal (EH) uma das consequéncias mais comuns. A EH caracteriza-se pela
perda neuronal e gliose, afetando principalmente as regides CA1 e CA3 do hipocampo (Krook et

al,, 2015; Thom, 2004). Estruturas como hipocampo, amigdala e cortex piriforme apresentam alta
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suscetibilidade, tornando a EH é uma marca registrada da epilepsia do lobo temporal (ELT), tipo
mais frequente de epilepsia focal, especialmente em casos refratarios que podem requerer
intervencao cirurgica (Engel, 2013; Cendes et al., 1993).

O dano neuronal na ELT nao se limita ao hipocampo, estendendo-se a regides vizinhas
como giro para-hipocampal, uncus e amigdala, bem como a areas distantes. Estudos apontam
reducdo do volume taldmico, atrofia cerebelar e afinamento da substancia cinzenta em lobos
temporais, cingulo posterior e talamo (Menassa; Sloan; Chance, 2017; Cormack et al., 2005; Cooper
et al,, 1976). Essas alteragdes estruturais acompanham mudancas neuroquimicas, como aumento
de creatina e N-acetil aspartato e reducao de colina no hipocampo de pacientes com ELT (He et al.,
2021; Hammen; Kuzniecky, 2012).

Por fim, essas modificagdes estruturais e quimicas manifestam-se como déficits funcionais
relevantes. A atrofia do sistema limbico e a diminui¢do de colina, neurotransmissor vital para a
comunicacao neuronal, estdo diretamente associadas a prejuizos na memoria verbal, de curto
prazo e no aprendizado espacial, sendo que alteracdes cognitivas sao frequentes em pacientes com

epilepsia crénica (Lamberink et al., 2020; Xiao et al., 2023).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

O modelo de convulsao induzida por agentes quimicos é amplamente utilizado em
pesquisas pré-clinicas para investigar a excitabilidade neuronal e avaliar respostas farmacolégicas
em crises agudas. Ele permite estudar de forma controlada como diferentes farmacos podem
atenuar ou prevenir episddios convulsivos, fornecendo dados importantes para a otimizacao de
tratamentos (Erkiil, Arihan, 2015; Li et al.,, 2021).

Além disso, o modelo possibilita examinar alteragdes neuroquimicas e estruturais
associadas a convulsdes intensas, incluindo desequilibrios entre neurotransmissores excitatdrios
e inibitorios e estresse oxidativo, que podem resultar em déficits cognitivos e comportamentais
semelhantes aos observados em pacientes com epilepsia (Li etal.,, 2021; Moshe et al., 1981). Essas
andlises ajudam a relacionar eventos convulsivos agudos a repercussodes funcionais, oferecendo
uma perspectiva translacional valiosa para a compreensao da doen¢a em humanos.

O modelo quimico também é util para investigar mecanismos de neuroprotecdo e
potenciais efeitos adversos de medicamentos, permitindo avaliar a capacidade de intervencdes
farmacolégicas em modular a excitabilidade neuronal e reduzir complica¢des associadas a crises
severas (Erkil, Arihan, 2015; Li et al., 2021). Essa abordagem contribui para o desenvolvimento

de terapias mais seguras e eficazes.
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De forma geral, o modelo de convulsdo induzida por agentes quimicos se destaca por gerar
dados robustos e aplicaveis clinicamente, consolidando-se como uma ferramenta essencial na
pesquisa pré-clinica para entender os mecanismos biolégicos das crises e aprimorar estratégias

terapéuticas em epilepsia.

5. LIMITACOES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Os modelos de convulsdo aguda induzida por agentes quimicos, como pentilenotetrazol
(PTZ), pilocarpina e acido cainico, sdo amplamente utilizados na pesquisa pré-clinica devido a sua
capacidade de induzir crises de forma rapida e reprodutivel. No entanto, esses protocolos
apresentam diversas limita¢des e desafios metodoldgicos que podem impactar a confiabilidade e
a interpretacao dos resultados.

Um dos principais desafios é a variabilidade individual na resposta aos agentes
convulsivantes, que pode ser influenciada por fatores como idade, sexo, peso corporal e histérico
de estresse do animal (Yuskaitis et al., 2021). Essa heterogeneidade requer amostras maiores e
rigoroso controle experimental para garantir a consisténcia dos dados.

A mortalidade elevada durante protocolos que utilizam doses mais altas ou agentes mais
potentes constitui outro desafio significativo. Animais podem nao sobreviver a crises severas, o
que afeta a andlise estatistica e levanta questdes éticas importantes, exigindo monitoramento
constante e definicao clara de limites experimentais (Loscher, 2011).

Além disso, a padronizac¢do dos protocolos incluindo dose, via de administragao, tempo de
observacao e critérios para classificacdo das crises € crucial para assegurar a comparabilidade
entre estudos. Pequenas diferengas nessas variaveis podem alterar drasticamente os resultados,
limitando a replicabilidade (McCandless & Finesmith, 2008).

Outra limitacdo metodologica é que esses modelos reproduzem principalmente crises
agudas, dificultando a analise de processos cronicos de epileptogénese e da progressao da doenca,
o que restringe o estudo de mecanismos de epilepsia refrataria ou epileptogénese lenta (Yuskaitis
etal,, 2021).

Por fim, a avaliagdo comportamental das crises, embora essencial, estd sujeita a
subjetividade dos observadores e a influéncias ambientais, como ruido ou manejo inadequado,
que podem interferir na laténcia, durac¢do e gravidade das crises (McCandless & Finesmith, 2008).

Esses desafios metodoldgicos reforcam a necessidade de protocolos cuidadosamente
planejados, treinamento adequado dos pesquisadores e controle rigoroso de variaveis bioldgicas
e ambientais, garantindo que os dados obtidos sejam confiaveis, reprodutiveis e relevantes para a

pesquisa pré-clinica em epilepsia.
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RESUMO

O teste do rota-rod é uma ferramenta
neurocomportamental amplamente utilizada
para avaliar a coordenacdo motora, equilibrio,
aprendizado motor e resisténcia fisica em
modelos animais, como camundongos e ratos.
Introduzido por Jones e Roberts em 1968, ele
consiste em colocar o animal sobre um cilindro
rotativo e medir a laténcia até a queda, sendo
sensivel a alteragdes no sistema neuromotor. E
um método crucial para estudar doencas
neurodegenerativas, como a Doen¢a de
Parkinson e a esclerose multipla, e para avaliar os
efeitos de drogas neuroativas e tratamentos
terapéuticos. Além disso, o teste pode ser
realizado com modos de rotagdo constante ou
progressiva, permitindo a deteccdo de déficits
motores leves ou mais graves. As variaveis que
influenciam o desempenho, como a linhagem
genética, idade, sexo e peso do animal, devem ser
controladas para garantir a validade dos
resultados. O teste é simples, econdmico e fornece
dados quantitativos confiaveis.

Palavras-chave: Teste do rota-rod, coordenacao
motora, doengas neurodegenerativas,
aprendizado motor.

ABSTRACT

The rota-rod test is a widely used
neurobehavioral tool to assess motor
coordination, balance, motor learning, and
physical endurance in animal models, such as
mice and rats. Introduced by Jones and Roberts in
1968, it involves placing the animal on a rotating
cylinder and measuring the latency until it falls,
making it sensitive to alterations in the
neuromotor system. It is a crucial method for
studying neurodegenerative diseases such as
Parkinson's disease and multiple sclerosis, as
well as evaluating the effects of neuroactive drugs
and therapeutic treatments. Additionally, the test
can be performed with constant or progressive
rotation modes, allowing the detection of mild or
more severe motor deficits. Variables that
influence performance, such as genetic lineage,
age, sex, and animal weight, must be controlled to
ensure the validity of results. The test is simple,
cost-effective, and provides reliable quantitative
data.

Keywords: Rota-rod test, motor coordination,
neurodegenerative diseases, motor learning.
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1. INTRODUCAO

O teste do rota-rod, ou teste da barra giratéria, ¢ um dos métodos mais utilizados na
neurociéncia experimental para a avaliacdo da coordenagdo motora, equilibrio, aprendizado e
resisténcia fisica em modelos animais, especialmente roedores. Desde sua introdugdo por Jones e
Roberts em 1968, o rota-rod tornou-se um instrumento classico e amplamente empregado em
laboratorios do mundo inteiro, sendo considerado um teste robusto, sensivel e relativamente
simples de executar (Jones & Roberts, 1968).

O principio do teste consiste em colocar o animal (geralmente camundongo ou rato) sobre
um cilindro horizontal que gira continuamente ou com aceleragdo progressiva. O principal
parametro medido é alaténcia até a queda, ou seja, o tempo em que o animal consegue
permanecer equilibrado no cilindro antes de cair. Esse tempo é diretamente relacionado a
integridade do sistema neuromotor, ao equilibrio e, em sessdes repetidas, a capacidade de
aprendizado motor do animal.

Além de ser utilizado em modelos de doengas neurodegenerativas como Parkinson,
esclerose multipla e ataxias hereditarias, o teste também é empregado para avaliar os efeitos
colaterais de medicamentos, investigar a toxicidade de compostos neuroativos e estudar a
recuperacao motora apoés lesdes traumaticas no sistema nervoso central (Shiotsuki et al., 2010;
Luong et al., 2022).

A simplicidade do teste é uma das razdes de sua popularidade. No entanto, apesar de sua
aparéncia simples, ele permite a coleta de dados quantitativos precisos e a analise de parametros
variados, desde a performance basal até a evolugdao do desempenho ao longo do tempo. Isso torna
o rota-rod uma ferramenta essencial na avaliacdo funcional de modelos experimentais que
envolvem alteracdes motoras.

Segundo estudos recentes, as capacidades deste teste tém sido ampliadas com a introdugao
de novas tecnologias, como analise de video e sensores automaticos, que permitem mensurar ndo
apenas o tempo até a queda, mas também aspectos mais detalhados do comportamento motor

(Shiotsuki et al., 2010; Takeshita et al., 2023).

2. FUNDAMENTO TEORICO

O teste de rota-rod é uma ferramenta que permite avaliar diferentes aspectos do
desempenho motor em modelos animais, principalmente camundongos e ratos. O sucesso no teste

depende da integracdo precisa de multiplos sistemas fisioldgicos, como o sistema nervoso central,
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a musculatura esquelética, e os mecanismos de propriocepcao e equilibrio. A queda do animal do
cilindro giratério pode ocorrer por fadiga muscular, perda de equilibrio ou falhas na coordenacgao
motora fina. Estudos demonstram que o rota-rod é sensivel para detectar déficits em coordenagao
e equilibrio ap6s lesdes cerebrais (HAMM; PIKE; O’'DELL et al., 1994), além de também medir
resisténcia/fadiga motora em protocolos que aumentam progressivamente a velocidade ou
duracdo (MA et al., 2024). Protocolos descritos em “Assessment of Motor Coordination and
Balance in Mice Using the Rotarod” mostram que o teste exige nao s6 forca e coordenag¢do, mas
também ajustes posturais finos e equilibrio dinamico (Curr. Protoc. Mouse Biol., 2012).

A manutengao do equilibrio sobre um cilindro rotativo envolve a ativagdo de circuitos
neurais complexos. O cerebelo desempenha um papel central na regulagdo da postura e na
corre¢do continua de movimentos para evitar a queda, enquanto o trato corticospinal e as vias
descendentes controlam a coordena¢do dos movimentos finos (Shiotsuki et al, 2010). Ja
a propriocepcdo permite que o animal perceba a posicdo de seu corpo no espago e ajuste
dinamicamente sua postura.

Com sessdes repetidas, é possivel avaliar ndo apenas a coordena¢do motora basal, mas
também o aprendizado motor, que se manifesta pelo aumento progressivo da laténcia até a queda.
Esse aprendizado envolve mecanismos de plasticidade sinaptica, particularmente no cerebelo e
no cortex motor, sugerindo a participacao de processos semelhantes aos da memoria motora
(Shiotsuki et al., 2010).

Estudos demonstraram que animais submetidos a sessoes diarias de rotarod apresentam
melhora no desempenho, indicando aquisicdo de memdria motora e adaptacdo neuromuscular
(Shiotsuki et al., 2010). Essa propriedade do teste permite avaliar tanto condi¢ées que causam
déficits motores quanto alteracdes no processo de aprendizado motor.

0 desempenho no rota-rod reflete a fungdo de diversos sistemas fisioldgicos, conforme
descrito na tabela 1 (Shiotsuki et al., 2010).

Tabela 1 - Relacdo do teste de rota-rod nos sistemas fisiolégicos

Parametro Descricido

Sistema Nervoso Central Cerebelo, coértex motor, ntcleos da base e vias motoras
descendentes

Sistema Musculoesquelético Forga muscular e resisténcia fisica

Sistema Sensorial Propriocepcao e integracdo sensorial
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O uso do rota-rod se destaca pela capacidade de fornecer dados reprodutiveis sobre a
funcao motora de modelos experimentais de doengas humanas. Por essa razao, ele é amplamente
empregado em pesquisas pré-clinicas relacionadas a:

e Doenca de Parkinson

e Ataxias hereditarias

e Esclerose lateral amiotroéfica

e Esclerose multipla

e Lesdo medular

e Toxicidade induzida por drogas

Além disso, o rotarod é utilizado para avaliar intervencdes terapéuticas, como farmacos
neuroprotetores ou terapias celulares, permitindo monitorar tanto a perda de fun¢dao quanto a
recuperagao motora ao longo do tempo (Takeshita et al., 2023).

O teste pode ser influenciado por fatores como: nivel de ansiedade do animal; peso e idade;
sexo e linhagem genética; motivacao e comportamento. Essas variaveis devem ser consideradas
no desenho experimental para evitar interpretacdes erroneas dos resultados (Luong et al., 2011;
Takeshita et al., 2023).

A escolha da espécie e da linhagem animal é um fator critico na execucao e interpretacao
do teste de rota-rod. Camundongos e ratos sdo as espécies mais frequentemente utilizadas devido
a sua facilidade de manejo, tamanho corporal adequado para o equipamento e a ampla
disponibilidade de modelos genéticos experimentais. No entanto, diferentes linhagens
apresentam variagdes significativas no desempenho motor, no aprendizado e na resposta ao
treinamento, o que precisa ser cuidadosamente considerado no delineamento experimental.
Estudos demonstram que linhagens distintas, como C57BL/6], DBA/2] e BALB/cBy], apresentam
desempenhos diferenciados tanto em coordenacao motora quanto em aprendizagem motora no
rota-rod (MCFADYEN et al, 2003). Outras pesquisas confirmam que fatores genéticos e de
linhagem influenciam o desempenho motor, a coordenacao e até a resposta ao estresse em tarefas
de equilibrio (AMBROZIAK et al,, 2021; CHESLER et al, 2015; FIORILLO et al, 2018). Esses
achados reforcam a importancia de selecionar cuidadosamente a espécie e a linhagem mais
adequadas ao objetivo do estudo, considerando que diferencas genéticas podem afetar
substancialmente os resultados obtidos.

Os camundongos sdo a principal espécie utilizada em protocolos de rota-rod, sobretudo
pela disponibilidade de linhagens geneticamente modificadas que permitem estudar doencas

humanas especificas, como as ataxias hereditarias, a doenga de Parkinson e as doencas
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desmielinizantes (Carter et al., 2001; Deacon, 2013). Estudos demonstram que ratos, em geral,
conseguem permanecer mais tempo no cilindro rotatério do que camundongos, devido ao seu
maior tamanho corporal e maior for¢ca muscular (Carter et al., 2001).

Além disso, variaveis como idade, sexo e peso corporal também impactam o resultado do
teste de rotarod. Animais jovens, por exemplo, geralmente apresentam melhor coordenacgao e
resisténcia do que animais idosos, enquanto o desempenho pode diferir entre machos e fémeas
dependendo da linhagem (Takeshita et al., 2023).

Por essas razodes, recomenda-se uma padronizacao rigorosa dos protocolos e a escolha

adequada da linhagem para que os resultados sejam reprodutiveis e cientificamente validos.

3. METODOLOGIA DO TESTE
3.1. EQUIPAMENTO

0 equipamento basico para o teste de rotarod consiste em um cilindro giratério horizontal,
com diametro e textura adequados para que o animal possa se equilibrar sem escorregar ou ser
arremessado. Ja existem versdes automatizadas do aparelho, com sensores para registro preciso
do tempo de permanéncia do animal no cilindro, aumentando a reprodutibilidade do teste
(Shiotsuki et al.,, 2010).

Com base em configuragdes de fabricantes e descri¢des técnicas, por exemplo Ugo Basile
usa-se vardes de ~3 cm de didmetro para camundongos e ~6 cm para ratos, com pistas divididas
(flanges) e texturizacao superficial para proporcionar aderéncia adequada (Ver Catalogo Ugo
Basile; Lewis, 2018).

A altura do cilindro em relagdo a base costuma ser de 30 a 50 cm, e o solo deve ser
acolchoado para evitar lesdes em caso de quedas frequentes (Shiotsuki et al., 2010).

Figura 1 - Esquema ilustrativo do aparelho Rota-Rod utilizado em experimentos com roedores.

Fonte: DataBase Center for Life Science (DBCLS). Rota-Rod apparatus illustration, 2024. Disponivel em:
[[File:201407 rotarod test.png|201407_rotarod_test]]. Licenca: CC BY 4.0.
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3.2. MODOS DE ROTACAO

Existem dois modos principais de execugdo do teste:
e Velocidade constante: O cilindro gira a uma velocidade fixa, por exemplo, 16 ou 20
rpm. Esse modelo é ttil para detectar alteracdes motoras em testes rapidos.
e Aceleracdo progressiva: O cilindro acelera de forma continua, por exemplo, de 4
rpm a 40 rpm em 5 minutos, o que permite avaliar a resisténcia e a capacidade
adaptativa do animal ao aumento do desafio motor (Luong et al., 2011).
0 modo acelerado é mais sensivel para detectar déficits motores sutis, enquanto o modo
constante é mais adequado para triagens rapidas e avaliagdes de lesdes mais graves (Shiotsuki et

al, 2010).

4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A execugao adequada do teste de rota-rod requer um protocolo rigoroso que minimize a
variabilidade e maximize a reprodutibilidade dos dados. O protocolo basico inclui uma fase

de treinamento, seguida da fase de teste experimental.

4.1. FASE DE TREINAMENTO

O treinamento é fundamental para reduzir a variabilidade individual, especialmente nos
primeiros dias de exposicdo ao rota-rod. Durante essa fase, os animais aprendem a permanecer
sobre o cilindro, o que facilita a avaliagdo do desempenho real nos testes subsequentes.
Recomenda-se realizar o treinamento por 3 a 5 dias consecutivos, com 2 a 4 tentativas por dia, em
velocidades baixas e constantes (por exemplo, 4-8 rpm), aumentando progressivamente a

dificuldade (Takeshita et al., 2023).

4.2. FASE DE TESTE

Apés o treinamento, realiza-se o teste experimental, com rotacdo constante ou
progressivamente acelerada. Sdo feitas de 2 a 5 repeti¢cdes por dia, com intervalos de 10 a 15
minutos entre os testes, para evitar fadiga (Takeshita et al., 2023). Se o animal cair antes do tempo
estipulado (ex.: antes de 300 segundos), a laténcia até a queda é registrada. Caso o animal
permaneca no cilindro durante todo o periodo, o teste é encerrado e considera-se o tempo

maximo.

128 CAPITULO X



4.3. REPOSICAO POS-QUEDA

Em alguns protocolos, os animais sdo reposicionados no cilindro ap6s cada queda até
completar o tempo total da sessao (por exemplo, 5 minutos), o que permite avaliar ndo apenas a
laténcia média, mas também o niimero de quedas e o tempo maximo continuo em cada tentativa

(Takeshita et al., 2023).

5. PARAMETROS AVALIADOS

0 parametro mais utilizado no teste de rotarod é alaténcia até a queda. No entanto,
protocolos mais sofisticados podem avaliar outros aspectos do desempenho motor, permitindo
uma avaliacdo mais completa e sensivel, especialmente em modelos de lesdo neurolégica leve ou
doencas progressivas, conforme descrito na tabela 2 (Takeshita et al., 2023).

Tabela 2 - Parametro avaliados no teste de rotarod

Parametro Descricao

Laténcia até a queda Tempo até o animal cair do cilindro

Numero de quedas Numero total de quedas em uma sessdo

Tempo maximo continuo Tempo mais longo continuo sem cair

Distancia percorrida Distancia total percorrida no cilindro

Curva de aprendizado Andlise da melhora ou piora do desempenho ao longo das
sessoes

6. APLICACOES EM PESQUISAS

O teste de rota-rod é amplamente utilizado em diversas areas da pesquisa biomédica:
e Doengas Neurodegenerativas
Modelos animais de Doenca de Parkinson, Ataxias cerebelares e Esclerose
Multipla apresentam diminuicdo da laténcia no rotarod, sendo esse um dos primeiros sinais de
disfuncdao motora detectavel (Shiotsuki et al., 2010; Takeshita et al., 2023).
e Lesdes Traumaticas
Em modelos de traumatismo cranioencefalico leve, o protocolo modificado de rotarod
permite detectar déficits motores sutis, que ndo sdo facilmente captados por outros testes
(Takeshita et al., 2023).
e Avaliacdo de Farmacos e Neurotoxicidade
O rotarod é utilizado para testar efeitos colaterais motores de novos medicamentos, como
sedativos ou drogas neuroativas. Também é usado em estudos de toxicidade induzida por

quimioterapicos ou drogas recreativas (Luong et al., 2011).
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7. VANTAGENS E LIMITACOES
7.1. VANTAGENS

e Simplicidade de execuc¢do

e Alta sensibilidade para déficits motores

e Custo relativamente baixo em compara¢do com sistemas sofisticados de analise
motora

e Aplicavel em diversas areas da pesquisa biomédica

7.2. LIMITACOES

¢ Influéncia de fatores como ansiedade e motivacdo do animal
e Necessidade de treinamento prévio para reduzir variabilidade
e Possibilidade de comportamentos como “passive rotation” (o animal se agarra ao
cilindro sem caminhar)
e Diferencas entre linhagens e “substrains” podem gerar resultados inconsistentes se
nao forem controladas adequadamente (Takeshita et al., 2023; Luong et al., 2011)
O teste de rota-rod é considerado de baixo impacto ético, pois ndo causa dor ou dano direto
ao animal. No entanto, quedas frequentes podem gerar estresse ou pequenos traumas, sendo

importante utilizar piso acolchoado e limitar o nimero de quedas por sessao.

8. CONSIDERACOES GERAIS

O teste de rota-rod se consolidou como uma ferramenta essencial na avaliacdo da fung¢ado
motora em modelos experimentais de diversas condi¢des neuroldgicas. Sua simplicidade,
sensibilidade e baixo custo tornam-no uma escolha popular para pesquisadores que investigam
desde doengas neurodegenerativas, como Parkinson e esclerose multipla, até os efeitos de
medicamentos e intervenc¢des terapéuticas. No entanto, sua eficacia depende de um controle
rigoroso de variaveis experimentais, como o comportamento do animal, a linhagem genética e as
condi¢des ambientais.

Embora o rota-rod seja um método robusto, é importante reconhecer suas limita¢des, como
a influéncia de fatores como a motivacdo e a ansiedade do animal, que podem interferir nos
resultados. A padronizacao dos protocolos e a escolha cuidadosa do modelo animal sdo cruciais
para garantir a reprodutibilidade e validade dos dados obtidos. Assim, o teste de rota-rod continua

sendo uma ferramenta valiosa na pesquisa pré-clinica, mas deve ser complementado com outros
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métodos de avaliagdo para uma analise mais abrangente do comportamento motor em modelos

experimentais.
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RESUMO

A anedonia, caracterizada pela reducao ou perda
da capacidade de sentir prazer, é um sintoma
presente em diversas doengas neurobiolégicas,
como depressdo, esquizofrenia e doenca de
Parkinson, e estd relacionada a alteragdes na
liberagdo de dopamina e na densidade neuronal
em regides especificas do cérebro. Em modelos
pré-clinicos, o teste de preferéncia por sacarose
(TPS) é considerado o padrao-ouro para
mensurar anedonia em roedores, permitindo
avaliar tanto o estado aneddnico quanto a eficacia
de intervencdes farmacolégicas. O TPS consiste
na livre escolha entre dgua e solucdo agucarada,
quantificando a preferéncia do animal como
indicador do valor de recompensa. Protocolos
incluem fases de habituacio, calculo de consumo
basal e aplicacdo de manipula¢des experimentais,
como indu¢do de estresse ou doencas
neurobioldgicas. A interpretacdo dos resultados
deve considerar fatores como sexo, ciclo
circadiano e privacdo de dgua e alimento, que
podem influenciar a ingestao e comprometer a
reprodutibilidade. Do ponto de vista
neurobioldgico, o prazer estd mediado pelo
sistema de recompensa mesolimbico, envolvendo
a area tegmentar ventral, nicleo accumbens e
cortex pré-frontal, com a dopamina sendo o
principal neurotransmissor responsavel pelo
efeito reforcador. A integracdo do TPS com
parametros ndo invasivos, como a variabilidade
da frequéncia cardiaca, amplia sua relevancia

translacional, permitindo inferir estados
aneddnicos em animais e humanos, contribuindo
para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas seguras e eficazes.

Palavras-chave: Anedonia. Prazer. Sistema
Recompensa. Neurotransmissores. Modelos
animais.

ABSTRACT

Anhedonia, characterized by a reduced or
complete loss of the ability to feel pleasure, is a
symptom found in several neurobiological
diseases, such as depression, schizophrenia, and
Parkinson's disease. This condition is associated
with changes in dopamine release and neuronal
density in specific brain regions. In preclinical
models, the sucrose preference test (SPT) is
considered the gold standard for measuring
anhedonia in rodents. This test allows for the
evaluation of both anhedonic states and the
effectiveness of pharmacological interventions.
The SPT involves giving the animal a free choice
between water and a sugar solution, with their
preference for the sugar serving as an indicator of
reward value. Test protocols typically include
phases of habituation, calculation of baseline
consumption, and the application of experimental
manipulations, such as inducing stress or
neurobiological diseases. When interpreting the
results, it's crucial to consider factors like sex,
circadian rhythm, and food/water deprivation, as
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these can influence intake and compromise expands its translational relevance. This

reproducibility. From a  neurobiological combined approach allows for inferences about
perspective, pleasure is mediated by the anhedonic states in both animals and humans,
mesolimbic reward system, which involves the ultimately contributing to the development of
ventral tegmental area, nucleus accumbens, and safe and effective therapeutic strategies.
prefrontal cortex. Dopamine is the primary

neurotransmitter responsible for this reinforcing Keywords: Anhedonia. Pleasure. Reward system.
effect. Integrating the SPT with non-invasive Neurotransmitters. Animal models.

parameters, such as heart rate variability,

1. INTRODUCAO

Diversas atividades essenciais a vida, como alimentar-se, hidratar-se e reproduzir-se, sdo
naturalmente prazerosas. Esse prazer atua como um mecanismo de refor¢o positivo do sistema
de recompensa, deixando marcas no cérebro que mantém no individuo o desejo de repetir tais
acoes (Atance, 2003). No entanto, doencas como depressao, esquizofrenia e doenga de Parkinson
podem comprometer esse sistema, seja por alteragcdes na liberacao de dopamina ou pela redugdo
da densidade neuronal em regides especificas, afetando diretamente a capacidade de sentir prazer
(Liu et al., 2018; Mateus-Pinheiro et al., 2014; Scheggi et al., 2018). Essa diminuicao, ou até mesmo
a perda completa, da sensacdo de prazer em atividades antes gratificantes ¢ denominada
anedonia.

A mimetizacdo e a mensuracdo de transtornos psiquiatricos e neurolégicos em roedores
sao tarefas complexas, com diversas barreiras que dificultam o diagnéstico e a interpretacao
translacional (Liu et al., 2018). Apesar disso, a investigacao da anedonia em animais desempenha
um papel fundamental, pois permite avaliar experimentalmente seus mecanismos
neurobioldgicos, além de validar potenciais abordagens terapéuticas. Neste contexto, o teste de
anedonia em roedores se destaca por ser de execucdo relativamente simples, especialmente
quando envolvem estimulos alimentares ou solu¢cdes adocicadas, que sdo de facil manipulacdo e
quantificacdo (Mateus-Pinheiro et al., 2014; Scheggi et al., 2018).

Entre esses modelos, o teste de preferéncia por sacarose (Sucrose Preference Test, SPT) é o
mais amplamente utilizado e considerado o padrao-ouro para a avaliacao de anedonia em ratos e
camundongos (Willner, 2016). Trata-se de um teste comportamental baseado no paradigma de
duas garrafas, no qual se quantifica a preferéncia, ou sua reducado, por uma solugdo de sacarose
em relacdo a agua. Esse modelo é altamente fidedigno na identificacdo de estados anedonicos,
sendo amplamente aplicado em pesquisas pré-clinicas de transtornos psiquiatricos e
particularmente relevante na avaliacdo de substancias antidepressivas e antipsicoticas que

modulam o circuito de recompensa (Primo et al., 2023).
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Diante disso, o objetivo deste capitulo é apresentar em detalhe o protocolo experimental
do teste de preferéncia por sacarose (TPS), discutir as bases neurofisiolégicas da anedonia e do
sistema de recompensa, e analisar as principais aplicacoes, limitacdes e perspectivas futuras desse

modelo.

2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL DO TESTE DE PREFERENCIA POR
SACAROSE (TPS)

A anedonia pode ser investigada em diferentes espécies, como humanos, suinos e até o
zebrafish, mas os modelos mais utilizados sdo os ratos e camundongos. (Figueroa et al., 2015;
Fontana et al., 2018; Ellenbroek & Youn, 2016). O teste de preferéncia por sacarose (TPS) é o mais
empregado para identificar e quantificar a capacidade de sentir prazer em roedores, sendo até
hoje considerado o padrao-ouro devido a sua alta confiabilidade (Willner, 2016).

O TPS foi desenvolvido com base na suposi¢cdo de que a reducdo do consumo de substancias
normalmente palataveis, em comparagdo ao grupo controle, indica um estado aneddnico (Liu et
al,, 2018). O teste se baseia na livre escolha do animal entre 4gua pura e uma solucao agucarada,
considerando que a preferéncia pela substancia agucarada é proporcional a sensacdo de prazer
(Fonseca-Rodrigues et al., 2022).

Para a realizacao do TPS, o animal é colocado em uma caixa de acrilico na qual ja foi
previamente habituado, contendo duas garrafas de agua nas extremidades, como ilustrado na
Figura 1. Uma das garrafas contém dgua pura e a outra uma solucdo de sacarose. Apés um periodo
determinado, o consumo de cada solucao é quantificado, medindo-se o volume antes e apds o teste.
A preferéncia pela solu¢ao acucarada € calculada pela razao entre o consumo da solucao acucarada
e o consumo total (Eq. 1); quanto maior o valor, maior a sensac¢ao de prazer (Mateus-Pinheiro et
al,, 2014).

Figura 1 - Representacio do teste de preferéncia por sacarose.

Fonte: Proprio autor ( bioRender, editada). Ano 2025
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Equacdo 1 - Equacao de preferéncia por sacarose.

o ingestdo de sacarose
Preferéncia de sacarose = - — - — . x 100
ingestdo de sacarose + ingestao de agua

A anedonia é um sintoma comum para varios transtornos psiquiatricos e neurobioldgicos,
por isso o protocolo experimental do TPS varia muito de acordo com o delineamento experimental
e do objetivo de cada investigacdo. Primo et al.(2023), fez uma revisao no qual é possivel observar
além das diferencas metodologicas que o TPS segue um passo a passo geral. Inicialmente, os
animais passam por uma fase de treino ou habituagdo, na qual sao expostos a duas garrafas
idénticas contendo apenas agua. Essa etapa garante que reconhecam ambas como fontes de
liquido. Em alguns protocolos, antes dessa fase, os animais sdo submetidos a curtos periodos de
privacdo de agua e alimento (12 a 24 horas) ou a condi¢des de iluminagao clara.

Na etapa seguinte, realiza-se a habituacdao com solucdo de sacarose (1-2%), o que permite
o calculo de um consumo basal, servindo de referéncia individual para comparag¢des posteriores.
Ap6s a habituacao, aplica-se a manipulacdo experimental de interesse: por exemplo, a inducao de
depressao por estresse cronico imprevisivel (com protocolos que incluem iluminacgdo irregular,
gaiola inclinada, cama imida, privacdo alimentar, entre outros) (Liu et al., 2018), ou a indugdo de
Parkinson/esquizofrenia por meio de cirurgia estereotaxica (Matheus, 2015). Em seguida, realiza-
se um novo TPS, frequentemente apds privacao prévia de agua e alimento, e os resultados sao
comparados ao consumo basal e ao grupo controle. Redugdes significativas na preferéncia pela
sacarose sdo interpretadas como evidéncia de anedonia.

Quanto maior o consumo da solucao adocicada, maior a sensacdo de prazer atribuida ao
estimulo; quanto menor o consumo, mais evidente o estado anedonico. Essa quantificacao é
essencial para os estudos farmacoldgicos, pois permite avaliar a eficacia de tratamentos. Apos a
inducdo da anedonia, aplica-se o protocolo terapéutico ao animal e, em seguida, realiza-se um
novo TPS. O aumento da preferéncia pela solucdo de sacarose em relacdo ao grupo nao tratado
indica que a substancia testada apresenta efeito terapéutico sobre a anedonia. Assim, o TPS
fornece uma medida robusta da acao de fArmacos, permitindo verificar se o tratamento promove
recuperacao parcial ou completa da anedonia, além de oferecer parametros sobre a poténcia e a
relevancia farmacoldgica da intervengdo no contexto experimental.

Apesar da alta confiabilidade do teste e do passo a passo preconizado por Willner et al.

(1987), diversos fatores podem influenciar diretamente os resultados do TPS. Fatores
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importantes incluem o ciclo circadiano e o sexo; por exemplo, animais estressados apresentam
reducdo no consumo de sacarose, enquanto fémeas consomem mais do que machos (Antoniuk et
al,, 2019; Albert et al,, 2015). A privacdo de agua e alimento também é discutida entre os autores.
Alguns sugerem que a privacao de 24 horas pode enviesar os resultados, pois o animal passa a
buscar qualquer liquido para saciar a sede (Primo et al., 2023; He et al., 2020).

De modo geral, o TPS é um protocolo experimental muito util para a mensura¢do da
anedonia, porém exige padronizacdo e controle rigoroso de fatores externos para garantir a
confiabilidade dos resultados nos grupos experimentais. O TPS é considerado um teste excelente
por ser simples, barato e representar adequadamente os efeitos farmacoldgicos, sendo um dos

métodos mais utilizados na avaliagdo da anedonia em modelos pré-clinicos.

3. BASE NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA DO TESTE DE
PREFERENCIA POR SACAROSE

3.1. CIRCUITO PALADAR CEREBRO

Existem duas vias sensoriais do paladar no cérebro: a gustativa e a hedoénica. O
processamento sensorial inicia-se com a inervacdo vagal, que leva os sinais ao nucleo do trato
solitario (NTS), onde os neur6nios projetam-se para o nucleo parabraquial (NPB). A partir do NPB,
as duas vias seguem trajetorias distintas: a via gustativa projeta-se para o ntcleo taldmico ventro
posteromedial e, em seguida, para o cortex gustativo primadrio; ja a via hedonica projeta-se para o
hipotalamo e o prosencéfalo ventral, convergindo diretamente nos neurénios dopaminérgicos do
circuito de recompensa, incluindo o nucleo accumbens e a drea tegmentar ventral (Lundy et. al.,
2004).

Estudos iniciais demonstraram que o valor hedoénico da solu¢ao agucarada é proporcional
a concentracao de sacarose e a privacdo de alimento. Logo quanto mais doce e quanto maior tempo
de jejum, maior o valor hedonico da solu¢do agucarada, por isso é fundamental a padroniza¢ao no

delineamento experimental do TPS (Davis et al, 1973; Booth et al.,, 1972).

3.2. CIRCUITO RECOMPENSA

O sistema de recompensa é um circuito neural composto por diversas regides cerebrais,
responsavel pela liberacdo de dopamina e pela formag¢do de marcas neurais que induzem o desejo
de repetir experiéncias associadas a essa liberacdo. Entre as principais estruturas envolvidas estdo
o feixe prosencefalico medial, a drea tegmentar ventral (ATV), o hipotdlamo lateral e regides do

cortex pré-frontal. O feixe prosencefalico medial é formado por fibras mielinizadas que conectam
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o nucleo accumbens ao hipotalamo e a ATV, constituindo uma das principais vias dopaminérgicas
do encéfalo (Atance, 2003).

A ativacao do sistema de recompensa ocorre por meio de reforcos afetivos positivos, a
partir da convergéncia de estimulos oriundos do cértex pré-frontal (fig. 2.3), do hipotalamo e de
outras regides encefalicas sobre os neurénios dopaminérgicos da ATV (fig. 2.1). O nucleo central
desse sistema estd nas proje¢des dopaminérgicas da ATV para o nucleo accumbens (fig. 2.2)
(Atance, 2003). O sistema de recompensa recebe aferéncias de multiplas regides cerebrais e, por
sua vez, projeta neuronios dopaminérgicos para diferentes areas do encéfalo, de modo que uma
experiéncia prazerosa ou um estimulo reforcador resulta na liberacdo de dopamina em varios
circuitos neurais, amplificando o efeito refor¢ador. Lesdes nessa circuitaria comprometem de
forma significativa o funcionamento do sistema de recompensa (Hajnal et al., 2005).

Figura 2 - Representagio do sistema recompensa. 1. Area Tegmentar Ventral; 2. Nicleo do accumbens; 3.
Cortex pré-frontal.

N

Fonte: Proprio autor ( bioRender, editada). Ano 2025.

Diversas substancias atuam diretamente sobre os neurdnios dopaminérgicos do sistema
de recompensa. A sacarose, aumenta os niveis de dopamina extraneuronal no ntcleo accumbens
(NAc) de forma dependente da concentracao (Hajnal et al., 2004). Apesar de o papel da dopamina
narecompensa ainda ser debatido, ha evidéncias de que a atividade dopaminérgica, especialmente
no sistema mesolimbico, se intensifica diante de estimulos naturalmente preferidos (Salamone,
2003; Wise, 2002). Assim, os aumentos fasicos de dopamina no NAc sdo considerados indicadores
do valor de recompensa (prazer) associado a estimulos como a sacarose.

Esses aumentos transitérios modulam a sinalizacao dopaminérgica em regides estriatais,
ativando preferencialmente receptores D1, de baixa afinidade, enquanto os receptores D2, de alta

afinidade, permanecem estimulados pelos niveis basais de dopamina (Nakanishi et al., 2014). O
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incremento dopaminérgico no NAc, desencadeado pelo consumo de sacarose, confere saliéncia de

incentivo ao alimento, refor¢cando seu valor motivacional (Berridge, 2007).

3.3. BASES NEUROQUIMICAS DO SISTEMA RECOMPENSA.

O principal neurotransmissor associado ao efeito reforcador é a dopamina. O sistema
dopaminérgico atua em diferentes regides cerebrais, modulando multiplas respostas. Sua acdo no
estriado ventral estd diretamente relacionada a conversdo de emocdes em comportamentos
motivados, os quais podem se expressar em atos motores. O nucleo accumbens, por sua vez,
estabelece a conexado entre o sistema limbico e o sistema motor extrapiramidal, transformando
sinais emocionais em respostas motivacionais. Dessa forma, o desejo pode se traduzir em acoes
motoras, compulsivas, quase involuntarias (Galvao, 1999; Atance, 2003).

A regido central do sistema de recompensa é formada pelas conexdes axonais entre o
nucleo accumbens e a ATV, essa é uma regido altamente sensivel a alteragdes funcionais. Na
esquizofrenia, observa-se uma hiperatividade dopaminérgica nessa via, enquanto no Parkinson
ha reducdo da densidade desses neur6nios. Ja na depressao, ocorre uma diminuicdo da expressao
dos receptores dopaminérgicos D2 no ndcleo accumbens e D3 no cértex pré-frontal, todas essas
alteracoes afetam a capacidade de sentir prazer (Atance, 2003; Lemos et al., 2024; Mateus-
Pinheiro et al.,, 2014).

Segundo Atance (2003), as drogas de abuso também atuam nessa regidao central,
promovendo a liberagcdo de dopamina no nucleo accumbens. A cocaina bloqueia a recaptacao da
dopamina no sistema mesocorticolimbico, prolongando a atividade dopaminérgica. Ja as
anfetaminas, além de inibirem a recaptacdo de dopamina e serotonina, aumentam a liberacao de
dopamina nos terminais pré-sinapticos.

Enquanto algumas doengas comprometem o sistema de recompensa a ponto de reduzir a
capacidade de sentir prazer em situacdes antes prazerosas da vida, as drogas de abuso provocam
uma superestimulacdo desse circuito, deixando uma marca profunda e induzindo o desejo
constante por mais estimulo, caracteristica central da dependéncia. Diante dessas peculiaridades,
uma substancia segura e eficaz para o tratamento de doengas neurobiolégicas deve ser capaz de
aumentar a atividade dopaminérgica, mas sem apresentar ou com minimo potencial de causar

dependéncia.
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4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS DO TESTE DE
PREFERENCIA POR SACAROSE

A anedonia é um sintoma comum a diversas doencas neurobiolégicas e se manifesta,
principalmente nos mamiferos, de forma muito semelhante. Dessa forma existem diversas
maneiras de medir a anedonia em diversos grupos de animais, inclusive em humanos (Irons e
Ribot, 1898; Fontana et al., 2018; Ellenbroek & Youn, 2016).

Em 1976, Chapman, Chapman e Raulin desenvolveram escalas de anedonia fisica e social,
destinadas a avaliar a capacidade de experimentar prazer em contextos sensoriais e sociais. Essas
medidas de auto-relato fornecem indices diretos do déficit de prazer e continuam sendo
amplamente utilizadas. No entanto, devido a impossibilidade de comunicacdo verbal entre
humanos e roedores, a aplicacdo direta dessas escalas em modelos animais é inviavel. Por esse
motivo, outros testes comportamentais foram desenvolvidos para melhor descrever e identificar
a anedonia em modelos pré-clinicos (Liu et al., 2018).

O TPS é o protocolo mais utilizado e confidvel para mensurar prazer e diagnosticar
anedonia em roedores (Willner, 2016). No entanto, essa técnica ndo pode ser diretamente
traduzida como método diagndstico em humanos.

Existem parametros atuais que permitem inferir a anedonia tanto em roedores quanto em
humanos. Observou-se que o estado anedodnico associado ao transtorno depressivo maior esta
diretamente relacionado a redugdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) (Maetal.,, 2025).
Assim, a analise da VFC por meio do eletrocardiograma constitui um parametro nao invasivo,
aplicavel tanto em animais quanto em humanos, fornecendo indicios importantes para o

diagndstico de anedonia, além de ser confiavel e seguro para a experimentacao de tratamentos.

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar da alta confiabilidade e ampla utilizacao do teste de preferéncia por sacarose (TPS)
para a mensuracao da anedonia em roedores, a grande diversidade de protocolos e a falta de
padronizacdo entre diferentes grupos de pesquisa ao redor do mundo podem comprometer a
comparacao de resultados (Willner, 2016). Fatores como sexo, horario do dia, duragdo do teste e
a presenc¢a ou nao de restricdo de agua e alimento podem influenciar significativamente os
resultados, prejudicando a reprodutibilidade se ndo forem cuidadosamente controlados ou
descritos (Primo et al., 2023).

Outro ponto crucial é a auséncia de critérios claros no delineamento experimental, o que

pode afetar a confiabilidade do teste e, em alguns casos, torna-lo irreprodutivel. Embora o TPS seja
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um método util e fidedigno, é essencial estabelecer um protocolo padronizado e segui-lo

rigorosamente ao longo de todo o experimento (Primo et al., 2023).

6. CONSIDERACOES FINAIS

O teste de anedonia é fundamental para diagnosticar algumas doengas neurobiolégicas,
tanto no humano quanto nos modelos animais. O TPS se consolidou como padrao-ouro, por ser
confidvel para a avaliagdo da anedonia em modelos pré-clinicos, permitindo a investigacao
detalhada dos mecanismos neurobiolégicos do prazer e da recompensa. Sua aplicagdo em
roedores possibilita ndo apenas a identificacao de estados anedo6nicos, mas também a avaliagao
da eficacia de intervencgoes farmacolégicas, oferecendo dados relevantes sobre a recuperagao da
capacidade de experimentar prazer em diferentes contextos experimentais.

Apesar da alta confiabilidade do TPS, a diversidade de protocolos e a falta de padronizacao
entre grupos de pesquisa ainda representam um desafio importante para a comparabilidade dos
resultados. Fatores como sexo, ciclo circadiano, duragdo do teste e manipulacao prévia de dgua e
alimento podem influenciar diretamente os resultados, reforcando a necessidade de um
delineamento experimental rigoroso e criterioso. O controle adequado desses fatores é essencial
para garantir a reprodutibilidade e a validade dos achados, refor¢ando a importancia de seguir
protocolos padronizados durante toda a execucao do teste.

Por fim, a translacionalidade do TPS se beneficia da integracdo com outros parametros ndo
invasivos, como a variabilidade da frequéncia cardiaca, que permite inferir estados anedo6nicos
tanto em animais quanto em humanos. Essa abordagem combinada fortalece o potencial do TPS
como modelo experimental relevante, ndo apenas para a compreensao das bases neurobioldgicas
da anedonia, mas também para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas seguras e

eficazes para doencas neurobioldgicas em que a perda de prazer é um sintoma central.
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RESUMO

O teste de placa quente (Hot Plate Test) é um
modelo amplamente validado para avaliagdo da
nocicepc¢do térmica supramedular em roedores,
com destaque para sua sensibilidade a farmacos
de acdo central. Baseado na laténcia para
comportamentos reflexos como lambedura ou
salto, o teste tem permitido avangos na
compreensdo dos mecanismos fisiologicos e
farmacolégicos da dor térmica aguda. Este
capitulo demonstra que a nocicepc¢do térmica
envolve uma rede integrada de vias ascendentes,
como os tratos espinotalamico e espinorreticular,
e descendentes moduladoras, que englobam
neurotransmissores excitatérios (glutamato,
substancia P) e inibitérios (GABA, opioides,
monoaminas). Os dados discutidos evidenciam
que alteracdes na liberacdo desses
neurotransmissores, principalmente mediadas
por influxo de calcio nos terminais sinapticos,
modulam diretamente a resposta nociceptiva.
Além disso, o teste de placa quente é responsivo a
diversas classes de compostos, desde opioides até
fitofarmacos e canabinoides, e tem sido aplicado
em modelos de TEA e neurotoxicidade, com
capacidade de detectar hiper ou
hipossensibilidades térmicas. No entanto,
limitagdes como variabilidade interindividual,
influéncia de fatores motores e auséncia de
avaliacdo de dor cronica exigem cautela
metodoldgica e uso complementar de outros
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modelos. Conclui-se que, quando conduzido com
rigor experimental, o teste de placa quente é uma
ferramenta eficaz e com perspectiva translacional
relevante para investigar analgesia e os circuitos
centrais da dor.

Palavras-chave: Nocicepcdo térmica. Analgesia
central. Neurotransmissores. Modelos animais.

ABSTRACT

The hot plate test is a widely validated model for
the evaluation of supraspinal thermal
nociception in rodents, particularly due to its
sensitivity to centrally acting drugs. Based on the
latency to reflex behaviors such as paw licking or
jumping, this test has contributed to advances in
the understanding of the physiological and
pharmacological mechanisms of acute thermal
pain. This chapter demonstrates that thermal
nociception involves an integrated network of
ascending pathways, such as the spinothalamic
and spinoreticular tracts, and descending
modulatory systems, comprising excitatory
neurotransmitters (glutamate, substance P) and
inhibitory ones (GABA, opioids, monoamines).
The data discussed indicate that changes in the
release of these neurotransmitters—primarily
mediated by calcium influx into synaptic
terminals—directly modulate the nociceptive
response. In addition, the hot plate test is
responsive to various classes of compounds,



including opioids, phytopharmaceuticals, and of other models. It is concluded that, when

cannabinoids, and has been applied in models of conducted with experimental rigor, the hot plate
autism spectrum disorder and neurotoxicity, test is an effective tool with relevant translational
with the ability to detect thermal hypersensitivity potential for investigating analgesia and the
or hyposensitivity. However, limitations such as central circuits of pain.

interindividual variability, motor interference,

and the lack of assessment of chronic pain require Keywords: Thermal nociception. Central
careful methodology and the complementary use analgesia. Neurotransmitters. Animal models.

1. INTRODUCAO

A dor é definida como uma experiéncia sensorial e emocional aversiva, causada por, ou
similar aquela causada por, lesdo tecidual real ou potencial (Raja et al., 2020). Este fen6meno é
mediado por mecanismos neurofisiolégicos integrados, que envolvem quatro etapas principais:
transducdo, pelas quais nociceptores convertem sinais nocivos em impulsos elétricos;
transmissdo, por fibras aferentes (Ad e C); modulagdo espinhal e percep¢do em areas corticais e
limbicas. Tais processos sdo amplamente influenciados por interagdes neuro-imunes no local de
lesdo e dentro do sistema nervoso central, ressaltando o carater multidimensional e adaptativo da
dor (Karcz et al., 2024).

A investigacdo desse fendmeno em modelos animais, especialmente roedores, é crucial
para compreensao de seus mecanismos fisiopatolégicos e desenvolvimento de intervengdes
terapéuticas. Como a dor subjetiva ndo pode ser medida diretamente nesses modelos, utiliza-se a
nocicepcao, definida como codificacdo neuronal de estimulos nocivos, avaliada através de
comportamentos reflexos (Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).

O teste de placa quente (Hot Plate Test) se apresenta como um eficaz modelo para avaliar a
nocicepc¢ao térmica supramedular, pois detecta reagdes reflexas (lambedura, salto) mediadas por
circuitos centrais e sensiveis a farmacos com acao central (Espejo et al., 1994; Deuis; Dvorakova;
Vetter, 2017). Dessa forma, esse trata-se de um modelo amplamente utilizado na pesquisa pré-
clinica da dor, com reconhecida relevancia na avaliacdo de farmacos analgésicos de a¢do central e
no entendimento dos mecanismos que modulam a dor térmica.

Nesse cendrio, este capitulo tem como objetivo apresentar os fundamentos
neurofisiolégicos, o protocolo experimental e as principais aplicagdes do teste de placa quente em

modelos animais de nocicepgao.

2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL DO TESTE DE PLACA QUENTE

O teste de placa quente é um modelo amplamente utilizado na avaliagdo da nocicepgao

térmica supramedular em roedores, especialmente camundongos e ratos. Esse método foi descrito
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pela primeira vez por Woolfe e Macdonald na década de 1940, no contexto da avaliacao da eficacia
analgésica de derivados da petidina, sendo padronizado como um ensaio sensivel para detectar
farmacos com acgdo central sobre a percepgdo da dor térmica. O protocolo original consistia na
exposicao de ratos a uma superficie aquecida entre 52 °C e 55 °C, mensurando a laténcia para
respostas reflexas como a lambedura da pata ou o salto, comportamentos estes interpretados
como indicadores confidveis de nocicepc¢ao central (Macdonald; Woolfe, 1946).

Desde sua introducdo, o método tem sido continuamente aperfeicoado, mantendo sua
relevancia pela simplicidade de execucao, sensibilidade farmacoldgica e boa reprodutibilidade em
estudos com modelos animais. O teste baseia-se na medicdo do tempo de laténcia até a
manifestacdo de comportamentos nocifensivos apos exposicdo a uma superficie metalica
aquecida, sendo particularmente sensivel a acdo de fadrmacos com efeito analgésico central
(Macdonald; Woolfe, 1946; Espejo et al., 1994; Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).

O equipamento basico do teste consiste em uma camara cilindrica ou quadrada
transparente posicionada sobre uma placa metdlica aquecida (Figura 1), com temperatura
normalmente mantida entre 50 °C e 55 °C. Apds a introduc¢do do animal na cdmara, inicia-se a
cronometragem para registrar o tempo de laténcia até a primeira resposta nocifensiva observavel,
geralmente apresentada pela agio de lamber a pata posterior ou saltar. E estabelecido um tempo
maximo de exposicdo, geralmente de 30 segundos (cut-off), para evitar lesdes teciduais. A laténcia
média é entao utilizada como medida da sensibilidade nociceptiva do animal e da eficacia de
farmacos analgésicos (Hunskaar; Berge; Hole, 1986; Ye et al., 2021).

Figura 1 - Representacao do teste de placa quente em roedores

:‘._ :
. :

Fonte: Proprio autor. Ano: 2025.

O protocolo pode variar conforme o delineamento experimental, incluindo alteragdes na
temperatura da placa, nimero de exposi¢des e andlise de diferentes comportamentos. Além da
versdo classica, existem variagdes do teste de placa quente que ampliam sua aplicabilidade. No

modelo dinamico, a temperatura da placa é gradualmente elevada (por exemplo, a uma taxa de
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10-12 °C/min), permitindo a determinag¢do do limiar de retirada térmica (Yalcin et al., 2009).Ja o
modelo unilateral permite testar separadamente cada membro posterior, sendo particularmente
util na deteccdo de hiperalgesia local apés administracao de substancias algégenas periféricas
(Menéndez et al., 2002).

Além da padronizacdo dos parametros técnicos, é fundamental considerar fatores nao-
nociceptivos que influenciam os resultados do teste. Um estudo experimental demonstrou que
varidveis como peso corporal, exposicao prévia ao aparelho e diferencas individuais impactam
diretamente a laténcia de resposta térmica. Animais com maior massa corporal tendem a
apresentar menor laténcia, possivelmente devido a alteragdes na condugdo térmica ou
sensibilidade basal. Ainda, exposi¢coes repetidas ao teste, mesmo sem intervencao farmacoldgica,
resultam em reducdo progressiva da laténcia, o que pode refletir aprendizado ou habituacgado. Os
autores também relataram alta variabilidade entre individuos do mesmo grupo, reforcando a
necessidade de controle rigoroso de varidveis como sexo, idade, histérico prévio e condicdes
ambientais. Esses achados ressaltam a importancia da padronizagdo experimental para assegurar
a validade e a reprodutibilidade do modelo (Gunn et al., 2011).

Em sintese, o protocolo do teste de placa quente apresenta simplicidade operacional,
sensibilidade farmacolégica e relevancia translacional, sendo um dos métodos mais utilizados

para avaliagdo da dor térmica aguda em modelos pré-clinicos de nocicepcao.

3. BASE NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA DO TESTE DE PLACA
QUENTE

3.1. TRANSDUCAO E CONDUGCAO NOCICEPTIVA TERMICA

A nocicepgao térmica no teste de placa quente inicia-se nos nociceptores periféricos da
pele, responsaveis por detectar estimulos superiores a 43 °C. Esses nociceptores expressam canais
ionicos como TRPV1, TRPA1 e TRPM3, que atuam na transdugdo de estimulos térmicos em sinais
elétricos. Estudos com camundongos deficientes em TRPV1 mostraram reducao significativa na
percepc¢ao de dor térmica, evidenciando seu papel critico na transdugao do estimulo nocivo (limiar
aneural > 50 °C) (Hoffmann et al., 2013; Yonghak, Miyata; Kurganov 2020).

Apés a transducdo, a conducdo do estimulo se da pelas fibras aferentes Ad (rapidas e
levemente mielinizadas), associadas a percepcdo de dor aguda, e fibras C (lentas e ndo
mielinizadas), ligadas a sensagdes térmicas mais difusas e persistentes. Essas fibras penetram na
medula espinhal de forma unilateral por meio da raiz dorsal e convergem principalmente nas

laminas [ e II do corno dorsal, também conhecidas como substancia gelatinosa, onde ocorre
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integracdo sindptica entre interneuronios excitatérios (p.ex., glutamatérgicos) e inibidores
(GABAérgicos e glicinérgicos) (Chen; Tang, 2024).

A partir desse ponto, o sinal nociceptivo ascende via trato espinotalamico lateral até o
tdlamo e, em seguida, ao cértex somatossensorial para a percepc¢ao consciente da dor.
Simultaneamente, mecanimos de sensibilizacdo central, como o “wind-up” e potenciacao a longo
prazo (LTP), podem ocorrer nas sinapses das fibras A6/C com interneurdnios, amplificando a

nocicepc¢ao térmica (Todd, 2022).

3.2. VIAS NEUROANATOMICAS DA NOCICEPCAO TERMICA

A conducdo da informacdo nociceptiva térmica envolve principalmente a ativagdo da via
espinotalamica lateral, que transporta sinais de dor e temperatura desde os neuronios de segunda
ordem na medula espinhal até estruturas supramedulares, como o tdlamo e o cortex
somatossensorial. Neuronios localizados predominantemente nas laminas [ e V do corno dorsal
cruzam a linha média da medula e ascendem contralateralmente por essa via até o nucleo
ventroposterolateral (VPL) do talamo (Ab Aziz; Ahmad, 2006).

O talamo atua como uma estagdo de retransmissdo sensorial, projetando sinais para o
cortex somatossensorial primario (S1), onde ocorre a codificagcdo discriminativa da localizacao e
intensidade do estimulo térmico (Ab Aziz; Ahmad, 2006). Evidéncias demonstram que neurdnios
talamicos que expressam o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) contribuem para
a modulacao da dor térmica. Um estudo com camundongos mostrou que a ablacdo desses
neuronios resulta em aumento da laténcia no teste de placa quente, sugerindo que esses circuitos
talamicos sdo essenciais para a resposta nociceptiva térmica (Kang et al.,, 2025).

Além disso, foi identificada uma via espino-cortical direta, que contorna o talamo e conecta
de forma monossinaptica neurdnios espinhais ao cértex somatossensorial. Essa conexao,
evidenciada em camundongos por meio de técnicas de tracado neuronal e optogenética, permite
uma resposta mais rapida a estimulos nocivos e pode participar da mediacao dos comportamentos
observados no teste de placa quente (Cai et al., 2023).

Paralelamente a via espinotalamica, o trato espinorreticular conduz informagdes
nociceptivas a nucleos do tronco encefalico, como o nucleo parabranquial lateral, que se conecta
a amigdala central. Essa via esta envolvida na media¢do dos componentes afetivos e motivacionais
da dor térmica, além de participar na regulacdo das respostas emocionais e comportamentais a
dor (Torres-Rodriguez et al., 2023).

Dessa forma, o teste de placa quente ativa circuitos neurais distribuidos entre medula,

talamo, cortex somatossensorial, estruturas limbicas e nucleos do tronco encefalico. A integracao
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dessas vias ascendentes permite a expressdao de comportamentos reflexos e adaptativos frente ao
estimulo nociceptivo, tornando o modelo altamente sensivel a intervencdes com farmacos de agao

central.

3.3. BASES NEUROQUIMICAS DA RESPOSTA NOCICEPTIVA TERMICA

A resposta nociceptiva térmica ativada no teste de placa quente envolve uma complexa
interacdo entre neurotransmissores excitatorios e inibitérios em multiplos niveis do sistema
nervoso central. Entre os mediadores mais relevantes estdo o glutamato, os opioides endogenos,
a serotonina (5-HT), a noradrenalina e o GABA, que atuam tanto no processamento inicial do
estimulo quanto na modula¢do descendente da dor (Tao et al, 2019).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio envolvido na nocicep¢ao, sendo
liberado por aferentes primarios nas sinapses com neurénios de segunda ordem no corno dorsal
da medula. Ele se liga a receptores ionotropicos (NMDA, AMPA, kainato) e metabotrépicos
(mGluRs), promovendo a despolarizacdo dos neurdnios espinhais e a transmissao do sinal
doloroso (Latremoliere; Woolf, 2009). Em um modelo com o teste de placa quente, o bloqueio dos
receptores NMDA reduziu significativamente a laténcia de resposta, reforgando seu papel na
sensibiliza¢do central térmica (Rahman et al., 2002).

Em contrapartida, os sistemas inibitérios endégenos, como os opioides e 0 GABA, atuam
limitando a excitacdo excessiva. Os opioides, como a endorfina, encefalina e dinorfina, ativam
receptores , § e k distribuidos no corno dorsal, tronco encefalico e cortex, inibindo a liberacao de
neurotransmissores excitatorios e promovendo analgesia (Stein, 2016). A administracdo de
morfina ou agonistas opioides aumenta a laténcia no teste de placa quente, validando sua
sensibilidade a drogas de acdo central (Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).

0 neurotransmissor GABA, por sua vez, exerce modula¢do sindptica inibitoria através dos
receptores GABA_A e GABA_B. Seu papel na regulacdo térmica foi evidenciado por experimentos
em que antagonistas GABAérgicos diminuiram a laténcia nociceptiva, sugerindo que a inibicdo
gabaérgica é essencial para o controle do limiar térmico doloroso (Enna; McCarson, 2006).

Além disso, os sistemas monoaminérgicos descendentes, envolvendo serotonina (5-HT) e
noradrenalina, regulam a transmissdo da dor via projecdes oriundas do bulbo rostral
ventromedial e da substancia cinzenta periaquedutal (PAG). Agentes farmacoldgicos que
aumentam a disponibilidade sindptica dessas monoaminas, como antidepressivos triciclicos ou
ISRS, tém demonstrado eficicia em elevar a laténcia na placa quente, refletindo sua acdo

antinociceptiva central (Millan, 2002).
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A ativacao dos nociceptores térmicos periféricos leva a despolariza¢ado das fibras sensoriais
e a entrada de fons calcio nos terminais pré-sinapticos, promovendo a liberacdo de
neurotransmissores como glutamato e substancia P. Esses neurotransmissores atuam sobre
receptores especificos no corno dorsal da medula, desencadeando a resposta nociceptiva
ascendente. Em paralelo, interneuronios inibitérios e fibras descendentes moduladoras também
dependem da entrada de calcio para a liberagdo de GABA, encefalinas, serotonina e noradrenalina,
todos fundamentais para a modulagdo da dor térmica percebida (Chang; Jiang; Chen, 2019).

A figura 2 ilustra os trés principais tipos de terminais sinapticos envolvidos nesse processo
e os mecanismos de liberagdo mediados por influxo de calcio nos diferentes contextos: excitatério
aferente, inibitério local e modulador descendente.

Figura 2 - Mecanismos de liberacdo neurotransmissora mediados por influxo de calcio nas vias

nociceptivas
Terminal de fibra .
. . P Terminal de fibra
nociceptiva primaria A s
Interneurodnio descendente
(A8 ou C) .
inibitorio
Canais de Ca?+ Canais de Ca’+
dependente de Canais de Ca*+ dependente de
_ voltagem dependente de voltagem
) voltagem
A2t
Ca
Glutamato GABA e peptideos Serotonina (5-HT) ou
Ativa neurdnios de opioides (encefalinas) Noradrenalina (NA)
segunda ordem no oMo e 4 transmissio nociceptiva  Inibicao pré e pos-sinaptica

dorsal da medula por vias supramedulares

Terminais neuronais envolvidos na modulagido da dor térmica no teste de placa quente. Terminal de fibra
nociceptiva primaria (A8 ou C) libera glutamato em resposta ao influxo de Ca®*, ativando neurdnios de
segunda ordem no corno dorsal da medula. Interneurdnio inibitério libera GABA e peptideos opioides
(encefalinas), promovendo inibicdo da transmissdo nociceptiva. Terminal de fibra descendente libera
serotonina (5-HT) ou noradrenalina (NA), reforcando a inibicdo pré e pods-sinaptica por vias
supramedulares.

Fonte: Proprio autor. Ano: 2025.

Por fim, mecanismos endocanabinoides também participam da modula¢do da dor térmica.

Agonistas de receptores CB1 reduzem a sensibilidade nociceptiva em testes térmicos, enquanto

150 CAPITULO XII



antagonistas desses receptores bloqueiam o efeito analgésico de canabinoides ou opioides,

sugerindo uma interagdo funcional entre esses sistemas (Woodhams et al., 2017).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS DO TESTE DE PLACA
QUENTE

O teste de placa quente é amplamente utilizado na triagem de analgésicos de acdo central
devido a sua capacidade de detectar alteragdes na laténcia de resposta térmica mediadas por vias
supramedulares. Essa caracteristica confere ao modelo alta relevancia translacional, pois permite
a previsdo da eficacia analgésica de fairmacos em humanos com base em seus efeitos em roedores
(Espejo et al., 1994; Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).

Compostos opioides como morfina e fentanil promovem aumento significativo da laténcia
de resposta no teste, efeito revertido pela administracio de naloxona, o que confirma a
participacdo de receptores p-opioides. Essa correlacio entre o perfil farmacodindmico em
modelos animais e a eficacia clinica observada reforca o valor do teste na triagem de analgésicos
centrais (Giorno et al., 2018; Baehr et al., 2022).

Além dos opioides classicos, o teste tem sido sensivel a compostos nao opioides com
propriedades analgésicas centrais. Flavonoides como herbacetina e galangina, por exemplo,
mostraram aumento de laténcia no teste de placa quente, sugerindo acdo central que também
pode ser revertida com naloxona ou mediada por citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF-
B (Oqgal etal, 2023; Lin et al., 2024).

Essa metodologia também é utilizada para investigar alteracdes nociceptivas associadas a
dependéncia, tolerancia e abstinéncia de opiaceos. Estudos demonstram que o uso cronico de
fentanil pode induzir hiperalgesia, observada pela reducao da laténcia de resposta térmica, sendo
o teste util para rastrear a dinamica desses processos fisiopatologicos (Minville et al.,, 2010; Uddin
etal, 2021).

Do ponto de vista farmacologico, o teste também se aplica a triagem de farmacos
ansioliticos, anticonvulsivantes e antidepressivos, cujos efeitos centrais sobre a modula¢do da dor
térmica vém sendo explorados. Além disso, em modelos inflamatérios, como os induzidos por
formalina ou carragenina, o teste de placa quente permite a avaliagdo de potenciais efeitos
antinociceptivos de novos compostos (Aitbaba et al., 2024; Souza et al., 2025).

A aplicacdo do teste expandiu-se para modelos de neurodesenvolvimento, como no
Transtorno do Espectro Autista (TEA). Em modelos murinos induzidos por acido valproico, bem

como em linhagens geneticamente modificadas, a laténcia de resposta térmica tem sido utilizada
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como indicador de hipo ou hipersensibilidade sensorial, caracteristicas comuns em pacientes com
TEA (Banerjee et al., 2014; Martin et al., 2021).

Além disso, em estudos de neurotoxicidade, como os induzidos por quimioterapicos
(cisplatina, 5-fluorouracil), o teste tem sido eficaz na deteccao de hiperalgesia térmica e na
avaliacdo da acao de agentes com potencial neuroprotetor. Esses modelos contribuem para o
entendimento dos mecanismos de neuropatia induzida por farmacos e para o desenvolvimento de
terapias que visam preservar a integridade funcional das vias nociceptivas (Calls et al., 2020;

Faheem et al., 2022).

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar de ser amplamente utilizado, o teste de placa quente apresenta diversas limitacdes
que devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados. Fatores ndo-nociceptivos, como
peso corporal, habituacao e repeticdo de testes, podem interferir significativamente nas respostas
comportamentais observadas, como ja citado anteriormente (Gunn et al., 2011).

Além disso, o teste tradicional envolve os quatro membros do animal e, por vezes, a cauda,
o que pode dificultar inferéncias sobre efeitos localizados ou assimétricos. Nessas situacdes, tém
sido aplicados modelos modificados, como o protocolo unilateral, que permite a avaliacdo isolada
de cada pata posterior, sendo util para detectar hiperalgesia localizada. No entanto, essas
adaptacgOes frequentemente exigem conten¢do manual dos animais, aumentando o estresse e a
variabilidade (Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).

A reprodutibilidade dos dados também pode ser comprometida por fatores técnicos, como
a temperatura da placa, a taxa de aquecimento e os critérios de resposta adotados. Por exemplo,
placas aquecidas a 50 °C versus 55 °C geram laténcias significativamente diferentes, dificultando
comparacgoes entre estudos. Além disso, comportamentos como lamber a pata, salto ou elevar os
membros possuem diferentes sensibilidades a analgesia, o que pode impactar a interpretacao dos
resultados farmacoldgicos (Espejo et al., 1994; Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).

E necessério salientar que o teste de placa quente nio contempla aspectos afetivo-
motivacionais da dor crénica ou neuropatica, uma vez que se baseia majoritariamente em reflexos
espinais e supramedulares rapidos. Assim, embora eficaz para detectar analgesia em dor térmica
aguda, o modelo apresenta limitacdes na previsao da eficacia clinica de compostos voltados a dor
persistente, especialmente os ndo-opioides, dado que nao representa de forma robusta fend6menos
como sensibilizacdo central (Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).

Outra limitacao importante reside na influéncia de efeitos adversos de fArmacos no sistema

motor ou no estado geral de alerta. Drogas que causam sedacao, sonoléncia, ataxia ou reducao da
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atividade locomotora podem aumentar artificialmente a laténcia de resposta, sem atuar
diretamente na via nociceptiva. Por isso, a aplicacdo de testes complementares, como o ensaio de
formalina ou o teste de Hargreaves, é recomendada para discriminar efeitos analgésicos genuinos
(Chen et al., 2024).

Por fim, mesmo sendo um paradigma consolidado e amplamente aceito na triagem inicial
de analgésicos, o teste de placa quente requer rigor experimental, controle de varidveis nao
relacionadas a dor e integracdo com modelos comportamentais adicionais para garantir validade

translacional e precisdo nos achados.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A andlise integrada dos fundamentos neurofisiolégicos, dos aspectos metodoldgicos e das
aplicagdes do teste de placa quente evidencia que esse método permanece essencial para a
investigacdo da nocicepgdo térmica supramedular em modelos animais. A ativagdo coordenada de
circuitos espinais e supraspinais confere ao modelo sensibilidade a drogas de acdo central e o
torna altamente preditivo de respostas analgésicas observadas em humanos.

Em sintese, o teste de placa quente se apresenta como um modelo efetivo, desde que
empregado com rigor técnico e contextualizado dentro de um escopo experimental mais
direcionado. Sua utilizagdo criteriosa contribui para o avanco da farmacologia da dor e para o

desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras.
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RESUMO

Modelos animais tém sido amplamente utilizados
para reproduzir diversas condicoes de saude,
incluindo transtornos neuropsiquiatricos,
configurando  ferramentas valiosas para
compreender processos fisiopatolégicos e
cognitivos subjacentes. Entre as avaliacoes
comportamentais, a funcdo olfativa destaca-se
por ser crucial, j& que déficits nesse sentido
podem confundir os resultados, sobretudo em
testes voltados a andlise do comportamento
social. Roedores possuem um sistema olfativo
altamente desenvolvido, essencial para fungdes
vitais como busca por alimento, fuga de
predadores e interacbes sociais. O teste de
habituacdo/desabituagdo olfativa é um método
simples e de baixo custo para avaliar a capacidade
olfativa em roedores, baseando-se na reducio
progressiva do interesse do animal por odores
repetidos (habituacdo) e no aumento da
exploragio  diante de odores novos
(desabituagio). Este capitulo detalha o protocolo,
destacando sua execucdo, andlise estatistica e
bases neurobiolédgicas. O processamento olfativo
inicia-se no epitélio olfatério nasal e envolve
varias regides cerebrais, incluindo bulbo
olfatério, cortex piriforme, amigdala e cortex
entorrinal. Moléculas-chave, como os canais
TRPA1, participam da sinaliza¢do olfativa e estdo
implicadas em doengas neurodegenerativas.
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Alteragdes em genes como o NEGR1 também tém
sido associadas tanto a disfuncio olfativa quanto
a condicbes neuropsiquiatricas, como o
transtorno do espectro autista. Apesar de suas
vantagens, o teste apresenta limitagdes, como o
tempo prolongado de execucdo e a dependéncia
da interpretagdo do observador, embora
tecnologias recentes, como softwares de
rastreamento por video, estejam sendo
desenvolvidas para minimizar tais vieses.
Compreender o sistema olfativo e seus métodos
de avaliagdo é fundamental para interpretar
corretamente resultados em modelos
experimentais de doencas neuroldgicas e
psiquiatricas.

Palavras-chave: Modelos animais. Olfacio.
Habituacdo/desabituacdo Olfativa. Transtornos
neuropsiquiatricos.

ABSTRACT

Animal models are increasingly used to mimic
various health conditions, including
neuropsychiatric disorders, serving as valuable
tools for understanding underlying
pathophysiological and cognitive processes.
Among behavioral assessments, olfactory
function is crucial since olfactory deficits can
confound results, especially in tests evaluating
social behavior. Rodents possess a highly



developed olfactory system essential for vital
functions such as feeding, predator avoidance,
and social interactions. The olfactory
habituation/dishabituation test is a simple, cost-
effective method to assess olfactory capacity in
rodents, relying on the animal’s reduced interest
in repeated odors (habituation) and increased
exploration of new odors (dishabituation). This
chapter details the protocol, emphasizing its
execution, statistical analysis, and
neurobiological underpinnings. Olfactory
processing begins in the nasal olfactory
epithelium and involves several brain regions,
including the olfactory bulb, piriform cortex,
amygdala, and entorhinal cortex. Key molecular
players, such as TRPA1 channels, participate in

like NEGR1 have also been linked to both
olfactory dysfunction and neuropsychiatric
conditions like autism spectrum disorder.
Despite its advantages, the
habituation/dishabituation test has limitations,
including lengthy execution times and observer-
dependent measurements, although new
technologies like video-tracking software aim to
reduce such biases. Understanding the olfactory
system and its behavioral assessments is
fundamental for accurately interpreting results in
experimental models of neurological and
psychiatric disorders.

Keywords: Animal Models. Olfaction. Olfactory
Habituation/Dishabituation. = Neuropsychiatric
Disorders.

olfactory signaling and are implicated in
neurodegenerative diseases. Alterations in genes

1. INTRODUCAO

0 uso de modelos animais tem crescido significativamente ao longo dos anos devido a sua
capacidade de reproduzir diferentes condicdes de saude, incluindo transtornos
neuropsiquiatricos, mostrando-se ferramentas confidveis e validadas. Para compreender os
mecanismos fisiopatoldégicos e os processos cognitivos envolvidos nessas condi¢des, investiga-se
o comportamento de animais submetidos a modelos experimentais, o que fornece pistas valiosas
para o entendimento de diversas disfuncdes em satide mental, como o Transtorno do Espectro
Autista e a Esquizofrenia (OUMMADI et al., 2020; TARLAND; BROSDA, 2018).

A andlise do comportamento animal costuma ser realizada por meio de baterias de testes
comportamentais, escolhidas conforme os desfechos de interesse. Para garantir resultados
fidedignos, é fundamental excluir possiveis fatores de confusdo, como alteracdes no olfato dos
animais. O sistema olfativo estd diretamente envolvido em fung¢des-chave do comportamento,
incluindo aspectos sensoriais, emocionais e de memoéria (YUAN; SLOTNICK, 2014).

Nos roedores, o sistema olfativo é extremamente desenvolvido e participa de func¢oes vitais,
como busca por alimento, fuga de predadores, intera¢cdes sociais e reproducdo. Assim, a
integridade do olfato é essencial para assegurar a confiabilidade dos resultados dos testes
comportamentais, especialmente daqueles voltados a avaliacdo da sociabilidade. Déficits na
capacidade de discriminacao olfativa podem gerar interpretacbes equivocadas sobre
comportamentos sociais anormais (JOHNSON; HAMMOCK; DEWAN, 2023; OUMMADI et al., 2020).

Além disso, algumas condi¢des neuroldgicas apresentam alteragdes olfativas como parte

de seus endofenotipos, sendo o caso das doencas de Alzheimer, Parkinson, Esquizofrenia e
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Depressao. No estudo dessas e de outras doencas do sistema nervoso, a avaliacao da capacidade
olfativa torna-se uma importante etapa de triagem, especialmente antes da aplicacdo de testes que
dependem diretamente do olfato, como o teste de interacdo social e o teste de preferéncia por
novos objetos (TARLAND; BROSDA, 2018).

Diversos testes foram desenvolvidos para avaliar o olfato em roedores, variando de
métodos simples a procedimentos mais sofisticados que requerem equipamentos caros, como 0s
olfatbmetros. Entre eles, destaca-se o teste de habituacdo/desabituacdo olfativa, que se
caracteriza por ser uma técnica simples, acessivel e eficaz para verificar se o sistema olfativo dos

animais esta funcional (ARBUCKLE et al., 2015).

2. TESTE DE HABITUAGCAO/DESABITUACAO OLFATIVA

Desenvolvido inicialmente na década de 1980 por Gregg e Thiessen, o teste de
habituacdo/desabituacdo olfativa foi criado para avaliar a olfacdo de esquilos-da-magndlia,
também conhecidos como gerbilhos-da-magnolia. Posteriormente, Mu Yang e Jacqueline Crawley
(2009) adaptaram o método para utilizagdo em camundongos.

Trata-se de um teste simples e relativamente rapido, no qual diferentes odores sdo
apresentados ao roedor por meio de um cotonete embebido nas substdncias odoriferas. Os
estimulos olfativos sao divididos em trés categorias:

¢ Odor neutro: geralmente agua destilada.

e Odores nao sociais: frequentemente, extrato de améndoa, banana ou outros
semelhantes.

¢ Odores sociais: maravalha proveniente de outro animal do mesmo sexo ou do sexo
oposto, dependendo do objetivo do estudo, que tenha permanecido na gaiola por,
no minimo, trés dias.

Normalmente, a sequéncia de apresentacao dos odores é: odor neutro — odores nado sociais
— odores sociais. Cada estimulo é oferecido trés vezes consecutivas, durante dois minutos por
apresentacdo. O principio fundamental do teste baseia-se na habituacao, caracterizada pela
reducdo progressiva do interesse do animal por odores repetidos. Assim, o roedor passa menos
tempo explorando o mesmo odor em exposicdes sucessivas. Por outro lado, quando um novo odor
é apresentado, ocorre a desabituacdo, evidenciada pelo aumento do tempo que o animal passa

cheirando o novo estimulo (ARBUCKLE et al.,, 2015; YANG; CRAWLEY, 2009).
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2.1. EXECUGCAO DO TESTE

A execucdo do teste de habitua¢do/desabituacdo olfativa requer materiais simples e de
baixo custo: crondmetros, cotonetes (ou aplicadores de madeira com ponta de algodao), estimulos
olfativos previamente preparados e gaiolas adequadas, contendo maravalha limpa. Antes do inicio
do teste, o animal deve permanecer durante 30 minutos em aclimatacdo na gaiola de teste.
Durante esse periodo, um cotonete limpo e seco deve ficar posicionado dentro da gaiola (Figura
1), simulando as condi¢des que ocorrerao durante o teste. Isso visa evitar que o animal explore o
cotonete apenas por ser um objeto novo, e ndo pelo odor presente (ARBUCKLE et al., 2015; YANG;
CRAWLEY, 2009).

Figura 1 - Ratos durante o processo de aclimatacdo do Teste de Habitua¢do/Desabituacdo Olfativa

Fonte: Arbuckle et al., 2015.

Os estimulos olfativos devem ser preparados antecipadamente, assim como definida a
ordem de apresentacao, que deve ser rigorosamente seguida para todos os animais. Sdo utilizados
um odor neutro, dois odores nao sociais e dois odores sociais, cada um apresentado por trés vezes
consecutivas, durante dois minutos. O intervalo entre os estimulos é de um minuto. O
comportamento de cheirar é considerado valido quando o animal aproxima-se da ponta do
cotonete ou aplicador a uma distancia igual ou inferior a dois centimetros (ARBUCKLE et al., 2015;
YANG; CRAWLEY, 2009).

Ao término do protocolo, espera-se que o animal passe cada vez menos tempo explorando

o mesmo odor a cada repeticdo, mas dedique mais tempo a exploracio de um novo odor,

comportamento ilustrado na Figura 2 (ARBUCKLE et al., 2015).
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Figura 2 - Exemplo de grafico gerado apds exposicdo aos odores ndo-sociais
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Notas: Time at odor (s) = tempo cheirando; water-1 = 4gua-1; water-2 = dgua-2; water-3 = dgua-3; almond-
1 = améndoa-1; almond-2 = améndoa-2; almond-3 = améndoa-3. A cada exposicao repetida de um mesmo
odor, o tempo gasto no comportamento de cheirar decai até que um novo odor nio social seja apresentado.

Fonte: Arbuckle et al.,, 2015

Apoés o teste, 0 animal avaliado ndo deve retornar a sua gaiola de origem até que todos os

demais animais daquele grupo sejam testados.

2.2. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no teste de habituacdo/desabituacdo olfativa devem ser analisados por
meio de ANOVA, seguida do teste de Newman-Keuls ou outro pés-teste equivalente, capaz de
verificar, estatisticamente, a ocorréncia de habituacdo e desabituacdo aos diferentes odores

(ARBUCKLE etal., 2015; YANG; CRAWLEY, 2009).

3. BASES NEUROBIOLOGICAS DO TESTE DE
HABITUACAO/DESABITUACAO OLFATIVA

A realizacdo de testes que avaliam a olfacdo é extremamente importante, ndo apenas pelos
possiveis vieses que déficits olfativos podem introduzir em outros testes comportamentais, mas
também porque alteracgdes olfativas, como a anosmia (perda total do olfato), representam sinais
precoces de doencas neurodegenerativas. Além disso, o processamento de estimulos olfativos esta
intimamente relacionado a outros comportamentos. Inicialmente processadas pelo trato olfatorio

principal — um dos sistemas sensoriais mais primitivos — as informacdes olfativas seguem para
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centros superiores, onde contribuem para respostas comportamentais, como interagao social e
formacao de memorias (KONKOLY et al., 2021).

0 processamento sensorial dos odores comeca no epitélio olfatoério, localizado na cavidade
nasal, onde neurdnios sensoriais bipolares detectam os odores e transmitem essas informacodes
ao bulbo olfatério. Contudo, o processamento ndo se encerra no bulbo: as informac¢des seguem
para regides olfatorias primdrias e secunddarias, como o nucleo olfatério anterior, tubérculo
olfatério, cértex piriforme, amigdala e cértex entorrinal. Destaca-se a amigdala, estrutura do
sistema limbico responsavel por formar memodrias carregadas de conteudo emocional. Sua
participagdo no processamento olfativo explica a existéncia de memdrias olfativas marcantes,
frequentemente ligadas a infancia (KONKOLY et al, 2021; MUELLER; EGGER, 2020; SMITH;
BHATNAGAR, 2019)

Diversos quimiorreceptores participam da olfagdo, destacando-se os canais catidénicos do
receptor potencial transitorio (TRP), especialmente a subfamilia A, com énfase no TRPA1. Esse
receptor esta presente em varios tecidos e desempenha funcoes fisioldgicas diversas, incluindo o
processamento de sinais sensoriais térmicos e quimicos, como odores. Estudos indicam que o
TRPA1 esta envolvido na fisiopatologia de doengas neurodegenerativas, contribuindo para
desmielinizacio, perda de fibras nervosas e prejuizos de meméria (BORBELY et al,, 2019; PAYRITS
etal., 2020; SAGHY et al.,, 2016).

Em 2020, pesquisadores investigaram a presenca do TRPA1 no epitélio olfatoério, bulbo
olfatorio e cortex piriforme de camundongos — regides do trato olfatério principal que costumam
ser afetadas nos estagios iniciais das doencas neurodegenerativas. Nesses contextos, ocorre
ativacdo excessiva do TRPA1, o que pode levar a morte neuronal por mecanismos mediados por
calcio e pela excitotoxicidade do glutamato, explicando, em parte, por que a anosmia é sintoma
precoce em diversos disturbios neurodegenerativos. Além disso, ha evidéncias de que o TRPA1
também participa da regulagdo do comportamento social em camundongos, de modo que
alteracdes nesse receptor podem gerar déficits tanto no processamento olfativo quanto em
aspectos comportamentais mais amplos (KONKOLY et al., 2021).

Outras descobertas relevantes associam disfungdes olfativas a questdes
neuropsiquiatricas, como observado no caso do gene NEGR1, implicado em alteracdes
neurobioldgicas no Transtorno do Espectro Autista (TEA). Em camundongos geneticamente
modificados para expressar o NEGR1, foram identificados comportamentos semelhantes ao
autismo, além de alteracdes na migracao neuronal, na maturacdo das espinhas dendriticas e no

alongamento axonal. Recentemente, foi demonstrado que esse gene também reduz a neurogénese
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no bulbo olfatério, prejudicando a discriminacdo e o processamento sensorial olfativo (KIM et al.,

2024).

4. LIMITACOES

Apesar de sua relevancia e simplicidade de execucdo, o teste de habituacao/desabituacao
olfativa apresenta algumas limitagdes. A avaliacdo de um unico animal leva, no minimo, 75
minutos, considerando os 30 minutos de aclimatag¢do e cerca de 45 minutos para a execugdo do
protocolo. Além disso, a interpretacdo dos parametros depende do julgamento do avaliador, e ha
necessidade de interacdo indireta entre o animal e o0 experimentador, devido a troca constante dos
cotonetes ou aplicadores, o que pode introduzir viés ou estressar o roedor. Com o intuito de
reduzir essas limitacoes, vém sendo desenvolvidas solugdes como softwares de rastreamento por

video (OUMMADI et al., 2020).

5. CONSIDERACOES FINAIS

O teste de habituacdo/desabituacao olfativa destaca-se como uma ferramenta valiosa e
acessivel para a avaliacdo da fungdo olfativa em roedores, contribuindo de forma significativa para
a interpretacdo correta de diversos testes comportamentais, especialmente aqueles voltados ao
estudo de sociabilidade e memoria. Além de seu papel metodolégico, a compreensdo das bases
neurobiolégicas do olfato, incluindo as vias neurais e os mecanismos moleculares envolvidos,
revela-se essencial diante das crescentes evidéncias que associam disfungdes olfativas a doencas
neurodegenerativas e transtornos neuropsiquiatricos. Apesar de suas limita¢des, este teste
permanece relevante, sobretudo quando integrado a outras abordagens comportamentais e
tecnolégicas que visam reduzir vieses e aprimorar a qualidade dos dados obtidos. Assim,
aprofundar o estudo do sistema olfativo ndo apenas aprimora modelos experimentais, mas
também oferece perspectivas promissoras para a identificagdo precoce e o entendimento dos

mecanismos patoldgicos subjacentes a varias condigdes neuroldgicas e psiquiatricas.
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RESUMO

O teste das trés camaras é um modelo padrio
para estudos primarios e translacionais
relacionados a desordens do
neurodesenvolvimento,  principalmente  ao
autismo. O teste se baseia na capacidade de
interacdo social, comunicacido e evidéncias de
comportamentos estereotipados de modelos
animais autistas, com base em duas atividades
principais: a primeira, denominada de atividade
de interagdo social, no qual os animais podem
optar entre interagdo com um outro animal
desconhecido ou com um objeto, e segunda,
denominada de atividade de novidade social, que
consiste na capacidade dos mesmos animais em
optar entre dois animais um estranho e um
familiar. Também s3o observados o tempo de
tomada de decisdo, bem como a existéncia de
movimentos repetitivos como a auto limpeza ou a
ato de aparar o bigode. O modelo é fundamental
ao entendimento de processos fisioldgicos
relacionados a desordens de
neurodesenvolvimento, bem como para a
avaliacdo de estratégias de tratamento, como o
uso da ocitocina. Neste capitulo abordamos as
caracteristicas do teste, as bases
neuroanatdmicas e neuroquimicas, bem como as
aplicacdes translacionais, os desafios até entio

identificados e as sugestdes de ajustes do referido
teste.

Palavras-chave: Novidade social, Autismo,
Interagao social, Ocitocina.

ABSTRACT

The three-chamber test is a standard model for
primary and translational studies related to
neurodevelopmental disorders, mainly autism.
The test is based on the capacity for social
interaction, communication and evidence of
stereotypical behaviors of autistic animal models,
based on two main activities: the first, indicated
as social interaction activity, in which animals can
choose between interacting with another
unknown animal or with an object, and the
second, indicated as social novelty activity, which
is the ability of the same animals to choose
between two animals, a stranger and a familiar
one. The decision-making time is also observed,
as well as the existence of repetitive movements
such as self-grooming or trimming the whiskers.
The model is fundamental to understanding
physiological processes related to
neurodevelopmental disorders, as well as for
evaluating treatment strategies, such as the use of
oxytocin. In this chapter, we address the
characteristics of the test, the neuroanatomical
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and neurochemical bases, as well as the

translational applications, the challenges Keywords: Social novelty, Autism, Social
identified so far and the suggestions for interaction, Oxytocin.

adjustments to the aforementioned test.

1. INTRODUCAO

O autismo é uma desordem de neuro desenvolvimento caracterizada por déficits sociais e
comportamentos estereotipados (Paval, 2017), e atualmente estima-se que 1 em cada 100
criancas sdo autistas, numa propor¢dao entre meninos e meninas de 3:1 (AlBatti et al, 2022).
Apesar de ser uma doen¢a comum, as causas ainda estdo pouco esclarecidas, existindo hipéteses
de origem genética, em funcao de uma maior probabilidade de familias que tenham filhos autistas
terem novos filhos autistas, mas fatores ambientais sofridos durante o periodo de gestacdo
também tém sido relacionados ao desencadeamento da doenga. A teoria de separagdao maternal
que se baseia no modelo de estresse de inicio de vida, e possui interferéncia nos
neurotransmissores de glutamato é uma das hipéteses de contribuicao para o desenvolvimento
do autismo (Reshetnikov et al, 2018).

Atualmente, os modelos animais sao fundamentais para entender a fisiologia dos sintomas
do autismo, buscar a identificagcdo das causas e também para o desenvolvimento de estratégias de
tratamento (Alabdali et al,, 2024). Alguns modelos foram desenvolvidos ao longo dessas ultimas
trés décadas, incluindo o desenvolvimento de linhagens hibridas e também modelos de inducao
por acido propanodico (El Ansary et al,, 2012) e acido valproico (Tartaglione et al, 2018).

Além dos modelos animais, o desenvolvimento dos testes comportamentais para avaliar as
caracteristicas do autismo também se fez necessario. Na década de 90, os testes de analise de
comportamento como o modelo de ratos da pradaria usado na avaliagao comportamental e social
de relagdes monogamicas, teste de livre interagdo social e o teste de reconhecimento e preferéncia
social contribuiram para o desenvolvimento do teste das trés camaras, no qual possibilitou uma
alternativa para avaliar os comportamentos de animais que se assemelham ao autismo, bem como
para testar estratégias de tratamento (Moy et al, 2004). Aqui neste capitulo abordamos as
caracteristicas do referido teste, os ajustes do método ocorrido ao longo dessas duas décadas e a
parte da neurofisiologia relacionada aos déficits de interacdo social, comportamentos
estereotipados e de comunicacdo que sdo caracteristicas comuns em modelos animais em
individuos autistas. O capitulo estd subdividido em descricdo do protocolo teste, bases

neuroanatomicas e neuroquimicas; aplicacoes clinicas e translacionais limites e desafios.
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2. PROTOCOLO TESTE DAS TRES CAMARAS

O teste das trés camaras foi inicialmente desenvolvido pelo grupo de pesquisa da
neurocientista Jacqueline N. Crawley em 2004 como uma proposta para avaliar modelos murinos
que melhor representassem individuos com autismo. O referido teste foi uma adaptacao do teste
de ligacdo de pares muito usado para avaliar memoria e reconhecimento social. Com isso, as
caracteristicas avaliadas no teste das trés camaras sdo a sociabilidade, comunicacdo social e
comportamentos repetitivos (Crawley, 2004). O grupo de pesquisa de Crawley desenvolveram um
aparato de vidro (figura 2.1) para avaliar a sociabilidade com o uso de um conjunto de tarefas, que
mensurava o tempo gasto de um camundongo com um novo individuo e a preferéncia entre um
novo individuo e um individuo familiar (Moy et al, 2004). As dimensdes do aparato de vidro estdo
descritas na figura 2.1.

0 autismo tem como uma das principais caracteristicas o déficit de sociabilidade, com isso,
modelos de camundongos com tracos de autismo foram submetidos a opgdo de explorar uma
camara nova e vazia ou uma camara com um camundongo estranho. Posteriormente, os mesmos
camundongos foram novamente submetidos a uma nova exploracdo: uma camara com um
camundongo estranho e outra com um camundongo familiar. Nessas duas atividades descritas
anteriormente, Moy et al, (2004), quantificou o tempo de permanéncia e o nimero de entradas
em cada camara.

Os camundongos, estranhos e familiares, sdo colocados em gaiolas, com fins aos
camundongos a serem avaliados, colocados livremente entre as duas camaras, pudessem ter
comunicacao fisica, visual, olfativa e auditiva. As gaiolas possuem uma dimensao de 11cm de altura
e 10,5 cm de largura com grades com espacamento de 1cm, no qual permitem o contato fisico e
evitam brigas entre os camundongos. Um peso deve ser colocado na parte superior da gaiola a fim
de que movimentos dos camundongos presentes na gaiola ou o camundongo da area externa possa
derruba-la. E interessante que o camundongo engaiolado seja habituado a essa situagio.

Figura 1 - Aparato de vidro com trés cdmaras
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Fonte: Nadler et al, (2004).
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A sociabilidade é considerada como a capacidade do camundongo em permanecer na
camara com o camundongo estranho em detrimento ao tempo gasto pelo mesmo camundongo na
camara vazia adjacente a cdmara central (figura 2.2a). No segundo momento, o tempo gasto com
o camundongo estranho em comparagdo com o camundongo familiar é considerado como a
preferéncia pela novidade social (figura 2.2b) (Moy et al, 2004). E valido enfatizar que o teste das
trés camaras também deve ser acompanhado dos testes de comportamento na gaiola de
convivéncia, teste de olfato e teste de locomocdo, com fins a que garantam que fatores como
locomocgao e olfato estejam preservados, além de exames que descarte anormalidades fisicas que
estimulem a viés dos dados.

Os testes de comportamento na gaiola de convivéncia consistem de na primeira semana de
biotério os camundongos serem observados durante 20 minutos em trés periodos diarios (8:00 h,
12:00 h e 18:30 h), sendo que duas horas antes do meio dia sdo disponibilizados um pedacgo
quadrado de algoddo, a fim de avaliar a capacidade do camundongo de construir ninhos. A
observacao noturna (18:30h) consiste em observar, 10 minutos com luz acesa e 10 minutos com
luz apagada, usando luz vermelha, a capacidade de construcdo e destruiciao de ninhos, sons
grupais, outras atividades, brigas, convulsdes, tremores ou qualquer outra atividade anormal.

As avaliacdes sobre condi¢des de satide dos camundongos consistem na observacao da
aparéncia da pelagem, do bigode, da postura corporal e da normalidade da marcha. E para a
verificacao da capacidade reflexiva recomenda-se o toque nos bigodes com um cotonete em cada
lado do rosto, a aproximagado do cotonete nos olhos e uso de som metalico, sendo que este dltimo
avalia tanto o reflexo quanto a audi¢ao. Cada animal também é colocado em uma gaiola de plastico
vazia que deve ser submetida a movimentos laterais e verticais com fins a verificar sua capacidade
de ficar em pé. Os animais também sao avaliados quanto ao reflexo visual e a capacidade de usar
as patas traseiras e dianteiras para se agarrar (Moy et al, 2004).

Um dia antes da realizacao do teste das trés camaras também é recomendado a avaliagdo
da capacidade locomotora por meio de um teste em campo aberto em uma camara de 0,4m x 0,3m
x 0,4m de base quadriculada com 106 quadrados sendo avaliado o nimero de quadrados cruzados
durante 5 minutos. E um dia depois do teste de locomog¢ao os animais devem ser submetidos a
testes de olfato. No dia seguinte ao teste de locomog¢do os animais também devem ser submetidos
a testes de balanco e coordenagdo motora, no qual os animais sdao colocados sobre um cilindro e
submetidos a uma aceleracao constante iniciando em 3 rpm até atingir 30 rpm em duas tentativas,
sendo avaliados o tempo de permanéncia de cada no cilindro em aceleracao (Moy et al, 2004).

O teste das trés camaras também precede de um momento de habituacao, ndo obrigatoria,

no qual, os camundongos sao colocados na camara central por cinco minutos e as demais camaras

170 CAPITULO XIV



vazias ficam com as entradas obstruidas. Além de habituag¢ao por ser um teste analogo ao teste de
campo aberto, ele permite identificar capacidade locomotora e niveis de ansiedade. Apds os cinco
minutos de habituagao, inicia-se o teste das trés camaras propriamente dito com a introducio de
um camundongo estranho dentro de uma gaiola junto a uma das camaras adjacentes a cAmara
central, a outra cdmara permanece vazia. Apés a introdu¢do do camundongo estranho as
passagens para as demais camaras sdo abertas e os movimentos do camundongo colocado na
camara central é avaliado por 10 minutos com o uso de um software de identificacio de
movimentos. Sera considerado como entrada a camara quando o camundongo estiver com as
quatro patas dentro dela. Em eventos de observacao visual presencial recomenda-se que o
pesquisador fique a 1,5 m de distancia. O segundo camundongo nao familiar deve ser introduzido
na camara vazia apds 10 minutos do primeiro teste e devera ser observado o tempo gasto em cada
camara e o numero de transicdes entre as duas camaras adjacentes (Moy et al, 2004).

Figura 2 - Teste das trés camaras.

b.
Fonte: Moy et al, (2004).

Outros fatores a considerar sdo que o teste das trés camaras tem sido utilizado para avaliar
outras desordens de comportamento e sociabilidade além do autismo como: alzheimer
(Companys-Alemany et al,, 2020), esquizofrenia (Tatsukawa et al, 2019, Plekanchuk et al,, 2022),
sindrome de rett (Wu et al, 2016), depressao (Yi et al, 2023), parkinson (Okitsu et al,, 2024), entre
outros. Também devemos enfatizar que para avaliar caracteristicas de autismo alguns modelos
animais foram desenvolvidos: BTBR e FMR, e como modelo controle observamos que o modelo
C57BL/6] é o mais utilizado. A inducdo do autismo também pode ser realizada com a exposi¢do de
fémeas durante a gestacao a 400 mg/kg de acido valprdico, com isso a prole dessas fémeas tera

sintomas do autismo (Zong et al,, 2023).

3. BASES NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA

A sociabilidade é uma caracteristica que esta associada a regiao do cortex frontal, e criangas
com assimetria nessa regido possuem déficits de sociabilidade e teriam dificuldade em regular a

expressao de emocoes positivas e negativas, no caso de autistas as regioes do lobo frontal, cortex
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temporal superior e amigdala sdo as principais relacionadas ao comportamento social (Amaral et
al, 2008), enquanto que as regides corticais, subcorticais, giro frontal superior, cértex motor
suplementar, area de Wernicke e o sulco temporal superior sio fundamentais no processo de
linguagem (Redcay, 2007) e as regides cortex orbitofrontal e nicleo caudado estdo relacionadas
aos comportamentos repetitivos (Atmaca et al, 2007). A figura 3.1 apresenta a localizacdo
cerebral dessas regioes.

Em observagdes p6s morte ou com base em imagens de ressonancia magnética,
pesquisadores indicaram que individuos autistas possuem um desenvolvimento cerebral atipico
durante a infancia. Hutsler et al, (2006) citaram que existem pequenas alteracdes nos neuronios
e nas células da glia da regido do cortex cerebral, além disso, Casanova et al, (2006) encontraram
diferencas de densidade de células, existéncia de espagamentos nas mini colunas radiais em areas
corticais, incluindo o lobo frontal. Schumann e Amaral (2006) também observaram reducao do
nimero de células do prosencéfalo e Schumann et al, (2004) encontraram uma reducao da
quantidade de neurdnios no ntcleo lateral da amigdala em cadaveres de individuos autistas.

O cerebelo de alguns individuos autistas também tém sido uma regido que apresenta
hipoplasia e reducao no volume de matéria cinza no vermis cerebelar superior (Stoodley, 2014).
Enquanto em outros individuos autistas apresentam hiperplasia (Courchesne, 1994), além da
diminuicdo significativa da quantidade de células de Purkinje na regido cerebelar (Amaral et al,
2008; Fatemi et al, 2012; Wegiel et al, 2014). Enquanto, o coértex pré-frontal é uma regido que
possui papel no controle cognitivo, ao coordenar a memoria, tomada de decisGes, emocoes,
planejamento e também atividade relacionadas a comportamento social, sendo que o giro frontal
inferior (IFG) esta diretamente relacionado a capacidade de linguagem, imitagdo na construcdo de
redes de processamento social.

Individuos autistas possuem os neurdnios piramides do IFG menores em comparagdo com
individuos normais, o que pode justificar a menor capacidade dos autistas em desenvolver uma
comunicacao suplementar com o uso de gestos ou sinais que simbolizam expressdes sentimentais
(Schumann; Nordahl, 2011). A regido do giro fusiforme é muito importante durante as interacdes
sociais e em individuos autistas observa-se uma hipoatividade e um menor metabolismo
mitocondrial nessa regidao, que pode refletir em menor densidade de neurdnios (Van Kooten et al,
2008).

Em relacao a base neuroquimica estudos recentes também tém observado uma forte
relacdo do hormonio ocitocina, produzido no nucleo paraventricular e supradéptico do hipotalamo,
com os sintomas de autismo (Moerkerke et al, 2021; Audustottir et al,, 2024), sendo que algumas

pesquisas em criancas autistas identificaram baixos niveis desse hormonio no plasma (Parker et
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al, 2014) e na saliva (Pichugina et al, 2022). No entanto, o tratamento com ocitocina, sob o uso de
spray nasal, possibilitou aumento em marcadores relacionados a interacdo social (Guastella et al.,

2016) e aredugdo dos movimentos repetitivos (Yamasue et al, 2018).

Figura 3 - Regides cerebrais relacionadas a sociabilidade, déficits de comunica¢do e comportamentos
repetitivos em individuos autistas

CEREBELD

Sociabilidade Comunicagio

OFC- Cortex orbitofrontal

ACC- Cortex cingulado anterior
FG - Giro fusiforme

STS - Sulco temporal superior
A- Amigdala

IFG - Giro frontal inferior

PPC - Cortex parietal posterior

IFG - Giro frontal inferior

STS - Sulco temporal superior
SMA - Area motora suplementar
BG - Ginglios basais

SN- Substancia negra

Th - Téalamo

PN - Nucleo pontino do cerebelo

OFC- Cortex orbitofrontal

ACC- Cortex cingulado anterior
BG - Ganglios basais

Th - Télamo

Fonte: Amaral et al, (2008).
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O que sabemos até o momento é que os neurdnios produtores de ocitocina, que sdo
originarios do hipotdlamo, denominados de neurénios magnocelular e parvocelular, se espalham
por todo o cérebro e sao reguladores dos comportamentos sociais (Zang et al, 2021). Altas
concentracdes podem desencadear diferentes vias de sinalizacdo, Gi em vez de Gq por exemplo, e
até reduzir o efeito quando administrada de forma continua ou em maiores concentragdes (Kou
etal, 2022).

Estudos também enfatizam o papel conjunto dos receptores de ocitocina e arginina
vasopressina em diferentes regides do sistema nervoso central, no qual tem sido observado maior
concentracdo de receptores metabotrdépicos de ocitocina do tipo Gq na area tegmentar ventral,
nucleo accumbens, cdrtex cingulado anterior, amygdala central e basolateral ee hipotalamo
anterior e ventral (Boccia et al, 2013), sendo fundamentais nos processos de comportamento
social, momentos de primeiro contato e situagdes de confianca (Song et al,, 2016), enquanto que
os receptores de ocitocina do tipo Gi sdo menos frequentes no sistema nervoso central e estao
mais presentes em 6rgaos periféricos (Garibay et al, 1991).

Outros hormdnios também merecem destaque, como: a arginina vasopressina um
nonapeptideo também produzido pelos neurdnios magnocelulares e parvocelulares do
hipotdlamo, e também encontrado na amigdala, no septo ventrolateral, no nicleo do leito da estria
terminal, locus ceruleus e no bulbo olfatério tem sido usado para melhorar os sintomas de autismo
em ratos induzidos com acido valpréico (Zhou et al, 2022), principalmente quanto ao
reconhecimento social (Wu et al, 2021).

O sistema que envolve o acido gama aminobutirico derivado do glutamato que atua no
desenvolvimento do cérebro e influencia na proliferacdo, migracdo, maturacao sinaptica,
diferenciacao e morte celular (Ower; Kriegstein, 2002), bem como na regulacdo do balango de
mecanismos inibitoérios e excitatorios (Yizhar et al, 2011) quando desregulado contribui também
para o surgimento de sintomas de autismo. O glutamato é responsavel pela excitacao de neurdnios
do cortex de mamiferos, sendo que quando os receptores de glutamato sofrem modificagcdes
desencadeia implicacdes na excitabilidade e no desenvolvimento intelectual (Yennawar et al,
2019). Exposicdo e aumento nos niveis de serotonina durante a gestacao tém sido associados a
interferéncias em mecanismos de memoria, aprendizagem, humor e no desenvolvimento de
problemas comportamentais e de deficiéncia social, tipicos sintomas de autismo (Verre et al,
2025). Enquanto a dopamina com mecanismos de cognicao social (Paval, 2017). Outros estudos
também tém dado énfase na relacdo de melatonina (Braam et al, 2018), acetilcolina (Takeshi et
al, 2016) e vitamina D (Pertile et al, 2018) a prejuizos nas interagdes sociais e a sintomas do

autismo.
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4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

Os modelos animais BtBr, SKANK3 e Fmrl sao os principais para estudos translacionais
relacionados ao autismo e com aplicagdes do teste das trés camaras, apesar de nao reproduzir
todos os sintomas da doenga sdao importantes e possuem potencial para o entendimento dos
mecanismos de origem, avaliar possiveis compostos que atenue os sintomas e também para
construcdo de etiologias genéticas e fisiologicas (Schwartzer et al,, 2013; Xing; Yu, 2025). Animais
deficientes em proteinas secretoras de ocitocina apds serem tratados com elevadas doses de
ocitocina administrada diretamente na regido intracerebroventricular possibilitou a reversao de
problemas de reconhecimento social (Jin et al, 2007; Sala et al, 2011) e animais induzidos ao
autismo com uso do &cido valpréico e tratados com arginina vasopressina também tém sido
usados para avaliar os niveis de interacao social (Wu et al,, 2021).

As aplicagdes translacionais do teste das trés camaras nao se restringem apenas ao uso de
hormonios e outros compostos quimicos administrados diretamente para avaliar as mudangas de
comportamento e interacdo social, mas também ao uso de outras alternativas, como compostos
naturais, probioticos, alimentos, entre outros. Alabdali et al, (2025) observaram que ratos
induzidos a sintomas do autismo com uso de acido propidnico e posteriormente tratados com
acido gama aminobutirico em conjunto com probiéticos com predominancia de Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium lactis, frutooligossacarideos, além de vitamina D3 e B-lactam, a base
de amoxicilina, promoveu um melhor equilibrio na relacao entre fatores quimicos inibitérios e
excitatorios e a restauracao dos indicadores de interagdo social em comparagao com o uso apenas
do acido gama aminobutirico. O uso de vitamina D3, também tem sido associado a
neurotransmissores responsaveis pela regulacao da aprendizagem, memoria e fatores emotivos
(Pertile et al, 2018), enquanto que B-lactam promove a ativacdo do transportador de glutamato
(Zengetal, 2010).

Yang et al., (2024) avaliou a influéncia do sulforafano, presente no brécolis fresco, sobre os
comportamentos de ratos induzidos ao autismo por lipopolissacarideo, e também em pacientes
autistas. Os pesquisadores observaram melhora do tempo de cheiro durante o teste das trés
camaras, mudangas na composicdo da microbiota intestinal dos ratos, enquanto que nos pacientes
existiu maior uso de comunicagao verbal quanto ndo verbal e mudanc¢a na abundancia relativa da
microbiota, principalmente no género bacteroides. O sulforafano é um fitoquimico
organosulfurado lipofilico da familia dos isotiocianatos derivado da glucorafanina hidrolisada e
presente em couve-flor, couve-de- bruxelas e brdcolis sendo considerado um protetor quimico

contra o cancer (Treasure et al, 2023).
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Varios outros estudos tém avaliado o teste das trés camaras como uma ferramenta para
pesquisas translacionais e aplica¢des clinicas ndo s6 para o autismo, mas também para outras
doencas que alteram as relagdes de interacdo social. Em estudos com Alzheimer o teste das trés
camaras tem sido usado para avaliar bioativos que interferem no desenvolvimento da doenca e
melhoram a capacidade cognitiva e de interacao social (Companys-Alemany et al, 2020; Yang et
al, 2025). Esquizofrenia (Mihara et al, 2017, Tatsukawa et al, 2019, Plekanchuk et al, 2022),
sindrome de rett (Wu et al, 2016), depressao (Yi et al, 2023), parkinson (OKkitsu et al, 2024) e
demeéncia (Zuo et al,, 2025) também tem usado o referido teste para avaliar a influéncia bioativos

e farmacos nas atividades de comportamento e intera¢des social.

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

O teste das trés camaras é um modelo padrdo usado desde 2004 pelo grupo da
neurocientista jacqueline Crawley, mas que possui algumas limitacdes, entre elas Netser et al,
(2017; 2019) pontuaram que primeiro, os animais podem ter preferéncia em se posicionar em
qualquer uma das camaras e a mudan¢a de uma camara para outra nao necessariamente significa
interagdo ou preferéncia social, outra ressalva se refere ao negligenciamento das dinamicas de
interacdo comportamentais, pois avalia-se apenas o tempo de permanéncia nas camaras e a
terceira observacao é de que o teste das trés camaras ndo considera os aspectos motivacionais
durante a interacgdo. Os citados autores apresentaram um novo designer para o aparatos do teste
das trés camaras (Figura 5.1.c) acompanhado de um novo software de analise dos videos, no qual
foi capaz de identificar novos parametros de comportamento social dos animais, bem como as
diferencas de comportamento entre sexo e linhagem, além de solucionar os questionamentos até
entdo considerados.

Diferentemente do modelo original de Moy et al, (2004), o designer de Netser et al, (2017;
2019) propoe uma area de arena em formato de hexagono irregular (Figura 5.1.b) e camaras
moveis em formato triangular que sdo colocadas nas extremidades da diagonal, ambas as
estruturas podem ser branca ou preta (Figura 5.1.a), sempre oposta a cor do animal. O software
baseia-se no movimento do corpo separado do movimento da cabe¢a do animal em analise e assim
o algoritmo do software identifica o contato da cabega com as areas de estimulo anulando assim

falsos positivos de comunicagao presentes no design experimental proposto por Moy et al,, (2004).
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Figura 5 - Novo apparatus do teste das trés cAmaras
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Fonte: Netser et al, (2017; 2019).

Outro destaque desse sistema é a capacidade de identificar os movimentos de corte de
bigode e as consequéncias apos o corte. Os cantos da arena também sdo areas de analise, pois
permitem aos animais momentos de descanso e higienizacdo anulando assim outros falsos
positivos, enquanto que o espaco da arena permite possibilitar a distincdo de comportamento
entre sexo como também entre diferentes linhagens, alem de ser possivel a avaliacdo de animais
maiores ou obesos (Netser et al, 2019).

O ajuste do modelo das trés camaras foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa coordenado
pelo neuro biologista Shlomo Wagner, o respectivo modelo tem sido usado para a avaliagdo da
diferenca de comportamento social entre ratos e camundongos (Netser et al, 2020), entre sexo e
linhagens (Kopachev et al, 2022) e em mecanismos fisioldgicos relacionados as redes neurais,
cérebro social (Mohapatra et al,, 2024). A partir do modelo desenvolvido por Netser etal., (2017),
outras atividades foram incluidas ao teste, como: preferéncia entre sexo e preferéncia emocional.
A primeira atividade consiste em avaliar a escolha do murino por diferentes tipos de sexo, e a
segunda consiste na avaliagdo da preferéncia por animais totalmente estranhos em comparacgao
com animais que pertencem ao mesmo grupo de convivéncia (Jabarin et al,, 2021; Kopachev et al.,

2022).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Ap6és essa analise bibliografica identificamos que o teste das trés camaras é o mais indicado
para avaliar modelos animais que apresentem os sintomas de autismo, e que ao longo dessas duas
décadas desde o seu desenvolvimento, ajustes do método foram realizados otimizando a sua
capacidade de representar estudos translacionais. Evidenciamos também que o modelo é uma boa
ferramenta para entender processos fisioldgicos relacionados a desregulacdo neurobioldgica, bem
como para avaliar potenciais compostos que possam reverter situagcdes de déficits de interacao

social, de memoria, aprendizagem, entre outros.

CAPITULO XIV 177



REFERENCIAS

ALABDALI, Altaf N. et al. Impact of GABA and nutritional supplements on neurochemical
biomarkers in autism: a PPA rodent model study. Frontiers in Molecular Neuroscience, v. 18,
p- 1553438, 2025.

ALBATTI, Turki H. et al. Prevalence of autism spectrum disorder among Saudi children between
2 and 4 years old in Riyadh. Asian journal of psychiatry, v. 71, p. 103054, 2022.

AMARAL, David G.; SCHUMANN, Cynthia Mills; NORDAHL, Christine Wu. Neuroanatomy of
autism. Trends in neurosciences, v. 31, n. 3, p. 137-145, 2008.

ATMACA, Murad et al. Volumetric MRI study of key brain regions implicated in obsessive-
compulsive disorder. Progress in neuro-psychopharmacology and Biological Psychiatry, v.
31, n.1, p. 46-52, 2007.

AUDUNSDOTTIR, Kristin et al. The effects of oxytocin administration on social and routinized
behaviors in autism: A preregistered systematic review and meta-analysis.
Psychoneuroendocrinology, v. 167, p. 107067, 2024.

BOCCIA, M. L. et al. Immunohistochemical localization of oxytocin receptors in human brain.
Neuroscience, v. 253, p. 155-164, 2013.

BRAAM, Wiebe et al. Low maternal melatonin level increases autism spectrum disorder risk in
children. Research in developmental disabilities, v. 82, p. 79-89, 2018.

CASANOVA, Manuel F. et al. Minicolumnar abnormalities in autism. Acta neuropathologica, v.
112, p. 287-303, 2006.

COMPANYS-ALEMANY, Julia et al. A novel NMDA receptor antagonist protects against cognitive
decline presented by senescent mice. Pharmaceutics, v. 12, n. 3, p. 284, 2020.

COURCHESNE, Eric et al. Cerebellar hypoplasia and hyperplasia in infantile autism. The Lancet,
v. 343, n. 8888, p. 63-64, 1994.

CRAWLEY, Jacqueline N. Designing mouse behavioral tasks relevant to autistic-like behaviors.
Mental retardation and developmental disabilities research reviews, v. 10, n. 4, p. 248-258,
2004.

EL-ANSARY, Afaf K.; BACHA, Abir Ben; KOTB, Malak. Etiology of autistic features: the persisting
neurotoxic effects of propionic acid. Journal of neuroinflammation, v. 9, p. 1-14, 2012.

FATEM], S. Hossein et al. Consensus paper: pathological role of the cerebellum in autism. The
Cerebellum, v. 11, p. 777-807, 2012.

GARIBAY, Jermelina Linor R. et al. Analysis by mRNA levels of the expression of six G protein a-

subunit genes in mammalian cells and tissues. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Molecular Cell Research, v. 1094, n. 2, p. 193-199, 1991.

178 CAPITULO XIV



GUASTELLA, Adam J.; HICKIE, Ian B. Oxytocin treatment, circuitry, and autism: a critical review
of the literature placing oxytocin into the autism context. Biological psychiatry, v. 79, n. 3, p.
234-242,2016.

HUTSLER, Jeffrey ].; LOVE, Tiffany; ZHANG, Hong. Histological and magnetic resonance imaging
assessment of cortical layering and thickness in autism spectrum disorders. Biological
psychiatry, v. 61, n. 4, p. 449-457, 2007.

JABARIN, Renad et al. Pharmacological modulation of AMPA receptors rescues specific
impairments in social behavior associated with the A350V Igsec2 mutation. Translational
psychiatry, v. 11, n. 1, p. 234, 2021.

JIN, Duo et al. CD38 is critical for social behaviour by regulating oxytocin secretion. Nature, v.
446,n.7131, p. 41-45, 2007.

KOPACHEYV, Natalia; NETSER, Shai; WAGNER, Shlomo. Sex-dependent features of social behavior
differ between distinct laboratory mouse strains and their mixed offspring. Iscience, v. 25, n. 2,
2022.

KOU, Juan et al. A randomized trial shows dose-frequency and genotype may determine the
therapeutic efficacy of intranasal oxytocin. Psychological Medicine, v. 52, n. 10, p. 1959-1968,
2022.

MOERKERKE, Matthijs et al. Endogenous oxytocin levels in autism—a meta-analysis. Brain
Sciences, v. 11, n. 11, p. 1545, 2021.

MOHAPATRA, Alok Nath et al. Synchronized LFP rhythmicity in the social brain reflects the
context of social encounters. Communications Biology, v. 7, n. 1, p. 2, 2024.

MOY, S. S. et al. Sociability and preference for social novelty in five inbred strains: an approach to
assess autistic-like behavior in mice. Genes, Brain and Behavior, v. 3, n. 5, p. 287-302, 2004.

NETSER, Shai et al. A novel system for tracking social preference dynamics in mice reveals sex-
and strain-specific characteristics. Molecular autism, v. 8, p. 1-14, 2017.

NETSER, Shai et al. A system for tracking the dynamics of social preference behavior in
small rodents. MyJoVE Corporation, 2019.

NETSER, Shai et al. Distinct dynamics of social motivation drive differential social behavior in
laboratory rat and mouse strains. Nature communications, v. 11, n. 1, p. 5908, 2020.

OKITSU, Masato et al. Mouse Model of Parkinson’s Disease with Bilateral Dorsal Striatum Lesion
with 6-Hydroxydopamine Exhibits Cognitive Apathy-like Behavior. International Journal of
Molecular Sciences, v. 25, n. 14, p. 7993, 2024.

OWENS, David F.; KRIEGSTEIN, Arnold R. Is there more to GABA than synaptic inhibition?.
Nature Reviews Neuroscience, v. 3,n. 9, p. 715-727, 2002.

CAPITULO XIV 179



PARKER, Karen J. et al. Plasma oxytocin concentrations and OXTR polymorphisms predict social
impairments in children with and without autism spectrum disorder. Proceedings of the
National Academy of Sciences, v. 111, n. 33, p. 12258-12263, 2014.

PAVAL, Denis. A dopamine hypothesis of autism spectrum disorder. Developmental
neuroscience, v. 39, n. 5, p. 355-360, 2017.

PERTILE, Renata AN et al. Vitamin D regulation of GDNF/Ret signaling in dopaminergic neurons.
The FASEB Journal, v. 32, n. 2, p. 819-828, 2018.

PICHUGINA, Yulia A. et al. Salivary oxytocin in autistic patients and in patients with intellectual
disability. Frontiers in Psychiatry, v. 13, p. 969674, 2022.

PLEKANCHUK, V. S.; PROKUDINA, O. I.; RYAZANOVA, M. A. Social behavior and spatial
orientation in rat strains with genetic predisposition to catatonia (GC) and stereotypes (PM).
Vavilov Journal of Genetics and Breeding, v. 26, n. 3, p. 281, 2022.

REDCAY, Elizabeth. The superior temporal sulcus performs a common function for social and
speech perception: implications for the emergence of autism. Neuroscience & Biobehavioral
Reviews, v.32,n. 1, p. 123-142, 2008.

RESHETNIKOV, V. V. et al. The long-term effects of early postnatal stress on cognitive abilities
and expression of genes of the glutamatergic system in mice. Neurochemical Journal, v. 12, p.
142-151, 2018.

SALA, Mariaelvina et al. Pharmacologic rescue of impaired cognitive flexibility, social deficits,
increased aggression, and seizure susceptibility in oxytocin receptor null mice: a
neurobehavioral model of autism. Biological psychiatry, v. 69, n. 9, p. 875-882, 2011.

SCHUMANN, Cynthia Mills; AMARAL, David G. Stereological analysis of amygdala neuron number
in autism. Journal of Neuroscience, v. 26, n. 29, p. 7674-7679, 2006.

SCHUMANN, Cynthia Mills et al. The amygdala is enlarged in children but not adolescents with
autism; the hippocampus is enlarged at all ages. Journal of neuroscience, v. 24, n. 28, p. 6392-
6401, 2004.

SCHUMANN, Cynthia Mills; NORDAHL, Christine Wu. Bridging the gap between MRI and
postmortem research in autism. Brain research, v. 1380, p. 175-186, 2011.

SCHWARTZER, ].]. et al. Maternal immune activation and strain specific interactions in the
development of autism-like behaviors in mice. Translational psychiatry, v. 3, n. 3, p. e240-e240,
2013.

SONG, Zhimin et al. Activation of oxytocin receptors, but not arginine-vasopressin V1a receptors,
in the ventral tegmental area of male Syrian hamsters is essential for the reward-like properties

of social interactions. Psychoneuroendocrinology, v. 74, p. 164-172, 2016.

STOODLEY, Catherine J. Distinct regions of the cerebellum show gray matter decreases in autism,
ADHD, and developmental dyslexia. Frontiers in systems neuroscience, v. 8, p. 92, 2014.

180 CAPITULO XIV



TAKECHI, Kenshi et al. The a432 nicotinic acetylcholine receptor modulates autism-like
behavioral and motor abnormalities in pentylenetetrazol-kindled mice. European journal of
pharmacology, v. 775, p. 57-66, 2016.

TARTAGLIONE, Anna Maria et al. Prenatal valproate in rodents as a tool to understand the neural
underpinnings of social dysfunctions in autism spectrum disorder. Neuropharmacology, v. 159,
p. 107477,20109.

TATSUKAWA, Tetsuya et al. Scn2a haploinsufficient mice display a spectrum of phenotypes
affecting anxiety, sociability, memory flexibility and ampakine CX516 rescues their hyperactivity.
Molecular Autism, v. 10, p. 1-15, 2019.

VAN KOOTEN, Imke AJ et al. Neurons in the fusiform gyrus are fewer and smaller in autism.
Brain, v. 131, n. 4, p. 987-999, 2008.

VAN DER VEERE, Christine N.; DEN HEIJER, Anne E.; BOS, Arend F. Development of children at
age 7-8 years after intrauterine exposure to selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs)—

Results from the Dutch prospective cohort SMOK study. Early Human Development, p. 106405,
2025.

WEGIEL, Jerzy et al. Stereological study of the neuronal number and volume of 38 brain
subdivisions of subjects diagnosed with autism reveals significant alterations restricted to the
striatum, amygdala and cerebellum. Acta neuropathologica communications, v. 2, p. 1-18,
2014.

WU, Yang et al. Characterization of Rett Syndrome-like phenotypes in Mecp2-knockout rats.
Journal of neurodevelopmental disorders, v. 8, p. 1-12, 2016.

WU, Jing et al. Postnatal AVP treatments prevent social deficit in adolescence of valproic acid-
induced rat autism model. Peptides, v. 137, p. 170493, 2021.

XING, Chuan; YU, Xiang. Oxytocin and autism: Insights from clinical trials and animal models.
Current Opinion in Neurobiology, v. 92, p. 103015, 2025.

YAMASUE, Hidenori et al. Effect of intranasal oxytocin on the core social symptoms of autism
spectrum disorder: a randomized clinical trial. Molecular psychiatry, v. 25, n. 8, p. 1849-1858,
2020.

YANG, Jiexian et al. Therapeutic efficacy of sulforaphane in autism spectrum disorders and its
association with gut microbiota: animal model and human longitudinal studies. Frontiers in
Nutrition, v. 10, p. 1294057, 2024.

YANG, Linhan et al. Withaferin A Rescues Brain Network Dysfunction and Cognitive Deficits in a
Mouse Model of Alzheimer’s Disease. Pharmaceuticals, v. 18, n. 6, p. 816, 2025.

YENNAWAR, Madhumita; WHITE, Rachel S.; JENSEN, Frances E. AMPA receptor dysregulation
and therapeutic interventions in a mouse model of CDKL5 deficiency disorder. Journal of

Neuroscience, v. 39, n. 24, p. 4814-4828, 2019.

Y], Donglin et al. Effects of Maternal Exposure to Decamethylcyclopentasiloxane on the
alternations in Offspring Behaviors in Mice. Biomedicines, v. 11, n. 1, p. 35, 2022.

CAPITULO XIV 181



YIZHAR, Ofer et al. Neocortical excitation/inhibition balance in information processing and social
dysfunction. Nature, v. 477, n. 7363, p. 171-178, 2011.

ZENG, Ling-Hui et al. Modulation of astrocyte glutamate transporters decreases seizures in a
mouse model of Tuberous Sclerosis Complex. Neurobiology of disease, v. 37, n. 3, p. 764-771,
2010.

ZHANG, Bin et al. Reconstruction of the hypothalamo-neurohypophysial system and functional
dissection of magnocellular oxytocin neurons in the brain. Neuron, v. 109, n. 2, p. 331-346. €7,
2021.

ZHONG, Jiu-Gen et al. Associations between dysbiosis gut microbiota and changes of
neurotransmitters and short-chain fatty acids in valproic acid model rats. Frontiers in
Physiology, v. 14, p. 1077821, 2023.

ZHOU, Bo et al. The changes of amygdala transcriptome in autism rat model after arginine
vasopressin treatment. Frontiers in Neuroscience, v. 16, p. 838942, 2022.

Z0U, Huihui et al. Neurotropin alleviates cognitive impairment by inhibiting TLR4/MyD88/NF-

kB inflammation signaling pathway in mice with vascular dementia. Neurochemistry
international, v. 171, p. 105625, 2023.

182 CAPITULO XIV



CAPITULO XV

MODELO DE DEPRESSAO CONSEQUENTE AO
ESTRESSE GESTACIONAL INDUZIDO POR
CORTICOSTERONA EM CAMUNDONGOS

MODEL OF GESTATIONAL STRESS DEPRESSION IN MICE BY
CORTICOSTERONE

DOI: 10.51859/amplla.nat298.1126-15

Matheus Firmino de Morais *
Ana Maria Sampaio Assereuy >

1 Doutorando em ciéncias fisioldgicas. Programa de pés-graduacdo em ciéncias fisioldgicas - UECE
2 Doutora em farmacologia, Professora Emérita do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas da

Universidade Estadual do Ceara-UECE (PPGCF-UECE)

RESUMO

A depressdo perinatal representa uma condigdo
multifatorial que compromete o bem-estar fisico
e emocional da mae e da prole. O estresse
gestacional, gerado pela elevada liberagdo de
glicocorticoide, causa um estado de
hiperatividade do eixo hipotadlamo-hipéfise-
adrenal (HPA) e favorece o surgimento de um
fenétipo depressivo. Este trabalho tem por
objetivo caracterizar o modelo experimental de
depressdo por estresse gestacional em
camundongos induzido por corticosterona
destacando os parametros comportamentais,
neuroendocrinos e outros biomarcadores. A
adicdo de corticosterona na agua de beber ou a
aplicacao por outras vias de administracao, do 6.2
ao 20.2 dia gestacional, reproduz o estado de
estresse cronico. Avaliagdes comportamentais
como o Nado Forgado e o Campo Aberto, indicam
anedonia, desesperanca e alteragdes
locomotoras.  Andlises  neuroquimicas e
neurofisiolégicas demonstram disfun¢des nos
sistemas glutamatérgico e GABAérgico, com
hiperexcitabilidade neuronal, além de alteracoes
dopaminérgicas nos circuitos de recompensa e
evidéncias de neuroinflamacio e disfuncgoes
epigenéticas. O modelo permite a investigacio
translacional de alvos moleculares, como BDNF,
GR e marcadores inflamatérios, além de testar
intervencdes farmacolégicas e epigenéticas com
relevancia clinica. Apesar da eficacia, limitacoes

como variagdes no consumo de corticosterona,
impacto sistémico inespecifico e interferéncia de
alteracdes fisioldgicas gestacionais demandam
cautela interpretativa. Conclui-se que o modelo
de depressdo gestacional induzida por
corticosterona é uma ferramenta valida e
promissora para o estudo da fisiopatologia da
depressdo perinatal e desenvolvimento de
estratégias terapéuticas e preventivas.

Palavras-chave: Eixo HPA (hipotalamo-hipdfise-
adrenal). Neuroplasticidade. Transtornos
afetivos. Inflamacgao neuroendocrina.
Transtornos depressivos.

ABSTRACT

Perinatal depression is a multifactorial condition
that the physical and emotional health of both
mothers and offsprings. Gestational stress, driven
by elevated glucocorticoid release, induces a state
of hyperactivity of the hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis and contributes to the
development of a depressive-like phenotype. This
study aims to characterize an experimental
model of stress-induced perinatal depression in
mice by corticosterone exposure, highlighting
behavioral and neuroendocrine parameters,
along with potential biomarkers. Corticosterone
administration via drinking water or by
alternative routes—from gestational day 6 to day
20 reproduces a state of chronic stress.
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Behavioral assessments, such as the tests Forced
Swim and Open Field, reveal anhedonia, despair-
like behavior, and locomotor alterations.
Neurochemical and neurophysiological analyses
demonstrate dysfunctions in the glutamatergic
and GABAergic systems, accompanied by
neuronal hyperexcitability, in addition to
dopaminergic alterations in reward related
circuits, and evidence of neuroinflammation and
epigenetic dysregulation. This model enables the
translational investigation of molecular targets
such as BDNF, glucocorticoid receptors (GR), and
inflammatory markers, as well as the testing of
pharmacological and epigenetic interventions of

clinical relevance. Despite its efficacy, limitations
such as variations in the intake of corticosterone,
nonspecific systemic effects, and the influence of
gestational physiological changes require
cautious interpretation. In conclusion, the
corticosterone-induced model is a valid and
promising tool for the pathophysiology study of
perinatal depression and  development of
preventive and therapeutic strategies.

Keywords: HPA axis (hypothalamic-pituitary-
adrenal). Neuroplasticity. Affective disorders.
Neuroendocrine  inflammation.  Depressive
disorders.

1. INTRODUCAO

A depressdo perinatal é um transtorno que acomete mulheres durante a gestacao ou no
periodo pds-parto, sendo associada a prejuizos emocionais, cognitivos e comportamentais tanto
na mae quanto na prole (Xie et al., 2025). Fatores hormonais, sociais e neurobioldgicos contribuem
para a etiologia multifatorial dessa condicdo (Zuti¢, 2023).

O estresse gestacional é considerado um fator de risco, ja que essa condicdo estimula a
hiperatividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), culminando na liberagdo em excesso
de glicocorticoide (Fei et al.,, 2024), podendo comprometer a neurogénese, a plasticidade sinaptica
e aresposta ao estresse a longo prazo (Enayati et al.,, 2020).

Modelos animais tém sido fundamentais para o estudo da depressdao perinatal, pois
permitem a avaliagdo de parametros comportamentais e hormonais em condi¢des controladas.
Dentre os modelos destaca-se a administragao de corticosterona como uma abordagem confiavel
e translacional para simular os efeitos do estresse crénico (Wang et al., 2024). A exposig¢do cronica
a corticosterona induz comportamentos relacionados a anedonia, desesperanca e alteracdes
neuroenddcrinas e simula a depressao (Kokras et al., 2020).

Assim, o uso de corticosterona durante a gestacdo surge como uma alternativa para a
padronizacdo de modelos de depressao por estresse gestacional, com potencial para elucidar
mecanismos moleculares e comportamentais especificos deste transtorno (Fei et al, 2024). Diante
disso, o presente estudo teve como objetivo caracterizar o modelo experimental de depressao
induzida por corticosterona em camundongos fémeas gestantes, avaliando parametros

comportamentais e neuroenddcrinos associados ao desenvolvimento do fenétipo depressivo.
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2. MODELO EXPERIMENTAL

Neste modelo experimental sdo utilizadas fémeas adultas, com 8-12 semanas de idade e
pesando entre 20 e 30 g. Para o acasalamento, cada fémea deve ser pareada com um macho fértil
da mesma linhagem por 24 h. Apo6s esse periodo deve ser verificado a presenga do “plug” vaginal,
a detecgdo positiva marca o Dia Gestacional 0 (DGO). As fémeas gestantes devem ser distribuidas
aleatoriamente em grupos (Mader et al., 2009).

A inducao farmacolégica de depressao perinatal é realizada com corticosterona diluida em
solucdo de 0,45 % de etanol em agua destilada. A solucdo pode ser oferecida na agua de beber,
garantindo uma dose aproximada de 25 mg/kg/dia, calculada com base no consumo hidrico médio
e no peso corporal. A administracdo é iniciada no Dia Gestacional 6 (DG6), fase em que a
organogénese estd estabelecida e a plasticidade do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA) se
intensifica, sendo mantida até o DG20, ultimo dia de gestacdo. Esse regime continuo permite a
inducao de um modelo de estresse cronico leve e fisiologicamente relevante (Kott et al., 2016).

A administracao pela dgua de beber é amplamente utilizada em protocolos que envolvem
0 uso de corticosterona por ser ndo invasiva, causar menor estresse manipulatdrio e permitir
exposicdo continua ao farmaco. No entanto, outras vias de administragao também sdo descritas na
literatura. A gavage oferece maior controle sobre a dose exata administrada diariamente. J4 a
injecdo subcutanea (s.c.) ou intraperitoneal (i.p.) permite administracdo precisa e absor¢ao rapida,
porém exige manipulacdo constante, o que pode interferir nos desfechos comportamentais
(Kottetal., 2016). A escolha da via deve considerar o equilibrio entre controle experimental, bem-
estar animal e validade translacional do modelo.

Nos DG18-19 (final de gestacdo) e no 3.2dia pods-parto (PP3) devem ser conduzidas
avaliacbes comportamentais para caracterizar o fendétipo depressivo materno. O Teste de
Preferéncia por Sacarose (SPT) deve ser realizado por 48 h, precedido de privacao hidrica-durante
4 h, oferecendo-se simultaneamente dgua e solucdo de sacarose a 1 %. A anedonia é expressa como
percentual de preferéncia pela solugdo agucarada. No Teste do Nado For¢ado (FST), as fémeas sdo
colocadas individualmente em um cilindro de vidro (25 cm x 20 cm, 4gua a 25 + 1 °C) por 6 min, e
marcado 4 min de imobilidade, tempo no qual o animal pode ser enquadrado com comportamento
de desesperanca. Para controlar possiveis efeitos locomotores, pode ser aplicado o teste de Campo
Aberto pela colocagdo dos animais em arena (40cm x40cm x30cm), registrando-se
cruzamentos e tempo de permanéncia no centro da arena (Xie et al., 2025).

A eutanasia deve ocorrer no DG20 (subconjunto gestacional) ou PP7 (subconjunto

pos-parto) mediante superdosagem anestésica, coletando-se sangue para dosagem de
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corticosterona plasmatica por ELISA e validacdo da eficacia do protocolo; encéfalo (hipocampo,
cortex pré-frontal e amigdala) destinados a imunohistoquimica, qPCR e Western Blot; e as

glandulas adrenais para andlise histopatolégicas (Xie et al., 2025).

3. BASES NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA

O modelo de depressao induzida por corticosterona impacta diretamente o equilibrio entre
os sistemas glutamatérgico (excitador) e GABAérgico (inibidor). O estresse cronico leva a
disfuncdo da sinalizagdo do glutamato, com hiperatividade sinaptica, acimulo de glutamato
extracelular e excitotoxicidade neuronal, especialmente no hipocampo e cértex pré-frontal. Esses
efeitos resultam na degeneracao de dendritos, reducao da densidade sindptica e morte neuronal
(Khoodoruth et al., 2022; Fogaca; Duman, 2019).

Por outro lado, ha evidéncias de que a funcdo do sistema GABAérgico também é
comprometida, com redugdo da expressdo de receptores GABA-A e GABA-B, o que prejudica os
mecanismos de inibicao tonica e fasica. Essa desregulacao contribui para a hiperexcitabilidade
neuronal e aumenta a vulnerabilidade a respostas comportamentais desadaptadas, como
ansiedade, agitacao e disturbios do sono, frequentemente observados em modelos perinatais de
depressao (Khoodoruth et al., 2022; Fogaga; Duman, 2019).

No eixo da recompensa e motivagdo, as alteracdes dopaminérgicas afetam o funcionamento
do nucleo accumbens e da area tegumental ventral (VTA), reduzindo a libera¢cdo de dopamina
nesses circuitos. Isso leva a anedonia (perda de interesse por atividades naturalmente
prazeirosas) e esta associada a reducao da atividade locomotora e do comportamento
exploratdrio. Além disso, ha diminuicdo na expressdao de receptores dopaminérgicos D2 e da
proteina transportadora de dopamina (DAT), comprometendo a sinalizagdo e o tonus
dopaminérgico basal (Peng et al.,, 2020).

Outro aspecto relevante é a neuroinflamagao. A corticosterona em niveis cronicamente
elevados ativa a micréglia e astrocitos, aumentando a liberagao de citocinas pr6-inflamatérias (IL-
1B, TNF-q, IL-6) e promovendo o estresse oxidativo. Isso contribui para a quebra da barreira
hematoencefalica, causando a disfunc¢do sinaptica e a reducao da neuroplasticidade. Marcadores
proteicos de ativacdo microglial como o Iba-1 e de reatividade astrocitaria como o GFAP sdo
frequentemente aumentados em analises imuno-histoquimicas de animais que foram induzidos a
depressao por corticosterona (Zhao et al., 2025).

Além das alteragdes neuroquimicas e estruturais, ha evidéncias de mecanismos
epigenéticos modulando a expressao génica em resposta ao estresse gestacional. A hipermetilacao

de promotores de genes relacionados ao BDNF, GR (receptor de glicocorticoide) e NR3C1 pode
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reduzir a sensibilidade da retroalimentacao negativa do eixo HPA, perpetuando a ativacao desse
sistema e aumentando o risco de transtornos depressivos na mae e na prole (Mourtzi; Sertedaki;
Charmandari, 2021).

Por fim, destaca-se que a exposicdo a corticosterona durante a gestacdo interfere
diretamente nos niveis de horménios sexuais como estrogénio e progesterona, fundamentais para
a estabilidade emocional materna no pds-parto e compromete o equilibrio neuroendécrino
necessario para a neuroprotecdo, o vinculo materno e o comportamento de cuidado parental

(Gotlieb et al., 2022).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

0O modelo experimental de depressdo perinatal induzido por corticosterona em
camundongos apresenta elevado potencial de aplicacdo translacional por mimetizar aspectos
fisiopatolégicos, comportamentais e neuroenddcrinos observados em quadros depressivos
humanos, especialmente aqueles associados ao periodo gestacional e pds-parto. A semelhanga
com o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA) humano, a responsividade ao tratamento
farmacologico e a possibilidade de mensuragdo de biomarcadores tornam este modelo util para
investigacdo de mecanismos patolégicos e desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
(Wang et al., 2024; Chai et al., 2022).

A exposicdo pré-natal ao estresse e a disfuncao do eixo HPA tem sido associadas a maior
incidéncia de transtorno depressivo, déficits cognitivos, alteracdes no vinculo materno-infantil e
maior risco de psicopatologias na prole. Nesse sentido, modelos animais que reproduzem tais
alteracgoes contribuem para a identificacdo de alvos moleculares, como a via BDNF-TrkB-mTOR,
receptores de glicocorticoides (GR), neurotrofinas, sistemas monoaminérgicos e mediadores
inflamatérios, os quais podem ser modulados farmacologicamente com potencial beneficio
terapéutico (Neeley et al,, 2011; Glover; O’Connor; O’Donnell, 2010).

A administracdo de corticosterona durante a gestagcdo permite a avaliacdo pré-clinica de
tratamentos convencionais e alternativos, como antidepressivos triciclicos, ISRS, compostos anti-
inflamatérios, fitoterapicos e interveng¢des epigenéticas, bem como o impacto de diferentes
estratégias terapéuticas em parametros comportamentais, neuroquimicos e hormonais tanto na
mae quanto na prole, em estagios distintos do desenvolvimento (Mourtzi; Sertedaki; Charmandari,
2021; Brummelte; Galea, 2010; Qiu et al,, 2021).

Outro ponto importante é a utilidade deste modelo na investigacdo do comportamento
materno e do vinculo afetivo nos estudos de depressdo, possibilitando a investigacao e

intervenc¢dao com foco em promocao de sailde mental perinatal, bem como no desenvolvimento de
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estratégias de prevencao de transtornos do neurodesenvolvimento em filhos de maes expostas ao
estresse cronico (Brummelte; Galea, 2010).

Em resumo, as aplicag¢des clinicas e translacionais do modelo de depressdo induzida por
corticosterona abrangem desde o entendimento da etiopatologia até a triagem de novas
intervencoes terapéuticas, com implicacdes diretas na medicina translacional, na psiquiatria

perinatal e na neurociéncia do desenvolvimento.

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar da ampla utilizagdo do modelo de depressao perinatal induzido por corticosterona
em camundongos, alguns limites e desafios metodoldgicos devem ser considerados para garantir
a validade e a reprodutibilidade dos achados. Entre os principais desafios esta a variagcdo no
consumo voluntario de corticosterona pela agua de beber, que pode ocorrer devido a fatores como
estagio gestacional e temperatura ambiente. Essa variabilidade pode comprometer o controle
preciso da dose efetivamente absorvida, dificultando a padronizacao entre experimentos e grupos
experimentais. Vias ndo invasivas como a administracao via agua, reduz o estresse manipulativo,
mas oferecem menor controle da dose; por outro lado, vias como gavagem ou injecdes
subcutaneas, podem gerar estresse adicional e afetar os desfechos comportamentais (Ding et al.,
2018; Kott et al,, 2016).

Além disso, a administracao cronica de corticosterona pode impactar outros parametros
fisioldgicos, como o metabolismo energético, sistema imunoldgico e o eixo reprodutivo, o que gera
efeitos colaterais que precisam ser cuidadosamente controlados e interpretados. Embora a
administracdo de corticosterona reproduza aspectos importantes da fisiopatologia da depressao,
como alteragdbes no eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HPA), anedonia e disfungdes
neuroendocrinas, trata-se de um modelo unifatorial, que nao contempla a complexidade
multifatorial da depressdo perinatal em humanos como outros fatores hormonais, genéticos,
ambientais e psicossociais (Wang et al.,, 2024; Van Donkelaar et al., 2014).

A avaliacdo comportamental no periodo gestacional também apresenta limita¢des, pois o
estado fisiolégico das fémeas gravidas (alteragdes hormonais, ganho de peso, restricio de
movimentos) pode interferir nos resultados dos testes, como o de Campo Aberto ou Nado Forgado,
exigindo interpretacdo cautelosa. Por fim, destaca-se a necessidade de validagdo cruzada com
outros modelos de depressdao perinatal, bem como o uso de multiplos pardmetros
(comportamentais, moleculares e histolégicos) para conferir robustez dos achados (Brummelte;

Lieblich; Galea, 2012; Demuyser et al., 2016).
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RESUMO

O comportamento ansioso em roedores pode ser
analisado através do teste de labirinto em cruz
elevado, no qual o animal se encontra em
confronto com seus instintos naturais de
exploracdo de novos lugares evitando situagoes
aversivas ao explorar um local exposto e elevado
(bracos abertos do aparato). Os parametros
analisados descrevem a capacidade de
exploragio do animal bem como seu
comportamento ansioso ou normal. O teste avalia
a atividade de estruturas cerebrais relacionadas
ao medo e ansiedade em animais como o
hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal, além
da atividade do sistema neuroenddcrino via eixo
hipotalamo-hip6fise-adrenal. =~ Portanto, sua
utilidade esta em evidenciar o efeito ansiolitico
ou ansiogénico de fArmacos através da andlise de
dados obtidos neste teste juntamente com outros
testes associados na busca de novos
medicamentos com aplicacdo sobre a ansiedade.

Palavras-chave: Teste comportamental.
Comportamento ansioso. Hipocampo. Cortex pré-
frontal. Amigdala.

ABSTRACT

Anxiety-like behavior in rodents can be assessed
by the elevated plus maze test, in which the
animals are posted in conflict to their natural
instincts to explore new environments, avoiding
aversive situations when exploring new, exposed
and high places (open arms). The parameters
studied describe the animals exploring skills as
well as their standard or anxiety-like behavior.
Central nervous system activity is monitored in
areas related to fear and anxiety in animals such
as hippocampus, amygdala, and prefrontal cortex,
along with the neuroendocrine system activation
due to the hypothalamus-hypophysis-adrenal
axis. Therefore, the test is useful to evaluate the
anxiolytic or anxiogenic activity of drugs by the
use of multiple tests and data analysis in the
search of new medicines to be applied on anxiety.

Keywords: Behavioral test. Anxiety-like

behavior. Hippocampus. Prefrontal cortex.
Amygdala.
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1. INTRODUCAO

A pesquisa de novos farmacos é um campo de relevancia pois muitas classes de
moléculas moduladoras do sistema nervoso central (SNC), ao tratar desordens mentais, vém
acompanhadas de efeitos colaterais que alteram o comportamento (Edinoff et al., 2021). Portanto
se faz necessario a prospeccao de fArmacos alternativos e a avaliacao de seus efeitos fisiologicos e
sobre as suas possiveis alteragdes comportamentais.

Nesse contexto, alteragdes comportamentais em experimentos com animais sdo uma das
variantes que podem ser analisadas como resposta aos estimulos que o animal recebe. O modelo
murino contribui bastante para pesquisas de avaliacdo de efeito de novos farmacos pois os
roedores sdo bastante sensiveis as mudangas ambientais e fisiolégicas, e essa sensibilidade se
reflete em seu padrdao de comportamento que pode ser analisado e interpretado conforme padrdes
e parametros pré-definidos pela literatura com dados experimentais sobre o modelo (van der
Staay, 2006).

Os estudos de andlises comportamentais se baseiam no instinto inato dos animais, como a
vontade natural dos roedores de explorar novos lugares e elementos do ambiente, a tendéncia de
se esconder de predadores ou evitar estimulos estressores e aversivos (Pisula, Mondlinska,
Chrzanowska, 2019). Alteragdes nesses tipos de comportamento podem sugerir mudancgas em
areas cerebrais associadas a modulacdo do medo e ansiedade. Um dos modelos comportamentais
utilizados para analisar essas alteragdes é o do labirinto em cruz elevado (elevated plus maze -
EPM), que avalia a tendéncia do animal de preferir explorar um local seguro e coberto a um lugar
novo, exposto e elevado no aparato, o que pode sugerir um comportamento mais ansioso e
defensivo (Pellow et al.,, 1985).

O aparato consiste em pecas (Fig. 1.a), normalmente feitas de acrilico, que quando
montadas formam bracos perpendiculares abertos (apenas com a passagem de 50x10 cm) e
fechados (passagem de 50 x 10 cm contornada por paredes opacas de 15 a 40 cm), apoiados por
suportes de 10 a 50 cm do chao, hd também uma zona central que é formada da intersecdo desses
bragos, onde inicialmente o animal é posicionado (Pellow et al., 1985).

A analise da resposta do comportamento animal, apés sofrer interferéncia advinda de
alguma intervencao, é feita através do teste (Fig 1.b), que promove um estimulo aversivo através
da exploracao de locais que o roedor com perfil mais ansioso ou tratado com ansiogénicos tentara
evitar, enquanto o animal sem altera¢des ou tratado com ansioliticos explora igualmente todas as

partes do aparato (Pellow et al., 1985).
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Figura 1 - Esquema de aparato de labirinto em cruz elevado e desenho experimental do uso do EPM
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Fonte: elaborado pelo autor

2. PROTOCOLO DO TESTE

O protocolo experimental pode ser dividido em 3 etapas para melhor organizacdo: pré-
laboratorial, com preparo e planejamento do teste; laboratorial, com a condug¢do do experimento
e coleta de dados; e pos-laboratorial, para a andlise e interpretacdo de dados obtidos. O
planejamento em qualquer teste comportamental é imprescindivel para a qualidade da coleta de
dados fidedignos e minimizacdo de erros tanto de analise (pelo pesquisador ou observador)
quanto advindos dos animais (pelo estresse, interferéncias ou execucao indevida do teste)
(Campos et al, 2023).

Desse modo, as outras etapas de execucdo e analise se tornam mais claras e objetivas,

evitando até mesmo a repeticao de testes por falta de significancia estatistica nos dados.

2.1. PREPARO DE SALA E DE APARATO

E necessario minimizar quaisquer fatores que possam influenciar no comportamento dos
animais antes e durante o periodo do teste. Detalhes como odor, iluminagdo, sons e manuseio dos
animais sdo interferéncias que podem alterar o seu comportamento, adicionando tendéncias e
viés na coleta de dados entre os individuos do estudo (Campos et al., 2023).

Portanto, o ambiente em que o aparato de labirinto em cruz elevado sera montado deve ser
previamente higienizado (com produto adequado sem odor ou alcool a 5%), separado da sala de

quarentena e na auséncia de outros animais, para que os animais de estudo possam ser
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aclimatados nesta nova sala antes do experimento (Toyama, 2012). Além disso, a sala em questdo
deve ter iluminacdo moderada e uniforme (325 lux, distante 1m do piso), e ser isolada de sons,
barulhos ou ruidos externos (abaixo de 85 dB) (Campos et al., 2023).

Os pesquisadores observadores que entrardo em contato com o aparato e/ou animais,
devem evitar perfumes ou odores muito fortes, além de planejar o experimento para que os
animais sejam manuseados o minimo possivel e de forma padronizada, como na disposicao e
transporte das caixas ou gaiolas dentro da sala. Todas estas recomendac¢des fazem parte de

treinamentos de pessoal para uso de animais (Campos et al., 2023).

2.2. CONDUGAO DO EXPERIMENTO E COLETA DE DADOS

A execucdo é feita conforme parametros escolhidos pelo pesquisador observador
com base na literatura. Entretanto, o método preconizado normalmente consiste em transportar
um animal da sua gaiola, posicionando-o na intersecdo entre os bracos do aparato (zona central),
e a partir deste momento, marcar o inicio da avalia¢do, que pode ser de 5 a 10 minutos, ou de
acordo com a metodologia utilizada. Ao final do tempo decorrido, o animal é devolvido para sua
gaiola e o aparato é limpo com soluc¢ao sanitizante (diluida ou prépria para ndo deixar odor) antes
da avaliacdo de outro animal (Pentkowski et al., 2021).

A observacao do comportamento deve ser realizada pelos pesquisadores em siléncio ou
por camera previamente posicionada acima do aparato, que grava as entradas e trajetorias do
animal nos bragos do teste para posterior analise. Recursos como relégios e cron6metros podem
ser utilizados para padronizar o tempo entre cada teste, desde que nao emitam som perto do

animal (Pisula, Mondlinska, Chrzanowska, 2019).

2.3. ANALISE E INTERPRETACAO DE DADOS

Os dados que serao obtidos em forma de anotagdes ou gravagcdes podem ser analisados
conforme parametros escolhidos pelo pesquisador. Normalmente é analisado o comportamento
animal na forma de: nimero de entradas em cada brago (Fig. 2.a), em nimero de eventos quando
o animal passa com as 4 patas para dentro dos limites do brago em questdo; tempo de permanéncia
em cada braco (Fig. 2.b), quantificado em segundos (s) ou porcentagem (%) em que o animal esta
explorando do brago em questdo; e distancia total percorrida no aparato (Fig 2.c), quantificado em

centimetros do trajeto do animal ao todo (Knight et al., 2022).
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Figura 2 - Andlise de dados experimentais do labirinto em cruz elevado
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Desse modo é possivel comparar cada um desses parametros entre os diferentes grupos
experimentais e evidenciar as diferencas de preferéncia dos animais a escolherem explorar um
tipo de ambiente em relagdo ao outro (bragos abertos ou fechados), chamado comportamento de
evitacdo (avoidance) (Kenwood, Kalim, Barbas, 2022).

A interpretacdo dos dados é realizada de acordo com os objetivos do pesquisador e
propdsito da investiga¢do, normalmente, procura-se evidenciar o comportamento ansioso de um
grupo de animais em detrimento a outro grupo, ou a reversao do comportamento ansioso para
parametros normais através de algum tratamento (ansiolitico), comparado com grupos controles.
Ou até mesmo avaliar o potencial ansiogénico de uma molécula ainda ndo estudada, e investigar
esse efeito para classifica-lo como efeito adverso (Freitas, 2025).

Em qualquer caso que se queira investigar, a analise de dados de um teste isolado ndo é
suficiente para atribuir com precisao o efeito modulador de comportamento aquela intervencao
utilizada, sendo portanto, recomendada a analise das diferencas no comportamento animal
evidenciadas em diferentes testes comportamentais que sustentem um resultado condizente com
a proposicao do estudo, como por exemplo associar o teste de campo aberto ao de labirinto em
cruz elevado (Costa et al.,, 2015).

Em suma, o teste avalia o perfil de comportamento ansioso do animal através da atividade
exploratdria, entretanto, o efeito ansiolitico ou ansiogénico de algum tratamento ou intervencao
somente é comprovado através dos resultados de outros testes que deem suporte a hipotese

estudada naquele modelo especifico e na espécie animal utilizada.

CAPITULO XVI 195



3. BASE NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA

A execugdo do teste visa analisar o comportamento ansioso dos animais, tendo sido
inalterado, atenuado ou aumentado por algum fator ou intervenc¢ado farmacolégica. Isto é possivel
pelas areas cerebrais com as quais o teste se relaciona, através da interacdo do animal com
estimulos aversivos como um ambiente novo e inexplorado, elevado e exposto (Kenwood, Kalim,

Barbas, 2022).

3.1. EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL (HPA)

Estimulos aversivos podem rapidamente ativar vias de sinalizacdo de producdo de
moléculas que excitam o sistema nervoso simpatico, sendo marcadores da condi¢do de estresse
como o cortisol nos humanos, ja no modelo murino, é produzida a corticosterona (Pentkowski et
al., 2021).

Esta substancia ativa o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, no qual células neuroenddcrinas
do hipotdlamo, em resposta a corticosterona produzida pelas glandulas suprarrenais apds o
estresse, liberam o Fator Liberador de Corticotrofina (CRF ou CRH), um hormonio que estimula
diretamente a hip6fise (ou glandula pituitaria) em sua porg¢do anterior (adeno-hipéfise) a produzir
e liberar a Adrenocorticotrofina (ACTH), que uma vez na circulagao sistémica, aumenta a produgao
de glicocorticéides (como corticotrofina) novamente pelo cértex adrenal (Burtscher et al.,, 2022).

A corticosterona se liga em diferentes estruturas cerebrais que expressam receptores para
glicocorticéides e mineralocorticdides, como a por¢ao ventral do hipocampo, cortex frontal e o
proprio hipotalamo para manutencao da retroalimentacao negativa dessa molécula. De modo que
em uma situacao de estresse ela continue sendo produzida e secretada quando seus niveis estdao
baixos, e quando o estimulo estressante cessa, o excesso de corticosterona ligada aos receptores

de mineralocorticéides auxilia no retorno para os niveis basais (Pentkowski et al., 2021).

3.2. HIPOCAMPO

O papel do hipocampo na modulagdo do comportamento frente ao teste de labirinto em
cruz elevado tem relacdo com os tipos de populagdes de neurdnios que sdo estimulados, pois
mesmo encarregado do processamento de informagdes relacionadas a situagdes que estimulam o
sistema autonomo simpatico (luta e fuga), hd uma divisdo entre as por¢des dorsal e ventral do
hipocampo (Ghasemi et al., 2022).

A porgdo dorsal é responsavel pelo processamento da memoria espacial, necessario para
que o individuo utilize o ambiente ao seu favor em situacdes de fuga e estresse, como para se

esconder. Enquanto a por¢ao ventral exerce o controle da influéncia emocional de medo e
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ansiedade sobre o comportamento, o que vai delimitar se a reacdo do individuo frente ao estimulo

serd dominada pelo pensamento racional ou impulsivo (Pentkowski et al., 2021 ).

3.3. AMIGDALA

Esta estrutura cerebral esta relacionada com o comportamento e percep¢ao de medo e
ansiedade nos animais e além disso, é capaz de promover alta neuroplasticidade frente a situacoes
de estresse (Kenwood, Kalim, Barbas, 2022).

Mais especificamente, a disposicao e composicdo dos dendritos pode sofrer modificacdes
distintas em resposta ao estresse agudo ou croénico, envolvendo mudangas como retracao
neuronal para areas controladoras da ansiedade como o cortex pré-frontal, enquanto sofre
hipertrofia e aumento de proje¢des dendriticas para areas relacionadas ao comportamento de
medo e ansiedade do SNC como o hipocampo e o sistema limbico, tornando estas estruturas mais
sensiveis e responsivas a estas situagdes aversivas via comunica¢do estimulante glutamatérgica

(Zhang et al., 2019).

3.4. CORTEX PRE-FRONTAL

O cortex pré-frontal é uma das regides responsaveis pelas fungdes como memoria de
trabalho, controle de comportamento impulsivo e habilidade de tomada de decisdes, de modo que
danos a esta regido podem influenciar nas reacdes de medo e ansiedade, fazendo com que o
individuo perca a capacidade de controlar os comportamentos impulsivos frente situacdes de
estresse, e o seu SNC se torne mais excitavel para estas respostas (Costa et al., 2015).

O comportamento ansioso € util para antecipar situagdes de perigo, enquanto o medo ajuda
a evitar o perigo imediato, entretanto, um individuo que se mantém constantemente alerta a
situacdes aversivas pode nao se adaptar bem aos ambientes e estar sujeito ao estresse cronico
enquanto incapaz de regular suas respostas sensibilizadas aos estimulos deste ambiente

(Kenwood, Kalim, Barbas, 2022).

3.5. COMPORTAMENTO ANSIOSO NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Fisiologicamente o hipocampo tem func¢do de inibir o comportamento ansioso, enquanto a
amigdala é responsavel pelo estado de alerta, além de comunicar a situagdo de perigo e ansiedade
para outras areas cerebrais, incluindo o cértex pré-frontal cuja funcdo é coordenar a tomada de
decisdes e acdes que serdo feitas frente ao perigo (Simi¢ et al., 2021).

Quando nao ha intervencado (controle), ou quando investiga-se que alguma intervencao

(teste) é inofensiva a essas estruturas cerebrais, o resultado do labirinto em cruz elevado deve
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refletir uma capacidade de exploracdo inalterada, ou seja, o nimero de entradas e tempo de
permanéncia nos bracos abertos nao deve possuir diferenca estatistica entre os grupos
experimentais, juntamente com o trajeto percorrido (Rigney et al.,, 2022).

Entretanto, quando ha lesdes ou administracao de farmacos moduladores dessas areas
cerebrais, o comportamento observado no teste é alterado para um perfil ansiogénico, de modo
que os grupos que receberam alguma intervencdo modulatéria podem apresentar diferencas nos
parametros de entradas e tempo de permanéncia nos bragos comparados com o grupo sem
intervengdo. Ou seja, a exploragdo dos bragos abertos é notavelmente diminuida, havendo uma
possivel preferéncia pelos bracos fechados, além de menor trajeto percorrido pelos animais,
evidenciando um comportamento ansioso (Shi et al.,, 2023).

Uma outra situacdo possivel é o estudo da atividade terapéutica de farmacos com efeito
neuroprotetor, no qual é investigada a capacidade de uma molécula de reverter (no caso de pos-
tratamento) ou proteger (pré-tratamento) as areas cerebrais mediante um dano ou intervencao
farmacolégica lesiva. Diminuindo a diferenca entre o perfil de exploracdo dos animais induzidos
ao comportamento ansioso e tratados, e os animais nao induzidos (Freitas, 2025; Taiwo et al.,,

2024).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

A pesquisa farmacoldgica utilizando-se de modelos comportamentais animais como o teste
de labirinto em cruz elevado permite que a prospeccdao de novos farmacos ou moléculas com
propriedades biolégicas passe para estagios mais avancados de validacao, aproximando-se da
possibilidade das moléculas de estudo, sejam sintéticas ou naturais, serem distribuidas ao publico-
alvo para o tratamento de desordens do SNC.

Para tal, é necessaria a elucidagao dos seus efeitos farmacolégicos e mecanismos de agao,
que podem ser investigados através de estudos in silico (simula¢cbes computacionais), in vitro
(estudos com reagdes quimicas e cultura de células) e in vivo (estudos laboratoriais em animais),
permitindo combinar as analises de dados entre testes como o labirinto em cruz elevado e ensaios
computacionais para propor as vias de comunicacao mais provaveis pelas quais o farmaco exerce
seu efeito terapéutico (Chopade et al., 2021).

Tendo em vista a variedade de efeitos colaterais causados por drogas que tratam desordens
relacionadas a ansiedade como cansaco, fadiga, dores de cabec¢a, nduseas, ganho de peso,
constipacdo e outros (Bandelow et al., 2022), o labirinto pode ser ttil até mesmo para que sejam
testadas otimizagdes propostas por simulacdes e sinteses laboratoriais de drogas ja existentes,

através da manipulacdo de seus grupos funcionais e conjugacao com outras moléculas a fim de
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melhorar a sua eficacia, diminuir sua toxicidade ou efeitos colaterais adversos, contribuindo para
a garantia de sua seguranca de uso dentro da janela terapéutica.

Em alguns casos, as doencas necessitam de um tratamento multiplo envolvendo a
associacdo de mais de um farmaco em busca da somacdo dos efeitos dos seus principios ativos.
Nesse contexto, os modelos comportamentais podem auxiliar na avaliacao dos diferentes efeitos
farmacologicos possiveis em associagdes para evidenciar efeitos de somacgdo, anulagdo e
interferéncias entre drogas e até mesmo encontrar efeito sinérgico (efeito terapéutico
multiplicado) entre novas moléculas estudadas e farmacos ja existentes (Panayotis et al., 2021).

Uma das vantagens do teste é que além de ser de facil execugdo e ter relativo baixo custo,
ele pode ser utilizado para estudar lesdes ou interferéncias em areas cerebrais bem delimitadas e
especificas, como no estudo de fairmacos que modulam estruturas essenciais do comportamento

de ansiedade como a porgao ventral do hipocampo (Shi et al., 2023).

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar de ser um teste relativamente rapido e de facil execug¢do, apenas um animal
é analisado por vez, fazendo com que o teste seja extenso para experimentos com grandes
numeros amostrais. Além disso, como a maioria dos testes comportamentais, mesmo com a
diferenca observada nos parametros entre grupos experimentais, o efeito de um tratamento ou
intervencao so6 pode ser melhor descrito através da relagdo de dados conclusivos de outros testes
comportamentais complementares.

As particularidades de cada modelo experimental com animais podem influenciar
comportamentos intrinsecos que merecem atencao e analise diferenciada. Por exemplo, alguns
tipos de intervencao que podem diminuir a atividade locomotora dos animais (via danos
cerebelares), o que surtira impacto em todos os parametros comumente observados (nimero de
entradas, tempo de permanéncia e locomog¢ao total), portanto, pode ser preciso a adi¢ao de
diferentes parametros para complementar a analise de resultados como a quantificagdo da
postura de alongamento e atencao (conhecida também como stretch-attend posture - SAP) (Costa
etal, 2015).

Um detalhe intrinseco ao aparato em cruz é a zona central onde o animal é posicionado no
inicio do teste, o que pode gerar um pouco de dificuldade na interpretagcdo dos dados se o animal
escolher permanecer nessa zona ou hesitar entrar completamente nos bracos, inviabilizando a
contagem desse evento como parametro de “entrada”. Para sanar esse tipo de interferéncia na
analise, é possivel utilizar um tipo de aparato modificado chamado labirinto em zero elevado (Fig.

3), uma alternativa de validacao ja comprovada e que exibe resultados semelhantes aos do
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labirinto em cruz elevado ja que drogas ansioliticas aumentam a exploracao dos bragos abertos
em ambos os aparatos (Nisbett, Vendruscolo, Koob, 2024).

Figura 3 - Representacdo do labirinto em zero elevado

Fonte: elaborado pelo autor

O aparato em questdo consiste de uma plataforma circular elevada dividida em 4
quadrantes, alternando entre trechos do trajeto com paredes semelhantes aos bragos fechados do
labirinto em cruz, e outros 2 trechos sem as paredes, equivalentes aos bragos abertos. Desse modo,
sem a zona central, o animal é posicionado em um dos bragos abertos, e tem como possibilidade
de exploracdo apenas os bracos restantes, sem interferéncia da zona central.

Como previamente citado, o teste de labirinto em cruz elevado apenas nao é suficiente para
comprovar efeito ansiolitico ou ansiogénico de uma dada substancia, sendo necessaria a analise
dos seus resultados em conjunto com outros testes complementares que avaliam, por outros
parametros, o comportamento ansioso do roedor, como por exemplo os testes de: campo aberto,
suspensao pela cauda, placa perfurada, nado for¢ado, claro/escuro.

Além da confirmagdo dos achados de um estudo através de outros testes, é recomendada
também a padronizacdo do sexo dos animais, visto que diferengas entre o sexo de roedores pode
apresentar tendéncias de comportamento distintas, tornando um estudo com grupo misto mais

complicado na questdo da coleta e analise dos parametros investigados (Knight et al., 2022).
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RESUMO

O Teste de Suspensdo pela Cauda é um modelo
comportamental amplamente utilizado em
pesquisas pré-clinicas para avaliar a eficacia de
compostos com potencial antidepressivo em
roedores, principalmente camundongos.
Desenvolvido em 1985 por Steru e colaboradores,
surgiu como alternativa ao Teste do Nado
Forgado, eliminando variaveis como a hipotermia
e demonstrando maior sensibilidade
farmacolégica, uma vez que responde a doses
mais baixas de antidepressivos. O procedimento
consiste em suspender o animal pela cauda em
um aparato padronizado, registrando o tempo de
imobilidade como principal medida. A
imobilidade reflete uma complexa interagdo
neurobioldgica, envolvendo os  sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico, dopaminérgico
e glutamatérgico. Além disso, estruturas como
cortex pré-frontal, hipocampo e nucleo
accumbens desempenham papéis centrais,
enquanto fatores moleculares e enddcrinos, como
o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, o fator
neurotréfico derivado do cérebro e a
neuroinflama¢do mediada por células gliais,
também contribuem para a modulacio do
comportamento. Originalmente interpretada
como um sinal de desespero comportamental, a
imobilidade é atualmente considerada uma
estratégia de enfrentamento passiva,
representando economia de energia diante de
uma situacdo inescapavel. Essa mudanga

conceitual amplia a validade translacional do
Teste de Suspensdo pela Cauda, tornando-o nao
apenas um marcador de atividade antidepressiva,
mas também um modelo relevante para explorar
mecanismos neurobioldgicos da depressao.
Assim, o Teste de Suspensdo pela Cauda
consolidou-se como uma ferramenta pratica,
sensivel e confidvel para triagem de farmacos e
investigacdo dos sistemas neurais e moleculares
associados ao comportamento depressivo.

Palavras-chave: Teste de Suspensao pela Cauda.
Antidepressivos. Neurobiologia. Murinos.
Modelos Animais.

ABSTRACT

The Tail Suspension Test is a behavioral model
widely used in preclinical research to evaluate
the efficacy of compounds with potential
antidepressant activity in rodents, mainly mice.
Developed in 1985 by Steru and collaborators, it
emerged as an alternative to the Forced Swim
Test, eliminating variables such as hypothermia
and demonstrating greater pharmacological
sensitivity, since it responds to lower doses of
antidepressants. The procedure consists of
suspending the animal by the tail in a
standardized apparatus, recording immobility
time as the main measure. Immobility reflects a
complex neurobiological interaction involving
the serotonergic, noradrenergic, dopaminergic,
and glutamatergic systems. In addition,
structures such as the prefrontal -cortex,

CAPITULO XVII 203



hippocampus, and nucleus accumbens play
central roles, while molecular and endocrine
factors such as the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis, the brain-derived neurotrophic
factor, and neuroinflammation mediated by glial
cells also contribute to the modulation of
behavior. Originally interpreted as a sign of
behavioral despair, immobility is currently
considered a passive coping strategy,
representing energy conservation in the face of
an inescapable situation. This conceptual shift
broadens the translational validity of the Tail

Suspension Test, making it not only a marker of
antidepressant activity but also a relevant model
for exploring the neurobiological mechanisms of
depression. Thus, the Tail Suspension Test has
been consolidated as a practical, sensitive, and
reliable tool for drug screening and for the
investigation of neural and molecular systems
associated with depressive behavior.

Keywords: Tail Suspension Test.
Antidepressants. Neurobiology. Rodents. Animal
Models.

1. INTRODUCAO

O Teste de Suspensao pela Cauda (Tail Suspension Test - TST) é um modelo comportamental
utilizado na pesquisa pré-clinica para avaliar a atividade de compostos com potencial
antidepressivo em murinos (Steru et al.,, 1985). O principio fundamental do teste reside na
observacao de que um animal, quando submetido a uma condicao de estresse agudo, exibe uma
sequéncia comportamental caracteristica (Cryan et al., 2005).

O TST foi criado em 1985, por um grupo de pesquisadores franceses, liderado por Lucien
Steru, por meio da publicacao do artigo intitulado "The tail suspension test: a new method for
screening antidepressants in mice" na revista cientifica “Psychopharmacology”. O objetivo era
criar um método de triagem rapido, confiavel e com alta validade preditiva para compostos
antidepressivos, que superasse algumas das limitacdes de testes existentes, como o Teste do Nado
Forcado (Forced Swim Test - FST), desenvolvido por Porsolt no final da década de 1970 (Steru et
al,, 1985).

A principal vantagem do TST em relagdo ao FST é a eliminacdo do fator de hipotermia, que
pode ocorrer durante o nado em agua e atuar como uma variavel de confusao nos resultados. Além
disso, o TST é considerado menos estressante fisicamente para o animal, embora ambos se
baseiam no mesmo principio tedrico (Thierry et al., 1986).

Em segundo lugar, o TST demonstra possuir uma maior sensibilidade farmacolégica. Os
antidepressivos sao eficazes no TST em doses consideravelmente mais baixas do que as
necessarias para produzir um efeito no FST. Essa maior sensibilidade sugere que o desequilibrio
fisiolégico imposto pelo TST é menos severo, permitindo que os efeitos mais sutis dos farmacos

sejam detectados com maior clareza (Cryan et al., 2002).

204 CAPITULO XVII



2. O TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA (TST)

O TST é conduzido em caixas ou camaras individuais que isolam visualmente os animais
uns dos outros. Essas camaras sdo construidas com trés paredes e um topo aberto, feitas de um
material opaco (como plastico de cor neutra) para reduzir distracdes visuais. As dimensdes da
caixa podem variar, mas sugere-se compartimentos com aproximadamente 55 cm de altura, 15
cm de largura e 11,5 cm de profundidade. A cor do aparato deve ser escolhida para fornecer um
contraste com a pelagem do animal, facilitando a andlise de video. Uma haste é posicionada
horizontalmente sobre a caixa, de onde o animal sera suspenso pela cauda utilizando-se uma fita
adesiva, a uma distancia de aproximadamente 1-2 cm da extremidade da cauda. E fundamental
que a fita ndo comprima a cauda a ponto de causar dor ou impedir a circulagdo. O animal é entao
elevado de forma que seu corpo fique a uma altura de 30-50 cm do chao da caixa (Can et al., 2011).

0 ambiente deve ser silencioso e com iluminag¢ao controlada (20 a 900 [ux) para minimizar
a ansiedade do animal. O uso de ruido branco de fundo é recomendado para mascarar sons
externos. Além disso, os testes com camundongos machos e fémeas devem ser realizados
separadamente, idealmente em dias diferentes ou, no minimo, com uma limpeza completa do
aparato entre os sexos, para evitar a influéncia de sinais ferohormonais (Queensland Brain
Institute, 2022).

Camundongos sdao predominantemente utilizados no TST. Embora existam adaptacoes
para ratos, seu maior peso corporal pode causar desconforto e lesdes na cauda, tornando o teste
menos comum para esta espécie. Fatores como linhagem, sexo e idade sao variaveis criticas. Por
exemplo, camundongos da linhagem C57BL/6 tendem a escalar a propria cauda durante o teste,
um comportamento raro ou ausente em outras linhagens como a A/], 129-SV-ter e DBA/2
(Mayorga, Lucki, 2001). Para contornar esse problema, os pesquisadores podem considerar a
colocacgao de cilindros ocos de Plexiglas ao redor da base da cauda do animal (Can et al., 2011).

Antes do inicio do teste, os animais devem ser transportados para a sala experimental e
deixados em suas gaiolas de alojamento por um periodo de aclimatacdo de pelo menos 30 a 60
minutos. Isso permite que eles se habituem as novas condi¢des de luz, som e odor, reduzindo o
estresse da novidade (Castagné et al., 2010).

0 experimentador deve segurar o camundongo e aplicar a fita adesiva na porg¢ao distal da
cauda. Este processo deve ser realizado de forma rapida e consistente para minimizar o estresse
de manuseio. Imediatamente apds, o animal é suspenso, prendendo a fita ao gancho na camara de
teste. A gravacao de video e a cronometragem come¢am no momento da suspensao (Queensland

Brain Institute, 2022).
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Embora o teste dure 6 minutos, o periodo de tempo analisado para a imobilidade pode
variar (Can et al,, 2011). O protocolo australiano da Universidade de Queensland, descarta os
primeiros 2 minutos, argumentando que este periodo inicial reflete principalmente uma resposta
aguda de panico e luta, e analisa apenas os ultimos 4 minutos, quando o comportamento se torna
mais estavel e pronunciado (Queensland Brain Institute, 2022).

Tabela 1 - Resumo dos principais parametros a serem garantidos e evitados no Teste de

Suspensao de Cauda em Murinos.

Garantir Evitar
Ambiente e Aparato
Ambiente controlado isolando animais Estimulos externos

individualmente

Gerador de ruido branco Trafego de humanos

Ambiente acustico consistente Luzes intensas e/ou variaveis
[luminag¢do controlada Permitir que animais interajam

Fundo de cor contrastante com a cor do animal ~ Permitir que o animal alcance ou toque em
Limpeza e desinfeccio completa do aparato qualquer superficie
antes e depois de cada animal ou sessdo
Procedimento e Animal
Aclimatacdo de 30 a 60 minutos antes do inicio Danos a pele/cauda do animal
do teste
Aplicacao da fita adesiva na caudade 1 a2 cm da Usar animais excessivamente pesados
ponta

Testar machos e fémeas separadamente Deixar o animal no experimento mesmo com
sinais de estresse excessivo
Monitoramento do animal Causar sofrimento ou lesdo ao animal

Coleta e Analise dos Dados
Uma definicao clara e consistente de imobilidade Contar oscilagdes passivas (movimento de
(ex: auséncia completa de movimentos ativos, péndulo) ou pequenos movimentos das
ignorando balancos passivos ou pequenos patas dianteiras (sem envolvimento do
movimentos respiratorios). corpo) como mobilidade.
Gravacao em video toda a sessdo para permitir Interpretar uma reducao da imobilidade
uma analise cuidadosa e a reavaliacdo dos dados, como um efeito antidepressivo sem antes
se necessario. descartar um aumento geral da atividade
motora.
Fonte: autoria prépria. Ano 2025.

A principal medida do TST € o tempo total de imobilidade. A imobilidade é definida como a
auséncia completa de movimento ativo. O animal fica pendurado passivamente, completamente
imével (Lopez-GonzalezdelRey, 2023). E importante notar que pequenos movimentos necessarios
para a respiragdo ndo interrompem um periodo de imobilidade. Além disso, movimentos sutis
confinados apenas as patas dianteiras (sem envolvimento do resto do corpo) e oscilacdes passivas,

semelhantes a um péndulo, que sdo resultado do momento de um surto de agitagdo anterior, ndo
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devem ser contados como mobilidade e sdo considerados parte do periodo de imobilidade (Can et
al,, 2011).

Figura 1 - Aparato e movimentacdo de murinos no Teste de Suspensao de Cauda

Fonte: autoria propria. Ano 2025.

Tradicionalmente, a pontuacao é feita por um observador humano treinado que deve estar
cego as condi¢des experimentais para evitar viés. O observador assiste as gravagdes de video e usa
um ou mais cronometros para medir o tempo total que o animal passa im6vel (Can et al., 2011).
Porém, sistemas modernos oferecem métodos de pontuacdo automatizada que aumentam a
objetividade e a eficiéncia. Estes sistemas podem usar software de rastreamento de video (video-
tracking) que analisa o fluxo de pixels para detectar movimento (Crowley et al., 2004), ou podem
empregar sensores de forca (strain gauges) conectados ao gancho de suspensao. Esses sensores
medem as forgas geradas pelos movimentos do animal (Cryan et al., 2005). Ha dados suficientes
para mostrar que ambos os métodos resultam em dados consistentes e que a variabilidade entre
a pontuacdo automatizada e a manual ndo é maior do que entre dois pontuadores humanos
(Crowley et al., 2004; Stukalin et al., 2020).

A imobilidade observada no teste é um comportamento complexo influenciado por
multiplos sistemas neurobioldgicos. Os sistemas de neurotransmissores serotoninérgico,
noradrenérgico, dopaminérgico e glutamatérgico estdo envolvidos no comportamento animal.
Além disso, circuitos neurais especificos, como o cortex pré-frontal, o hipocampo e o ntcleo
accumbens, desempenham um papel importante. Fatores moleculares e enddcrinos, como o eixo

Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), o Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) e a
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neuroinflamacdo, também estao envolvidos na modulagdo do comportamento no TST, conforme
descrito a seguir (Donato et al., 2013; Wang et al., 2013; Muir et al., 2018).

Imediatamente apods ser suspenso, o instinto do animal é tentar escapar. Esse
comportamento ativo é uma manifestacdo classica da resposta de luta ou fuga, coordenada por
uma rapida ativacdo de sistemas neurais associados ao alerta, motivacdo e movimento (Steru et
al,, 1985).

A situacdo inescapavel atua como um potente estressor, ativando o eixo HPA (Kim et al,,
2012). O hipotalamo libera o hormonio liberador de corticotropina, que sinaliza para a hipdfise
liberar o horménio adrenocorticotrofico. Este, por sua vez, estimula as glandulas adrenais a
secretar glicocorticoides, como a corticosterona em roedores. Essa onda hormonal prepara o
corpo para uma a¢ao imediata (Zhao et al,, 2018).

O estresse induzido pelo TST aumenta o conteido de noradrenalina no cérebro. A
noradrenalina é responsavel pelo estado de alerta, vigilancia e a modula¢do da plasticidade
sindptica necessaria para o aprendizado motor e a a¢do (Hao et al., 2013). Simultaneamente, o
sistema dopaminérgico, envolvido com a motivagdo e o controle motor, é ativado para impulsionar
os comportamentos de busca e fuga. Juntos, esses sistemas monoaminérgicos impulsionam os
movimentos observados, como torc¢des corporais, solavancos e movimentos de corrida, na
tentativa de escapar da situacao (Navidi & Maleki, 2023).

Apoés as tentativas iniciais de fuga sem resultado, o animal adota uma postura passiva e
imével. A interpretacdo inicial do estado de imobilidade do murino no TST é a de desespero
comportamental (behavioral despair), sugerindo que o animal "desiste” de lutar por acreditar que
a situacdo é inutil, um endofenétipo que se acredita refletir aspectos centrais da sintomatologia
depressiva em humanos, como a perda de motivacao e a desisténcia. No entanto, uma visao mais
contemporanea e amplamente aceita é que a imobilidade representa uma estratégia de
enfrentamento passiva (passive coping strategy). Em vez de desespero, o animal adota um
comportamento de conservacao de energia diante de uma ameaca que nao pode ser superada pela

luta (Cryan et al.,, 2005).

3. BASES NEUROBIOLOGICAS DO TESTE DE SUSPENSAO PELA
CAUDA

Um dos mecanismos mais criticos que impulsionam a imobilidade é uma liberagao intensa
e rapida de glutamato. O inicio do estresse da suspensdo provoca um aumento acentuado na
liberacao de glutamato, especificamente em areas como o campo CA3 do hipocampo (Wang et al.,

2015). Essa "tempestade" de glutamato leva a uma hiperativacdo dos seus receptores, em
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particular os receptores NMDA, um estado que estd diretamente ligado a inducdo do
comportamento de desespero (Shin et al., 2014).

As células gliais, que normalmente mantém a homeostase cerebral, desempenham um
papel relevante nesta resposta. Os astrécitos sdo responsaveis por recapturar o excesso de
glutamato do espago sinaptico. No entanto, sob estresse, a fun¢do dos transportadores de
glutamato nos astrdcitos pode ser prejudicada, falhando em limpar a "tempestade” de glutamato
e, assim, prolongando a excitotoxicidade. Além disso, o préprio estresse pode fazer com que os
astrécitos liberem mais gliotransmissores, como o glutamato, através de canais chamados
hemicanais de conexina 43, exacerbando o problema (Duarte et al., 2024). A disfun¢do ou ablagdo
de astrdcitos esta diretamente associada a um aumento no comportamento de imobilidade (Zhang
et al,, 2020). Como células imunes residentes do cérebro, a microglia é ativada pelo estresse. Essa
ativacdo microglial desencadeia uma resposta neuroinflamatdéria que contribui para os fenétipos
do tipo depressivo, incluindo o aumento da imobilidade no TST (Li et al., 2023).

0 sistema serotoninérgico é um modulador complexo do humor e da resposta ao estresse.
Receptores como o 5-HT1A, quando ativados, tém um efeito inibitorio sobre a atividade neuronal.
A dindmica da sinalizacdo serotoninérgica durante o estresse agudo contribui para a modulacdo
dos circuitos que governam a transicdo entre o comportamento ativo e passivo (Altieri et al,,
2013).

O BDNF é uma proteina relacionada ao crescimento e a plasticidade dos neurdnios,
funcionando como um fator de resiliéncia contra o estresse. Uma deficiéncia na producao ou
funcdo do BDNF torna os animais mais vulneraveis aos efeitos do estresse, resultando em um
tempo de imobilidade significativamente maior no TST (Jha et al,, 2016; Kojima et al,, 2020). A
transicdo para a imobilidade pode, portanto, ser vista também como uma falha dos sistemas de

resiliéncia neuronal em contrapor os efeitos deletérios do estresse agudo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, o comportamento de murinos no TST é um reflexo direto de uma complexa
interacdo neurobiolégica. A luta inicial é uma resposta de estresse classica, impulsionada pela
noradrenalina e dopamina. A subsequente imobilidade ndo é mera exaustdo, mas um estado
neurobioldgico distinto, precipitado por uma sobrecarga de glutamato, neuroinflamag¢do mediada
por células gliais e uma incapacidade dos sistemas de resiliéncia, como o BDNF, de manterem o

comportamento de enfrentamento ativo.
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RESUMO

O teste de Marble Burying (MB) é um modelo
comportamental utilizado na pesquisa pré-clinica
para avaliar padrdes repetitivos, compulsivos e
ansiosos em roedores, com destaque para sua
aplicacdo em modelos de transtorno obsessivo-
compulsivo (TOC) e transtorno do espectro
autista (TEA). A metodologia baseia-se no
comportamento espontdneo de escavagdo e
enterramento de objetos, sendo considerada
sensivel a diversas classes de psicofarmacos,
como inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina, benzodiazepinicos e moduladores
glutamatérgicos. A execucdo do teste envolve
circuitos cortico-estriatais-limbicos e é modulada
por multiplos sistemas neurotransmissores e
neuromoduladores, incluindo serotonina,
dopamina, glutamato, GABA, noradrenalina,
acetilcolina, endocanabinoides, neuropeptideos e
hormonios do eixo hipotdlamo-hipoéfise-adrenal.
A diversidade neuroquimica envolvida torna o
MB um modelo util para investigar alteragdes
funcionais em diferentes condi¢des psiquiatricas
e do neurodesenvolvimento. Ainda assim,
limitagdes metodoldgicas, como a variabilidade
nos protocolos experimentais, auséncia de
padronizacdo e uso restrito de medidas
acumulativas, demandam cautela na
interpretagdo dos dados. Propostas mais
recentes, como a aplicagdo de tecnologias

automatizadas, avaliacdo da dindmica temporal
da escavacdo e integracdo com outros
paradigmas comportamentais, tém ampliado a
utilidade translacional do modelo. Quando
aplicado com rigor metodolégico e embasamento
tedrico, o MB contribui significativamente para a
compreensdao dos mecanismos neurais da
compulsividade e da rigidez comportamental,
favorecendo o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas mais eficazes.

Palavras-chave: Comportamento repetitivo.
Transtornos neuropsiquiatricos. Triagem
farmacolégica. Neurotransmissores. Circuitos
cortico-estriatais-limbicos.

ABSTRACT

The Marble Burying (MB) test is a behavioral
model used in preclinical research to assess
repetitive, compulsive, and anxiety-related
patterns in rodents, with notable application in
models of obsessive-compulsive disorder (OCD)
and autism spectrum disorder (ASD). The
methodology is based on the spontaneous digging
and burying behavior of objects and is considered
sensitive to various classes of psychotropic drugs,
such as selective serotonin reuptake inhibitors,
benzodiazepines, and glutamatergic modulators.
The execution of the test involves cortico-striato-
limbic circuits and is modulated by multiple
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neurotransmitter and neuromodulatory systems,
including serotonin, dopamine, glutamate, GABA,
norepinephrine, acetylcholine,
endocannabinoids, neuropeptides, and hormones
from the hypothalamic-pituitary-adrenal axis.
This neurochemical diversity makes MB a useful
model for investigating functional alterations in
various psychiatric and neurodevelopmental

dynamics, and integration with other behavioral
paradigms, have enhanced the model’s
translational potential. When applied with
methodological rigor and theoretical grounding,
the MB test contributes significantly to the
understanding of neural mechanisms underlying
compulsivity and behavioral rigidity, supporting
the development of more effective therapeutic

conditions. Nevertheless, methodological strategies.
limitations, such as variability in experimental
protocols, lack of standardization, and reliance on Keywords: Repetitive behavior.

cumulative outcome measures, require caution in
data interpretation. Recent proposals, including
the use of automated behavioral analysis
technologies, temporal evaluation of digging

Neuropsychiatric disorders. Pharmacological
screening. Neurotransmitters. Cortico-striato-
limbic circuits.

1. INTRODUCAO

O teste de Marble Burying (MB), é amplamente utilizado como ferramenta experimental
para a avaliacdo de comportamentos ansiosos, compulsivos e repetitivos em roedores. Sua origem
remonta ao trabalho de Pinel e Treit (1978), que descreveram o comportamento de enterramento
como uma resposta defensiva instintiva a objetos estranhos no ambiente. Posteriormente,
Broekkamp et al. (1986) propuseram uma adaptacdo metodoldgica utilizando bolinhas de vidro
(marbles) como estimulos neutros, possibilitando a quantificacio do comportamento em
contextos nao ameacadores e sensivel a acdo de farmacos ansioliticos.

No inicio dos anos 1990, Njung’'e e Handley (1991) observaram que os roedores
enterravam bolinhas mesmo na auséncia de estimulos aversivos, sugerindo que o comportamento
poderia refletir um padrdao compulsivo. Em contrapartida, Gyertyan (1995) argumentou que esse
padrao de escavagdo estaria mais associado a comportamentos instintivos da espécie, como o ato
natural de escavar, do que a condi¢des psicopatolégicas como o transtorno obsessivo-compulsivo
(TOC). Essa divergéncia iniciou um debate conceitual que permanece atual, envolvendo a validade
construtiva e preditiva do teste.

Em 2006, foi publicado um protocolo padronizado do teste MB na revista Nature Protocols,
estabelecendo diretrizes metodologicas replicaveis, como o nimero de bolinhas; a espessura do
substrato e a duragdo da sessao, que favoreceram a padronizac¢ao e a comparagao entre os estudos
(Deacon, 2006).

Durante os anos 2000, estudos farmacoldgicos reforcaram a sensibilidade do MB a
ansioliticos e inibidores seletivos da recapta¢do de serotonina (ISRSs), como o escitalopram e a
fluoxetina, os quais reduzem o nimero de bolinhas enterradas (Borsini, Podhorna; Marazziti,

2002; Langer; Einat; Stukalin, 2020). Esse perfil de resposta contribuiu para consolidar o teste
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como uma ferramenta valida na triagem de compostos com potencial ansiolitico ou
anticompulsivo.

Contudo, andlises mais recentes vém questionando a especificidade comportamental do
MB. Estudos demonstram que o comportamento de enterramento nem sempre se correlaciona
com outras medidas classicas de ansiedade, levando a interpretagdes alternativas que posicionam
0 MB como um modelo de comportamento motor estereotipado ou repetitivo (Thomas et al., 2009;
Taylor, Lerch e Chourbaji, 2017). Essa perspectiva ganha for¢a especialmente na caracterizacao
de fenotipos em modelos genéticos de neurodesenvolvimento, como os envolvendo os genes
Shank2, Ube3a e Sapap3, que também apresentam alteracdes nos circuitos relacionados a
compulsdo e a repeticdo (Wahl et al., 2022).

Mais recentemente, avangos tecnolégicos tém sido incorporados a analise do MB, incluindo
sistemas de rastreamento automatizado que permitem distinguir a escavacao real de movimentos
locomotores ndo especificos. Tais ferramentas ampliam a padronizacao interlaboratorial e
aprimoram a analise temporal e espacial da atividade comportamental (Wahl et al., 2022). A
Figura 1, a seguir, resume os principais marcos histéricos, conceituais e metodolégicos que
definiram a trajetéria do teste de MB nas ultimas décadas.

Figura 1 - Da Defesa a Repeticdo: A Trajetéria do Teste de Marble Burying

Brocldemnp etal, 1806, Gyartyéin, 20%5. [ Deacon®20069
. Critica conceitual ao y \,
Adaptagdo do teste modelo: o teste mede
com marbles para de fato compuls&o ou
avaliar respostas a U apenas escavagdo
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Publicagdo de
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do teste MB em Nature
Protocols.
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resposta defensiva a 4 <3 aversivo, sugerindo enterradas =l

objetos estranhos. padréo compulsivo.
BinelAiei 31978] NjungedHandley19018 Weresziil, 2002,
| l{ »
CONTINUA... 2022 2009 - 2017
Rastreamento Discuss#io sobre validade:
automatizado diferencia ansiedade, compuls&o ou
escavagdo real da comportamento repetitivo?
comogem(;;;:olinhas. Alhelda:
W 20228 20124TaylorTerch
Legenda: MB - Marble Burying; ISRS - Inibidores seletivos de recaptagéic de serotonina. Ghourbai A7,

Fonte: Autoria préopria. Ano 2025.

Apesar de sua aparente simplicidade, o MB se mostra como uma ferramenta
comportamental multifacetada, cuja interpretacdo depende de variaveis como linhagem animal,
protocolo experimental, substancias testadas e estratégias analiticas. Diante disso, este capitulo

tem como objetivo aprofundar os fundamentos metodolégicos do teste, suas bases
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neuroanatémicas e neuroquimicas, aplicagdes farmacolégicas e clinicas, bem como discutir suas
limitagdes e potencial translacional, contribuindo para um uso mais critico e fundamentado dessa

importante ferramenta na pesquisa pré-clinica.

2. PROTOCOLO E FUNDAMENTOS DO TESTE DE MARBLE BURYING

A estrutura metodolégica do teste de MB evoluiu significativamente desde suas primeiras
descri¢des, e hoje existem diretrizes bem estabelecidas que orientam sua aplicacdo em estudos
pré-clinicos. Contudo, o delineamento do protocolo ainda apresenta variagcdes importantes,
influenciando diretamente a interpretacao dos resultados. Além disso, o teste permite multiplas
formas de andlise, desde a contagem classica de bolinhas enterradas até estratégias automatizadas
de rastreamento de escavagdo, o que reforca a necessidade de compreensao detalhada de suas
bases operacionais. A seguir, serdo apresentados os principais componentes do protocolo
tradicional, suas variacoes experimentais, os parametros comportamentais mais utilizados e as

abordagens modernas de quantificagdo e padronizacao.

2.1. ESTRUTURA GERAL DO TESTE

O teste de MB apresenta uma estrutura simples e amplamente padronizada, sendo aplicado
em roedores, especialmente em camundongos, para avaliacdo de comportamentos de escavacao.
Embora variagdes metodolégicas existam, os principais elementos do protocolo — como arena,
substrato, nimero de bolinhas e tempo de exposicdo — mantém certa uniformidade entre os
estudos, formando a base estrutural do protocolo (Njung’'e; Handley, 1991; Deacon, 2006; Angoa-
Pérez et al.,, 2013).

O procedimento consiste em posicionar o animal individualmente em uma caixa de acrilico
ou polipropileno transparente, contendo uma camada uniforme de maravalha limpa com 4 a 5 cm
de profundidade. Sobre esse substrato, sdo distribuidas 20 bolinhas de vidro, geralmente com 1,5
cm de diametro, organizadas em quatro fileiras de cinco bolinhas cada, com espacamento
uniforme de 4 cm entre cada bolinha (Deacon, 2006). Esse arranjo simétrico facilita a visualizagdo
e a contagem precisa das bolinhas enterradas ao final da sessao.

A duracgao do teste é tipicamente de 30 minutos, periodo em que o animal permanece em
livre exploracdo da arena. Ao final, considera-se como “enterrada” qualquer bolinha que esteja
coberta por dois tergos ou mais de substrato, critério amplamente utilizado por sua simplicidade
e reprodutibilidade. Para garantir estabilidade comportamental, recomenda-se que os animais
sejam aclimatados por 2 a 7 dias antes do experimento, sob condi¢des ambientais controladas de

iluminacdo, ruido, temperatura e rotina de manuseio (Deacon, 2006).
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As dimensdes da caixa podem variar conforme o protocolo, mas a configuragdo mais
adotada como referéncia — especialmente em estudos de padronizagcdo — corresponde a 30 x 20
x 20cm (Deacon, 2006). Ainda assim, outros estudos empregaram arenas maiores ou menores,
refletindo adaptagdes especificas aos seus objetivos experimentais. Tais variagdes estruturais e
metodolégicas — incluindo tempo, substrato, critérios de andlise e tipo de arena — serdo
abordadas no subtoépico seguinte.

A Figura 2 ilustra uma representacdo esquematica da organizacdo classica do teste,
destacando seus principais componentes estruturais e etapas experimentais, como a disposicao
das bolinhas, a profundidade do substrato e o tempo de exposigao.

Figura 2 - Estrutura Geral do Teste de Marble Burying

Caixa de acrilico ou Aclimatacao prévia: 2 a 7 dias antes do teste
polipropileno transparente

i @ 0 0 o
— . 20
Substrato @ Q o

5 cm de 1 Q ® 0 @ (®)
fundidad
projundidade 4‘(@ >
30 cm O O O O
OO 20 bolinhas espacadas
equidistantemente (4 cm) o 0/0 )

30 minutos de duracio & o . @

Sao consideradas bolinhas enterradas aquelas
cobertas em 2/3 ou mais pelo substrato.

Fonte: Autoria prépria com base em Deacon (2006).
2.2. VARIACOES METODOLOGICAS ENTRE PROTOCOLOS

Embora o teste de MB apresente uma estrutura basica e replicavel, a literatura apresenta
variacoes metodoldgicas significativas entre os protocolos empregados por diferentes grupos de
pesquisa. Essas variacoes incluem desde as dimensdes da caixa até as condigdes ambientais do
teste, e podem influenciar diretamente a frequéncia e a qualidade do comportamento de
enterramento observado.

Entre os estudos classicos, observam-se diferencgas nas medidas das caixas experimentais,
que variam de 30 x 20 cm (Deacon, 2006) até dimensdes maiores, como 42 x 24 x 12 cm (Njung'e;
Handley, 1991) ou 26,6 x 42,5 x 18,5 cm (Wahl et al., 2022). A profundidade do substrato de
maravalha também varia de 4 a 5 cm, sendo a padronizacao dessa variavel crucial para assegurar

condi¢des equivalentes de escavacao.
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Além disso, aspectos como o tipo de iluminagao, o horario de testagem, o diametro das

bolinhas e o tempo total de exposi¢cdo (geralmente 30 minutos) diferem entre os estudos. Em

alguns casos, como no protocolo de Wahl et al. (2022), técnicas automatizadas de rastreamento

comportamental foram incorporadas para mensurar de forma precisa episédios de escavacao,

promovendo maior objetividade e padronizagao.

Essas divergéncias metodoldgicas sdo detalhadas na Tabela 1, que sintetiza os principais

tros utilizados nos estudos mais citados que empregaram o MB para investigar aspectos

parame

relacionados a ansiedade, compulsividade ou repeti¢do motora.

Tabela 1 - Variacao entre Estudos do Teste de Marble Burying
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A andlise comparativa entre os estudos mostra que, embora exista uma estrutura central

de andlise e ambiente de

critérios

compartilhada, detalhes metodolégicos como substrato,
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1, justificados em fung

’

, sempre que possive

testagem devem ser criteriosamente considerados e

dos objetivos experimentais. A escolha da configuracio mais adequada depende do modelo

experimental, da hipotese de pesquisa e dos mecanismos comportamentais que se deseja explorar.

das ao

z

Omicas e neuroquimicas associa

A

Nesse sentido, compreender as bases neuroanat

comportamento de enterramento torna-se essencial para interpretar de forma mais precisa os

dados obtidos.
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3. BASES NEUROANATOMICAS E NEUROQUIMICAS DO TESTE DE
MARBLE BURYING

O comportamento de enterramento avaliado no teste de MB nao é um fendmeno isolado,
mas sim o resultado da ativacdo coordenada de diferentes estruturas cerebrais e sistemas
neurotransmissores. Entender os circuitos e mediadores envolvidos é fundamental para
interpretar com precisdo os dados obtidos nesse teste, especialmente quando aplicado a modelos
de transtornos neuropsiquiatricos (Albelda; Joel, 2011; Welch et al., 2007).

Nas proximas sec¢oes, serdo abordadas as principais areas cerebrais implicadas nesse
comportamento (como hipocampo, amigdala, cortex pré-frontal, nicleo accumbens e estriado
dorsal), bem como os neurotransmissores que modulam sua expressao, incluindo serotonina,

GABA, dopamina, glutamato, noradrenalina e acetilcolina.

3.1. AREAS CEREBRAIS ENVOLVIDAS NO COMPORTAMENTO DE
ENTERRAMENTO

O comportamento de enterramento observado no teste de MB resulta da intera¢do entre
diferentes sistemas neurais responsaveis por integrar estimulos sensoriais, regular emocdes e
coordenar padrdoes motores. Diversas estruturas cerebrais tém sido implicadas nesse
comportamento, ndo apenas pela ativacao funcional durante o teste, mas também por estudos com
lesdes, manipulacao farmacolégica e modelos genéticos (Deacon; Rawlins, 2005; Welch et al,,
2007; Won et al., 2012). Entre as areas mais relevantes estao o hipocampo, a amigdala, o cortex
pré-frontal, o nlicleo accumbens e o estriado dorsal (Figura 3). Cada uma dessas regides contribui
de forma especifica para componentes como escavacdo, defesa, repeticdo e controle
comportamental.

Figura 3 - Areas Cerebrais Envolvidas no Teste de Marble Burying

Estriado dorsal

Cortex
pre-frontal

Nucleo Hipocampo

accumbens

Amigdala

Fonte: Autoria prépria com elementos do BioRender.com. Ano 2025.
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3.1.1. Hipocampo

O hipocampo é uma das estruturas mais implicadas no comportamento de escavacao e
enterramento, principalmente por seu papel na memoria espacial, navegacdo ambiental e
processamento de experiéncias aversivas. Evidéncia oriunda de um estudo com lesdes
hipocampais indica uma reducdo significativa no nimero de bolinhas enterradas, sugerindo que a
integridade dessa regido é necessdaria para a execucdo do comportamento tipico no teste de MB
(Deacon; Rawlins, 2005).

Além disso, o hipocampo participa de circuitos relacionados a resposta ao novo e a
exploracao ativa do ambiente, o que se alinha a natureza do teste, em que o animal responde a
objetos estranhos dispostos simetricamente no substrato. Sua ativacao durante o MB reforga seu
envolvimento na deteccdo contextual e na organizacdo de sequéncias comportamentais,

caracteristicas centrais do paradigma (Antunes; Biala, 2011).

3.1.2. Amigdala

A amigdala é uma estrutura limbica essencial para a deteccido de estimulos
emocionalmente relevantes e a construcdo de respostas defensivas, especialmente aquelas
relacionadas ao medo e a ansiedade (Li et al., 2023). No contexto do teste de MB, acredita-se que
seu envolvimento esteja relacionado a avaliagdo de estimulos estranhos (bolinhas) como
potenciais ameacas ou elementos perturbadores no ambiente.

Modelos experimentais demonstram que manipulagdes que afetam a atividade da amigdala
podem alterar significativamente o numero de bolinhas enterradas, reforcando sua participagao
na modulacdo emocional do comportamento escavatorio (Torruella-Suarez et al., 2020). Além
disso, a conexdo funcional entre a amigdala e o cdrtex pré-frontal sugere que essa estrutura

também participa da transi¢cdo entre respostas inibitérias e comportamentos repetitivos frente ao

desafio apresentado pelo teste.

3.1.3. Cortex pré-frontal

O cortex pré-frontal (CPF) é amplamente reconhecido por seu papel no controle executivo,
tomada de decisao e regulagcdo de comportamentos impulsivos e repetitivos (Friedman; Robbins,
2021). Em modelos animais, o CPF atua na inibicao de respostas automaticas, sendo importante
para o equilibrio entre comportamentos exploratérios e compulsivos (Fineberg et al., 2010). No
contexto do teste de MB, a disfun¢do pré-frontal pode favorecer padrdes comportamentais mais
rigidos ou estereotipados.

Estudos com modelos genéticos de transtornos neuropsiquiatricos, como o TOC e o TEA,

indicam altera¢des estruturais e funcionais no CPF, frequentemente associadas a um aumento na
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frequéncia de comportamentos de enterramento. Além disso, ha forte conectividade funcional
entre o CPF, a amigdala e os nucleos da base, compondo circuitos cortico-estriatais que modulam

respostas emocionais e motoras complexas (Albelda; Joel, 2011).

3.1.4.Nucleo accumbens e Estriado dorsal

O nucleo accumbens (NAc) e o estriado dorsal desempenham papel central na integracdo
entre motivacdo, recompensa e execucdo motora, sendo fundamentais para a expressdo de
comportamentos direcionados e repetitivos. Essas estruturas fazem parte dos circuitos cortico-
estriato-talamicos, frequentemente implicados em modelos de compulsao e TOC (Dobrovitsky;
West; Horvitz, 2019).

No contexto do teste de MB, o aumento do comportamento de enterramento tem sido
associado a hiperatividade dessas vias, indicando que o NAc pode atuar como um modulador da
saliéncia atribuida ao estimulo (bolinha) e do impulso motor para escavar (Koob; Volkow, 2010).
JA& o corpo estriado dorsal estd mais relacionado a automatizacdo de sequéncias motoras
repetitivas, o que contribui para o aspecto estereotipado da tarefa (Graybiel, 2008).

Estudos com camundongos geneticamente modificados, como aqueles com dele¢des nos
genes Sapap3 ou Shank2, mostraram altera¢des no funcionamento estriatal acompanhadas de
aumento no comportamento de enterramento, fortalecendo a hip6tese de que essas estruturas
estdo diretamente envolvidas nos mecanismos neurais que sustentam a compulsividade no MB

(Welch et al., 2007; Won et al., 2012).

3.2. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISSORES E NEUROMODULADORES
ENVOLVIDOS

O comportamento de enterramento avaliado no teste de MB resulta da agdo conjunta de
multiplos sistemas neurotransmissores que regulam emocdo, excitacdo, controle motor e
impulsividade. Dentre os sistemas mais bem caracterizados na literatura estao os de serotonina
(5-HT), GABA, dopamina e glutamato, que modulam de forma critica a expressdo comportamental
durante o teste (Borsini, Podhorna, Marazziti, 2002; Egashira et al., 2008; Chen et al., 2019) . Além
desses, noradrenalina, acetilcolina e o sistema endocanabinoide também tém sido apontados
como moduladores secundarios ou contextuais (Kinsey et al., 2011).

A serotonina, particularmente por meio dos receptores 5-HT1A e 5-HT2A, esta fortemente
implicada na inibicdo de comportamentos compulsivos. ISRSs, como fluoxetina e escitalopram,
reduzem o numero de bolinhas enterradas, mostrando a participacao serotoninérgica em circuitos

cortico-estriatais associados ao controle de impulsividade e a modulacdao da ansiedade,
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caracteristicas centrais em modelos de TOC (Borsini; Podhorna; Marazziti, 2002; Langer; Einat;
Stukalin, 2020).

O sistema GABAérgico, por sua vez, atua como principal regulador inibitério do SNC.
Farmacos ansioliticos, como os benzodiazepinicos (ex: diazepam), que potencializam a a¢do do
GABA, também reduzem o comportamento de enterramento, sugerindo que o aumento da inibi¢ao
neuronal pode diminuir a responsividade emocional frente a estimulos potencialmente aversivos
ou estranhos, como as bolinhas do teste (Chen et al., 2019).

A dopamina, envolvida em circuitos de recompensa e motivacdo, também modula o
comportamento de enterramento. A ativacdo excessiva da via dopaminérgica, especialmente em
regides como o estriado dorsal e o nucleo accumbens, esta associada ao aumento de
comportamentos repetitivos e estereotipados, frequentemente observados em modelos genéticos
de Transtorno do Espectro Autista (TEA) e TOC (Jeyabalan et al., 2022).

O glutamato, principal neurotransmissor excitatério do cérebro, contribui para a
plasticidade sinaptica e a regulagdo da excitabilidade em redes cortico-estriatais. Disfun¢des no
sinal glutamatérgico tém sido associadas a comportamentos compulsivos e desregulacdo
emocional, podendo amplificar padroes de escavagao anormais. Bloqueadores de receptores
NMDA, como a memantina, tém sido testados por seu potencial modulador nesses circuitos
(Egashira et al., 2008).

Outros sistemas, como o noradrenérgico e colinérgico, possuem papel modulador na
atencdo, resposta ao estresse e vigilancia comportamental, podendo influenciar indiretamente os
resultados no teste (Hartog et al., 2020; Patel et al., 2025). O sistema endocanabinoide, por sua
vez, surge relacionando-se a neuropsicofarmacologia do comportamento repetitivo. Agonistas de
receptores CB1 e moduladores indiretos de endocanabinoides end6genos tém demonstrado
efeitos na reduc¢do da compulsividade e da ansiedade, ainda que os resultados sejam preliminares
e altamente dependentes do modelo experimental utilizado (Kinsey et al., 2011; Patel et al., 2025).
Esses sistemas estao resumidos na Figura 4, que apresenta uma visdo integrada dos principais

neurotransmissores e neuromoduladores associados ao comportamento de enterramento.
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Figura 4 - Neurotransmissores e Neuromoduladores envolvidos no Teste de Marble Burying
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Fonte: Autoria prépria. Ano 2025.

Portanto, o comportamento observado no teste de MB ndo é mediado por um Unico sistema
neurotransmissor, mas sim pela interagdo dinamica entre diversas vias neuroquimicas. Essa
complexidade amplia o potencial interpretativo do teste, ao mesmo tempo em que impde desafios
relacionados a especificidade e a reprodutibilidade dos achados, exigindo uma analise criteriosa

do desenho experimental e das vias moduladas por cada intervencgao testada.

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS DO TESTE DE
MARBLE BURYING

O teste de MB tem sido bastante utilizado na pesquisa pré-clinica como ferramenta para
investigacdo de comportamentos repetitivos, compulsivos e ansiosos em modelos animais. Ao
longo das ultimas décadas, o modelo foi ganhando destaque por sua simplicidade metodolégica,
reprodutibilidade e sensibilidade a diferentes classes de psicofdrmacos, o que o torna uma
ferramenta para estudos com potencial translacional (Njung'e; Handley, 1991; Deacon, 2006;
Angoa-Pérez et al,, 2013).

No contexto do TOC, por exemplo, o MB tem sido empregado para modelar aspectos do
comportamento compulsivo, dada a sua sensibilidade a tratamentos com ISRSs, como fluoxetina e
escitalopram. A reducdo consistente do nimero de bolinhas enterradas ap6s administracao desses
farmacos demonstra a eficacia observada em pacientes humanos, fornecendo validagao preditiva
ao modelo. Farmacos com mecanismos alternativos, como moduladores dopaminérgicos,

glutamatérgicos e canabinoides, também tém sido testados com resultados relevantes,
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expandindo o uso do MB como plataforma de triagem farmacoldgica (Borsini, Podhorna;
Marazziti, 2002; Langer; Einat; Stukalin, 2020).

Além do TOC, o MB tem sido aplicado em estudos com modelos genéticos e ambientais de
TEA, nos quais os comportamentos repetitivos e a rigidez comportamental sio componentes
primordiais do fenétipo. Animais com mutagdes em genes como ShankZ2, Sapap3, Ube3a e MeCP2,
comumente associados ao TEA ou a Sindrome de Rett, apresentam aumento nos niveis de
enterramento, sendo o teste util para caracterizacdo fenotipica e avaliacdo de intervencgdes
terapéuticas (Wonetal.,2012; Pecaetal, 2011; Chao etal., 2010). Essa abordagem permite avaliar
o impacto funcional de altera¢des moleculares especificas, oferecendo insights sobre os circuitos
neurais subjacentes a compulsividade.

Adicionalmente, o MB tem sido utilizado como indicador comportamental em modelos de
ansiedade e estresse, apesar de sua validade para esses fins ainda ser objeto de debate. Estudos
sugerem que farmacos ansioliticos classicos, como os benzodiazepinicos, reduzem o
comportamento de enterramento, o que pode refletir uma atenuacdo da reatividade emocional a
estimulos estranhos, especialmente em linhagens de animais com alta responsividade ao
ambiente (Chen et al., 2019; Dixit; Sahu; Mishra, 2020).

Com o avango das tecnologias de analise comportamental, abordagens automatizadas tém
sido incorporadas ao MB, permitindo ndo apenas quantificar o nimero de bolinhas enterradas,
mas também analisar a dindmica temporal dos episddios de escava¢do, a intensidade dos
movimentos e a preferéncia espacial dentro da arena (Wahl et al., 2022). Essas inova¢des ampliam
aresolucao fenotipica do teste, favorecendo sua padronizagao.

Apesar de sua aparente simplicidade, o teste de MB captura elementos comportamentais
complexos, como organiza¢do motora, responsividade emocional e impulsividade. Sua utilidade
ndo se limita a triagem farmacolégica, sendo também empregado em estudos com intervencdes
dietéticas, epigenéticas e ambientais, tornando-se um indicador funcional da modula¢do de
circuitos cortico-estriatais-limbicos (Albelda; Joel, 2011; Clipperton-Allen et al., 2022).

Portanto, o teste de Marble Burying se estabelece como uma ferramenta de grande
utilidade translacional, especialmente na avaliagio de novas terapias para transtornos
compulsivos, do espectro autista e de ansiedade. Seu uso integrado a outros paradigmas e a
analises neurobioldgicas permite uma compreensdo mais profunda das bases
neurocomportamentais da compulsividade, aproximando os achados da bancada das demandas

clinicas contemporaneas.
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5. LIMITACOES E DESAFIOS METODOLOGICOS DO TESTE DE
MARBLE BURYING

Apesar de sua abrangente utilizacdo na pesquisa pré-clinica, o teste de MB apresenta
diversas limitagcdes metodoldgicas e conceituais que precisam ser consideradas para garantir a
validade e a reprodutibilidade dos achados. Esses desafios abrangem desde a variabilidade nos
protocolos experimentais até a interpretacdo ambigua dos comportamentos observados (Dixit;
Sahu; Mishra, 2020).

Um dos principais entraves é a heterogeneidade dos procedimentos entre laboratérios, que
inclui diferengas no ndmero de bolinhas utilizadas, tipo e profundidade do substrato (geralmente
maravalha ou serragem), tempo de exposicdo, iluminacdo do ambiente, e critérios operacionais
para considerar uma bolinha como enterrada (Angoa-Pérez et al., 2013; Dixit; Sahu; Mishra, 2020).
Além disso, fatores biolégicos como linhagem, sexo, idade e experiéncias prévias dos animais
também influenciam o desempenho, dificultando a padronizacao (Dixit; Sahu; Mishra, 2020;
Santana-Santana; Bayascas; Giménez-Llort, 2021).

Outro aspecto critico refere-se a validade do modelo. Embora o MB tenha sido inicialmente
utilizado como paradigma de ansiedade, sua validade de constructo para transtornos compulsivos
é questionavel. Muitos estudos sugerem que o comportamento de enterramento ndo esta
necessariamente vinculado a compulsdes patoldgicas, mas sim a respostas exploratdrias ou
defensivas naturais do animal (Gyertyan, 1995; Dixit; Sahu; Mishra, 2020). A validacao
neurobioldgica do teste também é limitada, pois nao ha evidéncia clara de que os circuitos ativados
no enterramento sejam equivalentes aos circuitos cortico-estriato-talamicos desregulados no TOC
humano (Szechtman et al., 2020; Dixit; Sahu; Mishra, 2020).

A validade preditiva também é motivo de debate. Embora o teste seja sensivel a ISRSs, e
esses efeitos requeiram administracao cronica, semelhante ao observado clinicamente no TOC,
farmacos como benzodiazepinicos e anticonvulsivantes também reduzem o comportamento de
enterramento, mesmo sem eficacia comprovada em humanos com TOC (Egashira et al., 2008). Por
outro lado, medicamentos com efeito terapéutico comprovado, como o riluzol, podem nao alterar
o comportamento no MB, gerando falsos negativos (Dixit; Sahu; Mishra, 2020).

Do ponto de vista analitico, o teste costuma utilizar apenas uma medida acumulativa
(nimero total de bolinhas enterradas), ignorando aspectos dinamicos do comportamento, como
padrao temporal, intensidade da escavagdo e persisténcia ao longo do tempo. Essa abordagem
reduz a sensibilidade do modelo frente a intervengoes sutis. Estratégias mais modernas tém

proposto o uso de andlise comportamental automatizada e rastreamento digital, capazes de
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diferenciar escavacdo real de movimentagdes superficiais e de ampliar a resolucao do fenotipo
(Wahl et al., 2022).

Além disso, a interpretacdo do comportamento observado é altamente dependente do
contexto do modelo experimental, sendo o MB aplicado em protocolos que investigam ndo apenas
TOC, mas também TEA, esquizofrenia e estresse (Jeyabalan et al., 2022). Cada condi¢do envolve
alteragdes neurobioldgicas distintas, o que torna arriscado atribuir ao comportamento de
enterramento um significado nico e universal.

Assim, o MB deve ser utilizado como parte de uma bateria comportamental, associada a
outros testes especificos e a marcadores neurobiolégicos que permitam validar as inferéncias
comportamentais (Dixit; Sahu; Mishra, 2020). A Figura 5 a seguir, ilustra as principais limitacoes
e desafios metodologicos do teste de MB, abrangendo aspectos de padronizac¢do, validade
cientifica, analise comportamental e estratégias propostas para seu aprimoramento.

Figura 5 - Principais Limita¢des e Desafios Metodolégicos do Teste de Marble Burying
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Fonte: Autoria préopria. Ano 2025.

Portanto, embora o teste de MB seja uma ferramenta acessivel e amplamente utilizada, seu
uso requer hipdteses claras, desenho experimental rigoroso e interpretagdo critica dos resultados.
A adogdo de protocolos padronizados, o controle de variaveis biol6gicas e metodolégicas, e a
incorporacao de tecnologias de analise automatizada sao estratégias recomendadas para superar

suas limita¢des e aprimorar seu valor translacional.
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6. CONSIDERAGCOES FINAIS

O teste de MB destaca-se como uma ferramenta util e amplamente empregada na
investigacdo de comportamentos repetitivos e compulsivos em modelos animais, com
aplicabilidade na triagem farmacoldgica e na caracterizacdo de fendtipos neuropsiquiatricos.
Apesar de sua simplicidade operacional e boa sensibilidade, o modelo apresenta limitagdes
importantes relacionadas a padronizacdo metodoldgica, validade preditiva e interpretacao
comportamental.

Nesse sentido, seu uso deve ser criterioso, preferencialmente integrado a outras
abordagens comportamentais e neurobioldgicas. Com os avangos em tecnologias de rastreamento
e andlise automatizada, o MB continua a oferecer contribuicdes relevantes a pesquisa

translacional, desde que aplicado com rigor experimental e embasamento conceitual adequado.
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RESUMO

O teste comportamental de placa perfurada (Hole
Board test) é amplamente empregado na
investigacdo do comportamento exploratério, da
ansiedade e da cognicio em modelos animais.
Baseado na quantificagio de movimentos
exploratorios, como a frequéncia de “head-dips”, o
teste permite avaliar o equilibrio entre curiosidade
e inibicdo comportamental frente ao novo. Derivado
dos principios do condicionamento classico de
Pavlov, o método reflete a integracdo funcional
entre circuitos neuroanatdomicos e neuroquimicos,
especialmente o cértex pré-frontal, o hipocampo e a
amigdala. A modulacdo desses circuitos envolve
neurotransmissores como serotonina, dopamina e
GABA (4cido gama-aminobutirico), que influenciam
diretamente as respostas ansiosas e exploratorias.
Apesar de sua importancia translacional, o teste
apresenta limitagdes metodolégicas relacionadas a
variabilidade interlaboratorial, a influéncia de
fatores ambientais e a auséncia de padroniza¢do de
parametros experimentais. Assim, o Hole Board test
mantém-se como uma ferramenta relevante nas
neurociéncias comportamentais, desde que
aplicado de forma criteriosa e interpretado dentro
de um contexto metodoldgico rigoroso.

Palavras-chave: comportamento exploratorio;
ansiedade; neurociéncias comportamentais; Hole
Board test; neurotransmissores.

ABSTRACT

The Hole Board test is widely used to investigate
exploratory behavior, anxiety, and cognition in
animal models. Based on the quantification of
exploratory movements, such as the frequency of
“head-dips,” the test evaluates the balance between
curiosity and behavioral inhibition when facing
novelty. Derived from Pavlov’s classical
conditioning principles, this method reflects the
functional integration of neuroanatomical and
neurochemical circuits, particularly the prefrontal
cortex, hippocampus, and amygdala. The
modulation of these pathways involves
neurotransmitters such as serotonin, dopamine,
and GABA (gamma-aminobutyric acid), which
directly influence anxious and exploratory
responses. Despite its translational importance, the
test presents methodological limitations related to
interlaboratory variability, environmental
influence, and lack of parameter standardization.
Therefore, the Hole Board test remains a relevant
tool in behavioral neuroscience, provided it is
applied carefully and interpreted within a rigorous
methodological framework.

Keywords: Active avoidance. Defensive behavior.
Neuropsychiatric models.
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1. INTRODUCAO

Os testes comportamentais em roedores sio amplamente utilizados para elucidar
mecanismos neurobioldgicos vinculados a contextos emocionais e cognitivos, com aplicabilidade
na farmacologia experimental e na psiquiatria translacional (Casarrubea et al., 2023).

A contribuicdo fundamental do fisiologista Ivan P. Pavlov (1849-1936) ao demonstrar, por
meio do condicionamento classico, que estimulos originalmente neutros podem adquirir a
capacidade de evocar respostas condicionadas apds associacdes repetidas com estimulos
incondicionados, estabeleceu as bases experimentais para o estudo sistematico do
comportamento aprendido. Esse principio estabeleceu fundamentos para o desenvolvimento de
paradigmas de comportamento animal que quantificam respostas a estimulos exploratérios e
aversivos (Calcagni et al., 2018).

O teste comportamental de placa perfurada (Hole Board Test) foi desenvolvido nos anos
1970 para superar limitacdes do teste de campo aberto (Open Field Test), ao avaliar a exploragdo
ativa do animal por meio da frequéncia de “head dip” em buracos dispostos no piso da arena (File
& Wardill, 1975; Casarrubea etal., 2023). Este teste, que quantifica competicdo entre impulso
exploratorio e reacdo inata ao novum, tem sido aplicado de forma crescente em estudos sobre
ansiedade, motivagdo e memoria, embora seus indices comportamentais (como head dip) ainda
suscitam debate quanto ao seu significado psicoldgico (Casarrubea et al., 2023).

Este capitulo objetivou apresentar uma visdo abrangente das bases neurobiolégicas do
teste comportamental de placa perfurada, abordando seu protocolo experimental, os
fundamentos anatomicos e neuroquimicos envolvidos, suas aplicagdes clinicas e translacionais,

além dos principais desafios metodolégicos relacionados a sua utilizagao.

2. PROTOCOLOS DO TESTE

O teste de placa perfurada é realizado em uma arena quadrada (tipicamente 40x40 cm),
elevada de 7-28 cm do chao, com o piso perfurado por 4 a 16 furos de aproximadamente 3,8-4 cm
de didmetro e espacados de forma igualitaria (d’Isa, Comi e Leocani, 2021). A iluminacao ambiente
¢ mantida baixa (20-40 lux ou luz vermelha) para evitar estresse dos roedores e favorecer o
comportamento exploratdrio natural (La-Vu et al., 2020).

Cada animal é colocado individualmente no centro da arena por um periodo padrido de 5
minutos, durante o qual é possivel observar um rico repertério comportamental, que pode ser
sistematicamente registrado e analisado. Entre os comportamentos mais frequentemente

descritos estdo: “walking”, que consiste nalocomogao livre pela arena com movimentos de olfacao
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ambiental; “immobile-sniffing”, em que o animal permanece com o corpo imé6vel, mas farejando o
ambiente ao seu redor; “climbing”, quando o animal se ergue apoiando-se nas paredes do aparato;
“rearing”, postura ereta sem apoio contra as paredes; e “immobility”, em que o animal permanece
completamente imével, indicando possivel inibicdo comportamental. Comportamentos de
cuidado corporal, como “front-paw licking”, “hind-paw licking”, “face grooming” e “body
grooming”, sdo observados como parte da auto-higiene natural do animal. No contexto do teste
Hole Board, destacam-se ainda os comportamentos diretamente relacionados ao aparato: o “edge-
sniff”, quando o animal fareja apenas a borda dos buracos, e o “head-dip”, que consiste na inser¢do
da cabeca do animal dentro de um dos orificios até o nivel das orelhas (Casarrubea et al., 2023).
Os comportamentos citados acima sdo utilizados como parametros objetivos para
inferéncia de estados emocionais e exploratérios. O nimero de “head-dips” é particularmente
valorizado como indice de exploracao ativa (neofilia), sendo inversamente correlacionado ao nivel
de ansiedade do animal, ou seja, animais menos ansiosos tendem a realizar mais insercdes de
cabeca nos buracos, enquanto aqueles mais ansiosos evitam esse tipo de exploracdo. Além disso,
outros indicadores como a frequéncia de “rearing”, o grau de locomogao (ndmero de cruzamentos
entre quadrantes ou distancia percorrida) e os periodos de “freezing” (imobilidade completa) sao
comumente analisados em conjunto, compondo um perfil comportamental multifatorial do animal

frente ao ambiente de teste (Brown e Nemes, 2008; Casarrubea et al., 2023).

Figura 1 - Repertério comportamental em ratos no aparato Hole-Board.
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Walking (Wa): locomocao ativa com exploracdo olfativa do ambiente; Immobile-Sniffing (IS): farejamento
sem deslocamento; Climbing (CI): postura ereta com apoio nas paredes de acrilico; Rearing (Re): postura
ereta sem apoio; Immobility (Im): imobilidade completa; Front-Paw Licking (FPL): lambedura das patas
anteriores; Hind-Paw Licking (HPL): lambedura das patas posteriores; Face Grooming (FG): friccao da face
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(orelhas, boca, vibrissas, olhos) com movimentos circulares das patas anteriores; Body Grooming (BG):
lambedura do corpo com movimentos de escovacdo com os incisivos; Edge-Sniff (ES): olfacdo da borda de
um dos orificios; Head-Dip (HD): insercdo da cabe¢a em um dos orificios da placa perfurada. Fonte:
Casarrubea et al., 2023.

Gravagdes sdo feitas por video ou sensores infravermelhos (fotocélulas), conferindo a
precisao dos eventos. Parametros como numero total de “head-dips”, frequéncia de “rearing”,
movimentos entre quadrantes e tempo de imobilidade sdo tabulados. Em algumas andlises
avancadas, dados comportamentais sdo integrados por analise de padrdes temporais (T-patterns)
ou z-scores, aumentando sensibilidade e reprodutibilidade (Labots et al.,, 2015; La-Vu et al., 2020).

Para controle experimental, recomenda-se padronizar linhagem, sexo, idade e horario de
teste (preferencialmente no inicio da fase escura, ativa para roedores), bem como higienizacao
entre sessOes para evitar pistas olfativas. Em estudos farmacolégicos, os animais sdo pré-tratados
com compostos ansioliticos ou ansiogénicos, geralmente administrados 30 minutos antes do teste,

permitindo comparar altera¢des no “head-dip” e seus correlatos.

3. BASES NEUROANATOMICAS E NEUROQUIMICAS

O comportamento observado no Hole Board Test esta sustentado por circuitos cerebrais
centrais envolvidos com exploragdo, ansiedade e tomada de decisao. Estruturas-chave incluem o
cortex pré-frontal (CPF), o nicleo accumbens (NAc) e o complexo amigdalo-hipocampal, que, por
meio de interagdes com o sistema mesolimbico e mesocortical, modulam a curiosidade inata e o
controle de possiveis ameacas (Ogawa & Watabe-Uchida, 2018; Mufioz et al., 2020)

A via dopaminérgica mesolimbica, originada na area tegmental ventral (ATV) e projetada
para o NAc e CPF, é essencial para reforco motivacional e exploragao ativa. Alteracdes na liberagdo
de dopamina estdo diretamente relacionadas ao nimero de “head-dips”; farmacos ansioliticos
modulam esses niveis e promovem aumento do comportamento exploratério (Ogawa & Watabe-
Uchida, 2018).

O sistema serotoninérgico, proveniente do nucleo do rafe dorsal, projeta-se de forma ampla
e regula a ansiedade e o impulso exploratério via receptores 5 HT;A e 5 HT,A localizados no CPF,
amigdala e ganglios basais. A ativacdo desses receptores pode reduzir o comportamento
exploratério, diminuindo “head-dips”. Além disso, a neurotransmissao gabaérgica nos circuitos
cortico-estriatais, amigdalo-hipocampais e no talamo exerce efeito inibitério modulador, atuando
como freio a excitacdo excessiva. Farmacos facilitadores do GABA (acido gama-aminobutirico),
como benzodiazepinicos, aumentam o “head-dip” ao reduzir a ansiedade (Hrdina, 2002Z;

Casarrubea et al.,, 2023).
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As vias noradrenérgicas, originadas no locus coeruleus, modulam o nivel de ativacao

» o«

cortical e a vigilancia comportamental, afetando respostas como “walking”, “edge-sniff” e “head-
dip” em funcdo do aumento da atencdo e da responsividade a estimulos ambientais (Ogawa &
Watabe-Uchida, 2018).

Em modelos que avaliam a relagdo entre comportamento exploratorio e memadria espacial,
como nas variac¢oes do teste Hole Board, em que determinados orificios contém recompensa (furos
‘isca’, ou baited holes), observa-se ativacao significativa de regides do hipocampo, especialmente
dos subcampos CA1 e CA3. Essas areas sao fundamentais para a consolidacdo da memoria espacial
e o reconhecimento de ambientes previamente explorados. Estudos demonstram que alteracoes
na liberacdo do neurotransmissor glutamato nessas regioes estdo associadas a diminui¢do do
comportamento exploratorio em sessdes subsequentes do teste, indicando possivel formacdo de
memoria de familiaridade com o ambiente (Pitsikas; Kaffe; Markou, 2012).

Figura 2 - Representacdo esquematica das principais vias monoaminérgicas no sistema nervoso central
de roedores: A esquerda, a via dopaminérgica mostra projecdes da area tegmental ventral (VTA) e da
substancia negra (SN) para o ntcleo accumbens, cortex pré-frontal, hipocampo e outras regides
subcorticais; Ao centro, a via noradrenérgica evidencia projec¢des originadas no locus coeruleus, com
amplas conexdes para o cortex, cerebelo e tdlamo, associadas ao estado de alerta e atencio; A direita,
a via serotoninérgica, parte dos nucleos do rafe dorsal e mediano, projetando-se extensivamente para o
sistema limbico e o neocortex, envolvida na modulacdo emocional, ansiedade e comportamento
exploratério.
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Fonte: D’Ambrosio et al. (2021).
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4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAS

O Hole Board Test é comumente inserido em estudos farmacolégicos pré-clinicos para
avaliar compostos ansioliticos e ansiogénicos. Estudos demonstram que farmacos como o
diazepam aumentam significativamente o nimero de “head dips”, enquanto ansiogénicos como o
FG7142 reduzem esse comportamento, validando o teste como sensivel a modulacao do estado
emocional de roedores (Tsuji et al., 2000-nao listado; Casarrubea et al., 2021).

A versao modificada do teste Hole Board, conhecida como Modified Hole Board (mHB),
mescla elementos do campo aberto e interagdes sociais, possibilitando a andlise simultanea de
exploracdo, ansiedade, cognicdo e sociabilidade em um tnico paradigma. Esse método maximiza
a eficiéncia experimental e reduz o estresse animal, além de permitir inferéncias translacionais
relevantes. O mHB também é empregado para estudar diferengas genético-comportamentais, por
exemplo, em linhagens com alta ou baixa ansiedade inata, revelando variagdes na exploracdo e na
motivagdo social conforme predisposi¢des emocionais (Ohl, Holsboer & Landgraf, 2001; Labots et
al,, 2015).

Na esfera cognitiva, uma variacao do Hole-Board tradicional, conhecida como 4-Hole Board
Test tem sido empregada para a avaliacio de memdria espacial de trabalho e de referéncia.
Diferente do protocolo convencional, que utiliza multiplos orificios distribuidos pela arena para
medir exploracdo espontanea e ansiedade, o modelo 4-Hole apresenta matriz reduzida de quatro
furos dispostos de forma sistematica, com alguns desses furos contendo recompensas
previamente associadas (furos isca). O desempenho do animal é avaliado com base na capacidade
de reconhecer, ao longo de sessoes repetidas, quais furos contém recompensa, inferindo-se assim
processos de aprendizado, memoria espacial e familiaridade com o ambiente. Essa abordagem
permite mensurar componentes cognitivos sem a necessidade de reforcos aversivos, sendo
particularmente util em modelos translacionais de cognicdo, como na investigacao de déficits
associados ao envelhecimento, lesdes hipocampais ou neurodegeneracao (D’isa; Comi; Leocani,
2021).

Do ponto de vista translacional, paradigmas baseados em conflitos de aproximacao e
esquiva (“approach-avoidance conflict”) semelhantes ao Hole-Board tém sido adaptados para
estudos com humanos, inclusive com uso de neuroimagem funcional. Esses modelos permitem
avaliar, em paralelo ao que se faz em roedores, como a ansiedade influencia decisoes frente a
estimulos ambiguos ou com valéncia mista, facilitando a comparacado entre dados pré-clinicos e

clinicos (Mcnaughton; Corr, 2014; Kirlic, Young & Aupperle, 2017).
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Estudos recentes também demonstraram que a andlise de padrdes temporais
(“T-Patterns”), como sequéncias “edge-sniff/head-dip”, oferece robustos indicadores emocionais.
Por exemplo, com o uso de ansioliticos (diazepam), a caminhada (“walking”) passa a integrar essas
sequéncias, enquanto em estados elevados de ansiedade (induzida??? com FG7142), ela
desaparece, evidenciando sensibilidade comportamental e maior validade para estudos

farmacodinamicos (Casarrubea et al., 2021, 2023).

5. LIMITACOES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar de amplamente utilizado, o Hole Board test apresenta desafios significativos
relacionados a reprodutibilidade e interpretacdo ambigua dos comportamentos. Uma revisao
sistematica envolvendo 206 estudos com o uso do diazepam revelou grande variabilidade de
efeitos sobre o numero de head-dips, sugerindo pratica de “HARKing” (hipdteses formuladas apds
os resultados), o que compromete a validade dos achados (File & Wardill, 1975; Casarubea et al.,
2021). Outro problema critico é a habituacdo rapida ao aparelho. Testes repetidos tendem a
reduzir a exploragdo por familiaridade, o que pode mascarar efeitos de tratamentos quando o
protocolo nao controla adequadamente esse efeito (File e Wardill, 1975).

Ainterpretacdo do head-dip como medida inversa de ansiedade também é controversa. Em
ambientes com niveis variaveis de aversividade (iluminagdo), estudos classicos demonstraram
que essa relacdo se mantém apenas ou somente dentro de um determinado intervalo. Em
condi¢Oes altamente aversivas, o head-dip pode representar tentativa de fuga, nao exploracao,
invertendo seu significado (Bilkei-Gorzo6 e Gyertyan, 1997).

A confiabilidade “test-retest”, mensurada por coeficientes de correlagio entre
comportamentos repetidos ao longo do tempo, demonstrou variacdes significativas no
Hole-Board Test. Em roedores, valores entre 0,31 e 0,99 foram observados, dependendo de fatores
como intervalo entre sessdes, padronizacdao do ambiente e homogeneidade do grupo experimental
— evidenciando a importancia do controle rigoroso de varidveis para garantir resultados
reprodutiveis (File & Wardill, 1975).

Ademais, a dificil dissociacdo entre ansiedade e alteragdes motoras ou sedativas induzidas
por farmacos apresenta-se como outra questdo. Reducdo na exploracdo pode tanto refletir
ansiedade aumentada como sedagdo, exigindo uso de testes complementares (como campo
aberto) ou andlises multivariadas para discriminar esses efeitos (Bilkei-Gorz6 & Gyertyan, 1997).

Por fim, a falta de padronizacdo em aspectos como linhagem, sexo, horario de teste e
intensidade luminosa prejudica a comparabilidade entre estudos. Protocolos sem documentagao

detalhada apresentam baixa replicabilidade, refletindo um problema mais amplo de rigor
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cientifico nas neurociéncias comportamentais (Ferland-Beckham et al., 2021). Ainda assim,
ensaios pré-clinicos como o Hole Board permanecem fundamentais para a compreensao das bases
neurobioldgicas do comportamento, pois permitem integrar dimensdes cognitivas e emocionais
de forma controlada e mensuravel. Quando conduzidos com rigor metodolégico, esses modelos
oferecem um elo valioso entre a experimentacdo animal e a pratica clinica, contribuindo para o
desenvolvimento de novas terapias e para a traducdo do conhecimento neurocientifico em

beneficios concretos a saude mental.
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RESUMO

O teste do labirinto aquatico de Morris (MWM) é
um dos paradigmas comportamentais mais
consolidados na neurociéncia para a avaliacdo da
memoria espacial e do aprendizado em roedores.
Desenvolvido por Richard Morris em 1984, o
MWM se destaca por minimizar interferéncias
motoras e motivacionais, utilizando pistas visuais
distais em um ambiente aquatico padronizado.
Este capitulo revisa os aspectos fundamentais do
protocolo experimental do MWM, abordando
desde a preparacdo do aparato até a anadlise
comportamental, incluindo varidveis como
laténcia de escape, distancia percorrida e padroes
de nado. Sdo  discutidas as  bases
neuroanatdmicas, com énfase no papel central do
hipocampo e suas sub-regides, além da
contribuicdo do cortex pré-frontal na modulagao
do comportamento exploratério. Também sao
explorados o0s mecanismos neuroquimicos
relacionados aos principais neurotransmissores
envolvidos, como serotonina, dopamina e
glutamato, e suas implicagdes na plasticidade
sinaptica e na formacdo de memorias. O capitulo
ainda destaca as aplica¢des translacionais do
MWM no estudo de doencas neurodegenerativas,
lesdes cerebrais traumdticas e distarbios do
neurodesenvolvimento, consolidando sua
relevancia como ferramenta pré-clinica na
avaliacido de farmacos e intervencgdes
terapéuticas. Por fim, sdo apresentadas as
principais limitacdes metodoldgicas do teste,
como fatores ambientais, genéticos e estratégias
nao-espaciais adotadas pelos animais, que devem
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ser cuidadosamente controlados para garantir a
validade dos resultados.

Palavras-chave: Memodria espacial. Hipocampo.
Neurotransmissores. Labirinto aquatico de
Morris.

ABSTRACT

The Morris Water Maze (MWM) test is one of the
most established behavioral paradigms in
neuroscience for evaluating spatial memory and
learning in rodents. Developed by Richard Morris
in 1984, the MWM is distinguished by its ability
to minimize motor and motivational biases,
relying on distal visual cues in a standardized
aquatic environment. This chapter reviews the
essential aspects of the MWM experimental
protocol, from apparatus preparation to
behavioral analysis, including key variables such
as escape latency, swim path, and search
strategies. It also discusses the neuroanatomical
foundations, highlighting the central role of the
hippocampus and its subregions, as well as the
contribution of the prefrontal cortex in
modulating exploratory behavior. Neurochemical
mechanisms are explored, emphasizing the
involvement of neurotransmitters such as
serotonin, dopamine, and glutamate in synaptic
plasticity and memory formation. Furthermore,
the translational applications of the MWM are
addressed, particularly its use in animal models
of neurodegenerative diseases, traumatic brain
injuries, and neurodevelopmental disorders,
reinforcing its relevance as a preclinical tool for
evaluating cognitive function and therapeutic



interventions. Finally, the main methodological

limitations of the test are discussed, including Keywords: Spatial memory. Hippocampus.
environmental, genetic, and procedural variables Neurotransmitters. Morris maze water.

that must be carefully controlled to ensure data

reliability and reproducibility.

1. INTRODUCAO

O Teste do Labirinto Aquatico de Morris (MWM, do inglés Morris Water Maze) é uma
ferramenta comportamental amplamente utilizada na neurociéncia para investigar a memoria
espacial e o aprendizado em roedores (Nunez, 2008). Desenvolvido por Richard Morris em 1984,
em um modelo de rato e posteriormente adaptado para camundongos, este teste se tornou um
padrao ouro devido a sua capacidade de avaliar a memoria dependente do hipocampo de forma
robusta e confiavel (Morris, 1984; Vorhees & Williams, 2006).

Diferente de outros métodos, 0 MWM minimiza a influéncia de fatores ndo-cognitivos,
como motivacao e habilidades motoras, ao exigir que o animal utilize pistas espaciais distais para
localizar uma plataforma submersa em uma piscina de 4gua opaca (McNamara & Skelton, 1993).

A relevancia do MWM reside na sua aplicabilidade para o estudo de diversas condi¢cdes
neurolégicas e psiquiatricas que afetam a cognic¢do, incluindo doengas neurodegenerativas como
Alzheimer e Parkinson, lesGes cerebrais traumaticas, e transtornos do neurodesenvolvimento. Se
configurando provavelmente como o teste comportamental mais utilizado para a avaliacdo de
memoria e aprendizado espacial em roedores (Tucker et al., 2018).

Desta forma, o objetivo deste capitulo é abordar os pontos chaves do protocolo
experimental do teste do labirinto aquatico de Morris, bem como seus aspectos neuroquimicos,

neuroanatdmicos e suas especificidades.

2. MODELO EXPERIMENTAL

0 modelo do labirinto aquatico de Morris envolve a utilizagdo de uma piscina circular
preenchida com agua e uma plataforma de escape movel, podendo em diferentes situacdes estar
submersa ou acima da agua. A dgua deve ser opaca, geralmente pela adi¢do de tinta nao téxica ou
leite em po, algo que deve impedir a visualizacdo da plataforma pelo animal (Nunez, 2008).

A piscina devera conter cerca de 1,8 metro de didmetro e 60 centimetros de profundidade,
estas dimensdes podem variar entre os estudos, devido a utilizagdo de modelos animais murinos
diferentes. Por fim, a 4gua deve ser mantida na faixa de 24 - 26° C para camundongos e 20 - 22° C
para ratos. Além disso, a piscina deve ser dividida, de forma abstrata, em 4 quadrantes: N, S, E e W

(Vorhees & Williams, 2006).
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A sala de experimentacdo deve ser constituida de um ambiente sem estimulos, o avaliador
deve se afastar do aparato metodoldgico para que a sua presenc¢a ndo seja um viés para a
experimentacao.

Anteriormente ao teste deve ser feito o treinamento dos animais, para que possam se
habituar ao aparato e entendam que a forma de escape ¢ a plataforma. Desta forma, a plataforma
de escape deve estar suspensa, cerca de 2,5 cm acima da dgua, posicionada no centro da piscina.
Cada animal devera passar por 3 tentativas consecutivas, onde inicialmente coloca-se o animal por
20 segundos na plataforma, logo depois coloque o animal em uma das 4 posi¢des do quadrante da
piscina. Abaixe-o na agua de forma suave evitando assim, estresse, e deixe-o na agua por 60
segundos.

Figura 1 - Visdo Vertical do Aparato do Teste do Labirinto Aquatico de Morris

2

Legenda: Representacdo do Aparato do Teste do Labirinto Aquatico de Morris. 1: Piscina; 2: Camera
gravadora; 3: Base de escape; 4: Animal de experimentagdo; 5: Caminho percorrido pelo animal. Fonte: Os
autores.

Para o teste, a plataforma de escape devera ficar submersa a cerca de 2,5 cm da agua, o
teste inicia quando o pesquisador coloca o animal em um dos quadrantes e deixa-o na agua por 60
segundos. Ao todo, deve ser realizado o teste em triplicata para cada quadrante, por fim, pode ser
realizado o teste de sondagem, onde é retirada a plataforma de escape da piscina e o animal
tendera a busca-la, esta variacdo do labirinto aquatico de Morris é bastante utilizada para avaliar
a capacidade de memorizagao do animal pela localizacdo da plataforma de escape (Nunez, 2008).

Diversas variaveis podem ser observadas no labirinto aquatico de Morris, como a rota de
nado, distancia percorrida, velocidade de natacao e o tempo gasto no quadrante. A analise desses
dados permite observar déficits cognitivos, assim como, inferir sobre a capacidade de mema@ria

espacial e a capacidade de aprendizagem (Vorhees & Williams, 2006).
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Existem diversos padrdes de nado possiveis para este teste, isso demonstra os diferentes
tipos de comportamentos dos animais, de acordo com o tipo de experimentacdo, a figura 2
demonstra alguns dos possiveis comportamentos (Vouros et al., 2018).

Figura 2 - Classes Comportamentais.

Thigmotaxis Incursion Scanning
Focused Chaining Self
Search Response Orienting
O &5
Scanning Target Direct
Surroundings Scanning Finding

&

Legenda: Thigmotaxis: busca pela borda da piscina; Incursion: nado para o centro da piscina; Scanning:
busca aleatéria ao centro da piscina; Focused Search: nado em pequena regido; Chaining Response: nado
em ciculo; Self Orienting: nado em loop para se orientar; Scanning Surroundings: nado préximo a
plataforma de escape, mas se afasta; Target Scanning: procura pela plataforma de escape e muda de
percurso ao redor dela; Direct Finding: nado direto para a plataforma.

Fonte: Vouros et al., 2018.

3. BASES NEUROANATOMICAS E NEUROQUIMICAS DO TESTE DO
LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

0 labirinto aquatico de Morris se demonstra uma avaliagdo vantajosas em relacao a outros
meétodos que avaliam memdria e aprendizagem, sobretudo pela sua aptidao em separar déficits
na formacdo da memoéria de déficits nos processos sensoriais, motores, motivacionais e de
recuperacao (McNamara & Skelton, 1993).

O hipocampo é uma estrutura localizada na regido medial do lobo temporal de ambos os
lados cerebrais, responsavel pela formac¢do, armazenamento e organizacdo de novas memorias
(Knierim et al., 2015).

Esta estrutura desempenha um papel crucial para a formag¢do de novas memorias,

sobretudo a declarativa, sendo crucial para a consolidagdo de novas informagdes de curto e longo
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prazo. Além disso, é essencial para a aprendizagem espacial, atuando como uma espécie de “mapa
cognitivo” que nos permite explorar e recordar locais, principalmente pela grande presenca das
denominadas place cells que disparam potenciais de acdo em locais especificos do ambiente
(Avigan et al., 2020; Rolls, 2022).

Do ponto de vista emocional, o hipocampo atua em conjunto com a amigdala, processando
e organizando as informacgdes captadas, além de recuperar e formar memorias de eventos,
adicionando o contexto temporal e espacial as informagdes captadas pela amigdala (Proiner et al.,
2023).

Por fim, esta pequena regido, é uma das poucas regides a participar da neurogénese,
formacao de novos neurdnios, no individuo adulto, processo associado a capacidade de
plasticidade sinaptica, a formagao de novas memorias e a adaptacdo a novos ambientes (Fares et
al., 2019).

Embora o hipocampo seja uma estrutura unica, ele pode ser dividido em porc¢do dorsal e
por¢do ventral, por¢des que desempenham papéis distintos. A por¢do dorsal é associada ao
desempenho espacial e a memoria, onde estudos demonstraram que lesdes nessa regido podem
prejudicar de forma significativa a capacidade de memaéria espacial e navegacao, como observado
em experimentacdo no labirinto aquatico de Morris (Othman et al., 2022).

Por outro lado, a por¢do ventral estd mais envolvida com o processamento de emocgoes e a
motivacdo, onde uma lesdo nesta regido nao traria grandes diferen¢as na memoria ou navegacao
do animal no labirinto aquatico de Morris, mas sim, no seu comportamento, onde lesdes nesta
porc¢ao estao associados a transtornos neurologicos, psiquiatricos e dentre outros (Mansk, 2020).

Outro ponto crucial, sdo as denominadas place cells, que sdo responsaveis por
disparar potenciais de a¢do em locais especificos do labirinto, criando uma espécie de mapa
cognitivo das novas regides exploradas pelo animal. Estas células estdo presentes em sub-regioes
regides do hipocampo, chamadas de CAl e CA3 e desempenham papel importante para a
navegacao e memoria (Othman et al,, 2022).

O cértex pré-frontal é uma regido do cérebro que possui grande importancia para as
fun¢des cognitivas. Entre suas fun¢des destacam-se o planejamento, execucdo de comportamentos
complexos e a tomada de decisdes (Friedman & Robbins, 2021).

No contexto do teste do labirinto aquatico de Morris, embora o hipocampo seja associado
a memoria espacial, portanto, de forma classica difere maior participagdo, o cortex pré-frontal
desempenha papel significativo de modulacdao da busca pela resolucao do teste (Vorhees &

Williams, 2006).
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Disfunc¢bes nesta regido podem levar a déficits na flexibilidade comportamental e na
capacidade de alternar entre diferentes estratégias de busca, resultando em uma performance
prejudicada no teste do labirinto aquatico de Morris. Além disso, a interagdo cortex pré-frontal e
hipocampo é crucial para o desenvolvimento da aprendizagem espacial e da memdria, permitindo
que os animais ajustem a sua forma de agir a partir de informagdes pré-existentes (Wang & Cai,
2006; Ragozzino, 2007).

A serotonina é um neurotransmissor que atua em diferentes fung¢des cognitivas, entre elas
a memoria e o aprendizado espacial. A manipulagdo dos niveis de serotonina ou a atividade de
seus receptores pode contribuir para a mudanca da laténcia de escape e o tempo gasto no
quadrante alvo do experimento, além disso, a reducao de serotonina em regides especificas, pode
modificar a aprendizagem e a atividade do hipocampo. Baixas quantidades do receptor de
serotonina também possuem influéncia na neuroplasticidade e sensibilidade ao estresse,
promovendo variacdes na performance do labirinto aquatico de Morris (Wert-Carvajal et al.,
2022).

A dopamina desempenha um papel diverso na aprendizagem e memoria, influenciando a
motivacdo e a consolidacdo da memoria espacial. O sistema dopaminérgico pode modular a
formacdo da memoria espacial e aprendizagem a partir dos receptores D1 presentes no giro
dentado do hipocampo, onde a superativacdo deste sistema traz resultados prejudiciais aos
animais em experimentacdo (Wang et al., 2024).

Vale ressaltar que, a interacdo entre os sistemas dopaminérgicos e o serotoninérgico possui
grande influéncia no desempenho dos roedores no labirinto aquatico de Morris, sobretudo na
perspectiva que estes neurotransmissores desempenham papéis fundamentais na regulagdo de
mecanismos cognitivos, como a memoria espacial, a ansiedade, motivagdo e a resposta ao estresse
(Russo et al., 2012).

Por fim, podemos ressaltar a acdo do glutamato, considerado um dos principais
neurotransmissores excitatérios do sistema nervoso central, sendo crucial para os mecanismos
de plasticidade sinaptica, essencial para a memoéria e o aprendizado espacial. Os receptores
muscarinicos (M1, M4 e M5) e os receptores metabotrdpicos de glutamato sdo atualmente alvos
importantes na busca fidrmacos que atuem no sistema nervoso com terapia para deficiéncias

cognitivas, sendo essenciais para a preservacao dos processos cognitivos (Wieronska et al.,, 2023).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

O teste do labirinto aquatico de Morris superou sua func¢ao primdaria como ferramenta de

pesquisa basica, tornando-se instrumento para a investigacdo de disturbios cognitivos em
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modelos de experimentacao animal, com implicagdes diretas para a compreensao e tratamento de
condicdes humanas. Ressalta-se a capacidade de detectar déficits na memoéria espacial e no
aprendizado (Tucker et al., 2018).

Uma das aplicagdes clinicas do MWM é no estudo de doengas neurodegenerativas, como o
Alzheimer e a doencga de Parkinson. Em modelos animais de Alzheimer, como camundongos
transgénicos que expressam mutag¢des associadas a doenga, o labirinto aquatico de Morris é
amplamente utilizado para observar déficits de memoria espacial que mimetizam os sintomas
cognitivos observados em pacientes humanos (Liang et al., 2024).

Embora a doencga de Parkinson seja caracterizada por distirbios motores, o MWM pode ser
empregado para investigar mecanismos cognitivos nao motores que estejam correlacionados a
doenca, permitindo avaliar esses déficits em modelos animais, auxiliando na identificacdo de
mecanismos subjacentes e na avaliacdo de novas abordagens terapéuticas (Iravani & Shoaib,
2024).

Podemos citar também, a lesdo cerebral traumatica, onde o labirinto aquatico de Morris é
um dos métodos comportamentais mais empregados para avaliar déficits cognitivos em roedores
apds lesdes cerebrais traumdticas, que frequentemente resulta em sintomas cognitivos
persistentes, incluindo disfuncdes executoras e déficits de memoria. Isto permite o estudo dos
eventos desencadeados por este tipo de lesdo e a eficacia de terapias na recuperacdo da fungao
cognitiva. Vale ressaltar que estas lesdes impactam o sistema nervoso central de forma difusa,
sendo crucial cautela nas interpretagoes dos resultados (Budinich et al., 2013).

Por fim, podemos citar a natureza translacional do teste que reside na sua
capacidade de preencher a lacuna entre a pesquisa béasica e a clinica. Ao fornecer um modelo
robusto para avaliar a fun¢do cognitiva em roedores, o MWM ¢é uma ferramenta essencial no
pipeline de desenvolvimento de farmacos. Novos compostos com potencial terapéutico para
distarbios cognitivos podem ser testados no MWM para determinar sua capacidade de reverter
ou atenuar os déficits de memoria. Os resultados obtidos em modelos animais podem entdo guiar
a selecdo de candidatos a fArmacos para ensaios clinicos em humanos, acelerando o processo de

descoberta e desenvolvimento de medicamentos (Tucker et al., 2018).

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Diversos fatores podem influenciar a performance dos animais no teste do labirinto
aquatico de Morris, tornando a interpretacao dos resultados mais complexa. A idade e a linhagem
dos roedores sdo variaveis criticas, pois a capacidade de aprendizagem e memoria espacial pode

variar significativamente entre diferentes grupos etarios e genéticos. Por exemplo, animais mais
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velhos ou certas linhagens podem apresentar déficits cognitivos basais que precisam ser
considerados (Vorhees & Williams, 2006).

O estresse também é um fator importante, onde niveis elevados de estresse podem
prejudicar a performance no MWM, afetando a motivacdo, a exploracdo e a capacidade de
consolidacdo da memdria. Além disso, fatores ambientais, como a iluminagdo, a temperatura da
agua e a presenca de ruidos, também podem influenciar os resultados. A consisténcia dessas
condi¢des ao longo de todos os ensaios e entre os grupos experimentais é essencial para garantir
a reprodutibilidade dos dados. Ainda podemos ressaltar que, a experiéncia prévia do animal com
testes comportamentais ou a exposicao a certas substancias pode afetar sua performance no
labirinto aquatico de Morris (Othman et al, 2022).

Outro desafio significativo é a interpretacdo das estratégias de busca, pela plataforma,
utilizadas pelos animais. I[dealmente, o MWM avalia a aprendizagem espacial baseada em pistas
distais, que reflete a funcdo do hipocampo, no entanto, os animais podem empregar estratégias
ndo-espaciais, como a busca aleatédria, especialmente em fases iniciais do treinamento ou em
condi¢des de déficit cognitivo, a falha em distinguir entre essas estratégias pode levar a conclusdes

erroneas sobre a natureza dos déficits de memdria (Gehring et al., 2015).

6. CONSIDERAGCOES FINAIS

O teste do labirinto aquatico de Morris permanece como um importante modelo
comportamental na neurociéncia, sendo capaz de fornecer informacdes detalhadas sobre a
memoria espacial e o aprendizado. Ao compreender suas bases neurofisioldgicas podemos
explorar com maior profundidade as interagdes entre estruturas cerebrais e neurotransmissores
envolvidos nos processos cognitivos. No entanto, a interpretacdo dos dados obtidos deve
considerar diversos fatores que podem influenciar de forma significativa nas discussdes.

Se faz necessario um avanc¢o na padronizacdo dos protocolos, a incorporacao de tecnologias
de rastreamento automatizado e o uso combinado com outras abordagens neurobioldgicas para
ampliar ainda mais seu poder explicativo, mantendo o labirinto aquatico de Morris como um

modelo central na investigacao da cogni¢do e dos transtornos neurolégicos.
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RESUMO

O teste de inducdo de catatonia avalia a catalepsia
em roedores. O método mais utilizado é a indugao
com antipsicoticos e a avaliagio ¢é feita
principalmente pelo teste de barra. O objetivo deste
capitulo é descrever o teste de inducdo de catatonia
com antipsicéticos em roedores. Existem diferengas
entre os modelos experimentais, o que dificulta a
padronizacdo do teste. Assim, foram selecionados
cinco estudos para evidenciar suas
particularidades, como equipamento utilizado,
condi¢cdes ambientais e parametros de controle, e a
realizacao do procedimento. Estudos
demonstraram que a catatonia pode estar
relacionada ao  bloqueio de receptores
dopaminérgicos D1 e D2, mas também hi o
envolvimento de outros sistemas, como o
serotoninérgico e o GABAérgico. Dessa forma, esse
teste apresenta relevancia translacional tanto para
a triagem de novas drogas psicéticas quanto para
analise de outros distirbios em roedores. Todavia,
as diferencas metodolégicas podem influenciar na
intensidade da catalepsia, dificultando a
comparagdo e a reproducdo dos dados, sendo
necessario a padronizagio de protocolos.

Palavras-chave: Comportamento. Neurociéncias.
Modelos Animais.
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ABSTRACT

The catatonia induction test assesses catalepsy in
rodents. The most commonly used method is
antipsychotic induction, and assessment is
primarily performed using the pull-up bar test. The
objective of this chapter is to describe the
antipsychotic catatonia induction test in rodents.
Differences exist between experimental models,
making standardization difficult. Therefore, five
studies were selected to highlight their specificities,
such as equipment used, environmental conditions,
control parameters, and procedure execution.
Studies have shown that catatonia may be related to
the blockade of dopaminergic D1 and D2 receptors,
but other systems, such as serotonergic and
GABAergic, are also involved. Therefore, this test
has translational relevance both for screening new
psychotic drugs and for analyzing other disorders in
rodents. However, methodological differences can
influence the intensity of catalepsy, making
comparison and replication of data difficult,
necessitating standardization of protocols.

Keywords: Behavior. Neurosciences. Models
Animal.



1. INTRODUCAO

A catatonia é uma sindrome neuropsiquiatrica caracterizada por sinais motores, afetivos e
comportamentais (Rogers et al., 2023). O termo “catatonia”, também denominado de “loucura da
tensdo”, foi descrito pela primeira vez pelo psiquiatra alemdo Karl Ludwig Kahlbaum, em 1874,
caracterizando-se inicialmente pela alternancia entre excitacao e estupor seguida por uma fase de
movimentos anormais (Kahlbaum, 1874; Rogers et al,, 2023).

Para Kahlbaum, a catatonia seria uma entidade nosolégica inica com curso clinico distinto,
mas isso nao foi bem aceito na época (Rasmussen; Mazurek; Rosebush, 2016). Em 1899, Emil
Kraepelin incorporou a catatonia no conceito de deméncia precoce, e, posteriormente, Eugen
Bleuler (1911) manteve-a como subtipo da esquizofrenia. Essa visdo permaneceu na 92 revisao da
Classificacdo Internacional de Doengas (CID-9) e na 32 edicdo revisada do Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-III-R) (Nunes, 2015).

Atualmente ja é bem estabelecido que a catatonia ndo se restringe apenas a esquizofrenia
e pode se manifestar tanto em outras condi¢des psiquiatricas quanto em condigdes clinicas gerais,
como transtorno de humor, psicose poOs-parto, transtorno do espectro autista, infeccdes no
sistema nervoso central, doengas autoimunes e enddcrinas, entre outros (Castro; Leal; Del-Ben,
2024; Rogers; Wilson; Oldham, 2025). Assim, de acordo com o estudo de Hirjak et al, (2024),
estima-se que dentre os pacientes psiquiatricos cerca de 9% apresentam caracteristicas de
catatonia, enquanto que na populacao geral a incidéncia é de 10,6 (IC 95% 10,0-11,1) por 100.000
pessoas/ano (Hirjak et al., 2024).

A CID-11 definiu 15 caracteristicas clinicas da catatonia relacionadas a diminuicdo da
atividade psicomotora (olhando, ambitendéncia, negativismo, estupor, mutismo), aumento da
atividade psicomotora (hiperatividade extrema) e atividade psicomotora anormal (caretas,
maneirismos, postura, estereotipia, rigidez, ecolalia, verbigeracdo, flexibilidade cerosa e
catalepsia). Essas caracteristicas devem estar presentes por horas e gerar prejuizo funcional ou
representar risco de complicacdes ao individuo. Além disso, a catatonia apresenta quatro
diagnosticos: catatonia ndo especificada, catatonia induzida por substancias ou medicamentos,
catatonia associada a outro transtorno mental e sindrome de catatonia secundaria. Esta divisao
contribui para melhor compreensao da sindrome (Rogers; Wilson; Oldham, 2025).

No contexto pré-clinico, o teste de inducdo de catatonia em roedores é baseado no fato de
que algumas espécies de ratos e camundongos quando expostos a uma droga antipsicotica

apresentam intensa rigidez muscular (Chaves; Oliveira; Melo, 2012). Geralmente, quando o animal
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é colocado em uma postura incomum, ele muda de posicdo rapidamente. Todavia, um animal
induzido a catatonia mantém a postura anormal por um tempo maior (Sanberg et al., 1988).
Existem muitas maneiras de induzir e avaliar a catatonia nos roedores. Conforme visto na
revisdo de escopo de Mallien et al. (2024), a maioria dos modelos experimentais utilizam
tratamento farmacolégico para a indugdo, todavia ha metodologias com abordagens de
reproducdo, animais geneticamente modificados ou outros métodos estressores (Mallien et al,
2024). Para a avaliacdo da catatonia, o teste comumente empregado é o teste de barra, descrito
originalmente por Kuschinsky e Hornykiewicz, em 1972, que avalia um dos componentes motores
da catatonia, a catalepsia (Sanberg et al., 1988; Kuschinsky; Hornykiewicz, 1972). Diante disso, o
objetivo deste capitulo é descrever o teste de inducdo de catatonia com antipsicéticos em

roedores.

2. MODELOS EXPERIMENTAIS

Para a realizagdo do teste de inducao da catatonia é utilizado o teste de barra, que envolve
colocar as patas dianteiras do camundongo ou rato em uma barra apds a administragdo de um
antipsicético (Figura 1). A altura deve ser ajustada proporcionalmente de acordo com o tamanho
do animal de tal forma que os membros posteriores fiquem apoiados no chdo. O parametro
avaliado é o tempo que o roedor leva para retornar a sua postura normal, sendo esse tempo
considerado a medida da catalepsia (Samal; Rebelo; Pandit, 2019).

Figura 1 - Teste de inducao de catatonia em roedor

—
i

Fonte: Elaboragio propria (Biorender.com), 2025.

Apesar de ser considerado um teste de facil execucao, ha diferencas metodologicas entre
os autores, o que dificulta a padronizacao de um protocolo (Sanberg et al., 1988). Devido a isto,

cinco estudos foram selecionados e organizados (Quadro 1) de modo a evidenciar as
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particularidades de cada protocolo do teste de inducdo da catatonia em roedores com

antipsicéticos (Quadro 2).

Quadro 1 - Caracterizacdo dos estudos selecionados

Estudo Autores Ano de Titulo
publicacao
1 Hoffman; 1995 Catalepsy as a rodent model for detecting antipsychotic
Donovan drugs
with extrapyramidal side effect liability
2 Ohno et al. 2008 Anticataleptic 8-OH-DPAT preferentially counteracts with
haloperidol-induced Fos expression in the dorsolateral
striatum and the core region of the nucleus accumbens
3 2010 Design, synthesis and anti-Parkinsonian evaluation of 3-
Azam et al. alkyl/aryl-8-(furan-2-yl)thiazolo[5,4-e][1,2,4]triazolo[1,5-
c]pyrimidine-2(3H)-thiones against neuroleptic-induced
catalepsy and oxidative stress in mice
4 Colombo 2011 Avaliacio do estado emocional associado a catalepsia
causada pela administracdo intraperitoneal de haloperidol
5 Bricker; 2014 Evaluation of the potential of antipsychotic agents to induce
Sampson; catalepsy in rats: Assessment of a new, commercially
Ablordeppey available, semi-automated instrument
Fonte: Elaboracao propria, 2025.
Quadro 2 - Descricdo dos parametros adotados nos estudos
— e R Duracgao
Estudo A(m:;:;s Ambiente Ant;gzlsc:)tlco Aparil(:(s)tzara ° maxima
P do teste
Os experm.lentos . Barra horizontal
foram realizados Clozapina,
p . coberta com um tubo
Ratos Sprague- | durante o periodo haloperidol,
. . de borracha
Dawley claro do ciclo olanzapina, 60
1 . com 1 cm de
machos claro/escuro e raclopride, A segundos
. : didmetro
(200-350 g) temperatura risperidona -
posicionado a 10 cm
controlada a . , .
21+1°C acima da superficie
Camundongos Haloperidol Barra horizontal 30
2 machos ddY - (0,5 mg/kg) posicionadaa 5 cm seoundos
(25-35g) acima da superficie &
Os experimentos Camera de madeira
foram realizados (comprimento, 23
Camundongos entre 8:00 e 15:30 cm; largura, 10,5 cm;
. 5 h em uma sala com Haloperidol altura, 9 cm) com 300
3 Swiss machos
(1825 g) temperatura (5 mg/kg) uma barra de metal | segundos
controlada (23 * fixada a 9 cm acima
1°C), e intensidade do chdo,ea4cmda
luminosa de 20 lux. parte de tras da caixa
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s B Rt Duracao
Estudo A(mensl:;S Ambiente Antzg(s)lscé))tlco Aparetl(:(s)tzara ° maxima
P do teste
. Caixa acrilica com
Os experimentos ) ~
. dimensdes 25 x 25 x
foram realizados
durante o periodo 39 cm contendo
Ratos Wistar pe Haloperidol (0,5 | furos posicionados a
claro do ciclo 600
4 machos (200- e 1,0 mg/kg) 8 cm de altura nas
claro/escuro e . segundos
250 g) paredes laterais,
temperatura de 22 .
4 25°C destinados ao
encaixe horizontal de
barra acrilica
Haloperidol Calf(? Com,barlja
Ratos Sbrague- (0,29 mg/kg) metalica cilindrica
prag Temperatura 47 ME/EE), horizontal de 1,3 cm
Dawley clozapina (até 40 (A 30
5 machos (120- controlada a mg/kg) de didametro a uma seoundos
24+2°C 8/%8) | alturade 10 cm com &
200 g) olanzapina (até .
40 mg/kg) piso de a¢o
inoxidavel

Fonte: Elaboracao proépria, 2025.
2.1. EQUIPAMENTO NECESSARIO E DIMENSOES ESPECIFICAS DO APARATO

E utilizado uma barra horizontal posicionada a uma determinada altura sobre uma
superficie de apoio. O didametro da barra foi descrito apenas em um artigo (Bricker; Sampson;
Ablordeppey, 2014). Os estudos de Azam et al. (2010), Colombo (2011) e Bricker, Sampson,
Ablordeppey (2014) utilizaram aparatos especificos para o encaixe da barra, respectivamente:
uma camara de madeira (23 x 10,5 x 9 cm), uma caixa de acrilico (25 x 25 x 39 cm) e uma metalica.

Em relac¢do a altura, para os camundongos a barra foi colocada 5 e 9 cm acima da superficie,
enquanto que para os ratos a altura variou de 8 a 10 cm (Hoffman; Donovan, 1995; Ohno et al,
2008; Azam et al., 2010; Colombo, 2011; Bricker; Sampson; Ablordeppey, 2014). A altura da barra
€ um parametro relevante para o teste, visto que se a barra for muito alta é improvavel que o
animal permaneca sobre ela por tempo significativo, independente de outros fatores (Sanberg et

al, 1996).

2.2. CONDICOES AMBIENTAIS E PARAMETROS DE CONTROLE

O teste é realizado durante o periodo claro do ciclo claro/escuro, em local reservado com
intensidade luminosa e temperatura controladas (Azam et al, 2010). O ambiente do teste pode
influenciar em resultados discrepantes, por isso deve-se considerar a iluminacao do ambiente, o

cheiro ou a visualizacdo de outro animal, um novo ambiente e ruidos (Sanberg et al,, 1996).
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2.3. PROCEDIMENTO

2.3.1. Ratos

No estudo de Hoffman e Donovan (1995) foi utilizado ratos Sprague-Dawley machos. Os
animais receberam clozapina, haloperidol, olanzapina, raclopride e risperidona, as doses nao
foram especificadas no artigo. As substancias foram administradas 15 ou 30 minutos antes do
teste. Foi avaliado o tempo que o animal permaneceu com as patas na barra. O teste foi encerrado
quando pelo menos uma pata dianteira tocasse a superficie da mesa ou apds 60 segundos do inicio
do teste. O teste foi repetido durante 2 horas com intervalo de 30 minutos, ou seja, 0, 30, 60 90 e
120 minutos (Hoffman; Donovan, 1995).

No estudo de Colombo (2011), ratos machos da linhagem Wistar receberam haloperidol
intraperitoneal na concentracdo de 1,0 ou 0,5 mg/ml, nas doses de 0,5 e 1,0 mg/kg, e o grupo
controle recebeu salina. Apds posicionar o animal no aparato com as patas dianteiras sobre a barra
e patas traseiras ao chdo, verificou-se a laténcia para a retirada das patas 15, 30, 45 e 60 minutos
ap0ds a administragdo da substancia. Foi estabelecida uma laténcia maxima de 600 segundos para
retirada das patas da barra, apds esse periodo o tempo era interrompido (Colombo, 2011).

No estudo de Bricker, Sampson, Ablordeppey (2014) o teste foi realizado com roedores
machos da linhagem Sprague-Dawley. Ap6s 60 minutos da administragao, por via intraperitoneal,
de haloperidol, clozapina, olanzapina ou veiculo de acido latico a 1% filtrado, foi realizado o teste
de barra por 30 segundos. Foi repetida a avaliacdo aos 3 e 6 minutos do inicio da primeira
tentativa. O sistema de camara semiautomatizado utilizado mensurou o tempo de contato mantido
entre o chdo e abarra e coletou os dados mediante um software de computador (Bricker; Sampson;

Ablordeppey, 2014).

2.3.2.Camundongos

No estudo de Ohno et al. (2008), camundongos machos ddY receberam haloperidol
intraperitoneal, sendo utilizado duas doses: 0,5 e 1 mg/kg. Ap6s o animal ser colocado na barra, o
tempo de catalepsia foi monitorado por 30 segundos, sendo considerada a postura cataléptica a
imobilidade do roedor com as duas mao na barra (Ohno et al, 2008).

Em outro estudo, camundongos Swiss receberam haloperidol 5 mg/kg, intraperitoneal. A
sessdo durou 3 horas e o teste foi repetido a cada 30 minutos. Para medir a catalepsia, o animal foi
levantado suavemente até que as patas dianteiras segurassem a barra. Em seguida, apos o corpo
do camundongo ser liberado, o crondmetro foi iniciado. O tempo que o animal levou para soltar
ambas as patas dianteiras da barra, até no maximo 300 segundos, foi definido como o tempo de

descida (Azam et al, 2010).
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3. BASES NEUROANATOMICAS E NEUROQUIMICAS

De acordo com a revisdao de escopo elaborada por Mallien et al. (2024), os principais
sistemas associados a catatonia nos roedores estdo relacionados a neurotransmissao, sendo os
mais evidenciados entre os estudos os sistemas de neurotransmissores envolvidos aos
comportamentos psicomotores, incluindo o dopaminérgico, serotoninérgico e GABAérgico

(Mallien et al., 2024).

3.1. SISTEMA DOPAMINERGICO

Os antipsicoticos, principalmente aqueles com alta afinidade pelos receptores
dopaminérgicos D1 e D2, induzem a catatonia em roedores por meio do bloqueio dos receptores
de dopamina no corpo estriado (Wadenberg, 1996). Estudos experimentais demonstraram que os
animais que receberam haloperidol apresentaram um estado de hiporreatividade em relacdo aos
animais que receberam o veiculo (Bricker; Sampson; Ablordeppey, 2014; Colombo, 2011). Além
disso, antipsicdticos com pouca ac¢ao inibitéria nos receptores dopaminérgicos nigroestriatais,
como por exemplo a clozapina, produzem pouca ou nenhuma alteragdo comportamental nos

animais (Sanberg et al,, 1988).

3.2. SEROTONINERGICO

A revisao de Wadenberg (1996) destacou evidéncias que sugerem que drogas que ativam
determinados receptores de serotonina podem bloquear a catatonia, devido a interagdo com o
sistema dopaminérgico. Segundo o estudo, agonistas dos receptores de serotonina 5-HT1A
revertem a catalepsia provocada por antagonistas dos receptores de dopamina D1 e D2 agindo em
autorreceptores 5-HT no nucleo da rafe mediana. Enquanto que os agonistas do receptor 5-
HT2A/C antagonizam a catalepsia induzida pelo bloqueio do receptor D2 (Wadenberg, 1996).

O estudo de Silva, Futuro-Neto, Pires (1995) testou duas drogas antagonistas do receptor
da serotonina 5-HT3, a bemesetrona e a granisetrona. Foi evidenciado que em doses baixas ocorre
areducdo ou inibicdo da catalepsia induzida pelo haloperidol, porém, em doses elevadas, o estado
de rigidez é aumentado (Silva; Futuro-Neto; Pires, 1995). Investigacdes complementares
verificaram que a buspirona e outros agonistas da serotonina, principalmente, aqueles de maior
afinidade aos receptores 5-HT, reverteram o efeito cataleptogénico, diferentemente de outros
medicamentos com afinidades a outros receptores da serotonina ou com fraca afinidade. Esses
achados sdo sugestivos de que os receptores 5-HT modulam os efeitos motores relacionados a

catatonia de forma dose-dependente (McMillen; Scott; Davanzo, 1988).
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3.3. GABAERGICO

Além dos sistemas dopaminérgico e serotoninérgico, o sistema GABAérgico também exerce
influéncia sobre as alteragdes motoras associadas a catatonia em roedores (Di Chiara et al., 1978).
Conforme descrito por Worms, Willigens, Lloyd (1978), os agonistas dos receptores GABA (4cido
gama-aminobutirico) potencializam o efeito cataleptogénico de antipsicéticos por meio da
ativacao desses receptores. Esse achado sugere que o aumento da atividade dos receptores GABA
reduz a excitabilidade de neurdénios dopaminérgicos, afetando a liberagdo de dopamina na fenda
sinaptica. Esse efeito pode ocorrer a nivel da substancia negra, visto que os receptores GABA estao
presentes nos corpos celulares e dendritos dos neur6nios dopaminérgicos (Worms; Willigens;

Lloyd, 1978).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

O teste de inducdo de catatonia em roedores apresenta grande relevancia translacional,
sendo utilizado para triagem do perfil de novas drogas antipsicéticas para avaliar o potencial de
induzirem efeitos extrapiramidais. A diferenca entre as doses que apresentam atividade
terapéutica e as doses que induzem efeitos colaterais variam a depender do fairmaco, a margem
de diferenca pode ser pequena, como é o caso do haloperidol, ou alta, como observado com a
clozapina. Assim, a catalepsia apresentada pelos roedores com a droga equivalem aos sintomas
extrapiramidais observados em humanos, demonstrando a validade preditiva do teste (Gobira et
al, 2013).

Além disso, esse teste também é uma ferramenta para analisar outros distirbios em
roedores, como a Doenca de Parkinson (DP) (Castagné; Moser; Porsolt, 2009). A catalepsia
induzida por haloperidol é um modelo classico no qual manifestacdes motoras comuns da DP sao
provocadas pela administracido de medicamentos, contribuindo para a investigacdo de novos
farmacos com acgao protetora (Azam et al., 2010). O haloperidol aumenta os radicais livres levando
ao estresse oxidativo. Ocorre o aumento da lipoperoxidacdo lipidica (LPO), diminuicdo da
glutationa reduzida (GSH) e das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e glutationa

peroxidase (GSH-Px) (Azam et al., 2010).

5. LIMITACOES E DESAFIOS METODOLOGICOS

A variabilidade associada a aplicagdo do teste de barra para avaliar a catatonia destacou-se
entre as principais limitacdes identificadas na literatura. A presenca de parametros pouco

padronizados podem influenciar os resultados, dificultando a comparagdo entre os estudos e a
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reproducdo dos achados. Para mais, é valido destacar que a intensidade do efeito de catalepsia é
influenciada pelas diferen¢as metodoldgicas, colaborando para dificuldades relacionadas a analise
dos resultados. Neste contexto, é necessario validar protocolos padronizados visando o controle
de variaveis (Sanberg et al., 1988).

Observou-se que a falta de detalhamento dos métodos utilizados em alguns estudos pode
resultar em lacunas importantes, visto que algumas particularidades podem nao ser mencionadas,
podendo influenciar a andlise dos efeitos catalépticos. No estudo de Sanberg et al. (1988)
evidenciaram que algumas adversidades “sutis” podem influenciar a analise de catalepsia, por
exemplo, a manipulagdo do animal, as caracteristicas do animal, aspectos singulares ao aparato e
ambiente fazem parte das condi¢des que podem interferir nos resultados.

Apesar do teste de barra ser amplamente utilizado para avaliacdo da catatonia em
roedores, ele pode apresentar limitacdes quanto a sensibilidade para deteccdo de efeitos
catalépticos. Segundo os autores Hoffman e Donovan (1995), o teste em grade demonstrou ser um
pouco mais sensivel na detec¢ao de efeitos catalépticos em comparacao ao teste de barra. Logo,
refor¢ca a importancia de abordagens complementares para avaliagdo da catalepsia, o que pode
justificar a observacao de diferencas metodolégicas entre os autores.

Adicionalmente, o uso de sistemas semi-automatizados para o teste de catalepsia
demonstra resultados promissores, mas ainda enfrenta desafios técnicos. Bricker, Sampson e
Ablordeppey (2014) evidenciaram problemas iniciais relacionados ao software, como a
recuperacao de dados e falha ocasional associada ao registro de tempo, além de desafios
associados ao posicionamento do animal. Assim, sdo recomendadas melhorias no sistema para

coleta mais automatizada de dados sem a exigéncia de comandos adicionais.

AGRADECIMENTOS

Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES).

REFERENCIAS

AZAM, F. et al. Design, synthesis and anti-Parkinsonian evaluation of 3-alkyl/aryl-8-(furan-2-
yl)thiazolo[5,4-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidine-2(3H)-thiones against neuroleptic-induced
catalepsy and oxidative stress in mice. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, v. 25, n. 6, p. 818-826, 2010.

BRICKER, B.; SAMPSON, D.; ABLORDEPPEY, S. Y. Evaluation of the potential of antipsychotic
agents to induce catalepsy in rats: assessment of a new, commercially available, semi-automated
instrument. Pharmacol Biochem Behav, v. 120, p. 1-18, 2014.

258 CAPITULO XXI



CASTAGNE, V.; MOSER, P. C.; PORSOLT, R. D. Preclinical Behavioral Models for Predicting
Antipsychotic Activity. Preclinical Requisites for Antipsychotics, v. 57, p. 381-418, 2009.

CASTRO, R. A. M,; LEAL, L. R;; DEL-BEN, C. M. Catatonia. Medicina (Ribeirao Preto), v.57,n. 1, p.
1-8,2024.

CHAVES, C.S. L. O.; OLIVEIRA, A. A;; MELO, F. R. M. Avaliacdo do potencial antipsicético da
lamotrigina em camundongos. Interbio, v. 6, n.1, p. 46-53, 2012.

COLOMBO, A. C. Avaliacao do estado emocional associado a catalepsia causada pela
administracdo intraperitoneal de haloperidol. Trabalho de Conclusao de Curso (Bacharelado
em Ciéncias Biolodgicas) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Botucatu.
Sao Paulo, p. 56. 2011.

DI CHIARA, G. et al. Evidence that nigral GABA mediates behavioural responses elicited by
striatal dopamine receptor stimulation. Life Sci., v. 23, p. 2045-2052, 1978.

GOBIRA, P. H. et al. Animal models for predicting the efficacy and side effects of antipsychotic
drugs. Revista Brasileira de Psiquiatria, v. 35, p. 132-139, 2013.

HIRJAK, D. et al. Catatonia. Nature reviews disease primers, v. 10, n. 49, p. 1-18, 2024.

HOFFMAN, D. C.; DONOVAN, H. Catalepsy as a rodent model for detecting antipsychotic drugs
with extrapyramidal side effect liability. Psychopharmacology, v. 120, n.2, p. 128-133, 1995.

KAHLBAUM, K. L. Die Katatonie oder das Spannungsirresein. Berlin, Germany: Verlag August
Hirshwald, 1874.

KUSCHINSKY, K.; HORNYKIEWICZ, O. Morphine catalepsy in the rat: relation to striatal dopamine
metabolism. European Journal of Pharmacology, v. 19, p. 119-122, 1972.

MALLIEN, A. S. et al. A systematic scoping review of rodent models of catatonia: Clinical
correlations, translation and future approaches. Schizophrenia Research, v. 263, p. 109-121,
2024.

MCMILLEN, B. A.; SCOTT, S. M.; DAVANZO, E. A. Reversal of neuroleptic-induced catalepsy by
novel aryl-piperazine anxiolytic drugs. ] Pharm Pharmacol, v. 40,n. 12, p. 885-887, 1988.

NUNES, A. L. S. Classificacdo e avaliacdo da sindrome catatdnica. Dissertacdo (Mestrado em
Psiquiatria e Saude Mental) - Instituto de Psiquiatria, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio
de Janeiro, p. 66. 2015.

OHNQO, Y. et al. Anticataleptic 8-OH-DPAT preferentially counteracts with haloperidol-induced
Fos expression in the dorsolateral striatum and the core region of the nucleus accumbens.
Neuropharmacology, v. 55, n.5, p. 717-23, 2008.

RASMUSSEN, S. A,; MAZUREK, M. F.; ROSEBUSH, P. Catatonia: Our current understanding of its
diagnosis, treatment and pathophysiology. World ] Psychiatry, v. 6, n. 4, p. 391-398, 2016.

ROGERS, J. P. et al. Evidence-based consensus guidelines for the management of catatonia:
Recommendations from the British Association for Psychopharmacology. Journal of
Psychopharmacology, v. 37, n. 4, p. 327-369, 2023.

CAPITULO XXI 259


https://www.sciencedirect.com/journal/schizophrenia-research

ROGERS, J. P.; WILSON, J. E.; OLDHAM, M. A. Catatonia in ICD-11. BMC Psychiatry, v. 25, n. 1, p.
1-10, 2025.

SAMAL, J. REBELO, A. L. PANDIT, A. A window into the brain: Tools to assess pre-clinical efficacy
of biomaterials-based therapies on central nervous system disorders. Advanced drug delivery
reviews, v. 148, p. 68-145, 2019.

SANBERG, P. R. et al. The catalepsy test: its ups and downs. Behavioral Neuroscience, v. 102, n.
5, p- 748-759, 1988.

SANBERG, P. R. et al. The Catalepsy Test Is a Standardized Method Possible? Motor Activity and
Movement Disorders, p. 197-211, 1996.

SILVA, S. R,; FUTURO-NETO, H. A,; PIRES, |. G. P. Effects of 5-HT3 Receptor Antagonists on
Neuroleptic-induced Catalepsy in Mice. Neuropharmacology, v. 34, n. 1, p. 91-99, 1995.

WADENBERG, M. Serotonergic Mechanisms in Neuroleptic-Induced Catalepsy in the rat.
Neuroscience and Biobehavioral Reviews, v. 20, n. 2, p. 325-339, 1996.

WORMS, P.; Willigens, M. T.; LLOYD, K. G. GABA involvement in neuroleptic-induced catalepsy. J.
Pharm. Pharmac., v. 30, n. 11, p. 716-718, 1978.

260 CAPITULO XXI


https://link.springer.com/book/10.1007/978-1-59259-469-6
https://link.springer.com/book/10.1007/978-1-59259-469-6

CAPITULO XXII

TESTE DE CONTORCOES ABDOMINAIS
INDUZIDAS POR ACIDO ACETICO: UM MODELO
CLASSICO PARA AVALIACAO DE ANALGESICOS E
MECANISMOS DE DOR VISCERAL

ACETIC ACID-INDUCED WRITHING TEST: A CLASSIC MODEL FOR THE
EVALUATION OF ANALGESICS AND MECHANISMS OF VISCERAL PAIN

DOI: 10.51859/amplla.nat298.1126-22

1 Graduando do curso de

Biotecnologia. Universidade Federal do

Yury Nascimento Abreu *

Gerllanny Mara de Souza Lopes 2

Camila Nogueira dos Santos >

Vitéria Emily Guimaraes do Nascimento 3
Gislei Frota Aragdo 4

Ceara - UFC

2 Doutoranda em Medicina Translacional. Programa de P6s-Gradua¢io em Medicina Translacional- UFC
3 Mestranda em Medicina Translacional. Programa de Pés-Gradua¢do em Medicina Translacional- UFC
4Professor Adjunto do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) - Universidade Federal do

Ceara - UFC
RESUMO

O teste de contor¢oes abdominais induzidas por
acido acético (TCAA) é um dos modelos
experimentais mais tradicionais e sensiveis para
a avaliacdo de farmacos analgésicos e
mecanismos de dor visceral. Baseia-se na
administracdo intraperitoneal de acido acético
em roedores, o que desencadeia respostas
comportamentais de contorcdo mediadas pela
liberagdo de mediadores inflamatérios, como
prostaglandinas, bradicinina e citocinas pré-
inflamatdérias. O método destaca-se pela
simplicidade, baixo custo e alta
reprodutibilidade, sendo amplamente
empregado em estudos pré-clinicos para triagem
de compostos sintéticos e naturais com potencial
antinociceptivo. Do ponto de vista
neurofisiologico, o modelo envolve a ativacao
coordenada de vias aferentes viscerais,
mecanismos espinhais e modulagao
neuroquimica por neurotransmissores, como
glutamato, substincia P e noradrenalina. Tais
processos refletem aspectos da fisiopatologia da
dor visceral humana, conferindo ao TCAA

relevancia translacional. Apesar de suas
vantagens, o0 teste apresenta limitacdes
metodoldgicas, como subjetividade na contagem
de contorc¢des e predominio da resposta reflexa
periférica, exigindo associagdo com outros
modelos para maior validade clinica.
Aperfeicoamentos recentes, como a redugio da
concentracio de acido acético e o uso de analises
comportamentais complementares, buscam
aumentar sua sensibilidade e reduzir o
sofrimento animal. Assim, o TCAA permanece
uma ferramenta essencial na investigacdo de
mecanismos nociceptivos e no desenvolvimento
de novos agentes analgésicos.

ABSTRACT

The acetic acid-induced writhing test (AAWT) is
one of the most traditional and sensitive
experimental models for evaluating analgesic
drugs and mechanisms of visceral pain. It is based
on the intraperitoneal administration of acetic
acid in rodents, which triggers characteristic
writhing behaviors mediated by the release of
inflammatory mediators such as prostaglandins,
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bradykinin, and pro-inflammatory cytokines.
This method stands out for its simplicity, low cost,
and high reproducibility, being widely employed
in preclinical studies for the screening of
synthetic and natural compounds with
antinociceptive potential. From a
neurophysiological perspective, the model
involves the coordinated activation of visceral
afferent pathways, spinal mechanisms, and
neurochemical modulation by neurotransmitters
such as glutamate, substance P, and
noradrenaline. These processes reflect key
aspects of human visceral pain pathophysiology,

relevance. Despite its advantages, the test
presents methodological limitations, including
subjectivity in the counting of writhes and the
predominance of peripheral reflex responses,
requiring combination with other models for
greater clinical validity. Recent methodological
refinements, such as the reduction of acetic acid
concentration and the incorporation of
complementary behavioral analyses, aim to
increase its sensitivity while minimizing animal
distress. Therefore, the AAWT remains an
essential tool for investigating nociceptive
mechanisms and supporting the development of

giving the AAWT significant translational new analgesic agents.

1. INTRODUCAO

A dor visceral é uma condi¢cdo multifatorial que é muito estudada tanto fisiologistas quanto
patologistas, devido a sua complexidade e impacto clinico. Dentre os métodos pré-clinicos para
estudo da dor, o teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético (Acetic Acid Writhing
Test), também denominado Writhing Test, destaca-se como um modelo robusto e amplamente
validado. (Gawade, 2012)

Esse modelo experimental é muito utilizado para o estudo da dor visceral e avaliacdo da
atividade analgésica de substancias em roedores. Originalmente descrito por Koster, Anderson e
De Beer (1959) e posteriormente validado por Collier et al. (1968), esse método consiste na
inducdo de dor inflamatoria aguda mediante administracao intraperitoneal de acido acético.
desencadeando uma resposta comportamental caracterizada por contragdes abdominais,
alongamento do corpo e retracao das patas traseiras. Essas reacdes sao mediadas pela ativacao de
vias inflamatérias e nociceptivas, envolvendo a liberacdo de prostaglandinas, citocinas proé-
inflamatérias e outros mediadores quimicos da dor (Gawade, 2012; Guglinski et al., 2016).

O acético acético promove a liberacao de mediadores pro-inflamatérios no periténio, como
prostaglandinas, bradicinina, histamina, citocinas (TNF-q, IL-13) e serotonina, numa cascata que
resulta em ativacdo de nociceptores viscerais e subsequente sinalizacdo dolorosa ao sistema
nervoso central (CNS) (Portillo-Salido et al, 2015); (Pavao-De-Souza et al, 2012). O modelo
também ativa vias espinhais de sensibilidade, incluindo quinases MAP (ERK, JNK, p38) e PI3K,
além de envolvimento de células gliais espinhais (minocitocina como inibidor reduz essas
respostas), o que representa mecanismos moleculares bastante relevantes para o estudo da dor
visceral (Yin et al.,, 2016).

Ha especificidade e limitagdes farmacolédgicas levaram ao desenvolvimento de variantes

complementares, como medidas de comportamento heddnico e locomotor, que podem persistir

262 CAPITULO XXII



além da fase aguda de contor¢des (até 6h), demonstrando depressido de comportamentos
motivacionais que podem ser revertidos por ibuprofeno, sugerindo relevancia pratica para
avaliacdo de eficacia analgésica (Portillo-Salido et al., 2015). Essa metodologia oferece dimensao
translacional ao modelo, aproximando-o da complexidade da dor visceral humana, que envolve
tanto estimulos nociceptivos quanto componentes emocionais.

Arelevancia desse modelo reside em sua simplicidade, baixo custo e alta sensibilidade para
detectar diferentes classes de farmacos analgésicos, incluindo anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINEs), opioides e compostos naturais. Além disso, o teste é amplamente aplicado em estudos
pré-clinicos para triagem de novos principios ativos, avaliacio de mecanismos de agdo e
comparacado de potenciais terapéuticos (Collier et al., 1968).

O objetivo deste capitulo é informar sobre o protocolo do Teste de Contor¢des Abdominais,
destacando seus parametros experimentais, controles necessarios e aplicagdes na avaliacdo de

compostos com potencial analgésico

2. PROTOCOLO DO TESTE

Esse protocolo € utilizado para triagem de compostos analgésicos com acdo periférica. A
técnica envolve a administracdo intraperitoneal de acido acético — geralmente em concentragao
de 0,6-1,2% (v/v), volume de 10 mL/kg — que provoca contragdes ritmicas da musculatura
abdominal, extensdo de membros posteriores e arco dorsal (Rejon-Orantes, 2022).
Tradicionalmente, o numero de contorgdes é contado manualmente durante 20-30 minutos apds

a injecao, gerando uma medida quantitativa da intensidade nociceptiva.

2.1. ANIMAIS E PREPARO EXPERIMENTAL

Usam-se camundongos (Mus musculus), preferencialmente da linhagem Swiss ou C57BL/6,
com peso entre 20-30 g, mantidos com agua e racao ad libitum, em ciclo claro-escuro controlado.
Recomenda-se jejum de 3-4 horas antes do teste, evitando mudancas abruptas na homeostase
metabodlica. O protocolo deve ser aprovado por comité de ética em pesquisa animal, em
consonancia com as diretrizes de Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE)

(https://arriveguidelines.org/ )e omité de Etica no Uso de Animais (CEUA) (Batista et al., 2016).

2.2. PREPARACAO DA SOLUGCAO DE ACIDO ACETICO

Prepara-se o acido acético diluindo-se em solugdo salina (0,9%). Concentracdes comuns

sdo 0,6% (10 mL/kg) ou 0,8-1,2% conforme criticos especificos. A solugcdo deve ser fresca,
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preparada no mesmo dia e mantida sob refrigeragdo até o uso (Rejon-Orantes, 2022). Para evitar

variagoes, recomenda-se pesar os animais antes da administragao.

2.3. ADMINISTRAGAO INTRAPERITONEAL

O acido acético é injetado por via intraperitoneal com agulha de calibre 25-27G, em um
local livre de gordura e obliquos. O ponto ideal é no quadrante inferior esquerdo, evitando 6rgaos
internos. A administracdo deve ser feita com volume maximo de 10 mL/kg, respeitando a dor
visceral induzida. Ap6s a injecdo, os animais sdo colocados em caixas de acrilico transparentes

para observacdo (Rejon-Orantes, 2022).

2.4. OBSERVAGCAO E MEDICAO DAS CONTORGOES

Inicia-se a contagem a partir de 5 minutos apoés a inje¢do e prossegue por 20-30 minutos.
Uma contor¢do é definida como perfilamento do corpo com arqueamento do dorso e extensdo dos
membros posteriores (Rejon-Orantes, 2022). A contagem idealmente ocorre em duplicata, com
dois observadores cegos aos tratamentos, para reduzir viés. O delineamento experimental deve
ser randomico e incluir grupos: veiculo (salina), controle positivo (AINE classico, ex.
indometacina 10 mg/kg ou diclofenaco 20 mg/kg) e grupos experimentais (ex.: extratos vegetais

ou farmacos sintéticos) (Rejon-Orantes, 2022).

2.5. PARAMETROS DE ANALISE

O endpoint primario é o nimero total ou média de contor¢des por animal. O efeito
analgésico é expresso como percentagem de inibicdo em relacdo ao controle, calculado pela
férmula:

% Inibicdo = [(Contorg¢des controle — Contorgdes tratadas) / Contorgdes controle] x 100

Para andlises estatisticas, utilizam-se ANOVA seguida de testes post-hoc (Tukey ou
Dunnett), com nivel de significancia p <0,05 (Batista et al.,, 2016). Amostra tipica é de 6-10

animais por grupo, suficiente para deteccdo de diferencas significativas.

2.6. APERFEICOAMENTOS METODOLOGICOS RECENTES

Recentemente, propds-se uma avaliacdo expandida que separa fases das contor¢des em
leve, moderada, intensa e sequéncias comportamentais, gerando uma escala compdsita e
aumentando sensibilidade e precisao estatistica — reduzindo nimero de animais necessarios

(Rejon-Orantes, 2022). Outro avanco ¢é a reducao do protocolo para 10 minutos com concentragao
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de 0,5%, mantendo sensibilidade a analgésicos, conforme Rején-Orantes et al. (2022), o que reduz

sofrimento animal(Rején-Orantes, 2022).

3. BASE NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA

A compreensao do teste de contor¢des abdominais exige o entendimento das bases
neuroanatomicas e neuroquimicas que fundamentam a percep¢do da dor visceral. As vias
aferentes viscerais classificam-se em duas grandes categorias: fibras vagais, que possuem limiar
sensorial baixo e levam informagdes sobretudo fisioldgicas ao tronco encefélico, e fibras espinhais
(principalmente A8 e C), que transmitem estimulos nociceptivos intensos a medula espinal,
terminando nos cornos dorsais I, Il e V, e ativando mecanismos de convergéncia
viscerossomatica (Chen etal, 2014).

Nos niveis medulares, as fibras aferentes viscerais sinaptam com neurdnios de segunda
ordem em regides especificas. Parte dessa informacao é encaminhada através de neur6nios pds-
sindpticos ascendentes na coluna dorsal (PSDC), que ascendem até os nucleos gracil e cuneiforme,
posteriormente projetando-se ao tdlamo (via gracil-cuneata), enquanto parte é transmitida pela
via espinotalamica (spinothalamic tracts) e espinorreticular, que se encarregam dos aspectos
discriminativos e emocionais da dor, respectivamente (Fusayasu et al, 2007); (Cervero et al,
2014).

Essas vias aferentes utilizam uma gama de neurotransmissores e neuromoduladores que
determinam a excitabilidade neuronal e a amplificacdo da dor. Fibras viscerais expressam
substancia P, neurocinina A/B, calcitonina gene-related peptide (CGRP), glutamato, além de
receptores sensitivos, como TRPV1 e canais ionicos (Nav, Kv7). A atividade sindptica destes
mediadores ¢ modulada por GABA_B no nivel pré-sinaptico, reduzindo a liberacao de substancia
P e, assim, atenuando a nocicepcao visceral (Fusayasu et al., 2007); (Koopman et al., 2010).

A amplificagdo central da dor (sensibilizacdo central) nos testes de contorgdes é
evidenciada pela ativacdo de vias de sinalizacdo inflamatorias — proteinas quinases como ERK,
JNK, p38 e PI3-K — e ativacao de microglia e astrocitos na medula espinal, demonstrando que a
dor visceral induzida por acido acético envolve mecanismos moleculares classicos da
neuroinflamagao (Pavao-De-Souzaet al, 2012). Esse fendmeno aumenta a excitabilidade
neuronal, diminuindo o limiar de resposta a estimulos subsequentes e contribuindo para a
robustez do modelo experimental.

Embora o Teste de Contor¢des Abdominais seja frequentemente interpretado como
predominantemente periférico, evidéncias indicam que sistemas monoaminérgicos —

particularmente vias noradrenérgicas — podem modular tanto a sensibilidade basal quanto a
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eficacia analgésica de farmacos testados nesse modelo. Em camundongos, combinagdes sistémicas
de diclofenaco com agonistas oy (fenilefrina) ou a, (clonidina) produziram interagcdes supra-
aditivas no writhing por acido acético, sugerindo facilitacdo antinociceptiva por ativacdo
adrenérgica extraespinal e/ou espinal integrada ao efeito anti-inflamatério do AINE (Miranda;
Sierralta; Pinardi, 2001).

Achados anteriores ja demonstravam que a antinocicep¢do induzida por clonidina em
testes quimicos (incluindo contor¢des por acido acético) é modulada diferencialmente por
antagonistas a4, a, e opioides, reforcando um papel coordenado entre receptores adrenérgicos e
circuitos opioidergicos na transmissdo nociceptiva visceral (Sierralta et al, 1996). De forma
complementar, a nortriptilina exibiu atividade antinociceptiva dependente do sistema
adrenérgico em modelos comportamentais de dor quimica em roedores, apoiando a ideia de que
o aumento de disponibilidade noradrenérgica por inibicao de recaptacao pode atenuar a resposta
abdominal ao estimulo irritativo (Tavakoli et al., 2018).

Ainda, a melatonina apresentou efeito antinociceptivo visceral cujo bloqueio parcial por
antagonistas adrenérgicos e dopaminérgicos indica que multiplos componentes
catecolaminérgicos contribuem para a modulagdo descendente e/ou periférica da dor visceral
induzida quimicamente (AbdeL Salam et al., 2006). Em nivel de circuito, dados recentes mostram
que projec¢des noradrenérgicas do locus coeruleus para a medula ventromedial rostral participam
da hiperalgesia visceral de colon precipitada por estresse, oferecendo um arcabougo mecanistico
central que pode interagir com respostas periféricas detectadas no Teste de Contor¢des (Kong et
al,, 2023).

Em sintese, o teste de contor¢des abdominais mobiliza um circuito neuroanatémico que
integra aferentes viscerais vagais e espinhais, projecdes ascendentes via colunas dorsal, vias
espinotalamicas e reticulares, além de mecanismos neuroquimicos envolvendo glutamato,
substancia P, proteinas quinases e neurotransmissdo gabaérgica e adrenérgica. A ativacao
coordenada desses sistemas explica tanto a resposta comportamental observada quanto sua
utilidade para avaliagcdo de compostos analgésicos e estudo de mecanismos fisiopatoldgicos da dor

visceral.

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

O Teste de Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético (TCAA) é amplamente
empregado como ferramenta pré-clinica para identificar potenciais compostos analgésicos. Sua
sensibilidade a farmacos anti-inflamatérios e moduladores da dor periférica, especialmente os

anti-inflamatoérios ndo esteroides (AINEs), faz dele um modelo confiavel para explorar os
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mecanismos inflamatérios e prostaglandina-dependentes que também sdo relevantes em
condigdes clinicas como a dismenorreia e dores viscerais inflamatoérias (Kirsch et al.,, 2024;
Mckenna; Fogleman, 2021).

Além do uso na triagem farmacoldgica, o TCAA oferece insights sobre a fisiopatologia da
dor visceral, pois mimetiza processos bioquimicos e neuronais que ocorrem em estados
inflamatérios abdominais e ginecolégicos, como endometriose e sindrome do intestino irritavel.
Estudos recentes indicam que a liberacdo de prostaglandinas, bradicinina e citocinas pro-
inflamatérias durante o teste é comparavel a eventos observados em humanos, reforcando seu
valor translacional (Ledford, 2024; (Tian et al., 2023).

A aplicabilidade clinica do TCAA também se estende a avaliacdo de fitoterapicos e
compostos naturais, frequentemente utilizados como alternativas terapéuticas. Pesquisas com
extratos vegetais, como de Ximenia americana e Solanum lycocarpum, mostraram efeitos
analgésicos significativos, sugerindo que o teste pode ser util para identificar novos alvos
moleculares e combinac¢des farmacologicas de interesse clinico (Pessoa et al., 2024; Morais et al.,
2024).

Por fim, abordagens sugerem integrar o TCAA com outros modelos comportamentais e
biomarcadores, visando aumentar a validade translacional. A andlise combinada de dados
neuroquimicos e comportamentais, bem como o uso de técnicas como neuroimagem funcional,
pode aproximar os resultados pré-clinicos das manifestac¢des clinicas da dor visceral em humanos

(Asiri et al., 2024; Ll et al., 2023).

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar de sua ampla utilizacdo e validagao em pesquisas pré-clinicas, o Teste de Contorgoes

Abdominais Induzidas por Acido Acético (TCAA) apresenta limitacdes que devem ser
consideradas na interpretac¢do dos resultados e no planejamento experimental.
Uma das principais criticas refere-se asubjetividade na quantificagdo das respostas
comportamentais. A contagem manual das contor¢des, ainda que realizada por observadores
cegos, esta sujeita a variagdes interindividuais, podendo comprometer a reprodutibilidade entre
diferentes laboratérios (Gwade, 2012; Rejoén-orantes, 2022). A definicdo do que constitui uma
"contor¢do"”, caracterizada pelo arqueamento do dorso e extensdo dos membros posteriores, pode
ser interpretada de forma nao uniforme, especialmente em respostas de menor intensidade.

Outro ponto é anatureza predominantemente reflexa da resposta. As contorg¢oes

abdominais sdo consideradas uma resposta espinal reflexiva a irritacdo peritoneal, o que levanta

questdes sobre a capacidade do modelo em avaliar completamente a dimensao afetivo-emocional
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da dor, que envolve estruturas supraespinais (Portillo-salido et al., 2015). Dessa forma, o teste
pode ser mais sensivel a analgésicos de agdo periférica, como os AINEs, e menos sensivel a
moduladores centrais da dor que atuam em vias cognitivas ou emocionais.

A especificidade farmacolégica também é um desafio. Embora o modelo seja sensivel a uma
variedade de classes analgésicas, respostas falso-positivas podem ocorrer com compostos que
induzem sedagao ou imobilidade, como alguns psicotrépicos, sem que haja necessariamente um
efeito antinociceptivo direto (Collier et al., 1968). Portanto, é essencial associar o TCAA a outros
modelos de dor (p. ex., teste da placa quente ou teste de formalina) para confirmar a seletividade
da agdo analgésica.

Questoes éticas relacionadas ao sofrimento animal sdo relevantes. O estimulo doloroso é
intenso e agudo, gerando um quadro de estresse significativo no animal. Esse fator tem buscado
por aperfeicoamentos éticos, como a redugdo do tempo de observacao (para 10 minutos) e o uso
de concentragdes mais baixas de acido acético (0,5%), que mantém a sensibilidade do teste
enquanto minimizam o desconforto (Rejon-orantes, 2022).

Por fim, a tradugdo dos resultados para a clinica (validade translacional) requer cautela. A
dor visceral humana é complexa e multifatorial, frequentemente cronica e com fortes
componentes psicolégicos. O TCAA, por ser um modelo de dor aguda e inflamatéria, pode nao
capturar toda a fisiopatologia (Cervero; Lai, 2014). A integracdo do teste com modelos
complementares que avaliam aspectos afetivos e de longo prazo da dor é uma estratégia

importante para superar essa limitagao.
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