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PREFACIO

Ao longo da minha trajetéria como pesquisador em farmacologia e

neurociéncias, uma certeza sempre se confirmou: ndo existe pesquisa -ptiica
consistente sem uma compreensao solida dos testes comportamentais em roedores.
E no comportamento que as alterdies neurobioldgicas ganham express&o concreta.
E ali que se traduzem, em movimento, exploracéo, ansiedade, depressdo, memoria,
interac&o social, aquilo que, mais tarde, buscamos correlacionar com doencgas, alvos
terapéuticos e novos farmacos.
Apesar dessa importancia central, quem trabalha diariamente com modelos
animais sabe o quanto ainda é dificil encontrar, em um Gnico material, uma visao
organizada, didatica e aplicada dos principais testes comportamentais utilizados em
pesquisa préclinica. A literatura esta dispersa, muitas vezes restrita a artigos em
inglés, com descricbes metodoldgicas sucintas, que ndo contemplam detalhes
DOUOGEAT O A&£01T AAT Al OAiEmcadcdGaD hodoAdO festez A O 6
tempo de habituacéo, forma de manigar o animal, ruidos ambientais, posicdo do
experimentador z acabam se tornando uma fonte silenciosa, mas poderosa, de
variacao e falta de reprodutibilidade.
Pequenas diferencas individuais na conducéo dos experimentos, associadas
a auséncia de um guia que oriente a padronizacdo dos testes, contribuem para
resultados inconsistentes, comparacdes dificeis e, por vezes, conclusdes
equivocadas. Nao raro, o problemado esta no modelo em si, mas na forma como
ele & executado. Dai nasce a necessidade de um material que va além da simples
descricdo de protocolos e ofereca, de forma organizada, a ponte entre a
T AOOT AETTTCEA A A POUOEAA TA@PRAERTARE DIATEOT OIC
%OO0OA 1T EOOI h O. AOOIAETTTCEA API EAAAA Al
Ol AAT OAGoh OOOCA AgAOAI AT OA DPAOA DOAAT AEA(
coletanea abrangente, os principais e mais importantes testes comportamentais
empregados em pesquisas prélinicas experimentais. Mais do que listar aparatos e
sequéncias de passos, 0s capitulos dialogam com as bases neurobiolégicas que

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



esta sendo medido, o que cada alteracdo comportamental pode significar e quais sao
os limites de interpretacdo 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 conducdo dos experimentos,
na coleta e analise de dado®a resolucéo dos problemas praticos que ndo aparecem
nos metodos dos artigos. Os capitulos foram elaborados por pgsaduandos do
Programa de PosGraduagdo em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Estadual do
Ceara, sob orientacdo e discussdo continua,qoie confere a obra um caréater
profundamente aplicado, sem perder o rigor conceitual.

A aplicacéo 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 segund@ ndao menos importante, garante melhores
condicbes de berrestar para os animais de laboratério. A padronizacdo, nesse
contexto, ndo € mera formalidade técnica: € também um compromisso ético.
Procedimentos claros, tempos adequados, manejo cuidadoso e reduche estresse
repercutem tanto na qualidade dos dados quanto na dignidade com que esses
animais séo 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 graduacdo que estd tendo o
primeiro contato com a pesquisa eperimental, seja para o pégraduando que
precisa estruturar um projeto de mestrado ou doutorado, seja para o0 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 livio e acompanhar o processo de construcéo
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
poés-graduacdo compranetido com a formacéo de pesquisadores criticos, éticos e
tecnicamente preparados para a pesquisa prélinica.

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

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



avancemos na compreensdo de doencas, na avaliacdo de novos tratamentos e na
busca por intervencbes mais eficazes e seguras. Reconhecer essa contribuicdo é
reafirmar nosso dever de zelar por seu berastar, de minimizar seu sofrimento e de
justificar, com seiedade 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 Aragao
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RESUMO

O teste de esquiva passiva é um modelo
amplamente utilizado em estudos
comportamentais para investigar mecanismos de
aprendizado aversivo. Basei@e na inibicdo de
um comportamento inato. Os principais
protocolos incluem os paradigmastepthrough e
step-down, que permitem avaliar diferentes fases
da memoria, como aquisicdo, consolidacao e
evocacdo. A esquiva passiva envolve circuitos
cerebrais como o talamo, hipocampo, a amigdala
e o] cortex préfrontal. Diversos
neurotransmissores participam da modulag&o
dessa tarefa, como o glutamato, GABA,
acetilcolina e dopamina. Esse teste tem aplicacdo
translacional em modelos de aprendizado,
neurotoxicidade, distirbios como Alzheimer e
estresse pdéstraumatico. Apesar de sua utilidade,
apresenta limitacdes relacionadas influéncia de
fatores emocionais, variabilidade metodoldgica e
restricbes éticas. Ainda assim, quando bem
controlado, representa uma ferramenta confiavel
para a investigacdo de processos cognitivos e
emocionais.

Palavras-chave: Modelos animais. Memodria
aversiva.Bases neurobioldgicas.
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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 stepthrough and stepdown 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,
’’’’’’ AT A AEOI OAA
disease and postraumatic stress disorder.
Despite its usefulness, it msents 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 € um teste comportamental utilizado para avaliar a
memoria e 0 aprendizado emocional. Baseise em um paradigma de aprendizagem pavloviano,
no qual um estimulo condicionado inicialmente neutro € associado a um estilnunao
condicionado eaversivo, como choque elétrico e jato de ar (OgreBtied!, 2010; Ghafarimoghadam
et al., 2022).

Diversos protocolos foram desenvolvidos ao longo do tempo com o objetivo de estudar os
mecanismos de aprendizagem e memoéria. O teste de esquiva passiva envolve apenas inibir um
comportamento, o que difere do teste esquiva ativa que exige que o animal realuma acao para
evitar o choque (Ghafarimoghadanet al., 2022). A esquiva passiva surgiu durante o periodo de
consolidagédo das teorias de condicionamento na psicologia comportamental. Em 1967 Jarvik e
Kopp adaptaram o teste, estabelecendo o protocolo q@e tornou o mais amplamente utilizado
até os dias atuais para a esquiva passiva (Ogren, Stiedl, 2010; LeDeuxl., 2017; D'Isaet 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 insfiamt
preferéncia por ambientes escuros $tepThrough) e exploracdo StepDown), essa a¢do inata é
fundamental para o teste, pois vai induzir o comportamento espontaneo que sera punido, levando
a inibicdo do comportamento, evidenciando memaria contextual e aversiva (Ghafarimoghadaim
al., 2022).

2.1. TESTE EM ROEDORES

Em roedores ha estudos com camundongos (Singhal., 2024), ratos (Kokova, Apostolova
2023) e esquilos da Mongdlia (Silveirat al., 2018). NaStep Through, primeiro é realizada a sessao
de aprendizagem onde o roedor é colocado no compartimento claro. Apés um tempo fixo (pode
variar entre 5s), a porta & aberta, e o tempo até o animal entrar completamente na caixa escura,
chamado laténcia (100s), € mensuradd® animal que ndo passar para 0 compartimento escuro
deve ser descartado do teste. Apds, o roedor tesr completamente com as quatro patas no
compartimento escuro, a porta é fechada e Ihe 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 | 17



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

Posteriormente, € realizado o Teste de Recuperacdo de Memodria, que € um teste de
tentativa Unica, na qual o roedor € colocado no compartimento claro, e a porta € aberta apos 20s.
Analisase o tempo de laténcia de passagem (tempo para entrar no compartimergscuro), por
até 300s, bem como, em alguns protocolos, o tempo total de permanéncia no compartilhamento
escuro. N&o é necessario o uso de choque nessa etapa do teste (Figura 1C) (leaialg 2024;
Ghafarimoghadamet al., 2022; Vafaeet al., 2024).

Figura 1- Representacdo esquematica do protocolo d&tep Throughem roedores

Fonte: Autoria prépria 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 Recuperacao de Memarj o roedor € novamente colocado no compartimento claro, o tempo que ele demora
para entrar no compartimento escuro (laténcia de entrada) é registrado como medida de meméria aversiva.

Outro estimulo aversivo que pode ser utilizado € o jato de ar, quando a sensibilidade do
animal esta alterada, como em alguns modelos de dor neuropatica e inflamatéria crénica, e o
estimulo de choque pode ndo ser o mais adequado. Diante disso, 0 protoc@gue 0 mesmo
principio e etapas do compartimento claro e escuro, porém ao roedor passar completamente para
o0 compartimento escuro e ficar de frente para a parede oposta a porta, € liberado um Unico e breve
jato de ar (por aproximadamente 1s) (Moriartyet al., 2012).

Outro protocolo utilizado é o StepDown, 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 (Painget al., 2024; Ghafarimoghadanet al., 2022) (Figura 2). Apos a aprendizagem é
realizado o Teste de Recuperacdo de Memoaria, na qual os animais sdo novamente posicionados
sobre a plataforma, desta vez sem a necessidade da aplicacdo de choque. O teste € considerado
concluido quando o animal dsce na plataforma ou se ocorrer a retencdo da memoaria aversiva ele
permanecera na plataforma (com um tempo méamio de 300 s) (Painget al., 2024,
Ghafarimoghadamet al., 2022).

Figura 2 - Representagéo esquematica do protocolo d&tepDownem roedores

A ' B

Fonte: Autoria propria 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 Recupegao de Memodria, o roedor € novamente colocado na plataforma, o tempo que ele
demora para descer (laténcia de entrada) é registrado como medida de memdéria aversiva.

Ha variagcbes metodoldgicas no estimulo aversivo, na intensidade do choque e no tempo de
aplicacdo. Em alguns estudos, o teste € analisado em 1 hora, e em outros, o prazo dos testes podem
chegar até 16 dias (Naget al.,, 1977) (Tabela 1). A habituacao 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 (JafarSabetet al., 2018; Tabassum, Haider, 2018).
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Tabela 1- Diferentes protocolos de esquivgpassiva

Modelo Modelo de Estimulo aversivo e tempo Duragéo Referéncias
animal teste
StepThrough Choque 1 dia Lin et al., 2021
0,4 mA, 60 Hz por 2s ou 0,3
mA, 60 Hz por 1s
StepThrough Choque 1 dia Painget al., 2024
Camundongo 0,3 mA por 3s
StepDown Choque 1,2 e 3dias| Paingetal., 2024
0,4 mA por 9s
StepThrough Choque 1,4,8e 16 Nagyet al., 1977
2 mA por 2s ou 3s dias
StepThrough Choque 1,4 e 7 dias| Hosseinmardiet al.,
0,5 mA, 50 Hz por 2s 2020
Rato StepThrough Jato de ar 1 dia Moriarty et al., 2012
StepThrough Choque lhe ldia Tabassum, Haider,
25V, 3 mA por 3s 2018
StepDown Choque 3 e 7 dias | 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 ( DANIO 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 (Tanret 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 fechadaedala um choque de 3 £ 0,2
V por cinco segundos (Nabingeet al., 2021). Existem outros protocolos com diferentes estimulos
aversivos na parte escura como um peso jogado no aquario (Bernardi, Dias, Barbosa, 2013) e
movimentacdo da agua utilizando um agitdor rotativo (Rajeshet al., 2018). Por ser um teste de
tentativa Unica, assim como os roedores, a laténcia para entrar no compartimento escuro &

considerada a retencdo da memoria (Tamt al., 2022).

3. BASES NEUROBIOLOGICAS

O comportamento de esquiva passiva envolve a supressédo condicionada de uma acgéo
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 atap
interdependentes, incluindo a codificacdo (processo pelo qual as informacdes recebidas sao

registradas e integradas), o armazenamento (manutencéo dessas informagdes) e a recuperacao
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da memodria (acesso e utilizacdo das informagdes previamente armazenadas) (Ghafarimoghadam
et al., 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 &
colocado em uma caixa com dois compartimentos (um claro e outro escuro), glstintivamente,
tende a ir para o compartimento escuro. No entanto, ao receber um estimulo aversivo nesse
ambiente, o animal aprende a associ® a uma consequéncia negativa. Esse processo envolve a
formacdo e o armazenamento da memdria aversiva. Assiag ser exposto novamente a mesma
situacdo, o animal inibe seu comportamento instintivo de entrar no compartimento escuro,
demonstrando aprendizado e evocagdo da memoéria adquirida (Ogren, Stiedl, 2010;
Ghafarimoghadamet al., 2022)

Para que isso ocorra requer a integracdo de informacdes sensoriais e contextuais por
diferentes circuitos neurais, que processam a memadria do medo. Diversas estruturas cerebrais
participam desse processo, como o talamo, amigdala, o hipocampo e o cértex-fppétal que
atuam de forma coordenada na aquisicdo, consolidagdo e expressido da memdria aversiva (Ogren,
Stiedl, 2010; Floreset al., 2017).

3.1. TALAMO

O tdlamo é um importante estrutura no processamento de informacdes relacionadas ao
aprendizado e a memdria, especialmente por sua atuacdo como uma estacdo integradora e
retransmissora de sinais sensoriais aversivos (Barsst al., 2020).

Essa estrutura do diencéfalo esta conectada com o hipocampo, a amigdala e o cértex pré
frontal, formando circuitos que sustentam a formacé&o, consolidacao e recuperacdo da memoria
aversiva (Davoodiet al., 2011). Um estudo utilizando lidocaina para inativar os ndcleos anteriores
do tdlamo demonstrou que os nudcleos anteroventral e anteromedial estdo envolvidos na
codificacédo de informacdes, impactando diretamente o desempenho no teste de esquiva passiva,
jd o anterodorsal ndo afeta nenhuma da etapa do test8dfari et al., 2020). A investigacdo do
ndcleo reuniens (RE) demonstrou que esta estrutura ndo € essencial para adquirir o
comportamento contextual da esquiva passiva, mas € importante para consolidar a memoéria nas
primeiras horas ap0s o aprendizado e para recupe#i@ na fase de teste (Davoodit al., 2011).

Khesmakhi e colaboradores (2024) constataram que o0s receptores NMDA-(idetil-D-
aspartato) no nucleo mediodorsal do tdlamo s&o moduladores cruciais na consolidacdo da
memoéria em tarefas de esquiva passiva, especialmente em condigbes de déficit colinérgico

induzido por escopolamina.
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3.2. AMIGDALA

A amigdala é considerada o principalocus onde memdérias de medo sao adquiridas e
consolidadas, devido a seu papel na codificacdo e processamento de estimulos negativos dos sinais
sensoriais. Os neur6nios da amigdala central (CeA) e basolateral (BLA) participam ativamente na
formacédo da memoria aersiva (Orsini, Maren, 2012; Khakpooet al., 2021).

Durante o condicionamento de medo, estimulos aversivos e estimulos condicionados
convergem nos nucleos da amigdala, levando a um refinamento sensorial de informacdes
negativas através dessas estruturas (Plast 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 (Russt al., 1976).

No condicionamento do medo temos a ativacao dos receptores de glutamato NMDA na BLA
(Hosseinmardiet al., 2020), sendo essencial na memoaria de evitacao passiva, que pode ser inibido
e modulado pelo receptor GABM (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 memarial(alumiere, Nguyen, McGaugh, 2004).

3.3. HIPOCAMPO

O hipocampo tem a funcéo na consolidacao de memarias declarativas, no qual destca
EEDPT AAI T Al OOAT NOA 1 APAEA 1T Al AEAT &fal,R21). AEOE
Estudos demonstram que danos ao hipocampo prejudicam o condicionamento ao medo
(Broadbent, Clark 2013) e a memdria aversiva, pois injecdes nas regiées CA1 do hipocampo dorsal
com antagonista e agonista de receptores NMDA de glutamato causou altgres na retencdo da
memoéria aversiva (JafarSabetet al., 2018). A utilizacdode um antagonista do receptor de
peptideo-3 aplicado sobre o giro dentado ventral do hipocampo ocasionou uma falha na retencao
e consolidagdo da memoria do medo em ratos (Vafastial., 2024).

No hipocampo, a axoénios 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 neurdrea plasticidade
sinaptica via receptores muscarinicos e nicotinicos (Hasselmo, 200@obryakovaet al.,2025).

Em um estudo que foi administrado por via intraperitoneal glicose e a colina que sao precursores
da sintese de Ach, demonstrou que ocorreu aglihora da retencéo de laténcia no teste de esquiva

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

O Cortex Préfrontal (CPF) é responsavel pelo controle dos impulsos, realizando o controle
inibitério, principalmente os neurdnios piramidais (Li et al., 2020). Além disso, o CPF esta
envolvido no sistema de recompensa, na aprendizagem e na memoéria (Sheynikhowthl., 2023).

A inibicdo dos receptores NMDA com o antagonista cetamina na regido medial do cortex
pré-frontal (nCPF) causou danos a memaria, com laténcia do camundongo na esquiva passiva.
Entretanto, os animais tratados com agonistas dopaminérgicos do receptor D1 e 2lhoraram
o tempo de laténcia, sugerindo que a dopamina no mPFC tem papel protetor na consolidacdo da

memoéria (Farahmandfaret al., 2016).

4. APLICACAO CLINICAS

O teste de esquiva passiva tem aplicacdes clinicas indiretas, devido a avaliagdo da memoéria
e aprendizagem (Chitakwaet al., 2025). O teste € utilizado para investigacéo pidinica dos efeitos
de farmacos (Padhyet al., 2025) e das alteracbes comportamentais associadas a doencas
neuroldgicas e psiquiatricas, como Alzheimer (Kauet al., 2025), e transtorno péstraumatico
i +1T UOT A&tGIl, 20219

De fato, para estudos de mimetizacao de alteragcdo na memoaria no teste de esquiva passiva,
sdo utilizados alguns farmacos empregados na clinica. Entre eles, destesgao donepezil e
rivastigmina, usado no tratamento da doenca de Alzheimer e de deménciasdsva moderadas,
gue atua como controle positivo no teste de esquiva passiva (KrR#tomkaet al., 2024). Por outro
lado, medicamentos como a escopolamina e agonistas do receptor GABA sédo frequentemente
utilizadas para induzir déficits de memoéria (Khesmakhet al., 2024; KrukSlomka, Slomka, Biala,
2024) (Tabela 3).

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

Medicamento Classe Efeito no teste Referéncia
Antagonista muscarinico Prejudica consolidacéo Khesmakhi
Escopolamina e evocagdo da memorig et al., 2024
aversiva Singhet al., 2024
Diazepam Agonistas de GABA Prejudica a aquisicdo € Kokova, Apostolova 2023;
Lorazepam Benzodiazepinicos consolidacao memoria Dickinson-Anson,
Midazolam McGaugh, 1993
Antagonista ndo competitivo | Diminui a consolidacdo
MK-801 do receptor N-metil-[D]- da memoria Khakpoor
(Dizocilpina) aspartato (NMDA) et al.,2021
Donepezil Inibidor da Melhora a meméria Singhet al., 2024
Rivastigmina acetilcolinesterase Kruk-Slomkaet 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 comparacéo entre os estudos. As reacfes comportamentais e o tempo de hesitacdo
do roedor diante do estimulo elétrico podem variar de acordo com a interdade da corrente
aplicada, com a sensibilidade individual de cada animal experimental e a linhagem do animal. Além
disso, é importante evitar a aplicacdo de choques muito intensos, pois podem induzir paralisia
temporaria ou congelamento, o que compromete dnterpretacdo dos dados e levanta
preocupacgdes éticas quanto ao berastar animal (Ghafarimoghadanet al., 2022; Ogren, Stiedl|,
2010).

Um estudo comparou grupos de ratos para a consolidacdo da memadria com numero de
repeticbes de treinamento diferentes, e constatese que 16 repeticbes foi prejudicial pois
aumenta o cortisol, estresse oxidativo e diminui serotonina, levando a um estressafetando a
consolidacdo de memaria em ratos (Tabassum, Haider, 2018).

Assim como alguns outros testes de memoria aversiva, a utilizagcao de farmacos que possam
interferir na atividade motora e a percepg¢éo 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 alteracao na percepcao da dor (Moriartgt al., 2012).

6. CONSIDERACOES FINAIS

O modelo de esquiva passiva € um teste para investigar os mecanismos neurais da memoéria
aversiva, envolvendo estruturas como a amigdala, o hipocampo e o cortex 4qn@ntal. Seu
protocolo permite estudar processos como aquisicdo e consolidacdo da memori@esiva, com 24
horas e até de longa duracdo como 16 dias. Além disso, € um teste ideal para estudo da memoria,
como no caso de doenca de Alzheimer e outros transtornos. Apesar de apresentar limitacées como
qualquer teste comportamental, quando utilizado déorma 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
neurobiolégicas e fisiologicas do
Condicionamento Classico Pavloviano.

Inicialmente, revisase a trajetdria cientifica de

Ivan P. Pavlov e sua contribuicdo para a
sistematizacdo do paradigma experimental que
fundamenta o estudo da aprendizagem
associativa. Em seguida, sao descritos os
elementos centrais do modelo, estimulos e
respostas condicionados e incondicionados, bem
como 0s principais circuitos neurais implicados

na formacdo e expressdo dessas associacoes.

Destacamse 0s papeéis especificos de estruturas
como a amigdala, hipocampo, cortex piEontal,
nucleo accumbense hipotalamo, bem como os
mecanismos neuroquimicos subjacentes,
envolvendo neurotransmissores como
glutamato, dopamina, serotonina e GABA. Por fim,
0 capitulo discute como esses processos
integrados sustentam a plasticidade sinaptica, a

modulag¢éo motivacional e o controle autonémico
caracteristicos do condicionamento classico.

Palavras-chave: Condicionamento Classico.
Neurofisiologia do Comportamento. Modelos
Experimentais. Bases Biologicas do

Comportamento. Aprendizagem Associativa.

ABSTRACT

This chapter presents a synthesis of the
neurobiological and physiological foundations of
Pavlovian Classical Conditioninglt 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 uncorditioned stimuli and
response® are described, along with the main
neural circuits involved in the formation and
expression of theseassociations. 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

O/ A OA © Qikge triunfante o Diretor?> observem.
Os livros e os ruidos aterradores, as flores e as
descargas elétricas formavam j& no espirito das criancas
pares ligados de maneira comprometedora; ao fim de
duzentas repeticbes da mesma licAo ou de outra
semelhante, estariam ligados indissoluvelmente. Aquilo
que o homem uniu, a Natureza é impotente para
separar. Eles crescerdo com aquilo que os psicologos
AEAI AT AA Oi @&AEIT OET OOET OEO]
Reflexos inalteravelmente condicionados. Nada
gquererdo com a literatura e com a botanica durante toda
A OEAAS86H6

SHOW THE

THEY WILL GROW
TO HATE FLOWERS

AND BOOKS! (Huxley, A., Admiravel Mundo Novo, Capitulo Segundo,

1932.)

O livro Admiravel Mundo Novaonsolidou-

se como uma das mais influentes obras distopicas

do século XX. Publicado em 1932, Aldous Huxley foi

diretamente influenciado pelas descobertas de

alz . . .
do Admiravel Mundo Novo (Feito pelos Autore van Petrovich Pavlov (Ver Figura 1), cujas ideias,
com auxilo de 1A)

publicadas cinco anos antes, extrapolaram o0s
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 instrumerdlizado 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 emsociedades tecnocraticas (Santos; Amorim Neto; Goes,
2013).

lvan Petrovich Pavlov

(18421936) foi um reconhecido

internacionalmente por suas contribuicbes a ciéncia experimental (Rehman et al., 2025). A sua

fisiologista russo

descoberta dos reflexos condicionados constituiu um marco na fisiologia digestiva, pelaafjtoi

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 observacao objetiva e a quantificacéo rigorosa do
comportamento animal como vias para a compreensao da mente (Olatunji; Tomarken, 2023).
Respeitado em seu pais natal, por ser o primeiro russo a ganhar o Nolaylov viveu trés das
fases mais marcantes da historia russa: o Império Russo, a Revolucao de 1917 e a consolidacédo da
Unido Soviética (Gao, 2016).

O ambiente politico, social e cientifico que o cercou foi tanto um motor quanto uma barreira
a sua producédo cientifica. Embora tenha criticado veementemente os rumos politicos tomados
apos a Revolucdo, com declaragBes publicas contra o totalitarismo, elecabeu de Lenin
tratamento excepcional, sendo poupado das censuras impostas a outros intelectuais russos como
AAOAOEOT bDHi O $ AT Bé&lPaview: A Rdssiah iLife inB56eadd8 G EOAOOT O
chegaram a convidar Pavlov para estabelecer sua pessp no exterior; contudo, sua resposta
AoDpOAOOT O PAOOET OEOIT Ah OAiIiAii h POT £01 AA AAO
AA AEsT AEA8 ! 27 O0O0OEA 1 [T ETEA 1 EEAET A86 %OOA
concepcgao quase artesanal da ciéia, baseada no rigor técnico, na disciplina e na imerséo absoluta
no laboratério, que ele via como extensdo de si mesmo. Essa devocdo a experimentacao rigorosa
seria decisiva para as suas descobertas e para a constituicdo do paradigma experimental que
influenciou diretamente o behaviorismo norteamericano, 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 compreensao
moderna sobre 0s processos de aprendizagem comportamental (Pavlov, 1927). Sua descoberta
foi, curiosamente, fruto de um acaso experimental. Enquanto investigava os mecanismos
fisiologicos da digestdo em cées, Pavlov observou que as respostas fisiologicas desses animais a
comida modificavamse gradualmente. Inicialmente, os caes salivavam exdkamente quando a
comida Ihes era apresentada diretamente, uma resposta que ele denominou de Resposta
Incondicionada (RI), evocada por um Estimulo Incondicionado (E?) no caso, a propria comida.

No entanto, ele notou que, com o tempo, 0s caes comecavagalvar antes da apresentacao do
alimento, ao simples som do carrinho de comida ou a visédo de seu assistente de laboratorio, que

regularmente trazia o alimento. Esses estimulos, inicialmente irrelevantes, passaram a provocar
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respostas fisioldgicas antecipatérias, sugerindo um fendmeno de aprendizagem associativa: os
cdes estavam formando novas conexdes entre estimulos previamente neutros e respostas inatas.

Para testar sistematicamente essa hipétese, o fisiologista conduziu uma série de
experimentos controlados com grupos de cdes. Em tais experimentos, introduziu um Estimulo
Neutro (EN) 2 como o som de uma campainha imediatamente antes da apresentacdo do
alimento. No inicio, 0 som ndo provocava qualquer resposta salivar. No entanto, apds sucessivas
associacdes entre o som (EN) e a comida (El), os cdes passaram a salivar apenas ao ouvir o som,
sem que fosse necessaria a presenca do alimento. O som, portad&xou de ser um estimulo
neutro e passou a ser um Estimulo Condicionado (EC), capaz de eliciar uma Resposta
Condicionada (RC» neste caso, a salivagéo (Ver Figura 2).

Figura 2 z 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 El e a salivacdo foi a RI, uma resposta
fisiolégica automatica. Por outro lado, um EN, que inicialmente ndo provoca dmaer resposta
relevante, pode, mediante associacao sistematica com um El, transforrsarem um EC, capaz de
gerar uma RC. Assim, no experimento, o toque do sino evoluiu de EN para EC, passando a provocar
salivacdo? agora, uma RC (Watanabe; Mizunami, 207 importante destacar que, embora a RI
e a RC sejam fisiologicamente idénticas ambas manifestandese como salivagédo , elas diferem
guanto ao estimulo que as desencadeia: a Rl é eliciada pelo ElI (comida), enquanto a RC é
desencadeada pelo EC (som). garadigma pavloviano, portanto, demonstrou que nao apenas
respostas digestivas, mas também uma ampla gama de reacdes fisiolégicas e comportamentais,
como respostas emocionais de medo ou reflexos motores como o piscar de olhos, podem ser

classicamente condiionadas. Desde entdo, incontaveis estudos demonstraram a robustez e

32 CAPITULO Il



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

O 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 relevart@s respostas
fisiologicas apropriadas (Galaj; Ranaldi, 2021). Cada um dos elementos desse paradigma esta
associado as estruturas cerebrais e processos neurofisiolégicos, cuja integracdo é mediada por
mecanismos de plasticidade sinaptica e modulacdo newqoimica (Raybuck; Lattal, 2014)Essa
integracdo entre multiplos sistemas cerebrais que, articulados, permitem um estimulo
inicialmente EN passe a ser associado a um El, resultando em uma RC (Ver Figura 3). A seguir, sera
descrito como cada componente funcional deste modelo se relaciona principais estruturas
neuroanatomicas.

Figura 3 7 Areas cerebrais acionadas durante o CCP. Legenda: Estimulo Incondicionado, EG
Estimulo Condicionado, EN Estimulo Neutro, Rl Resposta Incondicionada, RCResposta 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.. PERCEPCAO SENSORIAL PRIMARIA E ENCAMINHAMENTO DE
INFORMACOES (EN E EI)

O EN, como um som, € inicialmente processado pelo cértex auditivo e talamo (Romaniuk et
al., 2019). O tdlamo atua como uma estacao de retransmissao sensorial, conduzindo informacdes
acusticas até o coértex auditivo primario, onde ocorre a decodificacdo it das caracteristicas
fisicas do som (Chang; Debiec, 2016). Da mesma forma, o Etomo a visdo da comida &
processado pelo lobo occipital, que interpreta os estimulos visuais associados ao alimento,
desencadeando o reconhecimento sensorial inato. Essaformacdes sensoriais sdo codificadas
através de neurotransmissores excitatorios e inibitorios, permitindo a modulagéo dos sinais antes

de sua integragcdo com sistemas associativos.
32, (i ¢;r >7¢03  0&JVIT0t2A" ¢i UMI  VEVIrm

A amigdala desempenha o papel na associacdo entre o EN e o El. Ela atua como nucleo
integrador entre as entradas sensoriais e as respostas emocionais e autondmicas, sendo
responsavel pela formacao inicial da memdria associativa que transformarao ENemu# j £ E| E¢
et al., 2021). Esta associacdo € dependente de mecanismos de plasticidade sinaptica mediados por

neurotransmissores como o glutamato e o GABA, garantindo a estabilizacdo das conexdes entre

estimulos sensoriais e as respostas fisioldgicas apropdas (Cardinal et al., 2002).

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

A partir da formacéo do EC, a area tegumentar ventral e o nlicleo accumbens entram em
acao, integrando sinais de recompensa e mediando o valor motivacional do EC (Burns et al., 1996).
Esse nudcleo, componente do sistema de recompensa dopaminérgico, respoadiberacdo 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 a®entacdo (Romaniuk et al., 2019).

3.4. PROCESSAMENTO CONTEXTUAL E MEMORIA ASSOCIATIVA

O hipocampo é responsavel por vincular informac¢des ambientais ao El e ao EC, conferindo
contextualizacdo espacial e temporal a memoaria associativa (Sanders; Wiltgen; Fanselow, 2003).
Sua participacao é fundamental na modulacéo das respostas condicionadasfencao 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 El.
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3.5. MODULACAO DA ATENCAO E CONTINGENCIA ESTIMULO -ESTIMULO

O cértex préfrontal regula a modulacéo da atencao e a avaliacdo da contingéncia entre o El
e 0 EC (Cardinal et al., 2002). Ele participa do monitoramento e ajuste da aprendizagem
associativa, garantindo que o organismo responda de forma adaptativa a fré&mecia e
previsibilidade das associacbes. Por meio de interacbes com o0 sistema dopaminérgico e
glutamatérgico, o coértex préfrontal 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 Rl e da R no caso classico, a salivacd® ¢é mediada por centros
autonémicos do hipotalamo e do tronco encefalico (Bortolini et al., 2021). O hipotalamo atua no
controle da salivagao, integrando sinais hormonais e autonémicos, enquanto olliu abriga os
ndcleos salivatérios, responsaveis pela atividade reflexa que produz a salivacdo espontanea, tanto
na Rl quanto na RC. O neurotransmissor predominante neste sistema é a acetilcolina, que promove
a ativacao parassimpatica das glandulas salives. Assim, tanto a Rl quanto a RC compartilham os
mesmos circuitos autonémicos, diferenciand@se apenas pela origem do estimulo que as

desencadeia.

4. BASES NEUROQUIMICAS DO TESTE

A formacéo da associacao entre EC e RC no CCP depende de mecanismos neurobiolégicos
gue integram plasticidade sinaptica, reforco motivacional e modulacdo emocional (Zheng;
Sabirzhanov; Keifer, 2012). O processamento dos estimulos e a expressdo das resposém
mediados pelos principais sistemas de neurotransmissores: glutamatérgico, dopaminérgico,

serotoninérgico, gabaérgico, colinérgico e adrenérgico.

4.1. PLASTICIDADE GLUTAMATERGICA E A CODIFICACAO DA ASSOCIACAO (EN
EVIr VEVJ; m

A transi¢do do EN para EC ocorre via processos de plasticidade sinaptica, essencialmente
mediados pelo glutamato (Lominac et al.,, 2016). A repetida exposicdo do EN seguido do El
promove um aumento sustentado na liberacdo de glutamato em estruturas comoicogdenteado
do hipocampo, potencializando a eficiéncia sinaptica entre as representacdes sensoriais do EN e
0s circuitos motores que eliciam a Rl (Mamounas et al., 1984). O glutamato, ao atuar sobre
receptores NMDA e AMPA, facilita a LTP, assegurando guativacao subsequente do EC, mesmo

na auséncia do El, seja suficiente para desencadear a RC (Kelley, 2004; Zheng; Sabirzhanov; Keifer,
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intracelulares que consolidam a associagao 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 EVOCACAO DA RC

A modulacao dopaminérgica é fundamental na atribuicdo de saliéncia ao EC (Hamati et al.,
2024; Yoshizawa; Funahashi, 2025). A apresentacao repetida do EN junto ao El provoca liberacao
de dopamina, inicialmente apenas frente ao EI, mas que, com o fortaleeito da associacao, passa
a ser desencadeada também pelo EC (Abe et al., 2024). Essa liberacdo dopaminérgica,
especialmente no ndcleo accumbens e nas projecdes do VTA, reforca a associacéo entre EC e RC,
facilitando a expressdo da resposta aprendida (Stubest al., 2011). O disparo em rajada de
neurdnios dopaminérgicos promove a LTP entre as vias sensoriais do EC e os nacleos motores
autondmicos responséaveis pela emissdo da RC, consolidando o comportamento condicionado
(Wise; Jordan, 2021). Assim, a dopanmgnatua ndo apenas como reforcador da aprendizagem
associativa, mas como modulador da motivagdo necesséria para a execu¢do da RC em funcdo da
previsibilidade do EC (Volkow; Wise; Baler, 2017).

4.3. SEROTONINA E A MODUfoQAO EMOCIONAL E MOTIVACIONAL DA
iie¢;r >7¢03; VEV A&,

A serotonina exerce papel modulador tanto na formacdo quanto na manutencdo da
AOOT AEAepPT %w# © 2#h AOPAAEAI I AT OA Ai AT 1 O0A@OI O
ou motivacionais significativos (Sahley, 1994). A extensa projecdo serotoninérgica docieb 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 reconsolidacéo,
possibilitando a modificacdo da forca da associacdoBC 2 # | AOiI 1T ApeO OOA A0
2008). Essa plasticidade tardia permite que intervengdes farmacolOgicas serotoninérgicas
alterem memoarias condicionadas, sendo particularmente relevante em modelos experimentais de

condicionamento com substancias pspativas (Ahs et al., 2015; Carey; Damianopoulos, 2015).

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

O sistema GABAérgico atua como principal regulador inibitorio do circuito neural
envolvido no CCP (Omoumi et al., 2024). Durante a formacédo da associacdo entre EC e RC,
interneurdnios GABAEérgicos ajustam a excitabilidade dos circuitos glutamatérgicos, pesundo a

ativacado excessiva e garantindo a preciséo temporal da resposta condicionada (Heaney; Kinney,
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2016). Na expressao da RC, o GABA modula a atividade de nucleos motores autonémicos, como 0s
do tronco encefalico, assegurando que a resposta nao seja emitida de forma desproporcional ou
inadequada ao contexto (Kaushik et al., 2022). Além disso, o0 siste@ABAEérgico regula a extin¢ao

do comportamento condicionado, promovendo a supressdo da RC quando o EC deixa de ser
preditivo (Yamanaka; Waki, 2022).

4.5. ACETILCOLINA: FACILITACAO DA CODIFICACAO SENSORIAL E EXECUCAO
AUTONOMICA DA RC

A acetilcolina (ACh) desempenha papel duplo no CCP: Nos circuitos corticais,
especialmente no coértex préfrontal e no hipocampo, a ACh aumenta a saliéncia do EC, facilitando
a atencao seletiva necesséria para a consolidacao da associacao (Lorenzetti; BaRtene, 2011).
Nos circuitos autondmicos, a ACh é o neurotransmissor chave da via parassimpatica, responséavel
pela execucdo da RC, como no caso da salivacdo condicionada (Raybuck; Gould, 2010). A ativacao
colinérgica nos nucleos salivatérios do bulbo asgura a emissao eficiente da resposta motora
reflexa (Flesher; Butt; KinneyHurd, 2011). Assim, a acetilcolina integra a modulagéo cognitiva e a

execucao fisioldgica da resposta aprendida (Chalkea et al., 2023).

4.6. NORADRENALINA: MODULAS;AO DA VIGILANCIA E REFORCO DA
if¢;r >7¢603; VEV A,

A noradrenalina (NE), liberada principalmente peldocus coeruleusregula a vigilancia e a
responsividade do sistema nervoso frente aos estimulos ambientais (Mingote; De Bruin; Feenstra,
2004). Durante o CCP, a NE facilita a detec¢cdo do EC, aumentando a sensibilidade cortical e
promovendo a consolidacdo da associacdoBC 2 # Al AT 1 AEeeAO AA Al AOA
(Paredes et al., 2009). Além disso, a NE atua na modulacédo do estresse e do arousal, estados que
potencializam a formacdo de memdrias associativas robustas, especialmente quando o El possui
carga emocionasignificativa (GuzmanrRamos et al., 2012; Luksys; Gerstner; Sandi, 2009; Pantoni
et al., 2020).

4.7. INTEGRAGCAO NEUROQUIMICA

I &l Oof AepT A A@DOAOOPT AA AOOI AEAePbPT %# O -
integrado. A plasticidade glutamatérgica constitui o substrato primario da codificacdo associativa,
fortalecendo as conexdes sensoriais e motoras via mecanismos como & LA dopamina atribui
valor motivacional ao EC, reforcando a probabilidade de emissdo da RC, enquanto a serotonina
regula a flexibilidade emocional e a persisténcia da associacao aprendida. Complementarmente, o

sistema GABAérgico atua como um modulador int6rio, assegurando o controle da excitabilidade
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sinaptica e prevenindo respostas excessivas, sendo também fundamental nos processos de
extincdo da RC. A acetilcolina facilita a codificacdo atencional do EC e promove a execucao
autonémica da RC, como nas respostas secretomotoras classicas. Por fim, adrenalina ajusta

o estado de vigilancia e a responsividade ao EC, favorecendo a consolidacdo da associacdo em
contextos de alta saliéncia adaptativa. Esse arranjo evidencia que o condicionamento classico nédo
se resume a um simples arco reflexo, mas simuan 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 intervencdes
farmacolégicas para validar os mecanismos neurobiol6gicos subjacentes e estabelecer controles
positivos e negativos, fundamentais para a interpretacdo causal das associacdes entteresos e
respostas (Laing et al., 2022). Essas manipula¢des permitem identificar a participacdo especifica
de neurotransmissores e vias sinapticas na formacédo, consolidacdo e expressdo das associacdes
%# O 2#8

5.1. CONTROLES POSITIVOS: FACILITACAO OU INDUCAO EXPERIMENTAL DA

if¢:r >7¢0J); VEVA;

Os controles positivos sdo utilizados para confirmar a funcionalidade dos circuitos
associativos. No contexto do CCP, isso pode incluir: Administracdo de agonistas glutamatérgicos
2 como NMDA ou AMPA que potencializam a plasticidade sinaptica e facilitara formacao da
associacdo 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
estimulacdo elétrica do VTA podem intensificar a atribuicdale valor motivacional ao EC,
acelerando a aquisicdo da RC e aumentando a resisténcia da associacdo a extincdo (Braun;
Laruelle; Mouradian, 1997; Hicks et al., 2018; Stuber et al., 2011). Modulacéo colinérgicinjecao
de agonistas muscarinicos ou nicotiobs pode melhorar a atencéo 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 intervencgdes
confirmam a participagéo dos sistemas neuroquimicos na facilitagdo da associacdo e sustentam a

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

Os controles negativos sdo 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, oo a
ketamine, podem impedir a inducdo de LTP, bloqueando a transformacdo do EN em EC e,
consequentemente, a emissao da RC (Collison et al., 2016; lvan Ezqu&oanano et al., 2018;
Newman et al., 2012). Inibicdo dopaminérgica bloqueio dos receptores D1D2 ou lesées no
sistema mesolimbico abolirem a liberacdo de dopamina impedem a atribuicdo de valor ao EC,
resultando em falhas na aquisicdo ou manutencdo da RC (Braun; Laruelle; Mouradian, 1997,
Farzinpour et al., 2018; Hicks et al., 2018; Mirmohammadi at., 2024; Nguyen et al., 2019; Ringel
et al., 2013). Antagonistas colinérgicos como a escopolamina, podem reduzir a capacidade
atencional necesséria para a codificacdo do EC, prejudicando a aprendizagem associativa (Cain,
1998; Chalkea et al., 2023; lrenzetti; Baxter; Byrne, 2011; Sharp, 2019). Potencializagao
GABAérgica» agentes como benzodiazepinicos, que amplificam a inibicdo GABAérgica, podem
reduzir a excitabilidade neural global, atenuando a formacao ou a expressédo da RC (Yanpallewar
et al., 202; Sanger, 1985; Rassnick et al., 1993; Stanley et al., 2011). Bloqueio adrenérgico
memaorias associativas, especialmente em contextos de elevado estresse ou salépanocional
(GuzmanRamos 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 formagdo da associacéo.
Diferenciar efeitos na aquisicéo (formacéo inicial da associagcéo) versus na expres@giunissao da
RC). Investigar a participagdo de cada sistema neuroquimico na modula¢cdo do comportamento
condicionado. Por exemplo, experimentos que bloqueiam receptores NMDA antes do treino
Ei PAAAT A £ Oi Aepl AA AOOT AEAé bl riow#io Qfeta2suah A
expressdo, sugerindo uma participacdo importante do glutamato na codificagdo, mas né&o

necessariamente na execugao 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 metodologicas
relevantes (Treanor; Rosenberg; Craske, 2021). A variabilidade interindividual é@m dos
principais problemas, influenciada por fatores como idade, sexo, estado fisioldgico e experiéncias
prévias, o que pode comprometer a reprodutibilidade dos resultados, independentemente do
modelo utilizado. Além disso, 0 sucesso do condicionamento mende de uma janela temporal
precisa entre 0os EC e El. Pequenas varia¢des 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 modialades sensoriais apresentam eficiéncias distintas conforme
a espécie e o contexto experimental. A interpretacdo da RC exige cautela, pois respostas
espontaneas ou ndo condicionadas podem ser erroneamente classificadas como aprendizagem.
Estados emocionaise fisiolégicos do organismo, como estresse, ansiedade ou fadiga, também
interferem diretamente na expressao da RC (Wiggert et al., 2017). Adicionalmente, os fendbmenos
de extincdo e recuperacdo espontanea dificultam a avaliacdo da estabilidade da memodria
associativa ao longo do tempo. Sorrse 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 diferentesugios de pesquisa, 0
gque compromete a comparabilidade dos dados. Esses limites destacam a necessidade de
padronizacdo metodoldgica e de estratégias complementares de validagdo para garantir maior

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

O teste do nado forgcado fundamentse na
inducdo de um estado de desesperanca
comportamental, provocado pela exposicdo do
animal a uma situagcdo 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
0 desenvolvimento e uso de farmacos
antidepressivos. Neste capitulo, discutiremos os
fundamentos da depressédo, suas caracteristicas
clinicas, a aplicagédo do teste comportamental, as
bases neurobiolégicas envolvidas, além dos
principais desafios e limitacdes encontrados até o
momento. Também serdo  apresentadas
sugestdes de ajustes e acréscimos metodolégicos,
com o intuito de ampliar a compreensao sobre 0
estado depressivo avaliado nesse modelo
experimental.

Palavras-chave:
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Dopaminérgicos.

Depresséao.
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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 & 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 condi¢do
psiquiatrica prevalente e debilitante, caracterizada por humor deprimido persistente, anedonia,
fadiga, alteracbes cognitivas e somaticas, como disturbios do sono e do apetite. idlagia da
depressdo € multifatorial, envolvendo desequilibrios neuroquimicos, predisposicdo genética,
disfuncdes no eixo hipotalamehipofise-adrenal (HPA), e fatores psicossociais (Chet al., 2025;
Zhouet al, 2025;Wanget al., 2024).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 280 milhdes de pessoas no
mundo sdo afetadas por essa condicdo, sendo a depressao considerada a principal causa de
incapacidade global e uma das doencas que mais contribuem para incapacidade (CA033).
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 situacéo de
vulnerabilidade socioecondmica (Kessleet al., 2003; WHO, 2017Wanget al., 2024; Amandaet
al., 2023. Além disso, a depressdo esta associada a um risco aumentado de morbidade geral,
suicidio e reducéo significativa da qualidade de vida, o que reforca a importancia de estratégias de
prevencao, diagnostico precoce e desenvolvimento de novas abordagensapguticas (Malhi;
Mann, 2018; Cheret al., 2025;Zhouet al, 2025).

Frente ao tema, o0 sistema serotoninérgico desempenha um papel fundamental nessa
condicdo, atuando sobre a regulacdo do humor, sono, apetite e cogni¢cdo, sendo amplamente
envolvido na fisiopatologia da depressédo. Evidéncias recentes indicam que individuosmco
depressao apresentam disfuncdo na transmissdo monoaminérgica (noradrenalina, serotonina
e/ou dopamina) em certos locais do cérebro, particularmente em areas corticais e do sistema
limbico, sugerindo um déficit funcional (Rangt al., 2011; Scholzt al.,2023). Além disso, estudos
demonstraram que diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos como 5( 4 ¢ !-(h4 Q" h
5-( 4 F! -( A % wstdo implicados nos efeitos antidepressivos rapidos observados com agentes
como a cetamina, atuando na modulacdo da plicidade sinaptica e na inibicdo de vias
intracelulares como a Glicogénio Sintase Beta 3 (G8K { pt'al04022;Amandaet al., 2023.

I AAT AEOh AOOOAT O 0Oo6i AAOOAA Adiéstinds ndrAgDIGLEA E D
fina dos receptores serotoninérgicos, impactando a neurogénese hipocampal e a sinalizacao
intracelular, mecanismos que parecem estar associados a eficacia terapéutica dotidepressivos
de nova geracdo (Hinkleet al., 2024). Tais achados reforcam a relevancia do sistema
serotoninérgico como alvo terapéutico e sua complexa atuacdo para além da simples elevacéo da

disponibilidade sinaptica de 5HT.
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Nesse contexto, o uso de modelos experimentais em animais tem sido fundamental para o
avanco na compreensdo dos mecanismos neurobioldgicos da depresséo e na avaliacdo da eficacia
de novos tratamentos e alvos farmacoldgico€) teste de nado forcado (Forced Swim TestFST),
desenvolvido por Porsolt e colaboradores em 1977, € amplamente utilizado como modelo
experimental para avaliar comportamentos relacionados a depressdo em roedores. Este teste
baseiase na exposi¢do do anima uma situacao de aparente irseapabilidade, o que leva a adocao
progressiva de um comportamento de imobilidade. A partir desse paradigma, interpret®e que a
reducdo de movimentos voluntérios representa um estado de desespero comportamental ou
desmotivacao, sendo sensivel a administcdo de antidepressivos (Porsolet al., 1977; Raezt al.,
2020; Jianget al., 2022).

Ao longo das ultimas décadas, o FST consolidee como uma ferramenta fundamental na
triagem de compostos com potencial efeito antidepressivo, além de permitir a investigacdo dos
mecanismos neurobiolégicos envolvidos nos transtornos afetivos. Modificacde® protocolo
original, como o tempo de exposi¢ao, o volume de agua e a inclusédo de sessdes depte, vém
sendo propostas com 0 objetivo de aumentar a reprodutibilidade e a validade dos resultados
obtidos (Porsoltet al., 1977; Wangget al., 2024; Amandaet al., 2023).

O protocolo tradicional do FST é composto por duas sessdes: uma de-f@gte, geralmente
com duracao de 15 minutos, e uma sessao teste, realizada 24 horas depois, com duracdo de 5a 6
minutos. A imobilidade é definida como a auséncia de movimentos vigorassendo permitidos
apenas 0s minimos necessarios para manter a cabeca fora da agua. A analise pode incluir variaveis
como tempo de imobilidade, tempo de natacdo e tempo de escalada (Cryan; Markou; Lucki, 2002).

Modificacdes metodoldgicas vém sendo propostas para aumentar a sensibilidade do
modelo, como o ajuste do tempo de teste, volume da lamina de agua do cilindro, e a omisséo da
sessdo de préeste em estudos com tratamentos crénicos. Essas mudancas visam radwa
variabilidade e evitar interferéncias comportamentais nao relacionadas ao protocolo
experimental (Yamamotoet al., 2014; Wanget al., 2024; Amandeet 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 sédo utilizados Ratd&/istar, com o peso aproximadamente de 268009,
sendo divididos em dois grupos principais, um grupo controle e um grupo em estado depressivo
(induzido por jejum intermitente):

1 Grupo controle (sem privacdes);

1 Grupo em estado depressivo (privado de alimentojejum intermitente) .

2.2. MATERIAIS NECESSARIOS PARA O EXPERIMENTO:

Cilindro com agua, a 25°C, em uma profundidade de 15 cm;

Acrilico com adesivo, caso realizem testes simultaneos com cilindr@mmundongos

mudam seu comportamento por imitacao de outros individuos (Uenet al., 2022),
1 Racgdo comercial comum;

1 Medicamentos conforme protocolo do pesquisador.

3. PROCEDIMENTO
3.1. PRIVACAO DE ALIMENTO

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

A privacdo de alimento consiste na retirada total da racao por 24h, mantende agua livre,
ad libitum.

Ao final das 24h, os animais voltam a ter acesso normal a racéo. O grupo privado € exposto
a sucessivas privacoes de racdo com intervalo de 48h entre cada uma das privacdes, tendo sempre
a agua disponivel. O numero de privacdes varia de acordo com 0s grsigxperimentais e com o
protocolo fundamentado do pesquisador, sendo eles: quatro, oito, dez ou doze privacdes.

O grupo controle ndo é submetido a nenhuma privacao tendo durante o protocolo de nado

forcado.

4. TESTE DO NADO FORCADO

O procedimento classico para ratos € realizado em dois dias (1° dia sessao-f@ste e 2°
dia sessao teste)
Sesséo préteste: o protocolo consiste em colocar o animal em um cilindro com agua, a

25°C, em uma profundidade de lamina de agua de 15 cm, sem chance de escape por 15 minutos. O
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pré-teste é interpretado como uma sessao estressora ou uma sessao de sensibilizacdo, com o
objetivo de provocar um estado de desesperanca comportamental. Durante esse processo, 0S
animais tendem a ficar progressivamente mais imoveis.

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

Sessdao teste:apds 24 horas dessa sessao, 0 animal € exposto a mesma condi¢cao por um
periodo de cinco minutos. Na segunda exposi¢do ao teste, 0s 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 interrupcdo dos esforcos para escapar de uma situagdo percebida como
inescapavel.

Considerase que o animal se encontra em imobilidade quando realiza apenas movimentos

minimos, suficientes para manter a cabeca acima da superficie da dgua (Porsbél., 1977).

5. AVALIACAO DE FARMACOS POR MEIO DO MODELO

Os farmacos antidepressivos sdo comumente administrados entre as sessfes detpsée
e teste, caracterizando um protocolo de tratamento subagudo, no qual as doses séo aplicadas, em
geral, cinco e uma hora antes do teste final. A administracdo dessas sabstas tem como efeito a
reducao 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 € realizada especificamente na sessdo destis momento no qual é possivel
observar distintos padrdes de resposta dos animais, conforme ilustrado fagura 1.
Comportamentos observados:
1 Nado em circulos;
1 Nado com escalonamento;
1 Imobilidade;
1 Mergulho;
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Figura 1 z Representacao ilustrativa dos comportamentos observados durante a sessao de teste no
modelo de nado forcado. Os pardmetros analisados incluem: imobilidade, natacdo e escalada, os quais sédo
utilizados para inferir os efeitos de farmacos antidepressivos.

> 4 \

l
e

Nado Escalonamento Imobilidade Mergulho

Fonte: Portes, 2021.

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

1°intervalo: 0 a 2 minutos, correspondente ao periodo de aclimatacéao;

2° intervalo: 0 a 5 minutos, considerado o intervalo convencionalmente utilizado para
andlise;

3%intervalo: 0 a 10 minutos, referente ao tempo total de teste;

4°intervalo: 2 a 7 minutos, periodo intermediério entre o fim da aclimatacao e o inicio da
possivel exaustdo, excluind®e, portanto, o inicio e o fim do teste;

5%intervalo: 7 a 10 minutos, intervalo no qual o animal possivelmente ja tem atingido um

estado de exaustdo, argumentado por Cryaat al. (2005).

6. FINALIZACAO

ApOs os testes, 0s animais utilizados sdo submetidos a eutanasia, respeitando os principios

éticos estabelecidos pela legislacéo vigente (CONCEA, 2013).

7. RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS E NEUROBIOLOGIA

A eficacia de farmacos antidepressivos no FST estd bem documenta@empostos como
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), triciclicos, e noradrenérgicos reduzem o

tempo de imobilidade e aumentam o tempo de natacdo ou escalada, como mostriggara 3,
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dependendo do mecanismo de acdo. Esse padrdo de resposta validou o FST como um modelo
preditivo Gtil na triagem de novos compostos com potencial antidepressivo (Bortolotet al.,
2018).

Figura 3 z Comportamento de escalada.

Escalacda

P

Fonte: Maneira, 2014.

O teste de nado forcado (FST) é amplamente utilizado na triagem farmacolégica de
substancias com potencial efeito antidepressivo. A sensibilidade do modelo permite a
identificacdo de alteracdes comportamentais em resposta a diferentes classes de antidepnass,

0 gque tem contribuido para a validacéo 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 (Porsailt
al., 1977; Uencet al., 2022). A administracdo aguda dessas substancias resulta no aumento de
comportamentos ativos, como a natacao (figura 4) ou escalada (figura 3), dependendo do perfil de
ligagdo 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 natacgao (figura
4), o0 que é interpretado como uma reversdao do comportamento tipo depressivala
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, R0; 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 situacdo inescapavel. A reducgéo

dessa imobilidade apds o uso de antidepressivos sugere uma restauragdo da motieae da
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responsividade ao estresse. O aumento do tempo de nata¢cdo ou escalada é interpretado como uma
reacao ativa frente ao estressor, indicando melhora no estado comportamental do animal (Cryan;
Markou; Lucki, 2002).

Figura 4 z Comportamento de natacéo

Meitcigéio

_

—

Fonte: Maneira, 2014.

Figura 5 z Demonstragcao do comportamento de imobilidade.

Imobilidade

-

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

monoaminérgica (serotonina, noradrenalina e dopamina), modulacédo do eixo HPA (hipotalamo
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hipdfise-adrenal) e aumento de fatores neurotroficos como o BDNF (bratherived neurotrophic
factor) (Duarte et al., 2020).

8. LIMITACOES CIENTIFICAS

A interpretacdo do comportamento de imobilidade no teste do nado forcado 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 utilizacdo, o FST ndo é isento de criticas. Um dos principais
guestionamentos diz respeito a validade do modelo enquanto analogia a depressdo humana. Como
se trata de um teste agudo e de curta duracdo, muitos argumentam que ele ndo esgnta 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).

Questdes éticas também sao levantadas, especialmente relacionadas ao estresse imposto
aos animais. Por isso, recomendse 0 uso do FST em conjunto com outros testes comportamentais
para uma avaliagdo mais ampla.

Para superar as limitacoes do FST, testes complementares tém sido empregados, como o
splash test (teste de respingo), que avalia o comportamento de autocuidado e motivacdo em
roedores. Nesse modelo, a reducédo do tempo de limpeza é interpretada como um g¢ativo de
comportamento tipo depressivo. Outros testes, como o tail suspension test (teste de suspenséo
traseira) e o open field test (teste de campo aberto), também podem ser utilizados para avaliar
variaveis como apatia, anedonia, ansiedade e atividadecbmotora, fornecendo uma visdo mais
abrangente do estado comportamental e depressivo do animal (Cryan; Holmes, 2005; Armario,
2021; Jianget al., 2022; Wanget al., 2024).

9. CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES FUTURAS

O teste do nado forgado constituse em um modelo experimental amplamente empregado
na investigacdo de comportamentos tipo depressivos e na triagem de compostos com potencial
efeito antidepressivo. Sua utilidade reside na capacidade de detectar alteracGesportamentais
associadas a modulacdo de diferentes sistemas neurotransmissores, fornecendo subsidios
relevantes para a compreensdo dos mecanismos neurobiologicos da depressédo e para o

desenvolvimento de novas estratégias farmacologicas.
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Todavia, a validade do modelo apresenta limitagcbes que merecem destaque. A
interpretacdo 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 questbes, o emprego do FST deve ser realizado de forma criteriosa,
preferencialmente em associacao com outros testes comportamentais e analises complementares,
de modo a ampliar a robustez e a confiabilidade dos achados. Sugeee ainda, aricorporacao de
adaptacdes metodoldgicas e a integracdo com ferramentas contemporaneas, como analises
moleculares, neuroquimicas, a fim de refinar a interpretacdo dos resultados e favorecer a
identificag&do de novos alvos terapéuticos.

Assim, embora nao represente isoladamente um modelo completo da depressao, o teste do
nado forcado mantémse como instrumento de grande relevancia cientifica, desde que aplicado
com rigor metodoldgico, integrado a abordagens complementares e orientado pprincipios

éticos no uso de animais de experimentacao.
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RESUMO

As vocalizagdes ultrassbnicas (USVs) em
roedores (20-100 kHz) constituem um sistema
comportamental fundamental para investigacdo
translacional em transtornos do
neurodesenvolvimento. Este estudo revisa
criticamente 0s avancos recentes em trés eixos
princip ais: (1) bases neurobiolégicas,
demonstrando o papel dos circuitos
dopaminérgicos mesolimbicos na modulacdo de
USVs sociais (50 kHz) e dos circuitos
amigdalianos nas vocalizagbes aversivas (22
kHz); (2) caracteristicas fenotipicas em modelos
animais, inclindo a reducdo quantitativa em
Shank3 KO (autismo), a desorganizacao
progressiva em Mecp2 KO (sindrome de Rett) e a
variabilidade acustica em Fmrl KO (X Fragil); e
(3) metodologias de andlise, com destaque para
os softwares DeepSqueak e MUPET que permitem
avaliacdo automatizada de parametros como
duracgédo, frequéncia e complexidade silabic®s
resultados evidenciam que as alteragfes nas USVs
podem preceder outros déficits
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comportamentais, apresentando alta
sensibilidade como biomarcadores precoces. A
analise comparativa revela padrbes especificos
para cada transtorno, correlacionandese com
disfuncbes em circuitos neurais distintos. Além
disso, intervengfes farmacoldgicas direcionadas
demonstram capacidade de normalizacao parcial
desses padrbes vocaisConcluise que as USVs
oferecem vantagens metodolégicas Unicas para
pesquisa préclinica, combinando objetividade
guantitativa com relevancia translacional.
Recomendase a padronizacgao interlaboratorial e
a integragdo com técnicas de neuroimagem para
potencializar aplicagbes no desenvolvimento de
terapias inovadoras.

ultrassonicas

Palavras-chave: Vocalizacbes

Transtornos do neurodesenvolvimento
Biomarcadores Modelos animais Andlise
comportamental.
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ABSTRACT

Ultrasonic vocalizations (USVSs) in rodents (20
100 kHz) constitute a fundamental behavioral
system for translational research in
neurodevelopmental disorders. This study
critically reviews recent advances along three
main axes: (1) neurobiological bases,
demonstrating the role of mesolimbic
dopaminergic circuits in the modulation of social

frequency, and syllabic complexity. The results
demonstrate that changes in USVs can precede
other behavioral deficits, demonstrating high
sensitivity as early biomarkers. A comparative
analysis reveals specific patterns for each
disorder, correlating with dysfunctions in distinct
neural circuits. Furthermore, targeted
pharmacological disciplines demonstrate the
ability to normalize these vocal patterns. It is
concluded that USVs offer unique methodological

advantages for preclinical research, combining
guantitative  objectivity with  translational
relevance. Interlaboratory standardization and
integration with neuroimaging techniques are
recommended to enhance applications in the
development of innovative therapies.

USVs (50 kHz) and of amygdala circuits in
aversive vocalizations (22 kHz) (2) phenotypic
characteristics in animal models, including the
guantitative reduction in Shank3KO (autism), the
progressive disorganization in Mecp2 KO (Rett
syndrome), and the acoustic variability in Fmrl
KO (Fragile X); and (3) analysis methodologies,
highlighting the DeepSqueak and MUPET
software programs that allow automatic
evaluation of paraneters such as duration,

Keywords: Ultrasonic vocalizations.
Neurodevelopmental disorders. Biomarkers.
Animal models. Behavioral analysis.

1. INTRODUCAO

As vocalizagcbes ultrassonicas (USVs) em roedores tém se consolidado como uma
ferramenta valiosa para investigar os mecanismos neurobiol6gicos subjacentes a transtornos do
neurodesenvolvimento, como dl'ranstorno do Espectro Autista (TEA), a sindrome de Regt a
esquizofrenia(Scattoni et al., 2009; Wohr & Schwarting, 2013). Esses sons, emitidos na faixa
de 207100 kHz, sédo analogos funcionalmente as vocalizagcdes humanas precoces, como o choro e
o balbucio, servindo como indicadores de comunicac¢éo, estressengeracdo social (Portfors,
2007).

Estudo de Branchi et al.(2001) demonstrou que filhotes de camundongos emitem USVs
guando separados da mae, um comportamento que refletedapendéncia do cuidado parental
semelhante ao observado em bebés humanos. Em adultos, as USVs sdo moduladas por contextos
sociais e emocionais, com chamados 86 kHz associados a recompensa e interagdo, enquanto os
de 22 kHz estdo ligados a respostas aversiv@snutson et al.,, 2002). Esa dicotomia permite
explorar tanto déficits sociais quanto comportamentos do tipo rsioso-depressivos em modelos
animais.

Alteragbes nas USVs tém sido documentadas em diversos modelos genéticos e ambientais
de transtornos do neurodesenvolvimento. Por exemplo, camundong&hank3 knockout (KO), um
modelo de autismo, apresentameducado significativa de USVs sociais, refletindorgjuizos na
comunicacdo (Scattoni et al., 2011). Da mesma forma, mutacdes no geleep2 (sindrome de

Rett) levam a padrdes vocais desorganizados e perda progressiva de vocalizagdes (Ehret et al.,
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1987). Esses achados reforcam a utilidade das USVs cdmmmarcadores precocesle disfuncdes
neurodesenvolvimentais.

Além disso, avancos metodoldgicos, como o uso féeramentas de machine learning
(DeepSqueak, MUPET), tém permitido a analise automatizada e precisa de milhares de chamados,
identificando padrbes sutis associados a fendtipos especificos (Coffey et al., 2019). A integracao
dessas abordagens com técnicas de neurociéncia de circuitos (@génética, registros
eletrofisiologicos) abre novas perspectivas para entender como alteracbes em vias
dopaminérgicas, serotoninérgicas e oxitocinérgicas influenciam a comuricdo vocal
(Hammerschmidt et al., 2015).

2. BASES NEUROBIOLOGICAS DAS USVS NO
NEURODESENVOLVIMENTO

As vocalizagdes ultrassbnicas (USVs) em roedores representam um sistema complexo de
comunicacdo que envolve multiplos circuitos neurais e sistemas neurotransmissores. Estudos
pioneiros de Ehret e Haack (1982) demonstraram que filhotes de camundongos emitéh$Vs na
faixa de 70 kHz quando separados da méae, estabelecendo este comportamento como um modelo
para estudos de comunicac¢ao precoce no neurodesenvolvimento.

O sistema dopaminérgico desempenha um papel crucial na modulacéo das USVs associadas
a comportamentos sociais positivosDe acordo com o estudale Knutson et al. (1998) mostou
gue a antecipacéao de interacdes sociais elicita USVs de 50 kHz em ratos jovens, um efeito mediado
pela atividade dopaminérgica no nucleo accumbens. Estudos farmacoldgicos posteriores
(Burgdorf et al., 2007) confirmaram que agonistas dopaminérgicos aumentasignificativamente
a producédo dessas vocalizacdes sociais.

Em contraste, as USVs de 22 kHz, associadas a respostas aversivas, sdo reguladas pelo
sistema da amigdala. Miczek et al. (1995) demonstraram que lesdes nesta regido reduzem
drasticamente a emissao de chamados ultrassdnicos em situacdes de ame&gaquilbrio entre
esses sistemas é fundamental para o desenvolvimento normal da comunicacdo, como evidenciado
por Scattoni et al. (2011) em estudos com modelos animais de transtornos do
neurodesenvolvimento.

O cortex auditivo e areas prdrontais desempenham um papel integrador nesses
processos. Hammerschmidt et al. (2015) identificaram que o desenvolvimento cortical é essencial
para a modulacédo contextual das USVs, com alteracdes nessas regides levando @esadiocais

desorganizados em modelos de sindromes neurogenéticas.
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A modulacédo 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 déooa na
comunicacao 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 expemiais,
tanto genéticos quanto ambientais, revelaram alteracdes significativas e especificas nos padrbes
de USVs, que se correlacionam com fenotipos neurocomportamentais caracteristicos de diferentes
condi¢cbes (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 reducgéo
significativa na emissao de USVs em filhotes durante isolamento materno e em adultos aea
interacdes sociais (Scattoni et al., 2011; Wang et al., 2016). Estudos de resgate genético
demonstraram que a restauracao de Shank3 especificamente no nicleo accumbens melhora esses
déficits, sugerindo o envolvimento da via dopaminérgica VFAUcleo acumbens (Bey et al., 2018;
Peca et al., 2011).

Camundongos modelo da sindrome do X fragil (Fmrl KO) apresentam padrfes vocais
alterados, caracterizados por maior variabilidade acustica, sendo que o tratamento com
antagonistas de mGIuR5 mostrou efeitos normalizadores (Rotschafer et al., 2015; Gantoislgt
2013). Modelos ambientais, como a exposi¢ao préatal ao acido valproico, reproduzem fenétipos
vocais especificos, incluindo reducédo de USVs de isolamento e aumento de vocalizaces de 22 kHz
em contextos sociais (Kataoka et al., 2013; Kim et al., 201

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

Modelos de esquizofrenia, incluindo exposicéo praatal a Poly 1:G2 mutacdes em DISC1,

apresentam alteracfes caracteristicas nas USVs, com reducéo de vocaliza¢des 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 desregulacdo nos circuitos {fréntais envolvidos no processamento
emocional.

O avanco nas técnicas de andlise 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 subjaes a
emissdo 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 tornose uma ferramenta fundamental para investigar os
mecanismos neurobioldgicos subjacentes aos transtornos do neurodesenvolvimento. Os
protocolos experimentais séo divididos principalmente em estudos com filhotes e adultos, cada
um com abordagens especificas para avaliar diferentes aspectos da comunicacdo 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 vocaliza¢des sdo gravadas pes Binutos usando nicrofones ultrassénicos
especializados (Avisoft UltraSoundGate). Estudos demonstram que filhotes de modelos de
autismo, como os camundongos Shank3 KO, apresentam reducéo significativa na emissao de USVs
neste teste (Scattoni et al., 2011). Paralelamenter@sposta a estimulos térmicogle exposicéo a
22°C ou tateisde escovacdo suave permite avaliar alteracdes sensoriais, particularmente
relevante em modelos como Mecp2 KO para Sindrome de Rett (Kataoka et al., 2013).

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

A andlise dos dados € 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 padrées complexos como silabas harmonicas. Ja o MUPET
(Van Segbroeck et al., 2017) extrai mais de 100 parametros acusticos, incluindo duracéo,
frequéncia maxima e modulacao, essenciais para comparagdes entre grupggegimentais.

Os principais parametros analisados incluem:Numero de chamados, que avalia a
guantidade total de vocalizacbes reduzidono modelo Shank3 KO; Duracédo, relacionada a
complexidade do chamadoFrequéncia de pico, indicativa do tom e complexidade silabica, que

reflete a diversidade do repertério 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
l 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, € essencial controlar fatores ambientais
como ruidos acima de 20 kHz e manter temperatura constante durante os experimentos. Além
disso, questbes éticas devem ser consideradas, limitando o tempo de isolamgpdioa no maximo
5 minutos em filhotes (Lahvis et al., 2011). A padroniza¢ao rigorosa dos protocolos e parametros
de analise é fundamental para permitir comparacdes entre estudos.

Recentemente, avancos metodoldgicos tém permitido a integragdo de técnicas como
optogenética com a gravagdo de USVs, abrindo novas perspectivas para a compreensao dos
circuitos neurais envolvidos na comunicacéo vocal (Tschida et al., 2019). Esses desennwntos,

combinados com abordagens computacionais mais sofisticadas, estédo transformando as USVs em
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biomarcadores cada vez mais valiosos para estudos pecénicos de transtornos do

neurodesenvolvimento.

5. CONSIDERACOES FINAIS

As vocaliza¢Bes ultrassbnicas em roedores representam uma ferramenta valiosa e objetiva
para avaliacdo de transtornos do neurodesenvolvimento, oferecendo protocolos padronizados
que permitem a quantificacdo precisa de alteracbes na comunicacdo através degmetros
acusticos como frequéncia, duracéo e padréo de chamados. A andlise automatizada por softwares
especializados proporciona dados confiaveis e reprodutiveis, tornando os testes com USVs
particularmente Uteis para triagem farmacoldgica e validacdo daodelos animais, com vantagens
como baixo custo, alta sensibilidade e aplicacdo longitudinal ndimvasiva. Embora apresentem
limitagbes quanto a variabilidade entre linhagens, essas metodologias se consolidaram como
abordagens eficientes para estudos prélinicos, permitindo correlacionar alteracfes
comportamentais com mecanismos nheurobiolégicos e acelerando o desenvolvimento de novas

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

A Caixa de Skinner ou Cémara de
Condicionamento Operante, foi criada pelo
psicélogo behaviorista Burrhus Frederic Skinner,
sendo um importante precursor para o0
entendimento do condicionamento operante.
Ainda nos dias de hoje os achados do teste
influenciam em terapias comportamentais e
servem como parametro avaliativo significativo
para desenvolvimento de novos farmacos. Este
capitulo tem como objetivos contribuir com as
explicagbes que envolvem o método de skinner,
influéncia neuroanatdmica e descrever algmas
das contribuicdes e aplicacdes 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 peepcéo do estimulo até

o0 alcance da recompensa, sdo elas: Talamo,
Cértex  sensorial (auditivo, visual e
somatossensorial), Cortex Prdrontal,
Hipocampo, Nucleos da Base, Cerebelo, Area
Tegmental Ventral e Amigdala. Atualmente, o
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condicionamento operante énserido de diversas
formas nas aplicacBes terapéuticas incluindo
tratamentos de transtornos psiquiatricos 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 avaliagdo importante no
desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Condicionamento Operante,
Neurofisiologia do Comportamento, Modelos
Experimentais. Bases Biologicas 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 anderve
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 tha 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 Amygdal&urrently,
operant conditioning is inserted in various forms

1. DOGMAS CENTRAIS DE SKINNER

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 drug.

Keywords : Operant Conditioning; Behavioral

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

Burrhus Frederic Skinner (B.F. Skinner) foi um psicologo nascido nos Estados Unidos

reconhecido por sua contribuicdo no desenvolvimento da ciéncia comportamental, especialmente

por meio do behaviorismoradical e da criacdo da anélise do comportamento. Sua contribuigcdo no

método comportamental trouxe avancos no que conhecemos hoje nas areas de psicologia,

educacdo, 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 psicologiaveria

estudar apenas o comportamento observavel, deixando de lado a mente, emocdes e pensamentos

(ndo observaveis) (WATSON, 1913). No experimento com o "Pequeno Albert", Watson

condicionou uma crianca a sentir medo de um rato ao assod@com um barulho alto. Apesar de

controverso, o0 experimento mostrou que emocdes poderiam ser aprendidas por meio de

estimulos externos (WATSON; RAYNER, 1920).

Figura 1- Fotografia do Teste "Pequeno Albert” Fonte: WATSON; RAYNER, 1920

e

e
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"Dé-me uma duzia de criancas saudaveis, bem formadas, € um mundo
propriamente especificado por mim para cridlas, e eu garanto que posso pegar
qgualguer uma aleatoriamente e treinda para se tornar qualquer tipo de
especialista que eu selecionag médico, advogado, artista, gerente e, sim, até
mendigo ou ladréo, 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 #m 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 o0s pensamentos e sentimentos também faziam parte do
comportamento e, portanto, poderiam ser estudados cientificamente, desde que fossem
embasados em metodologias adequadas para avaliar emocdes especificas. Para provar seus
conceitos, Skinner criou a Caixa de Skinner utilizando animais como método de avaliacdo
(COOPER; HERON; HEWARD, 2020).

Tabela 1 - Comparacao Dogmaticas entre Watson e Skinner

Aspecto Watson Skinner
Tipo de behaviorismo Classico Radical
Método de estudo %OOpI O1 1T o 24K #1711 b1l OOAT AT O1 ©
Foco do condicionamento | Respondente (estimuleestimulo) Operante (acdeconsequéncia)
Experimento Pequeno Albert Caixa de Skinner
Visédo 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
gue tem como objetivo mapear o comportamento animal por meio da teoria do condicionamento
operante (SKINNER, 1953). No teste convencional de Skinner, sdo utilizados rataspembos
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, 0
animal recebe uma porcéo de comida, que é automaticamentediada por um dispensador. O ato
de pressionar a alavanca € denominado comportamento operante, ou seja, uma acao voluntaria e
mensuravel. Ao perceber que a acéo voluntaria inicial gera recompensa (alimento), ocorre o
aumento da frequéncia desse comportaméa (SHACKELFORD; VONK, 2017).

Outro modulador comportamental utilizado no teste € a sinalizagdo 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 alind acionard a alavanca

sem a sinaliza¢do luminosa, modulando a frequéncia do comportamento animal (SKINNER, 1938).
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Além disso, em outras versdes da caixa também pode ser utilizado o condicionamento aversivo,
guando o comportamento animal é modulado pela aplicacdo de puni¢cdes, muitas das vezes
choques elétricos que enfraguecem o comportamento por conta da consequéncesagradave
(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 variacdes 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 fornecidapenas em alguns casos,
de forma regular ou aleatoéria) (MACDONALD et al., 2013). Skinner descobriu que o reforco
intermitente gera comportamentos mais persistentes, algo que tem grande valor pratico na

educacéo, 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 motivacao, aprendizado e
recompensa. O circuito € composto por areas de diferentes regides do Sistema Nervosdr@en
onde envolve a percep¢do do estimulo , seguindo para processamento e tomada de degjsia
gue haja a execugcao do comportamento (ac¢ao) e finalmente o refor¢co (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. PERCEPCAO DO ESTIMULO

No teste, a percepcdo do estimulo € um fator crucial para a sinalizacdo de que naquele
momento o animal deve utilizar a alavanca e receber a recompensa. Essa percepcdo nasce dos
estimulos externos dentro do condicionamento operante (som ou luz) ou condiciamento
aversivo (choque elétrico). Para que essa informacdo seja captada ela passa pelo talamo e é
distribuida por diferentes areas do coértex sensorial (auditivo, visual e somatossensorial) para que
a informacao seja traduzida em sinal associativo (MAIRRANCOEUR, 2022; TYE et al., 2008).

3.2. PROCESSAMENTO E TOMADA DE DECISAO

ApOGs a percepcdo, o animal processa as informacdes recebidas para executar as acoes
subsequentes. A informacao passa pelo cértex, especialmente o cortex-fsohtal, que participa
do planejamento e tomada de decisdes ao associar com a consequéncia (recorsge Na pratica,
0 cortex ajuda o individuo (ou o animal) a avaliar quando € mais vantajoso repetir determinada
acdo com base na experiéncia anterior (MAIR; FRANCOEUR, 2022).. O hipocampo participa desse
processo, atuando na memoria associativa, ou sefgrmite 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 execu¢do 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 (ndcleos da base)
constituem uma estrutura essencial no controle dos movimentos voluntarios, atuando como um
centro de processamento que regula e ajusta os comandos motores oraglos no cérebro. Sua
funcdo inclui selecionar os sinais motores necessarios e inibir aqueles que sado desnecessarios ou
inadequados. O cerebelo também detém papel fundamental na garantia da execucdo do
movimento preciso e coordenado. O movimento (acdo mwi) € conduzido pelo sistema nervoso
periférico somatico, que ativa os musculos esqueléticos envolvidos na resposta comportamental
(YOSHIDA et al., 2022).

3.4, REFORCO (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 ndcleo accumbens, queligstdmente
relacionado a motivacdo e ao reforco do comportamento. A amigdala também participa desse
circuito, associando o estimulo a resposta emocional, seja de prazer (quando h& recompensa) ou
de aversdo (quando ha punicao). Além disso, o sistema neseoautbnomo pode ser ativado
durante o processo, modulando reacdes fisioldgicas involuntarias como altera¢des na frequéncia
cardiaca, salivacao ou tensdo muscular, dependendo da expectativa de reforco (JONES et al., 2010;
XU et al., 2024).

4. INFLUENCIA DA NEUROPLASTICIDADE

A neuroplasticidade € a capacidade do cérebro desenvolver sua estrutura e funcdo diante
de novas aprendizagens. Isso inclui a formacao de novas conexdes sinapticas, o fortalecimento ou
enfraquecimento de conexdes existentes e neurogénese (formacéo de nonesrénios). Na Caixa
de Skinner, a neuroplasticidade € um evento fisioldgico necessario para associacao da acdo com a
recompensa, formacao de potenciacdo a longo prazo (refor¢o sinaptico), comportamento eficiente
e formacéo de habitos comportamentais noramal (TSETSENIS; BROUSSARD; DANI, 2023).

De modo pratico, no inicio do experimento, o rato explora aleatoriamente o ambiente, algo
pertencente ao extinto exploratério natural. Ao pressionar a alavanca durante a acéo voluntaria
inicial, imediatamente o dispenser libera o alimento, consequentemente sistema de recompensa
faz com que ocorra a liberacéo de dopamina. Por meio disso, ocorre o refor¢co dos circuitos ligados
a motivacao, reforcando a associa¢cao que ligam o ato de pressionar a alavanca com a recompensa
(alimento) (FUCHSBERGER et al., 2025
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Com cada nova tentativa bersucedida, essas conexdes se tornam mais fortes. Gracas a
neuroplasticidade, o cérebro relaciona que pressionar a alavanca € 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
aplicacdes clinicas, desenvolvimentos de terapias e avaliagdo farmacologicas amente
conhecidas na psicologia, psiquiatria e neurociénciaH(LL et al., 2022 HU, 2024). No campo
clinico, os conhecimentos derivados desses experimentos sao fundamentais para o
desenvolvimento de terapias comportamentais utilizadas no tratamento de trestornos como
fobias, ansiedade, transtorno obsessivoompulsivo (TOC), dependéncia quimica e autismo.
Técnicas como o reforgo positivo e o condicionamento operante sdo aplicadas em programas
terapéuticos estruturados, como o Treinamento de Habilidades Sais 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 avaliacdo dos efeitos de
farmacos sobre o comportamento, sendo amplamente utilizada em pesquisas juténicas com
modelos animais para estudar os mecanismos neurobiolégicos da recompensa.ilizdindo as
respostas comportamentais frente a reforcos e puni¢cdes, é possivel identificar os efeitos de
substancias psicoativas, testar tratamentos para doencas neuropsiquiatricas e investigar
distarbios associados a dopamina, como a doenca de Parkinsesquizofrenia e depresséo. Além
disso, modelos baseados na caixa de Skinner contribuem para o0 entendimento de
comportamentos compulsivos e da tomada de decisdo, sendo uma ponte valiosa entre estudos
basicos e intervencdes terapéuticas em humanos (CASTAGMBSER; 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 esta frequentemente
associado a reforgos positivos (euforia, prazer imediato) e negativos (alivio de ansiedade, estresse
ou sintomas de abstinéncia). O condicionamento operante proposto por Skimexerce uma
influéncia significativa no tratamento de dependentes quimicos, servindo como base para varias

abordagens terapéuticas comportamentais que buscam modificar os padrées de reforgo positivo
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e promover comportamentos mais saudavei§SILVERMAN, 2004; SILVERMAN; ROLL; HIGGINS,
2008).

Uma abordagem vantajosa é o modelo da Reforcamento Contingente ou Terapia de Reforco
Comunitario. Nos programas, 0s pacientes recebem recompensas tangiveis (como vales, pontos
ou privilégios) quando apresentam comportamentos desejados, como testes toxicgicos
negativos, comparecimento a sessfes de terapia ou participacdo em atividades produtivas. O
reforco positivo aumenta a probabilidade de manutencdo desses comportamentos ao longo do
tempo. Esse tipo de abordagem apresenta resultados positivos signifive@s com dependentes
quimicos (CRAIG; SHAHAN, 2022; ROOZEN et al., 2004).

5.2. ABORDAGENS TERAPEUTICAS PARA O TEA

No Transtorno do Espectro Autista (TEA), uma condigcdo neurodesenvolvimental com
aumento crescente de diagnéstico nos Udltimos anos, muitas criangas apresentam déficits na
comunicacao, interacdo social e comportamento adaptativo. O condicionamento operangsrite
que essas habilidades sejam ensinadas de forma sistemética, por meio do reforco de
comportamentos desejaveis (ISAKSEN; HOLTH, 2009). Quando uma crian¢a aponta corretamente
para um objeto apds uma solicitacdo verbal, ela pode receber um reforco pogit 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 estimulacédo excessiva ou recusa de atividades.
Nesses casos, o0 comportamento indesejado pode ser seguido de extingdo (naagejmu reforco
diferencial, que promove comportamentos alternativos mais apropriados (MACNAUL; NEELY,
2017).

5.3. ABORDAGENS EM TESTES FARMACOLOGICAS

Os modelos de condicionamento operante ainda sdo amplamente utilizados na pesquisa
farmacoldgica, pois permite avaliar os efeitos de novos farmacos no comportamento, na
aprendizagem, e na cogni¢ao. O principio da camara de condicionamento operante se lhasei
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 (CH@WdI., 2024).

Nos estudos com psicoestimulantes observse que o individuo se torna mais propenso a
repetir comportamentos operantes. Esse efeito estd diretamente relacionado a ativacdo do

sistema dopaminérgico mesolimbico, especificamente na via neural que conecta @aaregmental
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ventral ao nucleo accumbens (NAc) e ao cortex pféontal. Dessa forma, essas substancias
potencializam a liberacdo de dopamina no NAc, intensificando de forma significativa a sensacao
de recompensa e reforcando a motivacao para repeticdo do comportamensse 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 devas 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, o0 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 0os que atuam no siste@aBAérgico, vao
promover inibicdo neural rapida via receptores GABA, modulando a atividade em regifes
limbicas. Assim, em situacdes onde ha uma hesitacao do individuo entre buscar uma recompensa
e evitar uma punicdo, esses medicamentos ajudam a retomarcomportamento normal que
normalmente seria bloqueado pelas emocdes, como o0 medo (RUDOLPH; KNOFLACH, 2011). Por
outro lado, os antidepressivos, como os inibidores seletivos da recaptacédo de serotonina (ISRS),
atuam em sistemas serotoninérgicos e noradrengicos, promovendo efeitos progressivos. Em
testes que simulam situacfes 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 @egular 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 depresséao, contribuindo para

o desenvolvinento de tratamentos mais eficazes.

6. CONSIDERACOES FINAIS, LIMITES E DESAFIOS PARA
ABORDAGEM

Apesar das contribui¢cdes notaveis para o estudo da psicologia e fisiologia, ha controvérsias
éticas e teoricas sobre os métodos utilizados para a experimentacdo da caixa de Skinner. Suas
principais criticas envolvem questdes éticas sobre o reducionismo @@alise do comportamento
humano, preocupag¢des com o uso de animais em experimentos e a desconsideragéo dos processos
internos e bioldgicos. Ao apresentar suas ideias em 1930, Skinner recebeu contestacdes por parte
de outros psicologos como Hull e Tolman gnto a concepg¢ao de comportamento e a relevancia
dos processos mentais em suas analises. Hull, apesar de estar dentro dos paradigmas do

behaviorismo, desenvolveu uma abordagem fundamentada em teorias e célculos matematicos
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para explicar o aprendizado, enquanto Skinner utilizava métodos mais descritivos € menos
tedricos focando no comportamento observavel desconsiderando processos internos. Tolman, por
sua vez, defendia um behaviorismo intencional, acreditando que o comportanto € motivado por
objetivos (CRUZ, 2011).

6.1. O REDUCIONISMO DA ANALISE DO COMPORTAMENTO HUMANO

Segundo Skinner, o comportamento humano € 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 mecéanicosegligenciava
fatores internos como as emocdes, pensamentos e desejos na explicacdo do comportamento
focando apenas no comportamento observavel. Ao focar apenas em respostas observaveis, o
behaviorismo radical de Skinner é acusado de ignorar a complexidadia mente humana
simplificando demais a explicagdo do comportamento limitando assim seus experimentos que

observavam o comportamento humano.

6.2. PREOCUPACOES ETICAS COM O USO DE ANIMAIS EM EXPERIMENTOS

A utilizac@o da caixa de Skinner para experimentos com animais gera discussfes éticas
sobre possiveis abusos e mattsatos e sofrimento dos animais utilizados. Embora o seu uso seja
valioso para estudos comportamentais, criticos argumentam que a aplicac@le reforcos e
punicdes condicionadas a um ambiente artificial podem configurar praticas eticamente
guestionaveis. Diante disso um dos desafios para a abordagem da caixa de Skinner € adotar os
protocolos que sigam de acordo com a Lei CONCEA, ou Lei n°11\2908, a qual estabelece a
necessidade de Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUAS) em instituicbes de ensino e

pesquisa para assegurar o cumprimento das normas de begstar animal.

6.3. A DESCONSIDERACAO 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, 0 mesmo acreditava que a fisiologia nédo
possuia capacidade de explicar a complexidade do comportamento e da interacdganismo-
ambiente e apenas 0 comportamento observavel possuiria tal capacidade. Ao desconsiderar tais
processos, negligenciar 0S processos internos como O sistema nervoso para explicar o
comportamento e se basear somente no comportamento observavel os réados da caixa de
Skinner poderiam ser limitados. Apesar de ter sido acusado de defender um posicionamento

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

CAPITULO V 77



REFERENCIAS

WATSON, J. B.; RAYNER, R. Conditioned Emotional reactions. American Psychologist, v. 55, n. 3,
p. 313317, fev. 1920.

SAMPAIO, A. A. S. Skinner: sobre ciéncia e comportamento humano. Psicologia: Ciéncia e
Profissao, v. 25, n. 3, p. 37883, 2005.

MOORE, J. Behaviorisnihe Psychological Record, v. 61, n. 3, p. 4493, jul. 2011.

WATSON, J. B. Psychology as the behaviorist views it. Psychological Review, v. 20, n. 2,2. 158
177,1913.

COOPER, J.; HERON, T.; HEWARD, W. Applied Behavior Analysis. 3. ed. [s.l.] Pearson, 2020.

SKINNER, B. F. Science and human behavior. Delran, N.J.: Classics Of Medicine Library Division Of
Gryphon Editions, 1953.

SKINNER, B. F. The Behavior of Organisms: An Experimental Analysis. New York: Appleton
Century-Crofts, 1938.

SHACKELFORD, T. K.; VONK, J. Encyclopedia of Animal Cognition and Behavior. Springer eBooks,
1 jan. 2017.

MACDONALD, J. M. et al. PERSISTENCE DURING EXTINCTION: EXAMINING THE EFFECTS OF
CONTINUOUS AND INTERMITTENT REINFORCEMENT ON PROBLEM BEHAVIOR. Journal of
Applied Behavior Analysis, v. 46, n. 1, p. 33338, 20 fev. 2013.

MARTIN, G. P., JOSEPH J. BEHAVIOR MODIFICATION : what it is and how to do it. CRC Press,
2019.

SCHULTZ, W. Dopamine reward prediction error codin@ialogues in Clinical Neuroscience. 18,
n. 1, p. 2332, 2016.

GRILLNER, S.; ROBERTSON, B. The Basal Ganglia Over 500 Million Years. Current Biology, Vv. 26,
n. 20, p. R1083R1100, out. 2016.

TYE, K. M. et al. Rapid strengthening of thalaramygdala synapses mediates cgeeward
learning. Nature, v. 453, n. 7199, p. 1253257, 11 maio 2008.

JUNG, K. et al. Dopamimaediated formation of a memory module in the nucleus accumbens for
goaldirected navigation. Nature Neuroscience, 27 set. 2024.

YOSHIDA, J. et al. Cerebellar Contributions to the Basal Ganglia Influence Motor Coordination,
Reward Processing, and Movement Vigor. Journal of Neuroscience, v. 42, n. 45, p. 8845, 9
nov. 2022.

XU, Y. et al. The nucleus accumbens in reward and aversion processing: insights and
implications. Frontiers in Behavioral Neuroscience, v. 18, 9 ago. 2024.

JONES, J. L. et al. Basolateral Amygdala Modulates Terminal Dopamine Release in the Nucleus
Accumbens and Conditioned Responding. Biological Psychiatry, v. 67, n. 8, pz734, abr. 2010.

78 CAPITULO V



FUCHSBERGER, T. et al. Dopamine increases protein synthesis in hippocampal neurons enabling
dopamine-dependent LTP. eLlife, v. 13, 10 mar. 2025a.

HILL, N. J. et al. The Evoked Potential Operant Conditioning System (EPOCS): A Research Tool
and an Emerging Therapy for Chronic Neuromuscular Disorders. Journal of Visualized
Experiments, n. 186, 25 ago. 2022.

DYMOND, S. Overcoming avoidance in anxiety disorders: The contributions of Pavlovian and
operant avoidance extinction methods. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, v. 98, z@l,
mar. 2019.

WOLF, M. et al. Application of operant conditioning procedures to the behavior problems of an
autistic child: A follow-up and extension. Behaviour Research and Therapy, v. 5, n. 2, p.Z10d3,,
maio 1967.

YANG, X. et al. Financial incentive interventions for smoking cessation among Chinese smokers:
study protocol for a cluster randomised controlled trial. BMJ Open, v. 14, n. 4, p. e080344
080344, 1 abr. 2024.

DICHTER, G. S.; DAMIANO, C. A.; ALLEN, J. A. Reward circuitry dysfunction in psychiatric and
neurodevelopmental disorders and genetic syndromes: animal models and clinical findings.
Journal of Neurodevelopmental Disorders, v. 4, n. 1, 6 jul. 2012.

SALAMONE, J. The effects of nucleus accumbens dopamine depletions on continuously
reinforced operant responding: Contrasts with the effects of extinction. Pharmacology
Biochemistry and Behavior, v. 50, n. 3, p. 43443, mar. 1995.

CASTAGNE, V.; MOSER, P. K.; PORSOLT, R. D. Preclinical Behavioral Models for Predicting
Antipsychotic Activity. Advances in pharmacology, p. 3§418, 1 jan. 2009.

SILVERMAN, K.; ROLL, J. M.; HIGGINS, S. T. Introduction to The Special Issue on The Behavior
Analysis and Treatment of Drug Addiction. Journal of Applied Behavior Analysis, v. 41, n. 4, p.
4717480, 2008.

SILVERMAN, K. Exploring the limits and utility of operant conditioning in the treatment of drug
addiction. The Behavior Analyst, v. 27, n. 2, p. 28230, out. 2004.

AAOGOET AT AA ET AOAAOA OAOGEOOAT AA Oi A@OE
Journal of the Experimental Analysis of Behavior, 23 set. 2022.

CRAIG, A. R.; SHAHAN, T. A. Nondrug reinforcers contingent on alternative behavior or
T ACET 1

ROOZEN, H. G. et al. A systematic review of the effectiveness of the community reinforcement
approach in alcohol, cocaine and opioid addiction. Drug and Alcohol Dependence, v. 74, n. Iz p. 1
13, abr. 2004.

ISAKSEN, J.; HOLTH, P. An operant approach to teaching joint attention skills to children with
autism. Behavioral Interventions, v. 24, n. 4, p. 2236, nov. 2009.

MACNAUL, H. L.; NEELY, L. C. Systematic Review of Differential Reinforcement of Alternative
Behavior Without Extinction for Individuals With Autism. Behavior Modification, v. 42, n. 3, p.
3987421, 8 nov. 2017.

CAPITULO V 79



CHOW, J. J. et al. A rat model of operant negative reinforcement in opiébendent males and
females. Psychopharmacology, v. 241, n. 9, p. 172813, 20 abr. 2024.

3(!.!'(!'.h .8 !!'8N 6%, %: h ,8 08N $5,!7!'h 38 #8
induce operantbased reversal learning deficits in mice: implications for OGBpectrum
disorders. Biological Psychiatrppn 08 «z#3di, jaB. 2023 ¢ ©

WILSON, C.; HANNAN, A. J.; THIBAULT RENOIR. Serotonergic agonism and pharmacolegically
induced adolescent stress cause operaifitased learning deficits in miceNeuropharmacology, v.
244, p. 10980109801, 29 nov. 2023.

CRUZ, R. N. DA. Percalc¢os na histéria da ciéncia: B. F. Skinner e a aceitacdo inicial da Analise
Experimental do comportamento entre as décadas de 1930 e 1940. Psicologia: Teoria e Pesquisa,
V. 27, n. 4, p. 548654, dez.

80 CAPITULO V

3



GJi0JVBJIV; 2&a¢V :JAald¢i VvV E
2 dac¢cal 2370 "vJI2va¢sgiBy¢a.
cal VUecrJ ' BVOJi Qi V:Jl Er¢éa VJIE A Or ¢

DOI: 10.51859/amplla.nat298.1126 -6

Francisco Savio Pitombeira de Lima
Emanuel Adenilton Teixeira Barbos&
Alana de Freitas Pires$

Edna Maria Camelo Chaveés

1 Mestre e Doutorando do Programa de Pégraduacéo em Ciéncias Fisiol6gicas, Laboratério de Fisiofarmacologia da
Inflamacéo, Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas, Universidade Estadual do Ceara, Fortaleza
2 Mestre em Ciéncias Fisiolégicas, Laboratério de Fisiofarmacologia da Inflamacao, Instituto Superior de Ciéncias

Biomédicas, Universidade Estadual do Ceard, Fortaleza

3 Professora assistente do Programa de Pagaduacdo em Ciéncias Fisiolégicas, Laboratério de Fisiofarmacologia da
Inflamacdo, Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas, Universidade Estadual do Ceard, Fortaleza
4 Professora adjunta do Programa de Pégraduacado em Ciéncias Fisiologicas, Laboratério de Fisiofarmacologia da
Inflamacéo, Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas, Universidade Estadual do Ceara, Fortaleza

RESUMO

O teste de campo aberto € um dos paradigmas
comportamentais mais empregados em
pesquisas préclinicas para investigar a base
neurobiolégica de transtornos psiquiatricos e
avaliar novos alvos farmacoldgicos. Tratae de
um método simples e versatil que expdroedores

a um ambiente novo e controlado, permitindo
observar respostas espontaneas relacionadas a
locomogé&o e ao estado emocional. A andlise dos
dados pode ser realizada por softwares de
rastreamento ou manualmente, possibilitando
mensuracdes objetivasO aparato é dividido em
zonas centrais e periféricas para avaliar padrdes
exploratérios e indicadores de ansiedade. Entre
0s parametros avaliados destacarse distancia
percorrida, velocidade, tempo e frequéncia de
entradas na zona central, rearing, groomi,
defecacao e freezig. Esses indicadores fornecem
informagbes sobre atividade locomotora,
habituacdo e comportamentos de ansiedade ou
depressdo frente a diferentes protocolos
experimentais e intervengfes farmacologicas.

Palavras-chaves: Ansiedade. Depressao.
Disfungéo de neurotransmissoresRoedores.

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 exposegodents 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 s 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 ®&ezing.

These indicators provide information on

locomotor activity, habituation, and anxiety or

depressionrelated 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, caracterizandese por ansiedade psicogénica persistente, manifestagcdes somaticas
e disturbios do sono. Estimativas de prevaléncia apontam taxas de até 28,8%ndo classificados
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como o sexto maior fator contribuinte global para
doencas incapacitantes (Gonegt al., 2020). Além disso, esta morbidade associada a depresséo
acomete taxas maiores de 40% nestes pacientes (Clebal., 2020).

Ansiedade e depressdo sao transtornos psiquiatricos, compartilhando aspectos clinicos e
neurobiolégicos, mas com sintomas e mecanismos distintos. Enquanto a ansiedade é marcada por
preocupacdo excessiva e medo do futuro, associande a um desequilibrio de
neurotransmissores como GABA e glutamato, alteracdes em canais idnicos, mitofagia exacerbada
na amigdala e disfuncéo de circuitos neurais, a depressao envolve humor deprimido persistente e
sensacao de impoténcia, relacionada a deficiéncia de monoaminasmeco serotonina e
noradrenalina (Zhaoet al., 2024; SaizMasvidalet 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
Al 1 AKREAU jpwocqh DAOIsEdEnpA iETATAEIAS OAO RIGAA aGIA

meio da exploracdo do ambiente.

2. PROTOCOLO DO TESTE

Neste protocolo, os mais utilizados sdo camundongos e ratos, que sdo postos para avaliacdo
de comportamento autdnomo e exploratério em um ambiente novo. O experimento é realizado
em uma arena de campo aberto simples, com a superficie inferior dividida eragirantes de
tamanho igual, os quadrados inferiores escurecidos, 0os quadrados ao longo das paredes como area
periférica e o restante como area centralJuarez Gallup,1981). Além de paredes opacas de cerca
de 30 a 40 cm de altura para evitar a fuga dosedores 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 séo utilizadas (cerca de 40 a 50 cm de)ldBdam, 2003).

Os parametros principais de avaliacdo sao: atividade locomotora (cruzamentos ou
crossing, levantamentos (earing), autolimpezas grooming), numero de entradas e tempo de

permanéncia no centro, numero de entradas e tempo nas areas periféricas (proximo as paredes)
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e 0 numero da quantidade de bolos fecais (Zhaet al., 2022; Snyder; Brown; Buffalari, 2021;
Knight et al., 2021; Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019) (Figura 1).

Durante o procedimento, o animal € 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 higienizacdo da arena entre cada animal com alco@lo ou
solucdo neutra para eliminar odores que possam interferir no comportamento. De fato, &
importante salientar que a habituacdo nao € obrigatéria, mas pode ser recomendada dependendo
do objetivo experimental, como nos casos de avaliar ansiedade ou géas/respostas ao um
ambiente novo (Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019).

Na analise dos parametros, existem algumas consideragfes 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 erga@bre as patas
traseiras, com ou sem apoio nas paredes, a autolimpeza (grooming) quando o animal inicia uma
sequéncia de comportamentos de higiene, como lambse ou esfregar o focinho (podendo
apresentar estereotipias); exploracao da area central e periiéa da arena (considerando apenas
guando o animal entra com as quatro patas) quanto pelo tempo total de permanéncia nestas
regides, cronometrandese cada episédio em que o animal permanece nas zonas. Esses
parametros sdo sensiveis a ansiedade, uma vez quaedores naturalmente evitam espacos
abertos; portanto, menor tempo e menor frequéncia de entradas no centro sugerem maior
comportamento ansioso (Zhouet al., 2022; Snyder; Brown; Buffalari, 2021; Knighét al., 2021;
Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019).

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

experimental (Lampreaet al., 2008).
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Figura 1 z Parametro avaliados no teste de campo aberto

Numero de entradas e tempo

NuUmero de cruzamentos de permanéncia no centro
- e ‘ Numero de entradas e tempo de
- } = o permanéncia nas areas periféricas +
5 ] numero da quantidade de bolos fecais
[
| %
%e?
Levantamentos Autolimpezas

Fonte: Elaborado pelo préprio autor. Ano: 2025.

3. BASE NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA

O comportamento dos roedores no teste de campo aberto reflete a integracéo funcional de
diferentes estruturas cerebrais e sistemas neurotransmissores associados a regulacdo da
ansiedade, depressédo, exploracdo e resposta ao estresse. Dentre as principages envolvidas
estd a amigdala, que desempenha papel central na avaliacdo de ameacas e modula¢do do medo;
sua hiperatividade esta relacionada a comportamentos de evitacdo, como a preferéncia pelas
bordas da arena (Jonest al., 2022). A reducéo da inibigo 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 amplifiacdo de respostas de medo e evitacédo (Lalonde; Strazielle, 2017).

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

O cortex préefrontal medial, por sua vez, esta envolvido na regulacdo da resposta emocional
e no controle inibitério de comportamentos impulsivos, sendo que sua hipoatividade esta
associada a maior ansiedade e a reducao da exploragdo da regido centralrdaa(Sotoudehet al.,
2022). O estriado e 0 nucleo accumbens participam da motivacdo e do controle da atividade

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

Outro neurotransmissor relevante € a noradrenalina, envolvida na vigilancia e na resposta
fisiologica ao estresse. Sua liberagcdo pode induzir comportamentos de congelamento,
hiperlocomocéao, aumento da quantidade de excrementos ou reatividade exagerada athante
(estereotipias), dependendo do perfil do modelo experimental utilizado (Wiersielist al., 2024).

Essas regides formam circuitos interconectados, como o eixo amigdaipocampo-cortex
pré-frontal, modulando respostas comportamentais frente a estimulos ameagadores ou ambientes
novos (Lalonde; Strazielle, 2017). Dessa forma, o teste de campo aberto ciiastima ferramenta
atil para detectar alteragcbes comportamentais na avaliagdo de modelos experimentais de

transtornos neuropsiquiatricos e no teste de interveng8es farmacolégicas.

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

Na pesquisa préclinica, teste de campo aberto € utilizado para triagem de novos compostos
com potencial ansiolitico, antidepressivo ou antipsicotico, além de auxiliar na caracterizagédo do
perfil comportamental de modelos genéticos de doengas como Alzheim®arkinson, Autismo e
Esquizofrenia (Sheppardet al., 2022; Zahoveet al., 2021). A resposta comportamental no campo
aberto, como reducao da locomocéo, aumento da evitacdo do centro ou presenca de estereotipias,
pode indicar disfuncdes nos circuitos cefigrais e nos sistemas neurotransmissores que também
sdo alterados em humanos, como 0s sistemas serotoninérgico, dopaminérgico, noradrenérgico e
GABAérgico (Zhaeet 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 z Principais farmacos utilizados na avaliagcao da atividade locomotora

Farmaco Classe Efeito esperado Referéncias
Diazepam Benzodiazepinicos Alrjé?jirz]tz Zveié%g(r)ag?, Rex; Stephens; Fink, 1996;
) Mehrhoff et al., 2023.
ansiedade
Inibidores seletivos Aumenta a permanéncia Mar; Spreekmeester;
Fluoxetina de recaptacéo de no centro Rochford, 2002; Zhanget al.,
serotonina (ISRS) 2022.
. . Reduz drasticamente a Sald!’var-GonzéIez; Campos
Haloperidol Butirofenonas Rodriguez; CaneCruz, 2009;

locomocao Mohammadet al., 2023.

Gentsch; Lichtsteiner; Feer,
1987; Wehrmeisteret al.,
2010.

Aumenta a atividade e o

Clorodiazepéxido Benzodiazepinicos
tempo na zona central
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Farmaco Classe Efeito esperado Referéncias
Imioramina Triciclico Aumenta a exploracdoe| 7AOT ¢1 xOEAN
P (antidepressivo) atividade locomotora 2008; Valvassoriet al., 2022.
Fenetilaminas Estimula a atividade -1 Al OT g1 O +EO
Anfetamina (psicoestimulante) locomotora e -AT CEN 900AA
P impulsividade Chestnykh et al., 2023.
e Fenetilaminas Aumenta a afividade Souzaet al., 2016; Cariast
Metilfenidato . . locomotora e
(psicoestimulante) . o al., 2019.
impulsividade

Fonte: Elaborado pelo préprio autor. Ano: 2025.
5. CONSIDERACOES FINAIS, LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

O teste de campo aberto apresenta limitacdes como baixa especificidade, ja que alteracbes
na atividade locomotora podem indicar tanto ansiedade quanto sedacdo ou estimulacdo motora
entre as zonas, dificultando a interpretacdo isolada (Zhangt al., 2023). Os fatores como
iluminagdo, ruido, horario do experimento e manuseio prévio também influenciam o
comportamento, exigindo rigorosa padronizacao além das diferencas de sexo, linhagem, idade e
historico de manipulagdo podem gerar variabilidade (Knifgt et al.,2021). A andlise manual, por
sua vez, pode gerar viés, sendo ideal 0 uso de avaliadores cegos ou softwares de rastreamento.
01T OOAT OT h 1T AAI BT AAAOOiscrednh®@A ACADABMATIOAAT T BT

comportamentais complementares.
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RESUMO

O teste de esquiva ativa tem se consolidado como
ferramenta  translacional relevante na
investigacdo de circuitos neurais envolvidos na
resposta defensiva, sendo amplamente utilizado
em modelos préclinicos de transtornos afetivos,
ansiedade e estresse pégaumatico. O
paradigma permite avaliar o aprendizado de
evitacdo frente a estimulos aversivos previsiveis,
integrando aspectos de cogni¢cdo, motivacdo e
controle inibitério. Estudos demonstram a
participacéo critica de estruturas como amigdala,
cortex pré-frontal, hipocampo e ndcleo
accumbensia expressao e extincdo da esquiva. A
sensibilidade do modelo a manipulacdes
farmacoldgicas amplia sua aplicabilidade na
triagem de farmacos ansioliticos, antidepressivos
e moduladores dopaminérgicos. Compostos
como benzodiazepinicos, agonistas
serotoninérgicos, betabloqueadores e
psicoestimulantes tém seus efeitos
caracterizados por alteracdes na performance da
esquiva. Abordagens recentes incorporam
contextos sociais e estimulos de recompensa ao
paradigma, permitindoexplorar dimensfes como
anedonia, tomada de decisdo e cognicdo social.
Dessa forma, o teste de esquiva ativa representa
um modelo robusto para compreender
mecanismos heurais e testar intervencdes
terapéuticas em condigBes neuropsiquiatricas
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caracterizadas por respostas
excessiva ou desadaptativa.

de evitacéo

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 postraumatic
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 amygdalgrefrontal
cortex, hippocampus, and nucleus accumbens in
the expression and extinction of avoidance

AAEAOET O8 4 EA iTAAT 80
pharmacological manipulations expands its
applicability for screening anxiolytic,

antidepressant, and dopaminergic modlators.
Compounds such as benzodiazepines,
serotonergic  agonists, beteblockers, and
psychostimulants exhibit measurable effects on
avoidance performance. Recent adaptations have
incorporated social contexts and rewardbased
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 understanding the neural mechanisms
underlying defensive behavior and for evaluating
therapeutic interventions in neuropsychiatric

1. INTRODUCAO

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

O teste de esquiva ativa € 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 siasacd

de ameaca. Diferente dos modelos de medo condicionado passivo, como o teste de congelamento

(freezing), esse protocolo requer que o animal execute uma acdo motora especifica para evitar um

estimulo aversivo previsivel, como um choque elétrico, previaméa sinalizado por um estimulo

condicionado (EC) (por exemplo, um som ou luz). Tratse, portanto, de um modelo sensivel a

dindmica entre reatividade emocional e controle proativo, sendo amplamente utilizado para

investigar padrdes de evitacdo, plasticidadeeural e efeitos de intervencdes farmacoldgicas em

modelos animais (Diehlet al., 2018; BraveRiveraet al., 2014; Moscarello; LeDoux, 2013) (Figura

1).

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

¢)

Estimulo
condicionado
(som)

D

Resposta passiva
(Freezing)

ﬂ))) —\
4

Estimulo
aversivo
(choque)

PP

Resposta ativa
Esquiva)

Fonte: Autoria prépria. Ano 2025.

Representacdo comparativa entre respostas defensivas passiviee€zing 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 respostasdicionadas

apos ser repetidamente emparelhado com um estimulo incondicionado (El). Em um segundo

momento, de acordo com o0s principios do condicionamento operante propostos por Skinner
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(1938), o comportamento passou a ser compreendido como sendo moldado pelas consequéncias
gue o seguem. Skinner destacou que respostas seguidas por eventos reforcadores se tornam mais
provaveis de ocorrer no futuro, enfatizando o papel do reforco na aprermigem. A relacao entre
esses dois processos foi teorizada por Mowrer (1939, 1951), na chamada Teoria dos Dois Fatores,
que propde que o medo condicionado (pavloviano) impulsiona inicialmente a esquiva, mas sua
manutencdo depende do reforco negativo assocla a evitacdo berssucedida (operante). Esse
modelo foi posteriormente validado experimentalmente por Solomon e Wynne (1953), que
demonstraram a transicdo do congelamento para a esquiva ativa em cdes. Ao longo do
treinamento, o comportamento do animal evoliu de uma resposta passivaffeezing) para uma
acao adaptativa (esquiva).

Figura 2z 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 confeeezing 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 Motivacéo integra os dois processos: o medo inicia a resposta de esquiva e o alivio
gerado pela evitacdo bersucedida refor¢ca a manutencdo do comportamento.

Além de sua base conceitual sélida, o teste de esquiva ativa é valorizado por sua
versatilidade metodologica. Diversas variacdes foram desenvolvidas ao longo das ultimas décadas,
incluindo modelos que envolvem travessia entre compartimentos, manipulacdo ddavancas,
corrida em roda ou situagdes de conflito motivacional, como na esquiva mediada por plataforma
(Iso et al., 1988; LeDouxet al., 2017; BraveRivera et al., 2014). Cada uma dessas abordagens
oferece vantagens especificas para a investigacao déedéntes dominios do comportamento de
evitacdo, como controle motor, motivacao, supressao 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 analise comportamental, neurobiolégica e farmacoldgica. Sua aglitidade em
diferentes contextos experimentais o torna indispensavel para a compreensdo das respostas
defensivas adaptativas e de seus desvios em modelos fmiéicos de disfuncdo 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
fundamentacéo tedrica se fundamenta na Teoria dos Dois Fatores, proposta por Mowrer (1939,
1951), que integrou os principios do condicionamento pavloviano e operante para micar o
surgimento e a manutencéo 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 repetamente pareado com um El
nocivo (como um choque), gerando uma resposta emocional condicionada, comfyeezing E a
segunda onde uma acéo instrumental emitida durante o EC (como atravessar um compartimento)

é reforcada, pois evita a ocorréncia do estimulo aversivo e promove alivio.

Mas essa teoria s6 foi confirmada experimentalmente por Solomon e Wynne (1953), em
estudos com cées submetidos ao teste dhuttle box Eles demonstraram que, com o treinamento,
0sS 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 ideiaaque o comportamento € mantido por reforcamento
negativo antecipado, consolidando a validade da Teoria dos Dois Fatoresaontexto da psicologia
da aprendizagem.

Com os avancos nas neurociéncias, as formulacées comportamentais classicas da esquiva
foram ampliadas por modelos que incorporam fatores motivacionais, cognitivos e
neurobioldgicos. LeDouxet al.(2017) argumentam que a esquiva nao pode ser reduzida a simples
associacOes estimulgesposta, sendo um fendmeno multifacetado que envolve estratégias
reflexas e deliberadas, moduladas por processos como expectativa, controle e tomada de deciséo.
Estruturas como a amigdala central, o nucleo accumbens e o cortex-fygital medial participam
dinamicamente do aprendizado e da expressao 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 variagcdes metodoldgicas, que visa atender a
diferentes objetivos experimentais e hipoteses neurobioldgicas. Dentre elas, quatro configuracdes
se destacam como as mais consolidadas na literatura: a esquiva em aaig vaivém ghuttle boy,

a esquiva por corrida em roda, a esquiva por pressao de alavanca e a esquiva mediada por
plataforma. Cada uma dessas variagbes possui caracteristicas operacionais especificas,
envolvendo diferengcas nos estimulos utilizados, nofdo 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 metalicas por onde é administrado o choque (Figura 3A).
Cada ensaio se inicia com a apresentacdo de um EC, geralmente um som contouoma luz
intermitente, com duracdo média de 10 segundos. Caso o animal atravesse durante o EC, o choque
€ evitado (resposta de esquiva); se ndo houver resposta nesse intervalo, apkeaum estimulo
aversivo, geralmente um choque de 0,3 a 0,6 mA por dté segundos, que cessa caso 0 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 ITls, o animal pode
circular livremente entre os compartimentos, e essas respostas sdo frequentemente registradas
como indicativas de impulsividade, habituacdo ou conflito motivacional. A aprendizagem é
avaliada pela frequéncia de respostas de esquiva e pela reducédo progressiva nas laténcias de
travessia. Tratase 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 variagcdo menos convencional, na qual a resposta
de evitagcdo consiste na movimentac¢ao da roda giratéria. O aparato utilizado consiste em uma roda
metélica de cerca de 36 cm de didmetro, com piso formado por barrasnclutoras de latéo,
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 rotacédo continua minima de um quarto de
volta. O animal é colocado individualmente dentro da roda, instalada em uma camara isolada
acusticamente e visualmente, com iluminacéo controlada (Figura 3B).

O protocolo inicia com uma fase de habituacdo, 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 minideo90° 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 @ 0 animal n&o realize a resposta de esquiva no
tempo estipulado. O choque cessa quando o animal inicia 0 movimento rotacional, caracterizando
a resposta de fuga (Blatt, 1976).

A tarefa pode ser executada sob duas condi¢bes distintas: com ou sem punicdo das
respostas ITRs. Quando ITRs séo punidas (condicdo PUN), cada quarto de volta realizado durante
o ITI resulta na aplicagédo de um breve choque de 0,25 mA, criando um conflitonpmrtamental
adicional e aumentando a exigéncia da tarefa. Ja na condicdo sem punicdo (UNPUN), as respostas
durante o ITlI ndo tém consequéncias aversivas. O desempenho é avaliado pela proporcdo de
respostas de esquiva e pelo niumero de tentativas necess&ipara atingir critérios progressivos
de aprendizagem. A resposta é registrada apenas quando ha rotacdo continua de pelo menos um
guarto de volta, garantindo que peqguenos movimentos ou oscilacbes da roda ndo sejam
considerados (Blatt, 1976).

2.2.3.Esquiva por presséo 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 adnistracdo de um
estimulo negativo, usualmente um choque elétrico aplicado ao piso da camara experimental
(Figura 3C). Por nao envolver respostas inatas de defesa, como correr ou pular, esse modelo exige
uma aprendizagem mais elaborada e € sensivel a intengdes farmacologicas e manipulacdes
motivacionais (Brennan; Beck; Servatius, 2003).

No estudo conduzido por Brennaret al.(2003), ratos foram treinados em um protocolo de
esquiva com ensaio discretodiscretetrial ). O experimento consistia na apresentacdo de um tom
continuo de 1000 Hz com duracao de 60 segundos, servindo como EC. Se o animal pressionasse a
alavanca durante esse intervalo, o choque era evitado e iniciasa um periodo de seguranca

sinalizado por umaluz piscante. Caso nédo 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 diferentesrdcoes fixas do sinal de seguranca

(1, 2, 4 ou 6 minutos). Os autores observaram que todas as duracdes do sinal permitiram aquisicao
eficiente da resposta de esquiva, mas duracdes mais curtas foram associadas a maior frequéncia
de pressbes de alavanca dante o periodo seguro, possivelmente indicando maior estado de
ansiedade residual.

Por outro lado, Fernandeet al.(2014) empregaram um modelo de esquiva por alavanca em
regime de operacéo livre {ree-operant avoidancg, no qual o animal podia emitir a resposta
instrumental a qualquer momento, sem delimitagdo por tentativas discretas. Neste protocolo, a
resposta de alavanca evitava a aplicacado do choque e era seguida pela apresentacdo de um sinal
de seguranca auditivo @ 5 segundos (ruido branco ou tom de 2900 Hz). As respostas realizadas
durante o sinal de seguranca ndo produziam qualqueonsequéncia, 0 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 nao sinalizado, sugiedo que o sinal possuia propriedades inibitérias condicionadas.
Além disso, foi observado que o sinal de seguranca funcionava como um reforcador condicionado
da resposta de esquiva, mantendo a emissdo da resposta mesmo na auséncia do estimulo aversivo
primario (choque).

2.2.4. Esquiva mediada por plataforma

A esquiva ativa mediada por plataforma € um modelo experimental que avalia a
aprendizagem aversiva sinalizada em situacdes de conflito entre a busca por recompensas e a
evitacao de estimulos ameacadores. Nesse modelo, o animal aprende a evitar um chogeei§to
por um estimulo auditivo condicionado ao se posicionar sobre uma plataforma elevada situada
dentro da mesma camara onde ocorrem 0s eventos aversivos. Ao contrario dos testes tradicionais
de esquiva ativa, em que o animal precisa locomowvee para ouro compartimento, nessa variagao
0 comportamento de esquiva se da pela permanéncia do animal sobre a plataforma, mesmo com
a presenca de reforcadores positivos em outra area da camara, o que caracteriza uma situacao de
decisdo baseada em custbeneficio (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, sdo submetidos a fase gi@s&do da

esquiva, que compreende sessdes diarias de apresentacdo de um EC, geralmente um som puro de
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4 a 6 kHz com intensidade de 75 dB e duracao de 30 segundos, imediatamente seguido por um El,
um choque breve (0,40,5 mA por Iz2 segundos), aplicado pela grade do piso. Durante o EC, os
animais podem evitar o choque ao se posicionarem voluntariamente sabra plataforma,
localizada no canto oposto a alavanca e ao comedouro, 0 que implica interromper o
comportamento de busca por recompensa (Lopeloraga; Luyten; Beckers, 2025; Kramegt al.,
2025).

AdaptacOes recentes do modelo incorporaram o contexto social a tarefa. Kramedral.
(2025) propuseram uma variagdo denominadaSocial Partner PMAna qual dois ratos s&o
colocados em lados opostos de uma camara dividida por uma barreira translicida e perfurada.
Ambos os animais passam pelo mesmo protocolo de condicionamento, mas com acesso visual,
olfativo e auditivo ao seu par. Essa modificacdo pmitiu investigar como a presenca de outro
animal da mesma espécie influencia a aquisicdo e expressdo das resp® de esquiva,
congelamento e supressdo da alavanca. Os autores observaram que, embora os indices
comportamentais basicos de esquiva ndo diferissem entre os contextos social e solitario, os
animais no contexto social apresentaram maiofreezingao final do treinamento, sugerindo um
impacto modulador da presenca social sobre a expressdo emocional do medaafner et al,
2025).

Figura 3 z VariagBes 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 propria. Ano 2025.

(A) Caixa de vaivém $huttle Bo). (B) Modelo de corrida em roda. (C) Modelo por resséao 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 aquisi¢éo
de respostas defensivas aprendidas, como o comportamento de esquiva ativa. Durante o
condicionamento, EC, como sinais auditivos, e El, como choques elétricos, sdocdos 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 execucao de
respostas defensivas, incluindo o ndcleo central da agdala (CeA), uma via critica para a
expressao do medo condicionado (Brav®iveraet al., 2014; LeDowet al,, 2017).

Estudos com inativacdo farmacoldgica demonstram que o BLA € essencial para a expressao
da esquiva ativa, e sua inibicdo reduz esse comportamento (BraRiveraet al., 2014).

A CeA, por sua vez, é fortemente envolvida na expressao de respostas reflexas passivas,
como o congelamento, mediadas por vias pavlovianas. Em contrapartida, o aprendizado
instrumental requerido para a esquiva ativa depende da inibicdo funcional dessas pestas
reflexas. Essa modulacdo ocorre por meio de circuitos corticais, como o0 cortex {n@ntal
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
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amigdala lateral sdo necessarios para a formacdo da meméria do medo condicionadditivo,

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

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

O cortex préfrontal medial (CPFm) € uma estrutura fundamental para a regulacdo da
expressao de comportamentos defensivos, integrando informacdes contextuais e emocionais para
modular a selecdo entre respostas passivas e ativas. Suas principais subareadrtex prelimbico
(PL) e o cortex infralimbico (IL), apresentam papéis funcionalmente distintos nesse processo. O
PL esta diretamente envolvido na expresséo da esquiva ativa. Dados experimentais demonstram
que sua inibicdo farmacologica reduz significataamente 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 (BreRiveraet 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 extingdo do medo. Sua
ativacao esta associada a supressao da esquiva apos a retirada do estimulo avervorecendo
a transicdo para comportamentos adaptativos em contextos seguros (LeDabal.,2017).

Do ponto de vista neuroquimico, o0 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 Zgpssi, a
serotonina no CPFm promove comportamentos de evitagédo passiva, estando associada ao controle

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

3.3. HIPOCAMPO: CODIFICACAO CONTEXTUAL E GENERALIZACAO

O hipocampo, especialmente sua porcao dorsal, desempenha papel fundamental na
codificagao contextual de experiéncias aversivas. Essa estrutura permite ao organismo distinguir
entre ambientes seguros e ameacadores, modulando a expressao de comportamentdsragvos
de forma adaptativa. LesOes hipocampais comprometem a capacidade de discriminar esses
contextos, favorecendo a generalizacdo do medo e resultando em prejuizos na esquiva adaptativa
(Blanchard; Blanchard, 2001).

A participacdo do hipocampo na modulacdo 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 neurotréfico derwalb cérebro)

e a CREB (proteina ligadora do elemento de resposta ao AMPc) também desempenham papel
essencial na consolidacdo das memodrias associativas relacionadas ao contexto, sendo

especialmente relevantes na regulacéo da generalizacdo do medo (Zelikkwst 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 aproximacao e esquiva. Ele recebe aferéncias do cortex-fsoital medial,
hipocampo e amigdala, sendo uma interface critica entre os sistemas de recompensa e aversao,
modulada principalmente pela dopamina mesolimbica (Brav®iveraet al.,2014).

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

dindmica e preditiva: em modelos de esquiva sinalizada, surtos de liberacdo 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 (Olestal.,2012).

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

consequéncias negativas (Olesoet al., 2012; BraveRiveraet 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. LeDeual. (2017) e
Moscarello e LeDoux (2013) discutem como a esquiva ativa oferece uma abordagem translacional
relevante para entender o0s 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 investigacao
do transtorno de estresse poédrauméatico (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, Krameet al.(2025) utilizaram uma versao adaptada do paradigma de
esquiva mediada por plataforma, inserindo elementos de recompensa e tomada de decisdo em
ambiente social. Os autores observaram que o conflito entre evitacdo de um estimulo aversivo e a
busca por refolcadores positivos permite investigar comportamentos compativeis com sintomas
de anedonia e disfun¢do motivacional observados em quadros depressivos.

A sensibilidade do teste de esquiva ativa a manipula¢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 €jEan, assim
como agonistas BHT1A, como a buspirona, promovem reducdo da esquiva, atuando sobre
circuitos de defesa mediados por GABA e serotonina, respectivamente.

Bushet al.(2010) demonstraram que a administracao intraamigdalar de propranolol, um
AT OACI tadrénérdico, finibe a aquisicdo de respostas condicionadas de medo auditivo,
embora néo interfira em sua consolidacédo. Esses achados ressaltam o papel da norepinefigna
facilitacdo da aprendizagem aversiva e destacam a utilidade do teste de esquiva para avaliacéo de
farmacos que atuam sobre esse sistema.

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

em regime de operacdo livre para estudar os efeitos da sinalizacdo de seguranca sobre o
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comportamento de evitagcdo. 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 atil para avaliar substancias ansiogénicas ou desorganizade da inibicao
comportamental, como os psicoestimulantes.

No campo da farmacologia experimental, Olesoat al. (2012) demonstraram que a
liberacao 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 o0 uso da esquiva ativa como modelpara estudar a modulacdo dopaminérgica da
motivacao e da acao dirigida a evitacao.

Além disso, Krameret 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 comdreezing mesmo quando a performance de esquiva ativa permanece
inalterada. Isso abre espaco para a investigagcdo de compostos que afetam a cognigéo social e os
comportamentos afiliativos no contexto da evitacao.

Bravo-Riveraet al.(2014), por sua vez, identificaram que a ativacdo da via BgAc shell
€ necessaria e suficiente para a expressado da esquiva ativa, reforcando a relevancia do circuito

dopaminérgico e da avaliacdo da valéncia emocional na selecédo da resposta defensiva.

5. LIMITACOES E DESAFIOS METODOLOGICOS

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

Uma das principais dificuldades envolve a distincdo entre respostas de esquiva ativa e
congelamento, que podem competir entre si ao longo do treinamento. Estudos de Moscarello e
LeDoux (2013) e BraveRiveraet al.(2014) mostram que, nas fases iniciais do condicionamento,

o animal tende a exibir respostas passivas como o congelamento, especialmente quando a ameaca
€ inesperada ou pouco controlavel. Apenas ap0s certo aprendizado, a esquiva se consolida como
estratégia dominante, modulada pelo cértex prdrontal medial. No entanto, essa transicdo pode
variar amplamente entre individuos, linhagens e condi¢cfes experimentais.

Outra limitagdo envolve a variabilidade entre protocolos. Existem diversas versdes 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 d&arco e a complexidade

da tarefa. Essa diversidade metodologica dificulta a comparacéo direta entre estudos e pode
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comprometer a reprodutibilidade dos achados, como apontado por Fernandst 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, habituacdo cuidadosa dos
animais e controle preciso de variaveis como intensidade do choque, duracdo do estimulo
condicionado e tempo entre tentativas. Pequenas variacfes nesses parametrosigra impactar
significativamente a aquisi¢cdo da resposta, como relatado por Blatt (1976) e Brennaimal. (2003).

Em relacdo a validade translacional, embora muitos farmacos com eficacia clinica
demonstrem efeitos previsiveis no modelo (como ansioliticos que reduzem esquiva), nem sempre
0S comportamentos observados sédo diretamente equivalentes aos sintomas humanosr Po
exemplo, o comportamento de esquiva pode representar tanto um sinal de medo adaptativo
quanto uma estratégia motivacional baseada em refor¢co negativo, o que levanta questbes sobre
sua especificidade diagnéstica (LeDouwat al., 2017).

Por fim, estudos como os de Kramegt al. (2025) e Zelikowskyet al.(2013) apontam para
a influéncia de fatores contextuais e sociais na expressao 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 quaterpretacdes simplistas devem ser evitadas.

6. CONSIDERACOES FINAIS

O teste de esquiva ativa € uma ferramenta valiosa na investigacdo dos mecanismos neurais
e comportamentais relacionados a aprendizagem aversiva, regulacdo emocional e tomada de
decisdo. Sua sensibilidade a manipatdes farmacoldgicas e circuitos cerebrais especificos o torna
atil no desenvolvimento de novos farmacos para transtornos psiquiatricos.

Apesar de sua robustez, o modelo apresenta limitacdes metodoldgicas e exige padronizacéo
cuidadosa e interpretacdo criteriosa dos dados. Ainda assim, sua versatilidade e validade
translacional reforcam seu papel central na neurociéncia comportamental e paicofarmacologia

pré-clinica.
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RESUMO

O modelo dekindling € amplamente utilizado na

pesquisa préclinica em epilepsia, permitindo a

investigacdo dos mecanismos neurobiolégicos
subjacentes a epileptogénese. A indugéo repetida
de estimulos sub convulsivos em éreas
especificas do cérebro resulta em crises
progressivas, proporcionando uma plataforma

para estudar a evolucdo da doenca e testar
potenciais terapias. Este modelo tem sido
fundamental na compreensdo da resisténcia
farmacoldgica, afetando até 40% dos pacientes
com epilepsia refrataria, e na analise de

comorbidades psiquiatricas associadas, como a
depressdo, que compartilham substratos
neurobiolégicos semelhantes entre humanos e
animais. Além disso, &indling tem sido essencial

para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas, incluindo a avaliacdo de farmacos
antiepilépticos e modificadores da doenca.
Apesar de suas contribuicdes significativas, o
modelo  apresenta limitagbes, 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 avanco do entendimento da
doenca e o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes.

Palavras-chave: Kindling. Epilepsia. Préclinico.
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 seizues, 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 associategsychiatric 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 diseasemodifying
interventions. Despite its significant

contributions, the model presents limitations,
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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 inducéo a epilepsikindling € um modelo convulsivo caracterizado pela
susceptibilidade da ocorréncia de convulsdes devido a aplicacdo constante de estimulos elétricos
em regides especificas no cérebro de mamiferogirfdling elétrico), ou por indugdo quimica
constante, com drogas em doses subconvulsivantekir{dling quimico). No kindling, ocorrem
alteracdes estruturais e funcionais de neurénios, no qual a sinapses glutamatérgicas excitatorios
e GABAérgicas apresentam desequilibrio eletrofisioldgp (Schreber, 2001). Seu principal objetivo
€ simular o processo de epileptogénese em um cérebro saudavel, a fim de compreender seus
mecanismos fisiopatologicos 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 descarga
eletrograficas. Entretanto, com a repeticdo constante das descargas, ocorreu alteracdes nas
respostas aos estimulos, tornand@e mais intenso. Essa alteracédo foi caracterizada por descargas
epilépticas, automatismos comportamentais e, consequentement®nvulsdes clénicas bilaterais.

&1T E AAT T 1 Kihdod éffecB AT OAT T EOT 601 AA Al OAOAeeAO 1TAOD
dessa estimulagcdo elétrica repetitiva. Os estudos realizados por Goddard evidenciou que a
quantidade de estimulacfes necessarias para provocar crises motoras presenteshg E T & 1 A£ll €
ideal em intervalos de 24 horas ou mais.

Em 1972, Mason e Cooper criaram um método de indugcdo quimidadling utilizando o
pentilenotetrazol (PTZ). A administragcdo de PTZ (20mg/kg) a cada 48 horas causou crises
mioclénicas que evoluiram para crises ténicalénicas generalizadas em ratos (Mason e Cooper,
1972). Posteriormente, estudos realizados por Karler, que peoduziu o modelo em camundongos
utilizando doses crescentes de PTZ, concluiu que a administracédo de PTZ (50mg/kg) a cada 24 ou
48 horas induziu em torno de 80% dos animais, apés a apdicdo da droga em 15 injecBes (Karler
et al., 1989).

A partir deste modelo, é possivel avaliar uma gama de altera¢cdes comportamentais

complexas que mimetizam a condigao humana. Os pesquisadores analisam desde a progresséao das
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crises, observando estagios como inquietacdo e espasmos (Shahpari, 2019), até déficits cognitivos,
como falhas de memoaria espacial e de reconhecimento (Mortazavi et al., 2005). Além disso, o
modelo permite o estudo de alteracdes emocionais, como comportante analogos a depresséo e
a ansiedade, que sao quantificados por meio de testes especificos como o nado for¢cado e o labirinto
cruz elevado (Godlevsky et al, 2014: Zhu et al., 2017)

Este capitulo detalha como modelos como kindling sao 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 inducao gradativa da excitabilidade neuronal, permitindo
o estudo dos mecanismos de plasticidade sinéptica e das alteracdes comportamentais associadas
a cronificacdo das crises. A resposta convulsiva evolui de forma previliv partindo de
manifestacfes discretas até crises toniecldnicas generalizadas, o que confere ao método alta
reprodutibilidade e sensibilidade a acdo de farmacos anticonvulsivantes (Mao et al., 2019).

Para a conducédo do protocolo, é essencial a disponibilidade e o uso adequado de materiais
e equipamentos laboratoriais. Entre o0s itens basicos, inckge aparato transparente para
observacdo comportamental dos animais (40 x 40 x 30 cm) e cronOmetro. Algurecursos
adicionais, como sistemas de video e softwares de analise comportamental, podem ser
empregados para registro e quantificacao das crises.

O modelo pode ser conduzido por dois métodos principais: inducdo quimica e inducgéo
elétrica. No kindling quimico, o agente mais amplamente utilizado € o pentilenotetrazol (PTZ),
considerado o padrdo ouro para inducdo de convulsdes subclinicas. O PTZ é lgerate
administrado por via intraperitoneal na dose de 35 mg/kg. A administracdo 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 pgressao das respostas convulsivas pode
ser quantificada pela Escala de Racine Modificada, apresentada na Tabela 1, que permite
classificar a gravidade dos episddios de acordo com parametros motores e comportamentais
(Erum et al., 2019).
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Tabela 1 z Parametros utilizados nos testes de convulséo

ESCALA DE RACINE MODIFICADA
GRAU COMPORTAMENTO
Auséncia de manifestacdes clinicas visiveis
Tremores nas vibrissas e movimentos faciais simples
Clonicas unilaterais nos membros anteriores ou cauda
Clonicas bilaterais intensas com espasmos musculares
O2AA0ET Co j NOAT AT 1 AT EI Al ¢
com clbnicas generalizadas
Convulsbes toniceclonicas generalizadas
Extenséo tonica dos membros posteriores, podendo levar o
animal a morte
7 Convulséo fatal
Fonte: (Erumet al., 2019)

AIWIN|FL O
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No kindling elétrico, a sensibilizacdo neuronal € 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 aparelbteeeotaxico. Eletrodos
bipolares de nicromo (100 um) séo implantados na regido alvo e fixados com cimento acrilico e
parafusos de aco inoxidavel. Ap6s um periodo de recuperacdo de aproximadamente dez dias,
inicia-se o protocolo de estimulagdo com pulsodédricos (60 Hz, 2 s de duracéo, pulsos bifasicos
de 1 ms a2 V) até a determinacao do limiar de pékescarga (AD). Esse valor serve como referéncia
para as estimula¢cbes subsequentes, aplicadas de forma regular até o estabelecimento do quadro
epiléptico. Assim como no modelo quimico, a severidade das crises € 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 0 tempo total necessario para o estabelecimento do estado epiléptico. hagbes
complementares, como analises imundiistoquimicas e comportamentais, podem ser empregadas

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

3. BASES NEUROLOGICAS DO KINDLING

A compreensdo sobre 0os mecanismos que originam as crises epilépticas € 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 slodde kindling
(Goddard et al., 1969) estabelecese 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 (L6sche?017).
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O fenbmeno de kindling pode ser definido como um processo de epileptogénese gradual,
no qual a aplicacéo repetida de um estimulo de baixa intensidade, inicialmente ineficaz, passa a
deflagrar crises progressivamente mais severas. Essa evolucéo é classigamdocumentada pela
Escala de Racine (1972), que descreve a transicao desde manifestacées motoras focais (estagios 1
e 2) até uma crise téniceclonica generalizada (estagio 5). O aspecto mais notavel do modelo é a
inducdo de alteracdes neuroplasticas peranentes. Uma vez que o0 cérebro atinge o estagio
completo de kindling, ele desenvolve uma suscetibilidade crbnica a crises, de modo que um dnico
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 tdo valioso para o estudo da
epilepsia como uma condigao cronica (Bertram, 2007).

A base neurobioldgica para esta transformacéo duradoura esta em alteracbes na eficacia
da comunicacdao sinaptica, um processo que compartilha mecanismos com a Potenciacéo de Longo
Prazo (PLP) (Schwartzkroin e Wyler, 1980). Pesquisas mais recentes aprofundar essa
compreensao, revelando que o kindling envolve uma complexa cascata de eventos moleculares,
como a modulacao de receptores (NMDA e AMPA), alteracdes na expressao génica, reorganizacao
de circuitos e até processos de neuroinflamacéo (Scorza et aD09; Ldscher, 2017). No nivel
celular, essa hiperexcitabilidade se manifesta como despolarizacdes de grande amplitude que
sustentam salvas de potenciais de acdo. As pdsscargas (afterdischarges) geradas no foco
primario séo cruciais para o recrutamento @ neurénios vizinhos, impulsionando a potenciacao
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 fenbmesob a 6tica da
teoria de redes, propondo que o kindling promova a organiza¢éo de uma rede neuronal epiléptica
distribuida. Com o tempo, essa rede se fortalece e torsa mais facilmente ativavel, o que oferece
uma explicacdo plausivel para a propagacao déividade convulsiva e a cronificacdo da epilepsia
(Bertram, 2007; Loscher & Schmidt, 2011).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

O kindling apresenta grande relevancia na neurociéncia experimental, permitindo
investigar alteracdes anatémicas e moleculares decorrentes de eventos epileptogénicos, incluindo
neurodegeneragdo generalizada, neuroinflamacdo, desregulacdo de canais idnicestresse

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

Entre suas aplicacdes praticas, destac® 0 estudo e desenvolvimento de novas moléculas
capazes de reduzir a progressdao do kindling, possibilitando a identificacdo de farmacos
antiepilépticos ou modificadores da doenca. Estudos recentes demonstraram queeirvencdes
farmacoldgicas com compostos moduladores de canais iGnicos ou agentes antioxidantes podem
retardar o aparecimento de crises ou reduzir sua severidade em animais submetidos a essa
estratégia experimental (Li et al., 2021).

Além disso, o kindling é fundamental para investigar os mecanismos moleculares
envolvidos na resisténcia a medicamentos em pacientes com epilepsia refratéria, condicdo que
afeta até 40% dos individuos tratados com dois ou mais anticonvulsivantes e que méspondem
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 desemvimento de tratamentos mais
eficazes.

A metodologia também possibilita 0 estudo de comorbidades psiquiatricas frequentemente
associadas a epilepsia, como a depresséao, cujo substrato neurobiolégico apresenta semelhancas
entre animais e humanos (Welzel et al., 2020; Marazati et al., 2017). Animmaubmetidos ao
kindling frequentemente apresentam alteracbes 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, € importante reconhecer suas limitagcdes. Nem todas as formas
de epilepsia humana podem ser reproduzidas, e nem todos os animais submetidos ao protocolo
desenvolvem convulses progressivas, o que gera variabilidade experimental. Alélisso, essa
estratégia experimental exige acompanhamento prolongado e cuidadoso, aumentando o trabalho
necessario e demandando rigor ético e técnico na manipulacdo dos animais (Erkil; Arihan, 2015;
Moshé et al., 1981).

Por permitir analises anatdomicas, moleculares e comportamentais, o kindling continua
sendo um recurso essencial na pesquisa padinica, fornecendo subsidios para estratégias
terapéuticas e para a compreensdo de complicacdes associadas a epilepsia, coregisténcia 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 investigagdo dos mecanismos
de epileptogénese e na avaliacdo de potenciais agentes anticonvulsivantes, o modelo kindling
apresenta limitacfes e desafios metodologicos que devem ser cuidadosamente adermdos na
conducdo experimental. Um dos principais entraves é a alta taxa de mortalidade observada
durante protocolos prolongados, especialmente nas fases avancadas de sensibilizacdo, quando as
crises se tornam mais severas e podem evoluir para statusikgpticus. Essa limitacéo foi relatada
em estudos experimentais que observaram perda significativa de animais durante o processo de
sensibilizacdo convulsiva induzida por agentes quimicos como o pentilenotetrazol (Erkil &
Arihan, 2015; Li et al., 2021). Es fator pode comprometer o tamanho amostral e impactar a
andlise 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 ndo desenvolvepr@gressao tipica
das crises, mesmo apos multiplas exposicdes, 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 hormonali mesmo a farmacocinética do agente indutor,
resultando em inconsisténcias na padronizacdo do modelo.

Outro desafio metodologico recorrente € a reprodutibilidade entre diferentes laboratorios,
ja que pequenas variacdes nas condicfes ambientais como temperatura, ciclo claro/escuro, ruido
e manuseio dos animais, bem como na pureza do composto quimico, inidage e frequéncia dos
estimulos aplicados, podem alterar o limiar convulsivo e a taxa de progresséao das crises (Erkiul &
Arihan, 2015). A avaliacdo comportamental das crises, frequentemente baseada na escala de
Racine, também constitui uma limitacdo impornte, uma vez que depende da observacédo direta
e da interpretacdo do pesquisador, o que pode introduzir subjetividade e vieses, especialmente
nas fases iniciais do processo de sensibilizacdo, quando o0s sinais comportamentais sdo sutis
(Reddy et al., 2024).

Somamse 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 inc@iéncias na
execucao do protocolo podem comprometer a progressao do kindling e gerar resultados de dificil
comparacao entre estudos. Assim, embora o modelo kindling permaneca como uma ferramenta

experimental de grande valor translacional, seu uso demandaor metodologico e padronizacao
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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 convulsdo induzidos por agentes
quimicos representam uma ferramenta
fundamental na pesquisa translacional da
epilepsia. Ao utilizar agentes como o
pentilenotetrazol  (PTZ), estes modelos
mimetizam o desequilibrio  entre a
neurotransmissdo  excitatgGia e inibitoria,

replicando a fisiopatologia de epilepsias humanas
e permitindo a investigagdo de novos farmacos e
das comorbidades associadas as crises. Contudo,
0 capitulo aborda criticamente as limitacGes
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 discussado reforca que a padronizagéo
rigorosa é um prérequisito para mitigar tais
desafios, garantindo a robustez e a confiabilidade
dos dados préclinicos e fortalecendo sua
aplicacdo no desenvolvimento de novas terapias.

Palavras-chave: Convulsdo. Modelo animal.
Indug&o 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 ddicits 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, advers 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.
Chemical

Keywords: Seizure. Animal model.

induction. Pentylenetetrazol.



1. INTRODUCAO

O teste de convulsado induzido por agentes quimicos trat®e de um modelo préclinico no
qual se utiliza de compostos quimicos (denominados quimioconvusivantes) para inducdo de
crises convulsivas, a fim de avaliar o potencial anticonvulsivante de determidas substancias. A
inducdo quimica ao status epilepticus € a abordagem mais utilizada para inducédo a epilepsia
cronica (Doodipala, 2013). O objetivo dos modelos quimicos diferem de acordo com a metodologia
utilizada, podendo ser modelos in vitro, focado r@mecanismos epileptogénicos como a inibicédo
das respostas ao GABA e a glicina e descargas repetidas espontaneas, e modelos in vivo, buscando
mimetizar a sindrome epiléptica, através das alteracfes fisiopatologicas, eletrofisioldgicas,
comportamentais e neiroquimicas capazes de reproduzir crises convulsivas (De Deyn, et al.,
1992).

Historicamente, o campo ganhou for¢ca 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 convulsédo
por eletrochoque méximo. Logo, o modelo de liminar PTZ tornese o principal modelo préclinico
de estudo para identificacdo dos farmacos utilizados atualmente no teahento de crises
epilépticas.

Além do PTZ, outros agentes com diferentes mecanismos de acdo sdo amplamente
empregados para induzir estados convulsivos. A pilocarpina, por exemplo, um composto
colinérgico muscarinico, induz alteracdes comportamentais progressivas até o status epilepscu
limbico. Outra abordagem utiliza aminoacidos exégenos 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 indpesua acao
calmante. A estricnina, por sua vez, age de forma similar, mas bloqueando a acdo de outro
neurotransmissor inibitorio, a glicina, o que resulta em convulsdes predominantemente ténicas
extensoras.

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

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

Para a realizacdo de protocolos de indugdo convulsivante por meio de agentes quimicos, é
essencial, atentarse, primeiramente, a disponibilidade e ao uso adequado de materiais e
equipamentos comumente utilizados. Dentre eles, destacase: aparato transparete para
observacdo comportamental do roedor (40 x 40 x 30 cm), sistema de video (quando se deseja
registrar o teste), equipamento de biosseguranca e crondmetros para mensuragcao precisa dos
parametros que serdo analisados (Aquinet al., 2025).

Ao tratar dos critérios utilizados nesses protocolos, observae 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 funcdes, estdo presengetabela 1.

Tabela 1z Parametros utilizados nos testes de convulséo

PARAMETRO FUNCAO
Laténcia das convulsdes Mensurar o tempo que o0 animal leva até a
primeira convulsao ténico-clénica

Laténcia de morte Mensurar o tempo da primeira convulsao
tonico-clnica até a morte do animal
NuUmero das convulsdes Soma da quantidade de episodios
convulsivos apresentados pelo animal
Tempo total das convulsées 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 propor¢ao 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 propria.

Além de conhecer os materiais necessarios e os parametros que podem ser selecionados, é
excepcional manter os animais em condi¢cdes ambientais controladas, tendo em vista o impacto
que essas condi¢gbes podem gerar no momento do experimento, tais como: ma@atéemperatura
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 encontrouse com o0 minimo de 25g e com maximo de 35g, sempre
permitindo a alimentag&o e o0 acesso a agua de forma constante

Cada agente quimico apresenta particularidades que devem ser consideradas durante o

protocolo, como por exemplo a induc&o por meio de pilocarpina, em que apos 45 min da aplicacéo
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do tratamento escolhido, é adicionado uma dose de Metilborometo de escopolamina para bloquear
os efeitos colinérgicos periféricos que podem surgir €, apos 15 min, administsa a dose escolhida

de pilocarpina (IslasEspinoza 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 inducéo por PTZ que, em estudos mais atuais, pode ser de até 1 hora (Ageiral.,
2025). A inducéo por pilocarpina, por sua vez, ¢gendendo da dose, permite a observacao do
animal em até 2 horas, diferentemente do acido cainico, que pode ser analisado em até 30 minutos
apos a administracao (Fengt al., 2020) (IslasEspinozaet al., 2018).

Dessa forma, a indugdo convulsiva por agentes quimicos integra a escolha criteriosa do
indutor, o controle rigoroso de parametros comportamentais, a padronizagcdo ambiental e a
adaptacdo as particularidades de cada substancia. Esse conjunto de fatores ptgrabter dados
confiaveis e reprodutiveis, oferecendo uma base sdlida para a analise dos mecanismos das crises

convulsivas e a avaliagdo de intervencdes terapéuticas em modelos-gtiicos de epilepsia.

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

A epilepsia é uma desordem neuroldgica 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 fendbmeno esta achipigabilidade
neuronal, desencadeada por um desequilibrio entre o neurotransmissor excitatorio glutamato e o
inibitério acido gama-aminobutirico (GABA). Essa disfuncéo reduz o limiar convulsivo e provoca
a superestimulacéo de receptores glutamatérgicospomo NMDA e AMPA, um processo central na
epileptogénese (Treiman, 2001; Rogawski et al., 2001). O resultado é a excitotoxicidade:
despolarizacéo excessiva dos neurdnios e influxo intenso de calcio, ativando vias que podem levar
a disfuncéo e morte celulafMcNamara et al., 1988).

No entanto, a hiperexcitabilidade de neurdnios isolados ndo € 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 hipereabilidade
individual e hipersincronia de redes neuronais € o que efetivamente desencadeia as crises
convulsivas (Britton; Benarroch, 2006; Fisher et al., 2017).

Crises recorrentes provocam alteracdes neuroanatdbmicas e neuroquimicas significativas,
sendo a esclerose hipocampal (EH) uma das consequéncias mais comuns. A EH caractezipala
perda neuronal e gliose, afetando principalmente as regides CA1 e CA3 dmhampo (Krook et

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

O dano neuronal na ELT nado se limita ao hipocampo, estendersl a regides vizinhas
como giro parahipocampal, uncus e amigdala, bem como a areas distantes. Estudos apontam
reducdo do volume talamico, atrofia cerebelar e afinamento da substancia cinzenta éobos
temporais, cingulo posterior e tAlamo (Menassa; Sloan; Chance, 2017; Cormack et al., 2005; Cooper
et al., 1976). Essas alteracdes estruturais acompanham mudang¢as neuroquimicas, como aumento
de creatina e Nacetil aspartato e reducao de colina no pocampo de pacientes com ELT (He et al.,
2021; Hammen; Kuzniecky, 2012).

Por fim, essas modificagBes estruturais e quimicas manifestase como déficits funcionais
relevantes. A atrofia do sistema limbico e a diminui¢cdo de colina, neurotransmissor vital para a
comunicacao neuronal, estdo diretamente associadas a prejuizos na ndeia verbal, de curto
prazo e no aprendizado espacial, sendo que altera¢des cognitivas sdo frequentes em pacientes com

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

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

O modelo de convulsdo induzida por agentes quimicos é amplamente utilizado em
pesquisas préclinicas para investigar a excitabilidade neuronal e avaliar respostas farmacoldgicas
em crises agudas. Ele permite estudar de forma controlada como diferentes f@tos podem
atenuar ou prevenir episédios convulsivos, fornecendo dados importantes para a otimizacdo de
tratamentos (Erkdl, Arihan, 2015; Li et al., 2021).

Além disso, o modelo possibilita examinar alteracfes neuroquimicas e estruturais
associadas a convulsées intensas, incluindo desequilibrios entre neurotransmissores excitatorios
e inibitérios e estresse oxidativo, que podem resultar em déficits cognitivas comportamentais
semelhantes aos observados em pacientes com epilepsia (Li et al., 2021; Moshe et al., 1981). Essas
andlises ajudam a relacionar eventos convulsivos agudos a repercussdes funcionais, oferecendo
uma perspectiva translacional valiosa para aompreensao da doenca em humanos.

O modelo quimico também € util para investigar mecanismos de neuroprotecdo e
potenciais efeitos adversos de medicamentos, permitindo avaliar a capacidade de intervencdes
farmacologicas em modular a excitabilidade neuronal e reduzir complicacdes associadasrises
severas (Erkdl, 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, 0 modelo de convulsao induzida por agentes quimicos se destaca por gerar
dados robustos e aplicaveis clinicamente, consolidangge como uma ferramenta essencial na
pesquisa préclinica para entender os mecanismos biolégicos das crises e mporar 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-ptimica devido a sua
capacidade de induzir crises de forma rapida e reprodutivel. No entantesses protocolos
apresentam diversas limitacdes e desafios metodoldgicos que podem impactar a confiabilidade e
a interpretacéo 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 requeioatras 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, 0
que afeta a andlise estatistica e levanta questdes éticas importantesiggtndo monitoramento
constante e definicdo clara de limites experimentais (Loscher, 2011).

Além disso, a padronizacdo dos protocolos incluindo dose, via de administracdo, tempo de
observacédo e critérios para classificacdo das crises € crucial para assegurar a comparabilidade
entre estudos. Pequenas diferencas nessas variaveis podem alterar dieasinente os resultados,
limitando a replicabilidade (McCandless & Finesmith, 2008).

Outra limitacdo metodoldgica € que esses modelos reproduzem principalmente crises
agudas, dificultando a analise de processos cronicos de epileptogénese e da progressao da doenca,
0 que restringe o estudo de mecanismos de epilepsia refrataria ou epileptaggse lenta (Yuskaitis
et al., 2021).

Por fim, a avaliacdo comportamental das crises, embora essencial, esta sujeita a
subjetividade dos observadores e a influéncias ambientais, como ruido ou manejo inadequado,
gue podem interferir na laténcia, duracao e gravidade das crises (McCandless & Bméh, 2008).

Esses desafios metodologicos reforcam a necessidade de protocolos cuidadosamente
planejados, treinamento adequado dos pesquisadores e controle rigoroso de variaveis biolégicas
e ambientais, garantindo que os dados obtidos sejam confiaveis, reprodutiveigetevantes para a

pesquisa préclinica em epilepsia.
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RESUMO

O teste do rota-rod € uma ferramenta
neurocomportamental amplamente utilizada

para avaliar a coordenagdo motora, equilibrio,
aprendizado motor e resisténcia fisica em
modelos animais, como camundongos e ratos.
Introduzido por Jones e Roberts em 1968, ele
consiste em colocaro animal sobre um cilindro
rotativo e medir a laténcia até a queda, sendo
sensivel a alteracdes no sistema neuromotor. E
um método crucial para estudar doencgas
neurodegenerativas, como a Doenca de
Parkinson e a esclerose multipla, e pamvaliar os
efeitos de drogas neuroativas e tratamentos
terapéuticos. Além disso, o teste pode ser
realizado com modos de rotagcdo constante ou
progressiva, permitindo a deteccdo de déficits
motores leves ou mais graves. As variaveis que
influenciam o desenpenho, como a linhagem
genética, idade, sexo e peso do animal, devem ser
controladas para garantir a validade dos
resultados. O teste é simples, econémico e fornece
dados quantitativos confiaveis.

Palavras-chave: Teste do rotarod, coordenacao
motora, doencgas neurodegenerativas,
aprendizado motor.

ABSTRACT

The rotarod 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 rotéing
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 tte effects of heuroactive 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 getie 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: Rotarod test, motor coordination,
neurodegenerative diseases, motor learning.
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1. INTRODUCAO

O teste do rotarod, ou teste da barra giratéria, € um dos métodos mais utilizados na
neurociéncia experimental para a avaliacdo da coordenacdo motora, equilibrio, aprendizado e
resisténcia fisica em modelos animais, especialmente roedores. Desde sua itiigio por Jones e
Roberts em 1968, o rotarod tornou-se um instrumento classico e amplamente empregado em
laboratérios 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 € adaténcia até a queda, ou seja, o tempo em que o animal segue
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 doencas neurodegenerativas como Parkinson,
esclerose multipla e ataxias hereditérias, o teste também é empregado para avaliar os efeitos
colaterais de medicamentos, investigar a toxicidade de compostos neuroativos e eklu a
recuperacdo motora apos 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 andlise de parametros
variados, desde a performance basal até a evolucao do desempenho agdodo tempo. Isso torna
o rota-rod uma ferramenta essencial na avaliagcdo funcional de modelos experimentais que
envolvem alteragbes motoras.

Segundo estudos recentes, as capacidades deste teste tém sido ampliadas com a introducao
de novas tecnologias, como analise de video e sensores automaticos, que permitem mensurar nao
apenas o tempo até a queda, mas também aspectos mais detalhados do cotapmnto motor
(Shiotsuki et al., 2010; Takeshita et al., 2023).

2. FUNDAMENTO TEORICO

O teste de rotarod 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 fisiol6gicos, como o sistemaveso central,
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a musculatura esquelética, e os mecanismos de propriocepc¢ao e equilibrio. A queda do animal do
cilindro giratério pode ocorrer por fadiga muscular, perda de equilibrio ou falhas na coordenacao

motora fina. Estudos demonstram que o rotaiod é sensivel paraletectar déficits em coordenacéo

A ANOEI pAOET Ape&O 1 AO0CeAO AAOAAOAEO j(!--Nn 0)
resisténcia/fadiga motora em protocolos que aumentam progressivamente a velocidade ou

duracdo (MA et al., 2024). Protocolos descri®@ Al O! OOAOGOI AT O 1T &£ -1 O]
"Al ATAA ET -EAA 50ET ¢ OEA 21 OAOT A6 11 O0OO0AI N

também ajustes posturais finos e equilibrio dindmico (Curr. Protoc. Mouse Biol., 2012).

A manutencdo do equilibrio sobre um cilindro rotativo envolve a ativacdo de circuitos
neurais complexos. @erebelo desempenha um papel central na regulagcdo da postura e na
correcdo continua de movimentos para evitar a queda, enquantarato corticospinal e as vias
descendentes controlam a coordenacdo dos movimentos finos (Shiotsuki et al., 2010). Ja
apropriocepcaopermite que o animal perceba a posicdo de seu corpo no espacgo e ajuste
dinamicamente sua postura.

Com sessodes repetidgsé possivel avaliar ndo apenas a coordenacdo motora basal, mas
também oaprendizado motor, que se manifesta pelo aumento progressivo da laténcia até a queda.
Esse aprendizado envolve mecanismos de plasticidade sinaptica, particularmente no cerebelo e
no ocdrtex motor, sugerindo a participacdo de processos semelhantes aos da memaoria motora
(Shiotsuki et al., 2010).

Estudos demonstraram que animais submetidos a sessdes diarias de rotagatesentam
melhora no desempenho, indicando aquisicdo de memadria motora e adaptacdo neuromuscular
(Shiotsuki et al., 2010). Essa propriedade do teste permite avaliar tanto condi¢cdes que causam
déficits motores quanto alteracdes no processo de aprendizadaotor.

O desempenho no rotaod reflete a funcdo de diversos sistemas fisioldgicos, conforme
descrito na tabela 1 (Shiotsuki et al., 2010).

Tabela 1 - Relacdo do teste de rotaiod nos sistemas fisioldgicos

Parametro Descricao

Sistema Nervoso Central Cerebelo, coOrtex motor, nlcleos da base e vias moto
descendentes

Sistema Musculoesquelético Forca muscular e resisténcia fisica

Sistema Sensorial Propriocepcéo e integracdo sensorial
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O uso do rotarod se destaca pela capacidade de fornecer dados reprodutiveis sobre a
funcdo motora de modelos experimentais de doencas humanas. Por essa razéo, ele € amplamente
empregado em pesquisas pr&linicas relacionadas a:

1 Doenca de Parkinson

1 Ataxias hereditarias

1 Esclerose lateral amiotrofica

1 Esclerose multipla

1 Lesé&o medular

i Toxicidade induzida por drogas

Além disso, o rotarod € utilizado para avaliar intervengdes terapéuticas, como farmacos
neuroprotetores ou terapias celulares, permitindo monitorar tanto a perda de funcdo quanto a
recuperacdo 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; motivacdo e comportamento. Essas variaveis devem ser consideradas
no desenho experimental para evitar interpretacées errébneas dos resultad (Luong et al., 2011,
Takeshita et al., 2023).

A escolha da espécie e da linhagem animal € um fator critico na execucao e interpretacédo
do teste de rotarod. Camundongos e ratos séo as espécies mais frequentemente utilizadas devido
a sua facilidade de manejo, tamanho corporal adequado para o equipamené a ampla
disponibilidade de modelos genéticos experimentais. No entanto, diferentes linhagens
apresentam variacdes significativas no desempenho motor, no aprendizado e na resposta ao
treinamento, o que precisa ser cuidadosamente considerado no delineame experimental.
Estudos demonstram que linhagens distintas, como C57BL/6J, DBA/2J e BALB/cByJ, apresentam
desempenhos diferenciados tanto em coordenacédo motora quanto em aprendizagem motora no
rota-rod (MCFADYENet 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 (AMBROZIAKet al, 2021; CHESLERt al, 2015; FIORILLCet al, 2018). Esses
achados reforcam a importancia de seleciomacuidadosamente a espécie e a linhagem mais
adequadas ao objetivo do estudo, considerando que diferencas genéticas podem afetar
substancialmente os resultados obtidos.

Os camundongos sédo a principal espécie utilizada em protocolos de rotal, sobretudo
pela disponibilidade de linhagens geneticamente modificadas que permitem estudar doencas

humanas especificas, como as ataxias hereditarias, a doenca de Parkinson e as\gase
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desmielinizantes (Carteret 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 forca muscular (Carteet 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 coordenacéo e
resisténcia do que animais idosos, enquanto o desempenho pode diferir entre mashe fémeas
dependendo da linhagem (Takeshita et al., 2023).

Por essas razfes, recomendse 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

O equipamento béasico 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 senspega registro preciso
do tempo de permanéncia do animal no cilindro, aumentando a reprodutibilidade do teste
(Shiotsuki et al., 2010).

Com base em configuracdes de fabricantes e descri¢cdes técnicas, por exemplo Ugo Basile
usase vardes de ~3 cm de diametro para camundongos e ~6 cm para ratos, com pistas divididas
(flanges) e texturizacdo superficial para proporcionar aderéncia adequada €¥ Catalogo Ugo
Basile; Lewis, 2018).

A altura do cilindro em relacdo a base costuma ser @ a 50 cm, e o0 solo deve ser
acolchoado para evitar lesdes em caso de quedas frequentes (Shiotsuki et al., 2010).

Figura 1l z Esquema ilustrativo do aparelho RoteRod utilizado em experimentos com roedores.

0

Fonte: DataBase Center for Life Science (DBCLBdtaRod 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 execucao do teste:
1 Velocidade constanteO cilindro gira a uma velocidade fixa, por exemplo, 16 ou 20
rpm. Esse modelo é atil para detectar alteracdes motoras em testes rapidos.
1 Aceleracéo progressivaO cilindro acelera de forma continua, por exemplo, de
rom a 40 rpm em 5 minutos, 0 que permite avaliar a resisténcia e a capacidade
adaptativa do animal ao aumento do desafio motor (Luong et al., 2011).
O modo acelerado € mais sensivel para detectar déficits motores sutis, enquanto o modo
constante é mais adequado para triagens rapidas e avaliacdes de lesdes mais graves (Shiotsuki et
al., 2010).

4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A execucdo adequada do teste de retad 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 deeste experimental.

4.1. FASE DE TREINAMENTO

O treinamento € fundamental para reduzir a variabilidade individual, especialmente nos
primeiros dias de exposi¢do ao rotaod. Durante essa fase, 0s animais aprendem a permanecer
sobre o cilindro, o que facilita a avaliacdo do desempenho real nos testasbsequentes.
Recomendase realizar o treinamento por3 a 5 dias consecutivos, cord a 4 tentativas por dia, em
velocidades baixas e constantes (por exemplo,z& rpm), aumentando progressivamente a
dificuldade (Takeshita et al., 2023).

4.2. FASE DE TESTE

Apbés o treinamento, realizase o teste experimental, com rotacdo constante ou
progressivamente acelerada. S&o feitas @a 5 repeticbes por dia, com intervalos de 10 a 15
minutos entre os testes, para evitar fadiga (Takeshita et al., 2023). Se o animal aates 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 considesa o tempo

maximo.
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4.3. REPOSICAO POS -QUEDA

Em alguns protocolos, os animais sao reposicionados no cilindro ap0s cada queda até
completar o tempo total da sesséo (por exemplo, 5 minutos), o que permite avaliar ndo apenas a
laténcia média, mas também aumero de quedase otempo maximo continuoem cala tentativa
(Takeshita et al., 2023).

5. PARAMETROS AVALIADOS

O parametro mais utilizado no teste de rotarod € &@téncia 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 négrcd leve ou

doencas progressivas, conforme descrito na tabela 2 (Takeshita et al., 2023).

Tabela 2 z 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 sessao

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 d
sessoes

6. APLICACOES EM PESQUISAS

O teste de rotarod € amplamente utilizado em diversas areas da pesquisa biomédica:
1 Doencgas Neurodegenerativas
Modelos animais de Doenga de Parkinson, Ataxias cerebelaedSsclerose
Multipla apresentam diminuigdo da laténcia no rotarod, sendo esse um dos primeiros sinais de
disfuncdo motora detectavel (Shiotsuki et al., 2010; Takeshita et al., 2023).
1 LesBes Traumaticas
Em modelos deraumatismo cranioencefalico leve, o protocolo modificado de rotarod
permite detectar déficits motores sutis, que ndo sdo facilmente captados por outros testes
(Takeshita et al., 2023).
1 Avaliagdo de Farmacos e Neurotoxicidade
O rotarod é utilizado para testarefeitos colaterais motoresde novos medicamentos, como
sedativos ou drogas neuroativas. Também é usado em estudos de toxicidade induzida por

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

Simplicidade de execugé&o
Alta sensibilidade para déficits motores

1 Custo relativamente baixo em comparacdo com sistemas sofisticados de andlise
motora

1 Aplicavel em diversas &reas da pesquisa biomédica

7.2. LIMITACOES

Influéncia de fatores como ansiedade e motivacédo do animal

Necessidade de treinamento prévio para reduzir variabilidade

P VRN e

T of OOEAEI EAAAA AA Al i pi OOAI AT OI O AT i1 OPA
cilindro sem caminhar)
T SEAAOAT 6 A0 AT OOA T ETEACAT O A OOOAOOOAET O
nao forem controladas adequadamente (Takeshita et al., 2023; Luong et al., 2011)
O teste de rotarod 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 nUmero de quedas por sesséo

8. CONSIDERACOES GERAIS

O teste de rotarod se consolidou como uma ferramenta essencial na avaliagdo da funcao
motora em modelos experimentais de diversas condi¢cdes neurologicas. Sua simplicidade,
sensibilidade e baixo custo tornarmo uma escolha popular para pesquisadores quevastigam
desde doencas neurodegenerativas, como Parkinson e esclerose multipla, até os efeitos de
medicamentos e intervencdes terapéuticas. No entanto, sua eficacia depende de um controle
rigoroso de variaveis experimentais, como o comportamento do animal,linhagem genética e as
condi¢gbes ambientais.

Embora o rotarod seja um método robusto, é importante reconhecer suas limitagdes, como
a influéncia de fatores como a motivacdo e a ansiedade do animal, que podem interferir nos
resultados. A padronizacdo dos protocolos e a escolha cuidadosa do modelaratisao cruciais
para garantir a reprodutibilidade e validade dos dados obtidos. Assim, o teste de retad continua

sendo uma ferramenta valiosa na pesquisa pi@inica, mas deve ser complementado com outros
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meétodos de avaliacdo para uma analise mais abrangente do comportamento motor em modelos

experimentais.
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RESUMO

A anedonia, caracterizada pela redugéo ou perda
da capacidade de sentir prazer, € um sintoma
presente em diversas doencas neurobioldgicas,
como depressdo, esquizofrenia e doenca de
Parkinson, e esta relacionada a alteragbes na
liberacdo de dopamina e na desidade neuronal
em regides especificas do cérebro. Em modelos
pré-clinicos, o teste de preferéncia por sacarose
(TPS) é considerado o padraouro para
mensurar anedonia em roedores, permitindo
avaliar tanto o estado anedbnico quanto a eficicia
de intervencdes farmacoldgicas. O TPS consiste
na livre escolha entre agua e solu¢do agucarada,
guantificando a preferéncia do animal como
indicador do valor de recompensa. Protocolos
incluem fases de habitugdo, calculo de consumo
basal e aplicacdo de manipulac6experimentais,
como inducdo de estresse ou doencas
neurobioldgicas. A interpretacdo dos resultados
deve considerar fatores como sexo, ciclo
circadiano e privacdo de agua e alimento, que
podem influenciar a ingestdo e comprometer a
reprodutibilidade. Do ponto de vista
neurobiolégico, o prazer esta 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 irtegracdo do TPS com
parametros ndo invasivos, como a variabilidade
da frequéncia cardiaca, amplia sua relevancia

translacional, permitindo inferir  estados
anedobnicos em animais e humanos, contribuindo

para o0 desenvolvimento de estratégias
terapéuticas seguas 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 dopamire 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 habitusion, 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

CAPITULO XI 133

(_IQ_»
< ¢



these can influence intake and compromise
reproducibility. From a  neurobiological
perspective, pleasure is mediated by the
mesolimbic reward system, which involves the
ventral tegmental area, nucleus accumbens, and
prefrontal cortex. Dopamine is the primay
neurotransmitter responsible for this reinforcing

expands its translational relevance. This
combined approach allows for inferences about
anhedonic states in both aimals and humans,
ultimately contributing to the development of

safe and effective therapeutic strategies.

Keywords: Anhedonia. Pleasure. Reward system.

effect. Integrating the SPT with norinvasive Neurotransmitters. Animal models.

parameters, such as heart rate variability,

1. INTRODUCAO

Diversas atividades essenciais a vida, como alimentae, hidratarse e reproduzirse, séo
naturalmente prazerosas. Esse prazer atua como um mecanismo de reforgo positivo do sistema
de recompensa, deixando marcas no cérebro que mantém no individuo o deseégorepetir tais
acOes (Atance, 2003). No entanto, doencas como depresséo, esquizofrenia e doenca de Parkinson
podem comprometer esse sistema, seja por alteracdes na liberacdo de dopamina ou pela reducao
da densidade neuronal em regides especificas, afetandiretamente a capacidade de sentir prazer
(Liu et al., 2018; MateusPinheiro et al., 2014; Scheggi et al., 2018). Essa diminuic&o, ou até mesmo
a perda completa, da sensacdo de prazer em atividades antes gratificantes é denominada
anedonia.

A mimetizacdo e a mensuracdo de transtornos psiquiatricos e neuroldgicos em roedores
sdo tarefas complexas, com diversas barreiras que dificultam o diagndstico e a interpretacéo
translacional (Liu et al., 2018). Apesar disso, a investigacdo da anedonia@mmais 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 relativameergimples, especialmente
quando envolvem estimulos alimentares ou solu¢des adocicadas, que séo de facil manipulagéo e
quantificacdo (MateusPinheiro et al., 2014; Scheggi et al., 2018).

Entre esses modelos, o teste de preferéncia por sacarosai¢rose Preference Test, SETo
mais amplamente utilizado e considerado o padraouro para a avaliacdo de anedonia em ratos e
camundongos (Willner, 2016). Tratase de um teste comportamental baseado no paradigma de
duas garrafas, no qual se quantifica a preferéncia, ou sua redugfor uma solugdo de sacarose
em relacdo a dgua. Esse modelo é altamente fidedigno na identificacdo de estados aneddénicos,
sendo amplamente aplicado em pesquisas pdinicas 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 € 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 aplicacdes, limitacégeerspectivas 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 sé@o os ratos e camundongos. (Figueroa et al., 2015;
Fontana et al., 2018; Ellenbroek & Youn, 2016). O teste de preferéncia pocaase (TPS) é o mais
empregado para identificar e quantificar a capacidade de sentir prazer em roedores, sendo até
hoje considerado o padraeouro devido a sua alta confiabilidade (Willner, 2016).

O TPS foi desenvolvido com base na suposicdo de que a reducdo do consumo de substancias
normalmente palataveis, em comparacdo ao grupo controle, indica um estado anedénico (Liu et
al., 2018). O teste se baseia na livre escolha do animal entre agua puran@ solucdo acucarada,
considerando que a preferéncia pela substancia acucarada é proporcional a sensacao de prazer
(FonsecaRodrigues et al., 2022).

Para a realizacdo 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 agua pura e a outra uma solu¢céo de sacargses ém periodo
determinado, o consumo de cada solucéo € quantificado, medinde o volume antes e apds o teste.

A preferéncia pela solucdo acucarada é calculada pela raz&o entre o consumo da solu¢éo acucarada
e o consumo total (Eg. 1); quanto maior o valgpmaior a sensacao de prazer (MatetRinheiro et
al., 2014).

Figura 1 - Representacao do teste de preferéncia por sacarose.

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

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

A anedonia € um sintoma comum para Vvarios transtornos psiquiatricos e neurobiol4gicos,
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 revisdoqual € 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 habituacdo, na qual sdo expostos a duas garrafas
idénticas contendo apenas agua. Essa etapa gamarque 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¢cdes de iluminacéo clara.

Na etapa seguinte, realizae a habituacdo com solucédo de sacaroseg ), 0 que permite
o célculo de um consumo basal, servindo de referéncia individual para comparacfes posteriores.
Apos a habituacéo, aplicge a manipulacédo experimental de interesse: p@xemplo, a inducéo de
depressao por estresse crénico imprevisivel (com protocolos que incluem iluminacéo irregular,
gaiola inclinada, cama Umida, privacdo alimentar, entre outros) (Liu et al., 2018), ou a inducédo de
Parkinson/esquizofrenia por meio de ciurgia estereotaxica (Matheus, 2015). Em seguida, realiza
se um novo TPS, frequentemente apds privacdo prévia de dgua e alimento, e os resultados sao
comparados ao consumo basal e ao grupo controle. Redugdes significativas na preferéncia pela
sacarose saanterpretadas como evidéncia de anedonia.

Quanto maior o consumo da solucdo adocicada, maior a sensacao de prazer atribuida ao
estimulo; quanto menor o consumo, mais evidente o estado anedbdnico. Essa quantificacdo é
essencial para os estudos farmacoldgicos, pois permite avaliar a eficacia de tma¢atos. Apds a
inducdo da anedonia, aplicase o protocolo terapéutico ao animal e, em seguida, realza um
novo TPS. O aumento da preferéncia pela solu¢cdo de sacarose em relacdo ao grupo nao tratado
indica que a substancia testada apresenta efeito terap#co sobre a anedonia. Assim, o TPS
fornece uma medida robusta da ag&o de farmacos, permitindo verificar se o tratamento promove
recuperacdo parcial ou completa da anedonia, além de oferecer parametros sobre a poténcia e a
relevancia farmacolégica da intevengcdo 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 gaditida entre os autores.
Alguns sugerem que a privacdo de 24 horas pode enviesar os resultados, pois 0 animal passa a
buscar qualquer liquido para saciar a sede (Primo et al., 2023; He et al., 2020).

De modo geral, o TPS € um protocolo experimental muito Util para a mensuracdo 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 testeelente
por ser simples, barato e representar adequadamente os efeitos farmacol6gicos, sendo um dos

métodos mais utilizados na avaliagdo da anedonia em modelos grinicos.

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 hedbnica. O
processamento sensorial iniciase com a inervacdo vagal, que leva os sinais ao nucleo do trato
solitario (NTS), onde os neurbnios projetarse para o ndcleo parabraquial (NPBA partir do NPB,
as duas vias seguem trajetdrias distintas: a via gustativa projetg para o nucleo talamico ventro
posteromedial e, em seguida, para o cortex gustativo primario; ja a via heddnica projesi para o
hipotalamo e o prosencéfalo ventral, corergindo diretamente nos neurdnios dopaminérgicos do
circuito de recompensa, incluindo o nucleo accumbens e a area tegmentar ventral (Lundy et. al.,
2004).

Estudos iniciais demonstraram que o valor hedénico da solucéo acucarada € proporcional
a concentracao de sacarose e a privacao de alimento. Logo quanto mais doce e quanto maior tempo
de jejum, maior o valor hedbnico da solu¢éo acucarada, por isso é fundamat a padroniza¢do no

delineamento experimental do TPS (Davist al.,1973; Boothet al.,1972).

3.2. CIRCUITO RECOMPENSA

O sistema de recompensa € um circuito neural composto por diversas regifes cerebrais,
responsavel pela liberacdo de dopamina e pela formacéo de marcas neurais que induzem o desejo
de repetir experiéncias associadas a essa liberacdo. Entre as principais@siras envolvidas estao
o feixe prosencefalico medial, a area tegmentar ventral (ATV), o hipotalamo lateral e regides do

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

A ativacdo do sistema de recompensa ocorre por meio de reforcos afetivos positivos, a
partir da convergéncia de estimulos oriundos do cértex prérontal (fig. 2.3), do hipotalamo e de
outras regifes encefalicas sobre os neurdnios dopaminérgicos da ATV (fgl). O nucleo central
desse sistema esta nas projecfes dopaminérgicas da ATV para o ndcleo accumbens (fig. 2.2)
(Atance, 2003). O sistema de recompensa recebe aferéncias de multiplas regibes cerebrais e, por
sua vez, projeta neurdnios dopaminérgicos pardiferentes 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 reforcador. Lesdes nessa circuitaria comprometem de
forma significativa o funcionamento do sistema de recompensa (Hajnal et al., 2005).

Figura 2- Representacdo do sistema recompensa. 1. Area Tegmentar Ventral; 2. Ntcleo do accumbens; 3.
Coértex préfrontal.

N X

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

Diversas substancias atuam diretamente sobre os neurbnios dopaminérgicos do sistema
de recompensa. A sacarose, aumenta os niveis de dopamina extraneuronal no nacleo accumbens
(NAc) de forma dependente da concentragcéo (Hajnal et al., 2004). Apesar de ogaja dopamina
na recompensa 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 dep@nina no NAc sdo considerados indicadores
do valor de recompensa (prazer) associado a estimulos como a sacarose.

Esses aumentos transitorios modulam a sinalizacdo 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 (Naism et al., 2014). O
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incremento dopaminérgico no NAc, desencadeado pelo consumo de sacarose, confere saliéncia de

incentivo ao alimento, reforcando seu valor motivacional (Berridge, 2007).

3.3. BASES NEUROQUIMICAS DO SISTEMA RECOMPENSA.

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

A regidao central do sistema de recompensa é formada pelas conexfes axonais entre 0
ndcleo accumbens e a ATV, essa € uma regido altamente sensivel a altera¢des funcionais. Na
esquizofrenia, observase uma hiperatividade dopaminérgica nessa via, enquanto riarkinson
h& reducéo da densidade desses neurdnios. J& na depressédo, ocorre uma diminuicdo da expressao
dos receptores dopaminérgicos D2 no nucleo accumbens e D3 no cortex-fnental, todas essas
alteracdes afetam a capacidade de sentir prazer (Atance, @) Lemos et al., 2024; Mateus
Pinheiro et al., 2014).

Segundo Atance (2003), as drogas de abuso também atuam nessa regido central,
promovendo a liberacdo de dopamina no nucleo accumbens. A cocaina bloqueia a recaptacéo 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 présinapticos.

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

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

A anedonia € um sintoma comum a diversas doencas neurobiologicas 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 auterelato fornecem indices diretos do déficit de prazer e antinuam sendo
amplamente utilizadas. No entanto, devido a impossibilidade de comunicacdo verbal entre
humanos e roedores, a aplicacdo direta dessas escalas em modelos animais € inviavel. Por esse
motivo, outros testes comportamentais foram desenvolvidosara melhor descrever e identificar
a anedonia em modelos pr&linicos (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. Observotse que 0 estado aneddnico associado ao transtorno depressivo maior esta
diretamente relacionado a reducgéo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VK®Ig et al., 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

diagnéstico de anedonia, além de ser confiavel e seguro paraxperimentacao de tratamentos.

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar da alta confiabilidade e ampla utilizacdo do teste de preferéncia por sacarose (TPS)
para a mensuracdo da anedonia em roedores, a grande diversidade de protocolos e a falta de
padronizacdo entre diferentes grupos de pesquisa ao redor do mundo podezomprometer a
comparacao de resultados (Willner, 2016). Fatores como sexo, horério do dia, duracdo do teste e
a presenca ou ndo de restricdo de agua e alimento podem influenciar significativamente os
resultados, prejudicando a reprodutibilidade se nédo fomm cuidadosamente controlados ou
descritos (Primo et al., 2023).

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

pode afetar a confiabilidade do teste e, em alguns casos, tofarreprodutivel. Embora o TPS seja
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um método util e fidedigno, € essencial estabelecer um protocolo padronizado e selui

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

6. CONSIDERACOES FINAIS

O teste de anedonia é fundamental para diagnosticar algumas doencas neurobiolégicas,
tanto no humano quanto nos modelos animais. O TPS se consolidou como pagyém, por ser
confiavel para a avaliacdo da anedonia em modelos pcénicos, permitindo a investigacéo
detalhada dos mecanismos neurobiolégicos do prazer e da recompensa. Sua aplicacdo em
roedores possibilita ndo apenas a identificacdo de estados aneddnicos, mas também a avaliacéo
da eficacia de intervencdes farmacoldgicas, oferecendo dados reletesobre a recuperacdo 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, duragéo do teste e mpatacao prévia de agua e
alimento podem influenciar diretamente os resultados, reforcando a necessidade de um
delineamento experimental rigoroso e criterioso. O controle adequado desses fatores € essencial
para garantir a reprodutibilidade e a validade dosachados, reforcando a importancia de seguir
protocolos padronizados durante toda a execucgao do teste.

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

eficazes para doencas neurobiol6gicas em que a perdaprazer € um sintoma central.
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RESUMO

O teste de placa quenteHot Plate Test € um
modelo amplamente validado para avaliagdo da
nocicepgao 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 fisioldgicos e
farmacologicos da dor térmica aguda. Este
capitulo demonstra que a nocicepcao térmica
envolve uma rede integrada de vias ascendentes,
como os tratos espinotalamice espinorreticular,
e descendentes moduladoras, que englobam
neurotransmissores  excitatorios  (glutamato,
substancia P) e inibitérios (GABA, opioides,
monoaminas). Os dados discutidos evidenciam
que alteracbes na liberacéo desses
neurotransmissores, princpalmente 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 aphclo
em modelos de TEA e neurotoxicidade, com
capacidade de detectar hiper ou
hipossensibilidades térmicas. No entanto,
limitagbes como variabilidade interindividual,
influéncia de fatores motores e auséncia de
avaliacdo de dor crbnica exigem cautela
metodologica e uso complementar de outros
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modelos. Concluise 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: Nocicepgdo 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 spinothalami
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 neurotransmiters? 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 analgesiaNeurotransmitters. Animal models.

1. INTRODUCAO

A dor é definida como uma experiéncia sensorial e emocional aversiva, causada por, ou
similar aquela causada por, leséo tecidual real ou potencial (Ragaal., 2020). Este fenbmeno é
mediado por mecanismos neurofisiolégicos integrados, que envolvem quatro etapas principais:
transducdo, pelas quais nociceptores convertem sinais nocivos em impulsos elétricos;
OOAT OI EOOPT h BT O AEAOAO edpiii@hbéradpkad em arqas dbrticsisgd) |
limbicas. Tais processos sdo amplamente influenciadosrminteracées neuraimunes no local de
leséo e dentro do sistema nervoso central, ressaltando o carater multidimensional e adaptativo da
dor (Karczet al., 2024).

A investigacdo desse fendbmeno em modelos animais, especialmente roedores, é crucial
para compreensdo de seus mecanismos fisiopatoldégicos e desenvolvimento de intervencdes
terapéuticas. Como a dor subjetiva ndo pode ser medida diretamente nesses modelodizatse a
nocicepcao, definida como codificacdo neuronal de estimulos nocivos, avaliada através de
comportamentos reflexos (Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).

O teste de placa quenteHot Plate Teskse apresenta como um eficaz modelo para avaliar a
nocicepcao térmica supramedular, pois detecta reacdes reflexas (lambedura, salto) mediadas por
circuitos centrais e sensiveis a farmacos com acéao central (Espejal., 1994; Deuis; Dvorakova,
Vetter, 2017). Dessa forma, esse tratee de um modelo amplamente utilizado na pesquisa pré
clinica da dor, com reconhecida relevancia na avaliacado de farmacos analgésicos de acéo central e
no entendimento dos mecanismos que nuulam a dor térmica.

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

modelos animais de nocicepgéo.

2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL DO TESTE DE PLACA QUENTE

O teste de placa quente € um modelo amplamente utilizado na avaliacdo da nocicepcao

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 avaliacédo da eficacia
analgésica de derivados da petidina, sendo padronizado como um ensaio sensivel para detectar
farmacos com acédo central sobre a percepcédo da dor térmica. O pamlo original consistia na
Aobl OEepi AA OAOT O A OIi A OOPAOAPAEA ANOAAEAA
respostas reflexas como a lambedura da pata ou o salto, comportamentos estes interpretados
como indicadores confiaveis de nocicepcéo otal (Macdonald; Woolfe, 1946).

Desde sua introducdo, o método tem sido continuamente aperfeicoado, mantendo sua
relevancia pela simplicidade de execucéo, sensibilidade farmacoldgica e boa reprodutibilidade em
estudos com modelos animais. O teste basesa na medicdo do tempo de laténciaté a
manifestacdo de comportamentos nocifensivos apos exposicdo a uma superficie metélica
aquecida, sendo particularmente sensivel a acdo de farmacos com efeito analgésico central
(Macdonald; Woolfe, 1946; Espejet al., 1994; Deuis; Dvorakova; Vetter,@L7).

O equipamento bésico do teste consiste em uma camara cilindrica ou quadrada
transparente posicionada sobre uma placa metédlica aquecida (Figura 1), com temperatura
T7Toi Ali AT OA 1T AT OEAA AT OOA vuvm J# A vuv J#8a PeoO
cronometragem para registrar o tempo de laténcia até a primeira resposta nocifensiva observavel,
geralmente apresentada pela acéo de lamber a pata posterior ou saltar. E estabelecido um tempo
maximo de exposicao, geralmente de 30 segundaguf-off), para evtar lesdes teciduais. A laténcia
média € entdo utilizada como medida da sensibilidade nociceptiva do animal e da eficacia de
farmacos analgésicos (Hunskaar; Berge; Hole, 1986; teal., 2021).

Figura 1 - Representacao do teste de placa quente em roedores

55°C |. [55°C |+

Fonte: Préprio autor.Ano: 2025.

O protocolo pode variar conforme o delineamento experimental, incluindo alteragdes na
temperatura da placa, niumero de exposicoes e analise de diferentes comportamentos. Além da
versao classica, existem variacbes do teste de placa quente que ampliam su&aplidade. No

modelo dindmico, a temperatura da placa é gradualmente elevada (por exemplo, a uma taxa de
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10zp¢ J#T1I ET qh DPAOI EQOET AT A AAOAOI ET iél.R009AJEO0 | E I
modelo unilateral permite testar separadamente cada membro posterior, sendo particularmente
atil na deteccao de hiperalgesia local apés administracdo de substancias algogenas periféricas
(Menéndezet al., 2002).

Além da padronizacdo dos parametros técnicos, € fundamental considerar fatores nao
nociceptivos que influenciam os resultados do teste. Um estudo experimental demonstrou que
variaveis como peso corporal, exposicao prévia ao aparelho e diferencas individsi@pactam
diretamente a laténcia de resposta térmica. Animais com maior massa corporal tendem a
apresentar menor laténcia, possivelmente devido a alteragcbes na conducdo térmica ou
sensibilidade basal. Ainda, exposi¢des repetidas ao teste, mesmo sem ink@géo farmacoldgica,
resultam em reducao progressiva da laténcia, o que pode refletir aprendizado ou habituacéo. Os
autores também relataram alta variabilidade entre individuos do mesmo grupo, reforcando a
necessidade de controle rigoroso de varidveis comeexo, idade, histérico prévio e condicbes
ambientais. Esses achados ressaltam a importancia da padronizacdo experimental para assegurar
a validade e a reprodutibilidade do modelo (Gunet 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 avaliacdo da dor térmica aguda em modelos prtinicos de nocicepcao.

3. BASE NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA DO TESTE DE PLACA
QUENTE

3.1. TRANSDUCAO E CONDUCAO NOCICEPTIVA TERMICA

A nocicepcao térmica no teste de placa quente inies® nos nociceptores periféricos da
DAl Ah OAODPIT T OUOAEO Pi O AAOGAAOAO AOOpi O1'T O OOD.
ibnicos como TRPVITRPAle TRPM3,que atuam na transducéo de estimulos térmicos em sinais
elétricos. Estudos com camundongos deficientes em TRPV1 mostraram reducédo significativa na
percepcao de dor térmica, evidenciando seu papel critico na transducédo do estimulo nocivo (limiar
AT AOOAIT € v metal#2q13;YongbEAiyétd; Kurganov 2020).

Il P8O A OOAT OAGepi h A AT1T AOGepi AT AOOpi 011
levemente mielinizadas), associadas a percepcdo de dor aguda, e fibras C (lentas e nao
mielinizadas), ligadas a sensacdes térmicas mais difusas e persistentes. Essasdipemetram na
medula espinhal de forma unilateral por meio da raiz dorsal e convergem principalmente nas

laminas | e Il do corno dorsal, também conhecidas como substancia gelatinosa, onde ocorre
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(GABAEérgicos e glicinérgicos) (Chen; Tang, 2024).

A partir desse ponto, o sinal nociceptivo ascende via trato espinotalamico lateral até o
talamo e, em seguida, ao coértex somatossensorial para a percepcdo consciente da dor.
3EI Ol OAT AAT AT OAn 1T AAATEI T O Avindopdi AE DE IORAU MAe&ERTe PA
POAUT j,40qh DI AAI 1TAT OOAO TAO OEI APOAOG AAO £
nocicepc¢ao térmica (Todd, 2022).

3.2. VIAS NEUROANATOMICAS DA NOCICEPCAO TERMICA

A conducéo da informagéo nociceptiva térmica envolve principalmente a ativacao dia
espinotalamica lateral, que transporta sinais de dor e temperatura desde 0s neurdnios de segunda
ordem na medula espinhal até estruturas supramedulares, como o tdlamo e o coOrtex
somatossensorial. Neurénios localizados predominantemente nas laminas Medo corno dorsal
cruzam a linha média da medula e ascendem contralateralmente por essa via até o ndcleo
ventroposterolateral (VPL) do tdlamo (Ab Aziz; Ahmad, 2006).

O tadlamo atua como uma estacdo de retransmissao sensorial, projetando sinais para o
cortex somatossensorial primario (S1), onde ocorre a codificacdo discriminativa da localizacao e
intensidade do estimulo térmico (Ab Aziz; Ahmad, 2006). Evidéncias demonain que neurdnios
talamicos que expressam o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) contribuem para
a modulacdo da dor térmica. Um estudo com camundongos mostrou que a ablacdo desses
neurdnios resulta em aumento da laténcia no teste de placa quensugerindo que esses circuitos
talamicos sao essenciais para a resposta nociceptiva térmica (Kaetal., 2025).

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

Paralelamente a via espinotalamica, o trato espinorreticular conduz informacdes
nociceptivas a nucleos do tronco encefalico, como o nucleo parabranquial lateral, que se conecta
a amigdala central. Essa via esta envolvida na mediacdo dos componentes afstevmotivacionais
da dor térmica, além de participar na regulacdo das respostas emocionais e comportamentais a
dor (Torres-Rodriguezet 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 integracéo
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dessas vias ascendentes permite a expressao de comportamentos reflexos e adaptativos frente ao
estimulo nociceptivo, tornando o modelo altamente sensivel a intervengdes com farmacos de acéo

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 inibitorios em mudltiplos niveis do sistema
nervoso central. Entre os mediadores mais relevantes estdo o glutamato, osaiges enddgenos,

a serotonina (5HT), a noradrenalina e 0 GABA, que atuam tanto no processamento inicial do
estimulo quanto na modulacédo descendente da dor (T&b al, 2019).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério envolvido na nocicepgéo, sendo
liberado por aferentes primarios nas sinapses com neurdénios de segunda ordem no corno dorsal
da medula. Ele se liga a receptores ionotropicos (NMDA, AMPA, kainato) e rhetedpicos
(mGluRs), promovendo a despolarizagdo dos neurdnios espinhais e a transmissdo 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 respias reforcando seu papel na
sensibilizacdo central térmica (Rahmart al., 2002).

Em contrapartida, os sistemas inibitorios enddégenos, como o0s opioides e 0 GABA, atuam
limitando a excitacdo excessiva. Os opioides, como a endorfina, encefalina e dinorfina, ativam
OAAAPOT OAO th 1 A [ AEOOOEAOpP AT Qinibirido alibea¢ab deAT O
neurotransmissores excitatérios 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 acéo central (Deuis; Dwakova; Vetter, 2017).

O neurotransmissor GABA, por sua vez, exerce modulacao sinaptica inibitéria através dos
receptores GABA_A e GABA_B. Seu papel na regulacao térmica foi evidenciado por experimentos
em que antagonistas GABAérgicos diminuiram a laténcia nociceptiva, sugeringiee a inibicao
gabaérgica é essencial para o controle do limiar térmico doloroso (Enna; McCarson, 2006).

Além disso, os sistemas monoaminérgicos descendentes, envolvendo serotoninad(b) e
noradrenalina, regulam a transmissdo da dor via projecbes oriundas do bulbo rostral
ventromedial e da substancia cinzenta periaquedutal (PAG). Agentes farmacolégicos que
aumentam a disponibilidade sinaptica dessas monoaminas, como antidepressivos triciokcou
ISRS, tém demonstrado efichcia em elevar a laténcia na placa quente, refletindo sua acgéo

antinociceptiva central (Millan, 2002).
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A ativacao dos nociceptores térmicos periféricos leva a despolarizacao das fibras sensoriais
e a entrada de ions célcio nos terminais pfsinapticos, promovendo a liberacdo de
neurotransmissores como glutamato e substancia P. Esses neurotransmissores atusaobre
receptores especificos no corno dorsal da medula, desencadeando a resposta nociceptiva
ascendente. Em paralelo, interneurdnios inibitorios e fibras descendentes moduladoras também
dependem da entrada de calcio para a liberacdo de GABA, encefalisasjtonina e noradrenalina,
todos fundamentais para a modulacao da dor térmica percebida (Chang; Jiang; Chen, 2019).

A figura 2 ilustra os trés principais tipos de terminais sinapticos envolvidos nesse processo
e 0s mecanismos de liberacdo mediados por influxo de célcio nos diferentes contextos: excitatorio
aferente, inibitorio local e modulador descendente.

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

Terminal de fibra

. . ... Terminal de fibra
nociceptiva primaria

Interneurdnio descendente
(A8 ou C) .
inibitorio
Canais de Ca?+ Canais de Ca’+
dependente de Canais de Ca*+ dependente de
_ voltagem dependente de voltagem
voltagem
~ 2+
sl
Glutamato GABA e peptideos Serotonina (5-HT) ou
Ativa neurdnios de opioides (encefalinas) Noradrenalina (NA)

segunda ordem no corno

Inibe a transmissdo nociceptiva Inibicao pré e pos-sinaptica
dorsal da medula

por vias supramedulares

Terminais neuronais envolvidos na modulacao da dor térmica no teste de placa quente. Terminal de fibra
TTAEAADOEOA DPOEI UOEA j!y 10 #q 1 EAAOA ci O0OAI AQDI
segunda ordem no corno dorsal da medula. Interneurio inibitorio 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 pésinaptica por vias
supramedulares.

Fonte: Proprio autor. Ano: 2025.

Por fim, mecanismos endocanabinoides também participam da modulacdo da dor térmica.

Agonistas de receptores CB1 reduzem a sensibilidade nociceptiva em testes térmicos, enquanto
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antagonistas desses receptores bloqueiam o efeito analgésico de canabinoides ou opioides,

sugerindo uma interacao funcional entre esses sistemas (Woodhaisal., 2017).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS DO TESTE DE PLACA
QUENTE

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

Compostos opioides como morfina e fentanil promovem aumento significativo da laténcia
de resposta no teste, efeito revertido pela administracdo de naloxona, o que confirma a
DAOOEAEDAéDPT -Bploide AEASA BaDréladh Gentr¢ o perfil farmacodindico em
modelos animais e a eficicia clinica observada reforca o valor do teste na triagem de analgésicos
centrais (Giornoet al., 2018; Baehet al., 2022).

Além dos opioides classicos, o teste tem sido sensivel a compostos ndo opioides com
propriedades analgésicas centrais. Flavonoides como herbacetina e galangina, por exemplo,
mostraram aumento de laténcia no teste de placa quente, sugerindo acdo central dambém
pode ser revertida com naloxona ou mediada por citocinas antiflamatoérias, como I.-10 e TGF
rj /ety R023; Linet al., 2024).

Essa metodologia também € utilizada para investigar alteragdes nociceptivas associadas a
dependéncia, tolerancia e abstinéncia de opiaceos. Estudos demonstram que o uso crénico de
fentanil pode induzir hiperalgesia, observada pela reducao da laténcia desposta térmica, sendo
o teste Util para rastrear a dinAmica desses processos fisiopatolégicos (Minvideal., 2010; Uddin
et al., 2021).

Do ponto de vista farmacologico, o teste também se aplica a triagem de farmacos
ansioliticos, anticonvulsivantes e antidepressivos, cujos efeitos centrais sobre a modulacao da dor
térmica vém sendo explorados. Além disso, em modelos inflamatorios, como induzidos por
formalina ou carragenina, o teste de placa quente permite a avaliacdo de potenciais efeitos
antinociceptivos de novos compostos (Aitbabat al., 2024; Souzat al., 2025).

A aplicacdo do teste expandise 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 sitlivada
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como indicador de hipo ou hipersensibilidade sensorial, caracteristicas comuns em pacientes com
TEA (Banerjeeet al., 2014; Martinet al., 2021).

Além disso, em estudos de neurotoxicidade, como os induzidos por quimioterapicos
(cisplatina, 5-fluorouracil), o teste tem sido eficaz na deteccdo de hiperalgesia térmica e na
avaliacdo da acdo de agentes com potencial neuroprotetor. Esses modelos congiupara o
entendimento dos mecanismos de neuropatia induzida por farmacos e para o desenvolvimento de
terapias que visam preservar a integridade funcional das vias nociceptivas (Cadis al., 2020;
Faheemet 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 sdmciceptivos, como
peso corporal, habituagéo e repeticao de testes, podem interferir signiftbeamente nas respostas
comportamentais observadas, como j& citado anteriormente (Guret al., 2011).

Além disso, o teste tradicional envolve os quatro membros do animal e, por vezes, a cauda,
0 que pode dificultar inferéncias sobre efeitos localizados ou assimétricos. Nessas situacdes, tém
sido aplicados modelos modificados, como o protocolo unilateralug permite a avaliacdo isolada
de cada pata posterior, sendo Util para detectar hiperalgesia localizada. No entanto, essas
adaptacdes frequentemente exigem contencdo manual dos animais, aumentando o estresse e a
variabilidade (Deuis; Dvorakova; Vetter, 207).

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,
bi AAAO ANOGAAEAAO A uvum J# OAOOOO iterented #ific@tAndA | 1 A
comparacdes 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 (Espejet al., 194; Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).

E necesséario salientar que o teste de placa quente ndo contempla aspectos afetivo
motivacionais da dor cronica ou neuropatica, uma vez que se baseia majoritariamente em reflexos
espinais e supramedulares rapidos. Assim, embora eficaz para detectar analgesin dor térmica
aguda, o modelo apresenta limitacdes na previsao da eficacia clinica de compostos voltados a dor
persistente, especialmente os n&opioides, dado que nao representa de forma robusta fenémenos
como sensibilizagcéo central (Deuis; Dvorakova/etter, 2017).

Outra limitagdo importante reside na influéncia de efeitos adversos de farmacos no sistema

motor ou no estado geral de alerta. Drogas que causam sedagédo, sonoléncia, ataxia ou reducdo 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 o0 ensaio de
formalina ou o teste de Hargreaves, é recomendada para discriminar efestanalgésicos genuinos
(Chenet al., 2024).

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

translacional e precisao nos achados.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A analise integrada dos fundamentos neurofisiologicos, dos aspectos metodolégicos e das
aplicacbes do teste de placa quente evidencia que esse método permanece essencial para a
investigacdo da nocicepc¢ao térmica supramedular em modelos animais. A ativacéordenada de
circuitos espinais e supraspinais confere ao modelo sensibilidade a drogas de acéo 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 utilizacao criteriosa contribui para o avanco da farmacologia da dor arg o

desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras.

REFERENCIAS

AB AZIZ, Che Badariah; AHMAD, Asma Hayatie role of the thalamus in modulating pain.
Malaysian Journal of Medical Sciences, [S.l.], v. 13, n. 2, p. £18, jul. 2006.

AITBABA, Abdelfatah; KABDY, Hamid; BASLAM, Abdelmounaim; AZRAIDA, Hajar; ABOUFATIMA,
Rachida; YAZOULI, Loubna El;, SOKAR, Zahra; GARZOLI, Stefania; CHAIT, Abderrahman. Chemical
Investigation and Antinociceptive Activity Evaluation of Marrubium Vulgare L. Ageous

Extract. Chemistry & Biodiversity , [S.L.], v. 21, n. 5, p. 1, 17 abr. 2024. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1002/cbdv.202400228.

BAEHR, Carly A.; WU, Mariah M.; PANDIT, Sujata G.; ARIMBNA, Jose; AUCOIN, David;
PRAVETONI, Marco. Pharmacological Profiling of Antifentanyl Monoclonal Antibodies in
Combination with Naloxone in Pre and Postexposure Models of Fentanyl Toxicityf.he Journal
Of Pharmacology And Experimental Therapeutics , [S.L.], v. 381, n. 2, p. 12886, maio 2022.
Elsevier BV http://dx.doi.org/10.1124/jpet.121.001048 .

BANERJEE, Anwesha; ENGINEER, Crystal T.; SAULS, Bethany L.; MORALES, Anna A.; KILGARD,
Michael P.; PLOSKI, Jonathan E.. Abnormal emotional learning in a rat model of autism exposed

to valproic acid in utero.Frontiers In Behavioral Neuroscience , [S.L.], v. 8, p. 1, 12 nov. 2014.
Frontiers Media SA. http://dx.doi.org/10.3389/fnbeh.2014.00387.

CAPITULO XII 153


http://dx.doi.org/10.1124/jpet.121.001048

CAl, Bing; WU, Dan; XIE, Hong; CHEN, Yan; WANG, Huadong; JIN, Sen; SONG, Yuran; LI, Anan;
HUANG, Shigi; WANG, Sashuang. A direct spawotical circuit bypassing the thalamus

modulates nociception.Cell Research, [S.L.], v. 33, n. 10, p. 77889, 13 jun. 2023. Springer

Science and Business Media LL@&tp://dx.doi.org/10.1038/s41422 -023-00832-0.

CALLS, Aina; TORRHESSPIN, Abel; NAVARRO, Xavier; YUSTE, Victor J; UDINA, Esther; BRUNA,
Jordi. Cisplatin-induced peripheral neuropathy is associated with neuronal senescendie
response.Neuro-Oncology, [S.L.], v. 23, n. 1, p. 88, 29 jun. 2020. Oxford University Press
(OUP). http://dx.doi.org/10.1093/neuonc/noaalsl.

CHANG, ChiTing; JIANG, B&rang; CHEN, Chikheng. lon Channels Involved in Substance P
Mediated Nociception and Antinociceptioninternational Journal Of Molecular Sciences
[S.L.], v. 20, n. 7, p. 1596, 30 mar. 2019. MDPI AG. http://dx.doi.org/10.3390/ijms20071596.

CHEN, Xufeng; TANG, Shdan. Neural Circuitry Polarization in the Spinal Dorsal Horn (SDH): a
novel form of dysregulated circuitry plasticity during pain pathogenesisCells, [S.L.], v. 13, n. 5, p.
398, 25 fev. 2024. MDPI AG. http://dx.doi.org/10.3390/cells13050398.

DEUIS, Jennifer R.; DVORAKOVA, Lucie S.; VETTER, Migtaods Used to Evaluate Pain
Behaviors in RodentsFrontiers In Molecular Neuroscience , [S.L.], v. 10, n. 1, p. 1, 6 set. 2017.
Frontiers Media SAhttp://dx.doi.org/10.3389/fnmol.2017.00284 .

ENNA, S.J.; MCCARSON, Kenneth E.. The Role of GABA in the Mediation and Perception of
Pain.Advances In Pharmacology, [S.L.], p. 227, 2006. Elsevier.
http://dx.doi.org/10.1016/s1054 -3589(06)54001-3.

ESPEJO, Emilio F.; STINUS, Louis; CADOR, Matrtine; MIR, [Etgcts of morphine and naloxone
on behaviour in the hot plate test: an ethopharmacological study in the

rat. Psychopharmacology , [S.L.], v. 113, n.-8, p. 506510, jan. 1994. Springer Science and
Business Media LLChttp://dx.doi.org/10.1007/bf02245230 .

FAHEEM, Muhammad; KHAN, Asifllah; SALEEM, Muhammad Waqas; SHAH, Fawad Ali; ALI,
Fawad; KHAN, Abdul Waheed; LI, Shuperdeuroprotective Effect of Natural Compounds in
Paclitaxetinduced Chronic Inflammatory PainMolecules, [S.L.], v. 27, n. 15, p. 4926, 2 ago.
2022. MDPI AG. http://dx.doi.org/10.3390/molecules27154926.

GIORNO, Thais Biondino Sardella; MOREIRA, Iris Goncgalvez da Silva; REZENDE, Claudia Moraes;
FERNANDES, Patricia DiaNew [ N-octadecanoyt5-hydroxytryptamide: antinociceptive effect

and possible mechanism of action in micé&cientific Reports , [S.L.], v. 8, n. 1, p. 1, 3 jul. 2018.
Springer Science and Business Media LLC. http://dx.doi.org/10.1038/s4159818-28355-4.

GUNN, Amanda; BOBECK, Erin N.; WEBER, Ceri;: MORGAN, Michael M.. The Influence of Non
Nociceptive Factors on HotPlate Latency in RatsThe Journal Of Pain, [S.L.], v. 12, n. 2, p. 222
227, fev. 2011. Elsevier B\http://dx.doi.org/10.1016/j.jpain.2010.06.011 .

HOFFMANN, T.; KISTNER, K.; MIERMEISTER, F.; WINKELMANN, R.; WITTMANN, J.; FISCHER,
M.J.M.; WEIDNER, C.; REEH, P.W.. TRPA1 and TRPV1 are differentially involved in heat
nociception of mice.European Journal Of Pain, [S.L.], v. 17, n. 10, p. 147482, 29 maio 2013.
Wiley. http://dx.doi.org/10.1002/j.1532 -2149.2013.00331.x.

154 CAPITULO XII


http://dx.doi.org/10.1038/s41422-023-00832-0
http://dx.doi.org/10.3389/fnmol.2017.00284
http://dx.doi.org/10.1007/bf02245230
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpain.2010.06.011

HUNSKAAR, Steinar; BERGE, G@dir; HOLE, Kjell. A modified heplate test sensitivie to mild
analgesicsBehavioural Brain Research , [S.L.], v. 21, n. 2, p. 1a108, ago. 1986. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/0166 -4328(86)90088-4.

KANG, Sukjae J.; LIU, Shijia; KIM, Johgun; KIM, Dongll; OH, Tae Gyu; PENG, Jiahang; YE, Mao;
LEE, KueFen; EVANS, Ronald M.; GOULDING, Marfymlamic CGRP neurons define a
spinothalamic pathway for affective painProceedings Of The National Academy Of Sciences,
[S.L.], v. 122, n. 28, p. 1, 9 jul. 2025. Proceedings of the National Academy of Sciences.
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.2505889122.

KARCZ, Marcin; ABIELSAYED, Alaa; CHAKRAVARTHY, Krishnan; MANSOOR, Aman; STRAND,
Natalie; MALINOWSKI, Mark; LATIF, Usman; DICKERSON, David; SUVAR, Tolga; LUBENOW,
Timothy. Pathophysiology of Pain and Mechanisms of Neuromodulation: a narrative review (a
neuron project). Journal Of Pain Research, [S.L.], v. 17, p. 3753790, nov. 2024. Informa UK
Limited. http://dx.doi.org/10.2147/jpr.s475351 .

LATREMOLIERE, Alban; WOOLF, Clifford J.. Central Sensitization: a generator of pain
hypersensitivity by central neural plasticity. The Journal Of Pain, [S.L.], v. 10, n. 9, p. 89826,
set. 2009. Elsevier B\http://dx.doi.org/10.1016/}.jpain.2009.06.012 .

LIN, Kaiwen; FU, Datian; WANG, Zhongtao; ZHANG, Xueer; ZHU, Canyang. Analgesic and anti
inflammatory effects of galangin: a potential pathway to inhibit transient receptor potential
vanilloid 1 receptor activation. The Korean Journal Of Pain, [S.L.], v. 37, n. 2, p. 15163, 1 abr.
2024. Korean Pain Society. http://dx.doi.org/10.3344/kjp.23363.

MACDONALD, A. D.; WOOLFE, G. Analgesic action of pethidine derivatives and other analgesics
and their effect on respiration British Journal of Pharmacology and Chemotherapy ,v. 1, n. 1,
p. 4214, 1946.

MARTIN, Loren J.; POULSON, Sandra J.; MANNAN, Emma; SIVASELVACHANDRAN, Sivaani; CHO
Moonjeong; SETAK, Fatima; CHAN, Claire. Altered nociceptive behavior and emotional contagion

of pain in mouse models of autismGenes, Brain And Behavior, [S.L.], v. 21, n. 1, p. 1, 23 nov.

2021. Wiley. http://dx.doi.org/10.1111/gbb.12778.

MENENDEZ, Luis; LASTRA, Ana; HIDALGO, AqBAAMONDE, Andnilateral hot plate test: a
simple and sensitive method for detecting central and peripheral hyperalgesia in micéournal
Of Neuroscience Methods, [S.L.], v. 113, n. 1, p. 47, jan. 2002. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0165 -0270(01)00483-6.

MILLAN, Mark J.. Descending control of paiRrogress In Neurobiology , [S.L.], v. 66, n. 6, p. 365
474, abr. 2002. Elsevier B\http://dx.doi.org/10.1016/s0301 -0082(02)00009-6.

MINVILLE, V; FOURCADE, O; GIROLAM?, JTACK, I. Opiokihduced hyperalgesia in a mice
model of orthopaedic pain: preventive effect of ketamineBritish Journal Of Anaesthesia , [S.L.],
v. 104, n. 2, p. 23238, fev. 2010. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1093/bja/aep363.

OQAL, M.; QNAIS, E.; ALQUDAH, A.; GAMMOH, O.. Analgesic effect of the flavonoid herbacetin in
nociception animal models European Review For Medical And Pharmacological Sciences ,

[S.L.], v. 27, n. 23, p. 112361248, dez. 2023. Verduci Editore s.r.l..
http://dx.doi.org/10.26355/eurrev_202312_34563.

CAPITULO XII 155


http://dx.doi.org/10.1016/0166-4328(86)90088-4
http://dx.doi.org/10.2147/jpr.s475351
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpain.2009.06.012
http://dx.doi.org/10.1016/s0165-0270(01)00483-6
http://dx.doi.org/10.1016/s0301-0082(02)00009-6

RAJA, Srinivasa N.; CARR, Daniel B.; COHEN, Milton; FINNERUP, Nanna B.; FLOR, Herta; GIBSON,
Stephen; KEEFE, Francis J.; MOGIL, Jeffrey S.; RINGKAMP, Matthias; SLUKA, Kathleen A.. The
revised International Association for the Study of Pain definition of pga: concepts, challenges,

and compromisesPain, [S.L.], v. 161, n. 9, p. 197882, set. 2020. Ovid Technologies (Wolters

Kluwer Health). http://dx.doi.org/10.1097/j.pain.0000000000001939 .

RAHMAN, Omar I.F; TERAYAMA, Ryuji; IKEDA, Tetsuya;, KOGANEMARU, Mikako; NAKAMURA,
Tadashi; SHIBA, Ryosuke; NISHIMORI, ToshikaBifferential effects of NMDA and AMPA/KA
receptor antagonists on eFos or Zif/268 expression in the rat spinal dorsal horn induced by
noxious thermal or mechanical stimulation, or formalin injectionNeuroscience Research,

[S.L.], v. 43, n. 4, p. 38899, ago. 2002. Elsevier BWttp://dx.doi.org/10.1016/s0168 -
0102(02)00067-6.

SOUZA, Mikaela Lucinda de; PAIVA, Joao Pedro Barros de; FRANCO, Graziella dos Reis Rosa;
GONTIJO, Vanessa Silva; ALVES, Marina Amaral; SOUZA, Hygor Marcos Ribeiro de; LONTRA,
Anna Carolina Pereira; OLIVEIRA, Eduardo Araujo de; GIORNO, Thais Biondino Sardel
GUEDES, Isabella Alvinmesign, Synthesis, and Evaluation of Antinociceptive Properties of Novel
CBDBased TerpeneCinnamoylAcyl-Hydrazone AnaloguesPharmaceuticals , [S.L.], v. 18, n. 5,

p. 755, 20 maio 2025. MDPI AG. http://dx.doi.org/10.3390/ph180®755.

STEIN, Christoph. Opioid Receptorénnual Review Of Medicine , [S.L.], v. 67, n. 1, p. 4381,
14 jan. 2016. Annual Reviews. http://dx.doi.org/10.1146/annurev-med-062613-093100.

TAO, ZhueYing; WANG, PeKing; WEI, SQi; TRAUB, Richard J.; LI, &eng; CAO, DonYyuan.

The Role of Descending Pain Modulation in Chronic Primary Pain: potential application of drugs
targeting serotonergic systemNeural Plasticity , [S.L.], v. 2019, p.-16, 17 dez. 2019. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1155/2019/1389296.

TODD, Andrew J.. An Historical Perspective: the second order neuron in the pain

pathway. Frontiers In Pain Research , [S.L.], v. 3, p. 1, 8 mar. 2022. Frontiers Media SA.
http://dx.doi.org/10.3389/fpain.2022.845211. TODD, Andrew J.. An Historical Perspective: the
second order neuron in the pain pathwayFrontiers In Pain Research , [S.L.], v. 3, p. 1, 8 mar.
2022. Frontiers Media SAhttp://dx.doi.org/10.3389/fpain.2022.845211 .

TORRESRODRIGUEZ, Jeitzel M.; WILSON, Torri D.; SINGH, Sudhuman; TORRISEIAREZ,

Maria L.; CHAUDHRY, Sarah; ADKE, Anisha P.; BECKER, Jordan J.; NEUGEBAUER, Benjamin; LIN,
Jenny L.; GONZALEZ, Santiago Martin€he parabrachial to central amygdala pathway is critical

to injury -induced pain sensitization in miceNeuropsychopharmacology , [S.L.], v. 49, n. 3, p.

508-520, 4 ago. 2023. Springer Science and Business Media LLC.

http://dx.doi.org/10.1038/s41386 -023-01673-6.

UDDIN, Olivia; JENNE, Carleigh; FOX, Megan E.; ARAKAWA, Keiko; KELLER, Asaf; CRAMER,
Nathan. Divergent profiles of fentanyl withdrawal and associated pain in mice and

rats. Pharmacology Biochemistry And Behavior , [S.L.], v. 200, p. 173077, jan. 2021. Elsevier
BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.pbb.2020.173077.

WOODHAMS, Stephen G.; CHAPMAN, Victoria; FINN, David P.; HOHMANN, Andrea G.;
NEUGEBAUER, Volker. The cannabinoid system and p&iauropharmacology , [S.L.], v. 124, p.
105-120, set. 2017. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.neuropharm.2017.06.015.

YALCIN, Ipek; CHARLET, Alexandre; FREUNIEBRCIER, Mariglosé; BARROT, Michel;
POISBEAU, Pierrick. Differentiating Thermal Allodynia and Hyperalgesia Using Dynamic Hot and

156 CAPITULO XII


http://dx.doi.org/10.1097/j.pain.0000000000001939
http://dx.doi.org/10.1016/s0168-0102(02)00067-6
http://dx.doi.org/10.1016/s0168-0102(02)00067-6
http://dx.doi.org/10.3389/fpain.2022.845211
http://dx.doi.org/10.1038/s41386-023-01673-6

Cold Plate in RodentsThe Journal Of Pain, [S.L.], v. 10, n. 7, p. 767773, jul. 2009. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/}.jpain.2009.01.325.

YE, RongRong; JIANG, Shuang; XU, Xu; LU, Yan; WANGQuNuULIU, Jingsen. Dezocine as a
potent analgesic: overview of its pharmacological characterizatiomcta Pharmacologica

Sinica, [S.L.], v. 43, n. 7, p. 1648657, 4 nov. 2021. Springer Science and Business Media LLC.
http://dx.doi.org/10.1038/s41401 -021-00790-6.

YONGHAK, Park; MIYATA, Seiji; KURGANOV, Erkin. TRPV1 is crucial for thermal homeostasis in
the mouse by heat loss behaviors under warm ambient temperatur&cientific Reports , [S.L.], v.

10, n. 1, p. 8799, 29 maio 2020. Springer Science and Business Media LLC.
http://dx.doi.org/10.1038/s41598 -020-65703-9.

CAPITULO XII 157


http://dx.doi.org/10.1038/s41401-021-00790-6

T JiI VT IJA&e:r e Adr s i UB¢ Y
r 0A >7¢EVBJI T 0A >7¢V ¢
a¢cJlBe¢aldi
'JAég,v:rC, (,d_r; v I'JVI'\7('JC\7LAJ|J\7¢','C
I raA ar ¢ LBril raA Or ¢ VvVaJdJiavr

DOI: 10.51859/amplla.nat298.1126 -13

1 Pés-graduanda em Ciéncias Fisioldgicas pelo Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da Universidade Estadual do

Cearaz UECE.

2 Professor Adjuto do curso de Medicina. Professor do Programa de Résaduacdo em Ciéncias Fisiolégicas (PPGCF

Maria Helena da Silva Pitombeira ®
Gislei Frota Aragao 2

Z UECE). Vicdliretor do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas. Universidade Estadual do CegrdECE.

RESUMO

Modelos animais tém sido amplamente utilizados
para reproduzir diversas condi¢cdes de saude,

incluindo transtornos neuropsiquiatricos,
configurando  ferramentas valiosas para
compreender processos fisiopatologicos e

cognitivos subjacentes. Entre as avaliagée
comportamentais, a fungéo olfativa destacae
por ser crucial, jA que déficits nesse sentido
podem confundir os resultados, sobretudo em
testes voltados a andalise do comportamento
social. Roedores possuem um sistema olfativo
altamente desenvolvido, essetial para funcdes
vitais como busca por alimento, fuga de
predadores e interagbes sociais. O teste de
habituacdo/desabituacdo olfativa € um método
simples e de baixo custo para avaliar a capacidade
olfativa em roedores, baseand@e na reducao
progressiva d interesse do animal por odores
repetidos (habituacdo) e no aumento da
exploragdo diante de  odores  novos
(desabituagéo). Este capitulo detalha o protocolo,
destacando sua execucdo, andlise estatistica e
bases neurobioldgicas. O processamento olfativo
inicia-se no epitélio olfatério nasal e envolve
varias regides cerebrais, incluindo bulbo
olfatério, cortex piriforme, amigdala e cortex
entorrinal. Moléculaschave, como o0s canais
TRPAL, participam da sinalizagéo olfativa e estdo
implicadas em doencas neurodgenerativas.
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AlteracBes em genes como o NEGR1 também tém
sido associadas tanto a disfuncgéo olfativa quanto
a condigbes neuropsiquiatricas, como o0
transtorno do espectro autista. Apesar de suas
vantagens, o teste apresenta limitagcdes, como o
tempo prolongado de execucgdo 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 € fundarantal para interpretar
corretamente resultados em modelos
experimentais de doengas neurologicas e
psiquiatricas.

Palavras-chave: Modelos animais. Olfacao.
Habituag&o/desabituagdo 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

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,

rodents, relying ontheAT ET A1 8 O OA A O A hdiudikyiledgth® éxérdtion times and observer

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 legins 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 TRPAL channels, participate in

dependent measurements, although new
technologies like videotracking 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

olfactory signaling and are implicated in Disorders.

neurodegenerative diseases. Alterations in genes

1. INTRODUCAO

O uso de modelos animais tem crescido significativamente ao longo dos anos devido a sua

capacidade de reproduzir diferentes condicbes de saude, incluindo transtornos
neuropsiquiatricos, mostrando-se ferramentas confiaveis e validadas. Para compreender o0s
mecanismos fisiopatoldgicos e 0s processos cognitivos envolvidos nessas condicfes, investiga
0 comportamento de animais submetidos a modelos experimentais, o que fornece pistas valiosas
para o entendimento de diversas disfuncées em salude mental, como mristorno do Espectro
Autista e a Esquizofrenia (OUMMADI et al., 2020; TARLAND; BROSDA, 2018).

A analise 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 alterac@®solfato dos
animais. O sistema olfativo esta diretamente envolvido em funcéekave do comportamento,
incluindo aspectos sensoriais, emocionais e de memoria (YUAN; SLOTNICK, 2014).

Nos roedores, o0 sistema olfativo é extremamente desenvolvido e participa de fun¢des vitais,
como busca por alimento, fuga de predadores, interacbes sociais e reproducdo. Assim, a
integridade do olfato € essencial para assegurar a confiabilidade dos results dos testes
comportamentais, especialmente daqueles voltados a avaliacdo da sociabilidade. Déficits na
capacidade de discriminacdo olfativa podem gerar interpretacbes equivocadas sobre
comportamentos sociais anormais (JOHNSON; HAMMOCK; DEWAN, 2023; OAIMMt al., 2020).

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

de seus endofendtipos, 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 avaliacdo da capacidade
olfativa torna-se uma importante etapa de triagem, especialmente antes da aplicacéo de testes que
dependem diretamente do olfato, como o teste de interacdo socelo 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, cCOmo 0S
olfatbmetros. Entre eles, destacae o0 teste de habituacdo/desabituacdo olfativaque 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 HABITUACAO/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 esquilds-magnolia,
também conhecidos como gerbilhogsla-magnolia. Posteriormente, Mu Yang e Jacqueline Cilaw
(2009) adaptaram o método para utilizagdo em camundongos.

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

9 Odor neutro: geralmente agua destilada.
1 Odores ndo sociais: frequentemente, extrato de améndoa, banana ou outros
semelhantes.
1 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.
I O ATT AT OAh A OANOGsT AEA AA APOAOAT OAepi AT (
© T AT OAO O1T AEAEO8 #AAA AOOpi Ol i 1T EAAOAAEAT O
apresentacdo. O principio fundamental do teste basege nahabituacdo, caracterizada pela
reducdo progressiva do interesse do animal por odores repetidos. Assim, o roedor passa menos
tempo explorando o mesmo odor em exposi¢des sucessivas. Por outro lado, quando um novo odor
€ apresentado, ocorre alesabituacdo, evidenciada pelcaumento do tempo que o animal passa
cheirando o novo estimulo (ARBUCKLE et al., 2015; YANG; CRAWLEY, 2009).
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2.1. EXECUCAO DO TESTE

A execucdo do teste de habituacdo/desabituacao olfativa requer materiais simples e de
baixo custo: cronémetros, cotonetes (ou aplicadores de madeira com ponta de algodao), estimulos
olfativos previamente preparados e gaiolas adequadas, contendo maravallmapa. 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¢Bes que ocorrerdo duranteteste. 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 1z Ratos durante o processo de aclimatacdo do Teste de Habituacdo/Desabituacéo Olfativa
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Fonte: Arbuckle et al., 2015

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

Ao término do protocolo, esperase que 0 animal passe cada vez menos tempo explorando
0 mesmo odor a cada repeticdo, mas dedique mais tempo a exploracdo de um novo odor,

comportamento ilustrado na Figura 2 (ARBUCKLE et al., 2015).
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Figura 2 z Exemplo de grafico gerado apds exposi¢cdo aos odores r&riais
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Notas: Time at odor (s) = tempo cheirando; watel = dgual; water-2 = 4gua2; water-3 = agua3; almond-
1 = améndoal; almond-2 = améndoaz; almond-3 = améndoa3. A cada exposi¢cao repetida de um mesmo
odor, o tempo gasto no comportamento de cheirar decaiéague um novo odor ndo social seja apresentado.

Fonte: Arbuckle et al., 2015

Apés o teste, o 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/desabituacao olfativa devem ser analisados por
meio de ANOVA, seguida do teste de Newm#muls ou outro pésteste equivalente, capaz de
verificar, estatisticamente, a ocorréncia de habituacdo e desabituacdo aos dietes odores
(ARBUCKLE et al., 2015; YANG; CRAWLEY, 2009).

3. BASES NEUROBIOLOGICAS DO TESTE DE
HABITUACAO/DESABITUACAO OLFATIVA

A realizacao de testes que avaliam a olfacao € extremamente importante, ndo apenas pelos
possiveis vieses que déficits olfativos podem introduzir em outros testes comportamentais, mas
também porque alteracdes olfativas, como a anosmia (perda total do olfat representam sinais
precoces de doencas neurodegenerativas. Além disso, o processamento de estimulos olfativos esta
intimamente relacionado a outros comportamentos. Inicialmente processadas pelo trato olfatério

principal 2 um dos sistemas sensoriais maiprimitivos ? as informagdes olfativas seguem para
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centros superiores, onde contribuem para respostas comportamentais, como interacao social e
formacédo de memorias (KONKOLY et al., 2021).

O processamento sensorial dos odores comeca no epitélio olfatorio, localizado na cavidade
nasal, onde neurénios sensoriais bipolares detectam os odores e transmitem essas informacdes
ao bulbo olfatério. Contudo, o processamento ndo se encerra no bulbo:ia®rmacdes seguem
para regifes olfatorias primarias e secundarias, como 0 nucleo olfatério anterior, tubérculo
olfatério, cortex piriforme, amigdala e cortex entorrinal. Destacae a amigdala, estrutura do
sistema limbico responsavel por formar memorias arregadas de conteudo emocional. Sua
participacdo no processamento olfativo explica a existéncia de memodrias olfativas marcantes,
frequentemente ligadas a infancia (KONKOLY et al.,, 2021; MUELLER; EGGER, 2020; SMITH;
BHATNAGAR, 2019)

Diversos quimiorreceptores participam da olfagcédo, destacandse 0s canais catidnicos do
receptor potencial transitorio (TRP), especialmente a subfamilia A, com énfase no TRPAL. Esse
receptor esta presente em varios tecidos e desempenha funcgdes fisioldgidagersas, incluindo o
processamento de sinais sensoriais térmicos e quimicos, como odores. Estudos indicam que o
TRPA1 esta envolvido na fisiopatologia de doencas neurodegenerativas, contribuindo para
desmielinizac&o, perda de fibras nervosas e prejuizde memoria (BORBELY et al., 2019; PAYRITS
et al., 2020; SAGHY et al., 2016).

Em 2020, pesquisadores investigaram a presenca do TRPA1 no epitélio olfatério, bulbo
olfatério e cortex piriforme de camundongo® regides do trato olfatorio principal que costumam
ser afetadas nos estagios iniciais das doencas neurodegenerativas. Nessggextos, ocorre
ativacao excessiva do TRPAL, 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. Ain disso, ha evidéncias de que o TRPA1
também participa da regulacdo do comportamento social em camundongos, de modo que
alteracbes nesse receptor podem gerar déficits tanto no processamento olfativo quanto em
aspectos comportamentais mais amplos (KONKOleYal., 2021).

Outras descobertas relevantes associam disfuncdes olfativas a questbes
neuropsiquiatricas, como observado no caso do gene NEGR1, implicado em alteragbes
neurobiolégicas no Transtorno do Espectro Autista (TEA). Em camundongos geneticamente
modificados para expressar o0 NEGR1, foram identificados comportamentos semelhantes ao
autismo, além de alteracdes na migracdo neuronal, na maturacédo 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 discriminagéo e o processamento sensorial olfativo (KIM et al.,
2024).

4. LIMITACOES

Apesar de sua relevancia e simplicidade de execucéo, o teste de habituac&do/desabituacéo
olfativa apresenta algumas limitacbes. A avaliacdo de um unico animal leva, no minimo, 75
minutos, considerando os 30 minutos de aclimatacéo e cerca de 45 minutos paraxecucao do
protocolo. Além disso, a interpretacdo dos parametros depende do julgamento do avaliador, e ha
necessidade de interacao indireta entre o animal e 0 experimentador, devido a troca constante dos
cotonetes ou aplicadores, 0 que pode introduzirig@s ou estressar o roedor. Com o intuito de
reduzir essas limitacdes, vém sendo desenvolvidas solu¢cdes como softwares de rastreamento por
video (OUMMADI et al., 2020).

5. CONSIDERACOES FINAIS

O teste de habituac&o/desabituacdo olfativa destaese como uma ferramenta valiosa e
acessivel para a avaliacao da funcao olfativa em roedores, contribuindo de forma significativa para
a interpretacéo correta de diversos testes comportamentais, especialmenaqueles voltados ao
estudo de sociabilidade e memadria. Além de seu papel metodolégico, a compreensao das bases
neurobiologicas do olfato, incluindo as vias neurais e 0os mecanismos moleculares envolvidos,
revela-se essencial diante das crescentes evidéas que associam disfuncdes olfativas a doencas
neurodegenerativas e transtornos neuropsiquiatricos. Apesar de suas limitacfes, este teste
permanece relevante, sobretudo quando integrado a outras abordagens comportamentais e
tecnolégicas que visam reduzirvieses 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 identificacdo precoce e o entendimento dos

mecanismos patoldgicosubjacentes a varias condi¢cdes neuroldgicas e psiquiatricas.
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RESUMO

O teste das trés camaras € um modelo padréo
para estudos primarios e translacionais
relacionados a desordens do
neurodesenvolvimento,  principalmente  ao
autismo. O teste se baseia na capacidade de
interagdo social, comunicagcdo e evidéncias de
comportamentos estereotipados de modelos
animais autistas, com base em duas atividades
principais: a primeira, denominada de atividade
de interacdo 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 sdo observados o tempo de
tomada de decisdo, bem como a existéncia de
movimentos repetitivos como a auto limgza ou a
ato de aparar o bigode. O modelo é fundamental
ao entendimento de processos fisiologicos
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
neuroanatémicas e neuroquimicas, bem como as
aplicacdes translacionais, os desafios até entéo

identificados e as sugestdes de ajustes do referido
teste.

Palavras-chave: Novidade social, Autismo,
Interacdo 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 autstic animal models,
based on two main activities: the first, indicated
as social interaction activity, in which animals can
choose Dbetween interacting with another
unknown animal or with an object, and the
second, indicated as social novelty activity, whit
is the ability of the same animals to choose
between two animals, a stranger and a familiar
one. The decisioamaking time is also observed,
as well as the existence of repetitive movements
such as selgrooming 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

CAPITULO XIV 167



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 estirs® que 1 em cada 100
criancas sao autistas, numa proporcao entre meninos e meninas de 3:1 (AlBatial., 2022).
Apesar de ser uma doenca comum, as causas ainda estao pouco esclarecidas, existindo hipoteses
de origem genética, em funcdo de uma maior probabilidade de familias que tenham filhos autistas
terem novos filhos autistas, mas fatores ambientais safilos durante o periodo de gestacdo
também tém sido relacionados ao desencadeamento da doenca. A teoria de separacdo maternal
que se baseia no modelo de estresse de inicio de vida, e possui interferéncia nos
neurotransmissores de glutamato é uma das hipétes de contribuicdo para o desenvolvimento
do autismo (Reshetnikowet al.,2018).

Atualmente, os modelos animais sdo fundamentais para entender a fisiologia dos sintomas
do autismo, buscar a identificacdo 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 inducgéo
por acido propandico (El Ansaryet al.,2012) e acido valproico (Tartaglioneet al.,2018).

Além dos modelos animais, o desenvolvimento dos testes comportamentais para avaliar as
caracteristicas do autismo também se fez necessario. Na década ded0Otestes de analise de
comportamento como o modelo de ratos da pradaria usado na avaliacdo comportamental e social
de relagcbes monogamicas, teste de livre interagédo social e o teste de reconhecimento e preferéncia
social contribuiram para o desenvolvimeto do teste das trés camaraso qual possibilitou uma
alternativa para avaliar os comportamentos danimais que se assemelham ao autismo, bem como
para testar estratégias de tratamento (Moyet 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 interagdo social, comportamentos
estereotipados e de comunicacad@ue sao caracteristicas comuns em modelos animais em
individuos autistas. O capitulo estd subdividido em descricdo do protocolo teste, bases

neuroanatdémicase neuroquimicas; aplicacdes 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
gue melhor representassem individuos com autismo. O referido teste foi uma adaptagio teste
de ligacdo de pares muito usado para avaliar memoéria 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 pesaga 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 estao
descritas na figura 2.1.

O autismo tem como uma das principais caracteristicas o déficit de sociabilidade, com isso,
modelos de camundongos com tracos de autismo foram submetidos a opcdo de explorar uma
camara nova e vazia ou uma camara com um camundongo estranho. Posteriormeogsemesmos
camundongos foram novamente submetidos a uma nova exploragdo: 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 nuaro 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 dimenséo de ldealtura
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 ocaanundongo da area externa possa
derrubéa-la. E interessante que o camundongo engaiolado seja habituado a essa situacao.

Figura 1 - Aparato de vidro com trés camaras
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Fonte: Nadleret al.,(2004).
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A sociabilidade € 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 camara central (figura 2.2a). No segundo momento, 0 tempo gasto ¢
o camundongo estranho em comparacdo com o camundongo familiar € considerado como a
preferéncia pela novidade social (figura 2.2b) (Mogt al.,2004). E valido enfatizar que o teste das
trés camaras também deve ser acompanhado dos testes de comportamema gaiola de
convivéncia, teste de olfato e teste de locomoc¢éo, com fins a que garantam que fatores como
locomocgéo 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 diérios (8:00 h,
12:00 h e 18:30 h), sendo que duas horas antes do meio dia séo disponibiias um pedaco
quadrado de algodao, 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 construg@alestruicdo de ninhos, sons
grupais, outras atividades, brigas, convulsdes, tremores ou qualquer outra atividade anormal.

As avaliacBes sobre condicbes de saude dos camundongos consistem na observacdo da
aparéncia da pelagem, do bigode, da postura corporal e da normalidade da marcha. E para a
verificacdo da capacidade reflexiva recomendse o toque nos bigodes com um cotonetan cada
lado do rosto, a aproximacéo do cotonete nos olhos e uso de som metalico, sendo que este ultimo
avalia tanto o reflexo quanto a audicdo. Cada animal também é colocado em uma gaiola de plastico
vazia que deve ser submetida a movimentos laterais ernticais 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 (M&y al.,2004).

Um dia antes da realizacdo do teste das trés camaras também é recomendado a avaliacao
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 quddsacruzados
durante 5 minutos. E um dia depois do teste de locomoc¢éo os animais devem ser submetidos a
testes de olfato. No dia seguinte ao teste de locomog¢&o os animais também devem ser submetidos
a testes de balanco e coordenag¢do motora, no qual os aaimsao colocados sobre um cilindro e
submetidos a uma aceleracdo constante iniciando em 3 rpm até atingir 30 rpm em duas tentativas,
sendo avaliados o tempo de permanéncia de cada no cilindro em aceleracao (Mbgl.,2004).

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

no qual, os camundongos séo colocados na camara central por cinco minutos e as demais camaras
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vazias ficam com as entradas obstruidas. Além de habituac&o por ser um teste analogo ao teste de
campo aberto, ele permite identificar capacidade locomotora e niveis de ansiedade. ApGs 0s cinco
minutos de habituacao, iniciase o teste das trés camaras pre@mente dito com a introducao de

um camundongo estranho dentro de uma gaiola junto a uma das camaras adjacentes a camara
central, a outra camara permanece vazia. Apos a introducdo do camundongo estranho as
passagens para as demais camaras sao abertas emas/imentos do camundongo colocado na
camara central € avaliado por 10 minutos com o uso de um software de identificacdo de
movimentos. Serd considerado como entrada a camara quando o camundongo estiver com as
guatro patas dentro dela. Em eventos de obseagéo visual presencial recomendae que o
pesquisador fique a 1,5 m de distancia. O segundo camundongo ndo familiar deve ser introduzido
na camara vazia ap6s 10 minutos do primeiro teste e devera ser observado o tempo gasto em cada

camara e o numero de trasi¢cées entre as duas camaras adjacentes (Melyal.,2004).

Figura 2 - Teste das trés camaras.

b.
Fonte: Moyet 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
(CompanysAlemanyet al.,2020), esquizofrenia (Tatsukawaet al.,2019, Plekanchuket al.,2022),
sindrome de rett (Wuet al.,2016), depressao (Yet al.,2023), parkinson (Okitsuet al.,2024), entre
outros. Também devemos enfatizar que para avaliar caracteristicas de autismo alguns modelos
animais foram desenvolvidos: BTBR e FMR,cemo modelo controle observamos que o modelo
C57BL/6J é 0 mais utilizado. A inducao do autismo também pode ser realizada com a exposicéo de
fémeas durante a gestacdo a 400 mg/kg de acido valpréico, com isso a prole dessas fémeas tera

sintomas do autismo (Hnget al.,2023).

3. BASES NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA

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

expressdo de emocdes positivas e negativas caso de autistas as regides do lobo frontal, cortex
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temporal superior e amigdala séo as principais relacionadas ao comportamento social (Amagtl
al., 2008), enquanto que as regides corticais, subcorticais, giro frontal superior, cortex motor
suplementar, area de Wernicke e o sulco temporal superior sdo fundamentais no processo de
linguagem (Redcay, 2007) e as regides cortex orbitofrontal e nucleo caudedstéo relacionadas
aos comportamentos repetitivos (Atmacaet al., 2007). A figura 3.1 apresenta a localizacéo
cerebral dessas regides.

Em observacdes pos morte ou com base em imagens de ressonancia magneética,
pesquisadores indicaram que individuos autistas possuem um desenvolvimento cerebral atipico
durante a infancia. Hutsleret al.,(2006) citaram que existem pequenas altera¢cées nos neurdnios
e nas células da glia da regido do cortex cerebral, além disso, Casamb\a.,(2006) encontraram
diferencas de densidade de células, existéncia de espacamentos nas mini colunas radiais em areas
corticais, incluindo o lobo frontal. Schumann e Amat (2006) também observaram reducéo do
namero de células do prosencéfalo e Schumaret al., (2004) encontraram uma reducdo da
quantidade de neur6nios no nucleo lateral da amigdala em cadaveres de individuos autistas.

O cerebelo de alguns individuos autistas também tém sido uma regido que apresenta
hipoplasia e reducdo no volume de matéria cinza no vermis cerebelar superior (Stoodley, 2014).
Enquanto em outros individuos autistas apresentam hiperplasia (Courchesne, 1994lém da
diminuicao significativa da quantidade de células de Purkinje na regido cerebelar (Amastlal.,
2008; Fatemiet al.,2012; Wegielet al.,2014). Enquanto, o cortex prérontal € uma regido que
possui papel no controle cognitivo, ao coordenar anemodria, tomada de decisbes, emocdes,
planejamento e também atividade relacionadas a comportamento social, sendo que o giro frontal
inferior (IFG) esta diretamente relacionado a capacidade de linguagem, imitacao na construcéo de
redes de processamento soal.

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 express@egimentais
(Schumann; Nordahl, 2011). A regiao do giro fusiforme é muito importante durante as interacées
sociais e em individuos autistas observae uma hipoatividade e um menor metabolismo
mitocondrial nessa regido, que pode refletir em menor densidadde neurdnios (Van Kootert al.,
2008).

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

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

2016) e a reducédo dos movimentos repetitivos (Yamastet al.,2018).

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

CEREBELD

Sociabilidade

C -

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: Amaralet al.,(2008).
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O que sabemos até o0 momento € que os neurbnios produtores de ocitocina, que sao
originarios do hipotalamo, denominados de neurdnios magnocelular e parvocelular, se espalham
por todo o cérebro e sdo reguladores dos comportamentos sociais (Zaagal., 2021). Altas
concentracdes podem desencadear diferentes vias de sinalizacao, Gi em vez de Gqg por exemplo, e
até reduzir o efeito quando administrada de forma continua ou em maiores concentracdes (Kou
et al.,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 metabotropicos de ocitocina do tipo Gqg na area tegrae ventral,
ndcleo accumbens, cértex cingulado anterior, amygdala central e basolateral ee hipotalamo
anterior e ventral (Bocciaet al.,2013), sendo fundamentais nos processos de comportamento
social, momentos de primeiro contato e situacdes de confiam¢Songet al.,2016), enquanto que
0s receptores de ocitocina do tipo Gi s&do menos frequentes no sistema nervoso central e estao
mais presentes em 6rgéos periféricos (Garibagt al.,1991).

Outros hormonios também merecem destaque, como: a arginina vasopressina um
nonapeptideo também produzido pelos neurdnios magnocelulares e parvocelulares do
hipotalamo, e também encontrado na amigdala, no septo ventrolateral, no ndcleo 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 (Zhouet al., 2022), principalmente quanto ao
reconhecimento social (Wuwet al.,2021).

O sistema que envolve o acido gama aminobutirico derivado do glutamato que atua no
desenvolvimento do cérebro e influencia na proliferacdo, migracdo, maturacdo sinaptica,
diferenciacdo e morte celular (Ower; Kriegstein2002), bem como na regulacédo do balanco de
mecanismos inibitorios e excitatérios (Yizhatet al.,2011) quando desregulado contribui também
para o surgimento de sintomas de autismo. O glutamato é responsavel pela excitacdo de neurdnios
do cortex de mamiferos, sendo que quando os receptores dlutamato sofrem modificacGes
desencadeia implicacdes na excitabilidade e no desenvolvimento intelectual (Yennawetral.,
2019). Exposigcédo e aumento nos niveis de serotonina durante a gestacdo tém sido associados a
interferéncias em mecanismos de memoria, aprendizagem, humor e no desenvolvimento de
problemas comportamentais e de deficiéncia social, tipicos sintomas de autisrfiderre et al.,
2025). Enquanto a dopamina com mecanismos de cogni¢éo social (Paval, 2017). Outros estudos
também tém dado énfase naelacdo de melatonina (Braanet al.,2018), acetilcolina (Takeshiet
al., 2016) e vitamina D (Pertileet al.,2018) a prejuizos nas interacfes sociais e a sintomas do

autismo.
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4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

Os modelos animaisBtBr, SKANK3e Fmrl s&o os principais para estudos translacionais
relacionados ao autismo e com aplicagcdes do teste das trés camaras, apesar de nao reproduzir
todos os sintomas da doenca sdo importantes e possuem potencial para o entendimento dos
mecanismos de origem, avaliapossiveis compostos que atenue 0s sintomas e também para
construcdo de etiologias genéticas e fisiologicas (Schwartzetral.,2013; Xing; Yu, 2025). Animais
deficientes em proteinas secretoras de ocitocina ap0s senetratados com elevadas doses de
ocitocina administrada diretamente na regido intracerebroventricular possibilitou a reverséao de
problemas de reconhecimento social (Jiet al.,2007; Salaet al.,2011) e animais induzidos ao
autismo com uso do acido valproico e tratados com arginina vasopressina também tém sido
usados para avaliar os niveis de interagéo social (Ve al.,2021).

As aplicagOes translacionais do teste das trés camaras nao se restringem apenas ao uso de
hormonios e outros compostos quimicos administrados diretamente para avaliar as mudancas de
comportamento e interacao social, mas também ao uso de outras alternatly&omo compostos
naturais, probiéticos, alimentos, entre outros. Alabdaliet 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 probiodticos eo predominancia de Lactobacillus
acidophilus Bifidobacterium lactis frutooligossacarideos, além devitamina D3 e Blactam, a base
de amoxicilina, promoveu um melhor equilibrio na relacdo entre fatores quimicos inibitérios e
excitatérios e a restauracdo dos indicadores de interacao social em compara¢do com 0 uso apenas
do &cido gama aminobutirico. O usode vitamina D3, também tem sido associado a
neurotransmissores responsaveis pela regulacédo da aprendizagem, memaria e fatores emotivos
(Pertile et al.,2018), enquanto que Blactam promove a ativacéo do transportador de glutamato
(Zenget al.,2010).

Yanget 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 testes drés
camaras, mudancas na composicéo da microbiota intestinal dos ratos, enquanto que nos pacientes
existiu maior uso de comunicacao verbal quanto ndo verbal e mudanca 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 couveflor, couve-de- bruxelas e brdcolis sendo considerado um protetor quimico

contra o cancer (Treasureet al.,2023).
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Varios outros estudos tém avaliado o teste das trés camaras como uma ferramenta para
pesquisas translacionais e aplicacdes clinicas ndo sO para o autismo, mas também para outras
doencas que alteram as relacdes de interacdo social. Em estudos com Alzheioneste das trés
camaras tem sido usado para avaliar bioativos que interferem no desenvolvimento da doenca e
melhoram a capacidade cognitiva e de interacao social (Compariemany et al.,2020; Yanget
al., 2025). Esquizofrenia (Miharaet al.,2017, Tatsikkawa et al.,2019, Plekanchuket al.,2022),
sindrome de rett (Wuet al.,2016), depressao (Yet al.,2023), parkinson (Okitsu et al.,2024) e
deméncia (Zuoet 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 € um modelo padrdo usado desde 2004 pelo grupo da
neurocientista jacqueline Crawley, mas que possui algumas limitagdes, entre elas Netseal.,
(2017; 2019) pontuaram que primeiro, 0s animais podem ter preferéncia em se posicionar em
qualquer uma das camaras e a mudancga de uma camara para outra nao necessariamente significa
interacdo ou preferéncia social, outra ressalva se refere ao negligenciame das dindmicas de
interacdo comportamentais, pois avalisse apenas o tempo de peranéncia nas camaras e a
terceira observacdo € de que o teste das trés camaras ndo considera os aspectos motivacionais
durante a interacdo. Os citados autores apresentaram um novo designer para o aparatos do teste
das trés camaras (Figura 5.1.c) acompanhadi@ um novo software de andlise 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 Mot al.,(2004), o designer de Netseet al.,(2017;
2019) propde uma éarea de arena em formato de hexagono irregular (Figura 5.1.b) e camaras
moéveis 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 car @nimal. O software
baseiase no movimento do corpo separado do movimento da cabeca do animal em analise e assim
o algoritmo do software identifica o contato da cabecaom as areas de estimulo anulando assim

falsos positivos de comunicagéo presentes no design experimental proposto por Maal.,(2004).

176 CAPITULO XIV



Figura 5 - Novo apparatus do teste das trés camaras

estimulo 2
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estimulo 1 e
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C.
Fonte: Netseret 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 higienizagcdo anulando assim outfaksos
positivos, enquanto que o espacgo da arena permite possibilitar a distingdo de comportamento
entre sexo como também entre diferentes linhagens, alem de ser possivel a avaliacdo de animais
maiores ou obesos (Netseet 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 avaliacdo da
diferenca de comportamento social entre ratos e camundongos (Netset al.,2020), entre sexo e
linhagens (Kopachewet al.,2022) e em mecanismos fisioldgicos relacionados as redes neurais,
cérebro social (Mohapatraet al.,2024). A partir do modelo desenvolvido por Netseet al.,(2017),
outras atividades foram incluidas ao testecomo: 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 avaliacado da preferéncia por animais totalmente estranhos em comparacao
com animaisque pertencem ao mesmo grupo de convivéncia (Jabaenal.,2021; Kopachewet al.,
2022).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Apés essa andlise bibliogréfica 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 readi@as otimizando a sua
capacidade de representar estudos translacionais. Evidenciamos também que o modelo é uma boa
ferramenta para entender processos fisiologicos relacionados a desregulacéo neurobioldgica, bem
como para avaliar potenciais compostos que peam reverter situagdes de déficits de interacdo

social, de memdria, aprendizagem, entre outros.
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RESUMO

A depresséo perinatal representa uma condigéo
multifatorial que compromete o bemestar fisico

e emocional da mée e da prole. O estresse
gestacional, gerado pela elevada liberagdo de
glicocorticoide, causa um  estado de
hiperatividade do eixo hipotalamchipofise-
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 o0s parametros comportamentai
neuroenddcrinos e outros biomarcadores. A
adicdo de corticosterona na agua de beber ou a
aplicacao por outras vias de administragéo, do 6.°
ao 20.° dia gestacional, reproduz o estado de
estresse cronico. Avaliagbes comportamentais
como o Nado Forcado e Campo Aberto, indicam
anedonia, desesperanca e alteracoes
locomotoras.  Analises  neuroquimicas e
neurofisiolégicas demonstram disfungbes nos
sistemas glutamatérgico e GABAérgico, com
hiperexcitabilidade neuronal, além de alteracdes
dopaminérgicas nos ciraitos de recompensa e
evidéncias de neuroinflamacdo e disfuncdes
epigenéticas. O modelo permite a investigacéo
translacional de alvos moleculares, como BDNF,
GR e marcadores inflamatérios, além de testar
intervengdes farmacoldgicas e epigenéticas com
relevancia clinica. Apesar da eficacia, limitagbes

como variagdes no consumo de corticosterona,
impacto sistémico inespecifico e interferéncia de
alteracdes fisiologicas gestacionais demandam
cautela interpretativa. Concluise que o modelo
de depressdo gestacimal induzida por
corticosterona é uma ferramenta vélida e
promissora para o estudo da fisiopatologia da
depressdo perinatal e desenvolvimento de
estratégias terapéuticas e preventivas.

Palavras-chave: Eixo HPA (hipotalamehipoéfise-
adrenal). Neuroplasticidade. Transtornos
afetivos. Inflamacéo neuroenddcrina.
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 hypothalamigzpituitary z
adrenal (HPA) axis and contributes to the
development of a depressivdike phenotype. This
study aims to characterize an experimental
model of stressinduced perinatal depression in
mice by corticosterone exposure, highlighting
behavioral and neuroendocrine paraneters,
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, aocmpanied 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 BDNFglucocorticoid 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 (hypothalamiepituitary -
adrenal). Neuroplasticity. Affective disorders.
Neuroendocrine  inflammation.  Depressive
disorders.

1. INTRODUCAO

A depressdao perinatal é um transtorno que acomete mulheres durante a gestacdo ou no
periodo pdésparto, sendo associada a prejuizos emocionais, cognitivos e comportamentais tanto
na mae quanto na prol€Xie et al,, 2025). Fatores hormonais, sociais e neurobioldgicos contribuem
OO0Ech ¢mgoqQ

O estresse gestacional é considerado um fator de risco, jA que essa condicdo estimula a

para a etiologia multifatorial dessa condicag :

hiperatividade do eixo hipotalamaohipéfise-adrenal (HPA), culminando na liberagcdo em excesso
de glicocorticoide(Fei et al, 2024), podendo comprometer a neurogénese, a plasticidade sinaptica
e a resposta ao estresse a longo pragénayati et al, 2020).

Modelos animais tém sido fundamentais para o estudo da depressdo perinatal, pois
permitem a avaliacdo de parametros comportamentais e hormonais em condi¢des controladas.
Dentre os modelos destacae a administracao de corticosterona como uma abordagem cavel
e translacional para simular os efeitos do estresse croni¢@vang et al,, 2024). A exposi¢ao cronica
a corticosterona induz comportamentos relacionados a anedonia, desesperanca e alteracdes
neuroenddcrinas e simula a deprességkokras et al,, 2020).

Assim, o0 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 transtortiei et al,, 2024). Diante
disso, o presente estudo teve como objetivo caracterizar 0 modelo experimental de depressao
induzida por corticosterona em camundongos fémeas gestantes, avaliando parametros

comportamentais e neuroenddcrinos associados ao desenvolvimento tnoétipo depressivo.
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2. MODELO EXPERIMENTAL

Neste modelo experimental sdo utilizadas fémeas adultas, comp8¢  OAIT AT AO AA
DAOAT AT AT OOA ¢m A om C¢C8 O0AOA 1T AAAOAI AT AT OT n
AA T AOI A TETEACAI DPI O ¢t E8 ! pegO ADOAOPROGO AD
a deteccédo positiva marca o Dia Gestacior@a(DGO0). As fémeas gestantes devem ser distribuidas
aleatoriamente em grupos(Mader et al., 2009).

A inducéo farmacoldgica de depresséo perinatal € realizada com corticosterona diluida em
Ol 1 6epi AA mhtuv P AA AOGATT1T Al UGCOA AAOOEI AA/
CAOAT OET AT OI A AT OA ADPOI GEI AAA A A sumo hidri@ &7 A E
e no peso corporal. A administracdo é iniciada no Dia Gestacional 6 (DG6), fase em que a
organogénese esta estabelecida e a plasticidade do eixo hipotalampofisezadrenal (HPA) se
intensifica, sendo mantida até o DG20, ultimo dia deegtacdo. Esse regime continuo permite a
inducdo de um modelo de estresse cronico leve e fisiologicamente relevaktt et al, 2016).

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

Nos DG1g8p w | Z£ET A1 AA CA OOAatw (PPR) deverh ter cordliEidas E A
avaliacbes comportamentais para caracterizar o fenotipo depressivo materno. O Teste de
00AEAOBT AEA PT O 3AAAOT OA j304q AAOA OAQuantd Al E
1t Eh T AADAGRAIN &1 OAT AAT AT OA UCOA A O11 6epi AA O/
percentual de preferéncia pela solu¢do acucarada. No Teste do Nado Forcado (FST), as fémeas sao
colocadas individualmente em um cilindro de vidro QA1 p ¢mn Ai h UCOA A cuv
i AOAAAT t© T ET AA EiTAEI EAAAAR OAI BT 11T NOAT 1
de desesperanca. Para controlar possiveis efeitos locomotores, pode ser aplicado o teste de Campo
Aberto pela colocacdo d®@ AT EI AEO Al AOAT A jtn AlZe tm
cruzamentos e tempo de permanéncia no centro da areiidie et al., 2025).

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

poshdarto) mediante superdosagem anestésica, coletaneke sangue para dosagem de
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corticosterona plasmatica por ELISA e validacédo da eficacia do protocolo; encéfalo (hipocampo,
cortex prédrontal e amigdala) destinados a imunohistoquimica, qPCR e Western Blot; e as

glandulas adrenais para andlise histopatologicaXie et al.,, 2025).

3. BASES NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA

O modelo de depressao induzida por corticosterona impacta diretamente o equilibrio entre
0os sistemas glutamatérgico (excitador) e GABAérgico (inibidor). O estresse crbnico leva a
disfuncdo da sinalizacdo do glutamato, com hiperatividade sinaptica, acimudie glutamato
extracelular e excitotoxicidade neuronal, especialmente no hipocampo e cortex pi®ntal. Esses
efeitos resultam na degeneracao de dendritos, reducéo da densidade sinaptica 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 reducao da expressao de receptores GABAe GABAB, o0 que prejudica os
mecanismos de inibicdo ténica e fasica. Essa desregulacdo contribui para a hiperexcitdadie
neuronal e aumenta a vulnerabilidade a respostas comportamentais desadaptadas, como
ansiedade, agitacdo e disturbios do sono, frequentemente observados em modelos perinatais de
depressao(Khoodoruth et al, 2022; Fogaca; Duman, 2019)

No eixo da recompensa e motivacado, as alteragdes dopaminérgicas afetam o funcionamento
do nucleo accumbens e da area tegumental ventral (VTA), reduzindo a liberacdo de dopamina
nesses circuitos. Isso leva a aned@n (perda de interesse por atividades naturalmente
prazeirosas) e estd associada a reducdo da atividade locomotora e do comportamento
exploratério. Além disso, ha diminuicdo na expressao de receptores dopaminérgicos D2 e da
proteina transportadora de dopamina (DAT), comprometendo a sinalizacdo e tbnus
dopaminérgico basal(Penget al., 2020).

Outro aspecto relevante € a neuroinflamacdo. A corticosterona em niveis cronicamente
elevados ativa a microglia e astrécitos, aumentando a liberag&o de citocinas fimlamatérias (IL-
pr h -14h -8)e, promovendo o estresse oxidativo. Isso contribui para quebra da barreira
hematoencefalica, causando a disfuncéo sinaptica e a reducéo da neuroplasticidade. Marcadores
proteicos de ativacdo microglial como o Ibd e de reatividade astrocitaria como o GFAP séo
frequentemente aumentados em analises imunrhistoquimicas de animais que foram induzidos a
depressao por corticosterona(Zhaoet al,, 2025).

Além das alteracbes neuroquimicas e estruturais, ha evidéncias de mecanismos
epigenéticos modulando a expressdo génica em resposta ao estresse gestacional. A hipermetilacdo

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

Por fim, destacase que a exposicdo a corticosterona durante a gestacado interfere
diretamente nos niveis de hormoénios sexuais como estrogénio e progesterona, fundamentais para
a estabilidade emocional materna no péparto e compromete o equilibrio neuroendcrino
necessario para a neuroprotecao, o vinculo materno e o comportamento de cuidado parental
(Gotlieb et al,, 2022).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

O modelo experimental de depressdo perinatal induzido por corticosterona em
camundongos apresenta elevado potencial de aplicacéo translacional por mimetizar aspectos
fisiopatoldgicos, comportamentais e neuroenddocrinos observados em quadros depressivos
humanos, especialmente aqueles associados ao periodo gestacional e-eigo. A semelhanca
com o eixo hipotadlamehipoéfise-adrenal (HPA) humano, a responsividade ao tratamento
farmacolégico e a possibilidade de mensuracdo de biomarcadores tornam este modeld péra
investigacdo de mecanismos patolégicos e desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
(Wanget al, 2024; Chakt al, 2022).

A exposicao prénatal ao estresse e a disfuncdo do eixo HPA tem sido associadas a maior
incidéncia de transtorno depressivg déficits cognitivos, alteracdes no vinculo materneinfantil e
maior risco de psicopatologias na proleNesse sentido, modelos animais que reproduzem tais
alteracdes contribuem para a identificacdo de alvos moleculares, como a via BRINkBzmTOR
receptores de glicocorticoides (GR)neurotrofinas, sistemas monoaminérgicose mediadores
inflamatorios, os quais podem ser modulados farmadmgicamente com potencial beneficio
terapéutico (Neeleyetalh ¢mppn "1 1T OAON /6#T11T10N /6111 A1

A administracdo de corticosterona durante a gestacdo permite a avaliacao friénica de
tratamentos convencionais e alternativos, como antidepressivos triciclicoESRScompostos antt
inflamatorios, fitoterapicos e intervencdes 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 desenvolvim® (Mourtzi; Sertedaki; Charmandari,
2021; Brummelte; Galea, 2010; Qiat 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 investigacdo e

interveng&o com foco em promogéao de saude mental perinatal, bem como no desenvolvinoedé
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estratégias de prevencao de transtornos do neurodesenvolvimento em filhos de mées expostas ao
estresse cronico(Brummelte; Galea, 2010)

Em resumo, as aplicagGes clinicas e translacionais do modelo de depressédo induzida por
corticosterona abrangem desde o entendimento da etiopatologia até a triagem de novas
intervencdes terapéuticas, com implicacdes diretas na medicina translacionala psiquiatria

perinatal e naneurociéncia do desenvolvimento

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar da ampla utilizacdo do modelo de depresséao 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 desafiesta a variagdo 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, dificultado a padronizacéo entre experimentos e grupos
experimentais. Vias ndo invasivas como a administracéo via agua, reduz o estresse manipulativo,
mas oferecem menor controle da dose; por outro lado, vias como gavagem ou injecdes
subcutaneas, podem gerar estresg adicional e afetar os desfechos comportamentgiBing et al,
2018; Kott et al, 2016).

Além disso, a administracéo crénica 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 integiados. Embora a
administracdo de corticosterona reproduza aspectos importantes da fisiopatologia da depresséo,
como alteracbes no eixo hipotalamdnipofise-adrenal (HPA), anedonia e disfuncbes
neuroenddcrinas, tratase de um modelo unifatorial, que ndo cdempla a complexidade
multifatorial da depressdo perinatal em humanos como outros fatores hormonais, genéticos,
ambientais e psicossociai§Wanget al, 2024; Van Donkelaaet al, 2014).

A avaliacdo comportamental no periodo gestacional também apresenta limitacdes, pois o
estado fisiologico das fémeas gravidas (alteragdes hormonais, ganho de peso, restricdo de
movimentos) pode interferir nos resultados dos testes, como o de Campo Abertoado Forcado,
exigindo interpretacdo cautelosa. Por fim, destaese a necessidade de validagcdo cruzada com
outros modelos de depressdo perinatal, bem como o0 uso de multiplos parametros
(comportamentais, moleculares e histologicos) para conferir robustezad achadogBrummelte;
Lieblich; Galea, 2012; Demuysest 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 situagdes
aversivas ao explorar um local expsto e elevado
(bracos abertos do aparato). Os parametros
analisados descrevem a capacidade de
exploracdo do animal bem como seu
comportamento ansioso ou normal. O teste avalia
a atividade de estruturas cerebrais relacionadas
ao medo e ansiedade em animaicomo o
hipocampo, amigdala e cértex prérontal, além
da atividade do sistema neuroenddcrino via eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal.  Portanto, sua
utilidade esta em evidenciar o efeito ansiolitico
ou ansiogénico de farmacos através da analise 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. Cértex 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 (pen arms). The parameters
studied describe the animals exploring skills as
well as their standard or anxietylike behavior.
Central nervous system activity is monitored in
areas related to fear and anxiety in animals such
as hippocampus, amygdala, and pnefntal cortex,
along with the neuroendocrine system activation
due to the hypothalamushypophysis-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. Anxietylike
behavior. Hippocampus. Prefrontal cortex.
Amygdala.
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1. INTRODUCAO

A pesquisa de novos farmacos € 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 (Edineffal., 2021). Portanto
se faz necesséario a prospeccao de farmacos alternativos e a avaliacédo de seus efeitos fisioldgicos e
sobre as suas possiveis alteracfes comportamentais.

Nesse contexto, alteracdes 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 farmacpois o0s
roedores sdo bastante sensiveis as mudancas ambientais e fisioldgicas, e essa sensibilidade se
reflete em seu padrao de comportamento que pode ser analisado e interpretado conforme padrbes
e parametros prédefinidos pela literatura com dados expementais sobre o modelo (van der
Staay, 2006).

Os estudos de analises 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 aversivoss(fa, Mondlinska,
Chrzanowska, 2019). AlteragOes nesses tipos de comportamento podem sugerir mudancas em
areas cerebrais associadas a modulacdo do medo e ansiedade. Um dos modelos comportamentais
utilizados para analisar essas alteracGes € o0 do labirintarecruz elevado élevated 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, o0 que pode sugerir um comportamento mais ansioso e
defensivo (Pellowet 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), apoj@mios
suportes de 10 a 50 cm do chéo, ha também uma zona central que é formada da intersecado desses
bragos, onde inicialmente o animal é posicionado (Pelloat al., 1985).

A andlise da resposta do comportamento animal, apos sofrer interferéncia advinda de
alguma intervencao, é feita através do teste (Fig 1.b), que promove um estimulo aversivo atraves
da exploracéo de locais que o roedor com perfil mais ansioso ou tratado cansiogénicos tentara
evitar, enquanto o animal sem altera¢ges ou tratado com ansioliticos explora igualmente todas as

partes do aparato (Pellowet al., 1985).
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Figura 1 - Esquema de aparato de labirinto em cruz elevado e desenho experimental do uso do EPM

a) 1. Bragos abertos b) [ Intervencéo farmacoldgica ]
2. Bragos fechados 2
3. Zona central /_\
Estimulo aversivo ’
2 (EPM) 3
WY
|
[ Resposta comportamental ]
Efeito
r N

Ansiolitico

Ansiogenico

Fonte: elaborado pelo autor

2. PROTOCOLO DO TESTE

O protocolo experimental pode ser dividido em 3 etapas para melhor organizagdo: pré
laboratorial, com preparo e planejamento do teste; laboratorial, com a conduc¢éo do experimento
e coleta de dados; e pékboratorial, para a andlise e interpretacdo de dado 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)
guanto advindos dos animais (pelo estresse, interferénciasuoexecucdo indevida do teste)
(Camposet al.,2023).

Desse modo, as outras etapas de execucdo e analise se tornam mais claras e objetivas,

evitando até mesmo a repeticdo 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, iluminacéo, sons e manuseio dos
animais séao interferéncias que podem alterar o seu comportamento, adiciorndm tendéncias e
viés na coleta de dados entre os individuos do estudo (Campeisal.,2023).

Portanto, o ambiente em que o0 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

guarentena e na auséncia de outros animais, para que 0s animais de estudissam ser
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aclimatados nesta nova sala antes do experimento (Toyama, 2012). Além disso, a sala em questao
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) (Campes al., 2023).

Os pesquisadores observadores que entrardo em contato com o0 aparato e/ou animais,
devem evitar perfumes ou odores muito fortes, além de planejar o experimento para que 0s
animais sejam manuseados o minimo possivel e de forma padronizada, como na disposigéao
transporte das caixas ou gaiolas dentro da sala. Todas estas recomendacfes fazem parte de

treinamentos de pessoal para uso de animais (Campetal., 2023).

2.2. CONDUCAO 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 na intersecéo entre os bracos do aparato (rma central),

e a partir deste momento, marcar o inicio da avaliacdo, 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 solu¢éo sanitizante (dida ou prépria para ndo deixar odor) antes

da avaliacdo de outro animal (Pentkowsket al., 2021).

A observacdo 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 bracos do teste para posterior analise. Recursos como reldgios e énmietros podem
ser utilizados para padronizar o tempo entre cada teste, desde que ndo emitam som perto do

animal (Pisula, Mondlinska, Chrzanowska, 2019).

2.3. ANALISE E INTERPRETACAO DE DADOS

Os dados que serédo obtidos em forma de anotacdes ou gravacdes podem ser analisados
conforme parametros escolhidos pelo pesquisador. Normalmente € analisado o comportamento
animal na forma de: nimero de entradas em cada braco (Fig. 2.a), em nimero de evenieando
0 animal passa com as 4 patas para dentro dos limites do braco em questao; tempo de permanéncia
em cada braco (Fig. 2.b), quantificado em segundos (s) ou porcentagem (%) em que o animal esta
explorando do bragco em questéo; e distancia total percoda no aparato (Fig 2.c), quantificado em

centimetros do trajeto do animal ao todo (Knighet 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 € 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 relacdo ao outro (bracos abertos ou fechados), chamado pamamento de
evitacado (avoidance) (Kenwood, Kalim, Barbas, 2022).

A interpretacdo dos dados é realizada de acordo com 0s objetivos do pesquisador e
proposito da investigacéo, normalmente, procurge evidenciar o comportamento ansioso de um
grupo de animais em detrimento a outro grupo, ou a reversdo do comportamento ansmpara
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 classificdo como efeito adverso (Freitas2025).

Em qualquer caso que se queira investigar, a analise de dados de um teste isolado nao é
suficiente para atribuir com precisdo o efeito modulador de comportamento aquela intervencgao
utilizada, sendo portanto, recomendada a andlise das diferencas no componento 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 (Costaet 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 intervencgao
somente é comprovado através dos resultados de outros testes que desoporte a hipotese

estudada naquele modelo especifico e na espécie animal utilizada.

CAPITULO XVI 195



3. BASE NEUROANATOMICA E NEUROQUIMICA

A execucdo do teste visa analisar o comportamento ansioso dos animais, tendo sido
inalterado, atenuado ou aumentado por algum fator ou intervencao farmacologica. Isto é possivel
pelas areas cerebrais com as quais 0 teste se relaciona, através da interag@canimal 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 condicdo de estresse
como o cortisol nos humanos, ja no modelo murino, é produzida a corticosterona (Pleoivski et
al., 2021).

Esta substancia ativa o eixo hipotalambipofise-adrenal, no qual células neuroendécrinas
do hipotalamo, em resposta a corticosterona produzida pelas glandulas suprarrenais apés o
estresse, liberam o Fator Liberador de Corticotrofina (CRF ou CRH), um hom que estimula
diretamente a hipdéfise (ou glandula pituitaria) em sua por¢ao anterior (adendipoéfise) a produzir
e liberar a Adrenocorticotrofina (ACTH), que uma vez na circulagéo sistémica, aumenta a produgao
de glicocorticéides (como corticotrofina) rovamente pelo coértex adrenal (Burtscher et al., 2022).

A corticosterona se liga em diferentes estruturas cerebrais que expressam receptores para
glicocorticéides e mineralocorticéides, como a por¢cao ventral do hipocampo, cortex frontal e o
préprio hipotalamo para manutencédo da retroalimentacéo negativa dessaat@cula. De modo que
em uma situacao de estresse ela continue sendo produzida e secretada quando seus niveis estéo
baixos, e quando o estimulo estressante cessa, 0 excesso de corticosterona ligada aos receptores

de mineralocorticoides auxilia no retorno paa os niveis basais (Pentkowslket al., 2021).

3.2. HIPOCAMPO

O papel do hipocampo na modulagcdo do comportamento frente ao teste de labirinto em
cruz elevado tem relacdo com os tipos de populacdes de neurbnios que séo estimulados, pois
mesmo encarregado do processamento de informacdes relacionadas a situacfes quienesam o
sistema autdonomo simpatico (luta e fuga), ha uma divisdo entre as por¢cdes dorsal e ventral do
hipocampo (Ghasemet al., 2022).

A porcéo 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 porcdo ventral exerce o controle da influéncia emocibrge medo e
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ansiedade sobre o comportamento, o que vai delimitar se a reacao do individuo frente ao estimulo

sera dominada pelo pensamento racional ou impulsivo (Pentkowski al., 2021 ).

3.3. AMIGDALA

Esta estrutura cerebral esta relacionada com o comportamento e percepcdo de medo e
ansiedade nos animais e além disso, é capaz de promover alta neuroplasticidade frente a situacfes
de estresse (Kenwood, Kalim, Barbas, 2022).

Mais especificamente, a disposi¢cdo e composicdo dos dendritos pode sofrer modificacdes
distintas em resposta ao estresse agudo ou cronico, envolvendo mudancas como retracao
neuronal para areas controladoras da ansiedade como o cortex pi®ntal, enquanto sofre
hipertrofia e aumento de projecbes 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 situacdes aversivas via comunicagdtimulante glutamatérgica
(Zhanget al., 2019).

3.4. CORTEX PRE -FRONTAL

O cortex préfrontal € uma das regides responsaveis pelas fungcdes como memoria de
trabalho, controle de comportamento impulsivo e habilidade de tomada de decisbes, de modo que
danos a esta regido podem influenciar nas reacdes de medo e ansiedade, fazemto gue o
individuo perca a capacidade de controlar os comportamentos impulsivos frente situacfes de
estresse, e 0 seu SNC se torne mais excitavel para estas respostas (€bslg 2015).

O comportamento ansioso € util para antecipar situacdes de perigo, enquanto o medo ajuda
a evitar o perigo imediato, entretanto, um individuo que se mantém constantemente alerta a
situacles aversivas pode ndo se adaptar bem aos ambientes e estar sujeit@stoesse 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 funcao de inibir o comportamento ansioso, enquanto a
amigdala é responsavel pelo estado de alerta, além de comunicar a situacéao de perigo e ansiedade
para outras areas cerebrais, incluindo o cortex prérontal cuja funcdo écoordenar a tomada de
AAAEOCeAO A AeeAO NOA OAOBbthal., 28 OAO £OAT OA AT b

Quando ndo ha intervencgéo (controle), ou quando investigee que alguma intervencao

(teste) é inofensiva a essas estruturas cerebrais, o0 resultado do labirinto em cruz elevado deve
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refletir uma capacidade de exploracdo inalterada, ou seja, 0 nimero de entradas e tempo de
permanéncia nos bracos abertos ndo deve possuir diferenca estatistica entre os grupos
experimentais, juntamente com o trajeto percorrido (Rignet al., 2022).

Entretanto, quando ha lesbes ou administracdo de farmacos moduladores dessas areas
cerebrais, 0 comportamento observado no teste € alterado para um perfil ansiogénico, de modo
gue os grupos que receberam alguma intervencdo modulatéria podem apresentar déacas nos
parametros de entradas e tempo de permanéncia nos bracos comparados com 0 grupo sem
intervencdo. Ou seja, a exploracdo dos bracos abertos é notavelmente diminuida, havendo uma
possivel preferéncia pelos bracos fechados, além de menor trajeto perrido pelos animais,
evidenciando um comportamento ansioso (Shat 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 danou intervencao
farmacoldgica lesiva. Diminuindo a diferenca entre o perfil de exploracdo dos animais induzidos
ao comportamento ansioso e tratados, e 0s animais ndo induzidos (Freitas, 2025; Taietcal.,
2024).

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS

A pesquisa farmacolégica utilizandese de modelos comportamentais animais como o teste
de labirinto em cruz elevado permite que a prospeccdo de novos farmacos ou moléculas com
propriedades biologicas passe para estagios mais avancados de validacdo, apraxido-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, € necessaria a elucidacéo dos seus efeitos farmacologicos e mecanismos de acéo,
que podem ser investigados através de estudar silico (simulacfes computacionais),in vitro
(estudos com reacdes quimicas e cultura de células)revivo (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 comunicagao mais provaveis pelas quais o farmaco exerce
seu efeito terapéutico (Chopde 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 cabeca, nauseas, ganho de peso,
constipacédo e outros (Bandelowvet al., 2022), o labirinto pode ser util até mesmo para que sejam
testadas otimiza¢des propostas por simulacdes e sinteses laboratoriais de drogas ja existentes,

através da manipulagédo de seus grupos funcionais e conjugacdo 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 mdultiplo envolvendo a
associacdo de mais de um farmaco em busca da somacao dos efeitos dos seus principios ativos.
Nesse contexto, os modelos comportamentais podem auxiliar na avaliacdo dos diferergéstos
farmacologicos possiveis em associacfes para evidenciar efeitos de somacdo, anulacdo e
interferéncias entre drogas e até mesmo encontrar efeito sinérgico (efeito terapéutico
multiplicado) entre novas moléculas estudadas e farmacos ja existentesaffayotis et al., 2021).

Uma das vantagens do teste é que além de ser de facil execucgdo 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 farmacos que modulam estruturas exseis do comportamento

de ansiedade como a porgéo ventral do hipocampo (S#tial., 2023).

5. LIMITES E DESAFIOS METODOLOGICOS

Apesar de ser um teste relativamente rapido e de facil execugdo, apenas um animal
€ analisado por vez, fazendo com que o teste seja extenso para experimentos com grandes
nameros 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 s6 pode ser melhor descrito através da relacdo 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 intervencdo 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 locomocdao total), portanto, pode ser preciso a adicdo de
diferentes parametros para complementar a analise de resultados como a quidichcdo da
postura de alongamento e atencao (conhecida também corstretch-attend posture- SAP) (Costa
et al., 2015).

Um detalhe intrinseco ao aparato em cruz € a zona central onde o animal € posicionado no
inicio do teste, 0 que pode gerar um pouco de dificuldade na interpretacédo dos dados se o animal
escolher permanecer nessa zona ou hesitar entrar completamente nos bos, inviabilizando a
AT 1T OACAT AAOOA AOGAT O1 ATi1T DAOYIi AGOT AA OAT O«
analise, é possivel utilizar um tipo de aparato modificado chamado labirinto em zero elevado (Fig.

3), uma alternativa de validacdo jA& compraada e que exibe resultados semelhantes aos do
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labirinto em cruz elevado ja que drogas ansioliticas aumentam a exploracdo dos bracos abertos
em ambos os aparatos (Nisbett, Vendruscolo, Koob, 2024).

Figura 3 - Representacédo do labirinto em zero elevado

Fonte: elaborado pelo autor

O aparato em questdo consiste de uma plataforma circular elevada dividida em 4
guadrantes, alternando entre trechos do trajeto com paredes semelhantes aos bracos fechados do
labirinto em cruz, e outros 2 trechos sem as paredes, equivalentes aos bragos &dmerDesse modo,
sem a zona central, o animal é posicionado em um dos bracos abertos, e tem como possibilidade
de exploracéo 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 queakam, por outros
parametros, 0 comportamento ansioso do roedor, como por exemplo os testes de: campo aberto,
suspensao pela cauda, placa perfurada, nado forcado, claro/escuro.

Além da confirmacdo dos achados de um estudo através de outros testes, € recomendada
também a padronizacdo do sexo dos animais, visto que diferencas entre o sexo de roedores pode
apresentar tendéncias de comportamento distintas, tornando um estudo com grapmisto mais
complicado na questéo da coleta e analise dos parametros investigados (Knighal., 2022).
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RESUMO

O Teste de Suspensao pela Cauda € um modelo
comportamental amplamente utilizado em
pesquisas préclinicas para avaliar a eficacia de
compostos com potencial antidepressivo em
roedores, principalmente camundongos.
Desenvolvido em 1985 por Steru e colaborades,
surgiu como alternativa ao Teste do Nado
Forgado, eliminando varidveis como a hipotermia
e demonstrando maior sensibilidade
farmacoldgica, uma vez que responde a doses
mais baixas de antidepressivos. O procedimento
consiste em suspender o animal pelaauda em
um aparato padronizado, registrando o tempo de
imobilidade como principal medida. A
imobilidade reflete uma complexa interacéo
neurobiolégica, envolvendo o0s  sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico, dopaminérgico
e glutamatérgico. Além disso, estituras como
cortex pré-frontal, hipocampo e ndcleo
accumbens desempenham papéis centrais,
enquanto fatores moleculares e enddcrinos, como
o eixo hipotdlamohipdéfise-adrenal, o fator
neurotréfico derivado do cérebro e a
neuroinflamacdo mediada por células lais,
também contribuem para a modulacdo 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 mudanca

conceitual amplia a validade translacional do
Teste de Suspensédo pela Cauda, tornandondo
apenas um marcador de atividade antidepressiva,
mas também um modelo relevante para explorar
mecanismos neurobiolégicos da demssao.
Assim, o Teste de Suspensdo pela Cauda
consolidourse como uma ferramenta pratica,
sensivel e confiavel para triagem de farmacos e
investigacdo dos sistemas neurais e moleculares
associados ao comportamento depressivo.

Palavras-chave: Teste de Suspenséao 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 alternave 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,
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hippocampus, and nucleus accumbens play
central roles, while molecular and endocrine
factors such as the hypothalamigituitary -
adrenal axis, the brainderived neurotrophic
factor, and neuroinflammation mediated by glial
cells also contribute to the moduléion 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 translatioral validity of the Tail

1. INTRODUCAO

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.

O Teste de Suspensao pela Caudail Suspension TesiTST) € um modelo comportamental

utilizado na pesquisa préclinica para avaliar a atividade de compostos com potencial

antidepressivo em murinos (Steru et al.,, 1985). O principio fundamental do teste reside na

observacdo de que um animal, quando submetda uma condicdo 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 publicacdo do artigo intitulado "The tail suspension test: a new method for

OAOAATET ¢ Al OEAADPOAOOAT OO EI

criar um método de triagem répido, confidvel e com alta validade preditiva para compostos

antidepressivos, que superasse algumas das limitacdes de testes existentes, como o Teste do Nado

Forcado Forced Swim TestFST), desenvolvido ppPorsolt no final da década de 1970 (Steru et

al., 1985).

A principal vantagem do TST em relacdo ao FST ¢é a eliminacdo do fator de hipotermia, que

pode ocorrer durante o nado em agua e atuar como uma variavel de confusédo nos resultados. Além

disso, o TST € considerado menos estressante fisicamente para o anireahpora ambos se

baseiam no mesmo principio tedrico (Thierry et al., 1986).

Em segundo lugar, o TST demonstra possuir uma maior sensibilidade farmacolégica. Os

antidepressivos séo eficazes no TST em doses consideravelmente mais baixas do que as

necessarias para produzir um efeito no FST. Essa maior sensibilidade sugere que o datibgo

fisiologico imposto pelo TST é menos severo, permitindo que os efeitos mais sutis dos farmacos

sejam detectados com maior clareza (Cryan et al., 2002).
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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 sao construidas com trés paredes e um topo aberto, feitas de um
material opaco (como plastico de cor neutra) para reduzir distracdes visuaif\s dimensdes da
caixa podem variar, mas sugerse 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 an&isde video. Uma haste € posicionada
horizontalmente sobre a caixa, de onde o animal sera suspenso pela cauda utilizasdama fita
adesiva, a uma distancia de aproximadamente2 cm da extremidade da cauda. E fundamental
gue a fita ndo comprima a cauda ponto de causar dor ou impedir a circulacdo. O animal é entédo
elevado de forma que seu corpo fiqgue a uma altura de-830@ cm do chéo da caixa (Can et al., 2011).

O ambiente deve ser silencioso e com iluminag&o controlada (20 a 908) 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 uniapeza completa do
aparato entre os sexos, para evitar a influéncia de sinais ferohormonais (Queensland Brain
Institute, 2022).

Camundongos sédo predominantemente utilizados no TST. Embora existam adaptacdes
para ratos, seu maior peso corporal pode causar desconforto e lesées na cauda, tornando o teste
menos comum para esta espécie. Fatores como linhagem, sexo e idade sao variaviisas. Por
exemplo, camundongos da linhagem C57BL/6 tendem a escalar a prépria cauda durante o teste,
um comportamento raro ou ausente em outras linhagens como a A/J, 13%ter e DBA/2
(Mayorga, Lucki, 2001). Para contornar esse problema, os pesquisae® podem considerar a
colocacao 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 aclimatacao de pelo menos 30 a 60
minutos. Isso permite que eles se habituem as novas condi¢des de luz, sond@r,oreduzindo o
estresse da novidade (Castagné et al., 2010).

O experimentador deve segurar o camundongo e aplicar a fita adesiva na por¢ao distal da
cauda. Este processo deve ser realizado de forma rapida e consistente para minimizar o estresse
de manuseio. Imediatamente apds, o animal € suspenso, prendendo a faagancho na camara de
teste. A gravacao de video e a cronometragem comeg¢am no momento da suspensédo (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 principalmate 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 z Resumo dos principais parametros a serem garantidos e evitados no Teste de

Suspensédo 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
lluminacao controlada Permitir que animais interajam

Fundo de cor contrastante com a cor do animal Permitir que o animal alcance ou toque en
Limpeza e desinfeccdo completa do aparat qualquer superficie
antes e depois de cada animal ou sessao
Procedimento e Animal
Aclimatacdo de 30 a 60 minutos antes do inici Danos a pele/cauda do animal
do teste
Aplicacdo da fita adesiva na cauda de 1 a 2 cm Usar animais excessivamente pesados
ponta

Testar machos e fémeas separadamente Deixar o animal no experimento mesmo con
sinais de estresse excessivo
Monitoramento do animal Causar sofrimento ou lesdao ao animal

Coleta e Andlise dos Dados
Uma definicdo clara e consistente de imobilidad: Contar oscilacdes passivas (movimento d
(ex: auséncia completa de movimentos ativos péndulo) ou pequenos movimentos das
ignorando balangcos passivos ou pequeno patas dianteiras (sem envolvimento do
movimentos respiratorios). corpo) como mobilidade.
Gravacdo em video toda a sessdo para permi Interpretar uma reducdo da imobilidade
uma analise cuidadosa e a reavaliacdo dos dadc como um efeito antidepressivo sem ante:
se necessario. descartar um aumento geral da atividade

motora.
Fonte: autoria propria. Ano 2025.

A principal medida do TST é 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 movintes necessarios
para a respiracado nao interrompem um periodo de imobilidade. Além disso, movimentos sutis
confinados apenas as patas dianteiras (sem envolvimento do resto do corpo) e oscilacfes passivas,

semelhantes a um péndulo, que séo resultado do momerde um surto de agitagéo anterior, nao
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devem ser contados como mobilidade e sdo considerados parte do periodo de imobilidade (Can et
al., 2011).

Figura 1 z Aparato e movimentacdo de murinos no Teste de Suspensao de Cauda

Fonte: autoria propria. Ano 2025.

Tradicionalmente, a pontuacéo é feita por um observador humano treinado que deve estar
cego as condicdes experimentais para evitar viés. O observador assiste as gravacdes de video e usa
um ou mais crondmetros para medir o tempo total que o animal passa iv& (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 (wvdeo
tracking) que analisa o fluxo de pixels para detectanovimento (Crowley et al., 2004), ou podem
empregar sensores de forca (strain gauges) conectados ao gancho de suspenséo. Esses sensores
medem as forgas geradas pelos movimentos do animal (Cryan et al., 2005). H& dados suficientes
para mostrar que ambos osnétodos resultam em dados consistentes e que a variabilidade entre
a pontuacao 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 € um comportamento complexo influenciado por
multiplos sistemas neurobioldgicos. Os sistemas de neurotransmissores serotoninérgico,
noradrenérgico, dopaminérgico e glutamatérgico estdo envolvidos ho comportamento animal.
Além disso, circuitos neurais especificos, como o coOrtex pi@ntal, o hipocampo e o nucleo
accumbens, desempenham um papel importante. Fatores moleculares e endécrinos, como o eixo

Hipotalamo-Pituitéria-Adrenal (HPA), o Fator Neurotréfico Derivado do Céreb (BDNF) e a
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neuroinflamacao, também estdo envolvidos na modulacdo do comportamento no TST, conforme
descrito a seguir (Donato et al., 2013; Wang et al., 2013; Muir et al., 2018).

Imediatamente apds ser suspenso, o instinto do animal € tentar escapar. Esse
comportamento ativo € uma manifestacéo classica da resposta de luta ou fuga, coordenada por
uma rapida ativacao de sistemas neurais associados ao alerta, motivacdo e movimenter(Set
al., 1985).

A situacao inescapavel atua como um potente estressor, ativando o eixo HPA (Kim et al.,
2012). O hipotalamo libera o horménio liberador de corticotropina, que sinaliza para a hipofise
liberar o hormonio adrenocorticotréfico. Este, por sua vez, estimula aglandulas adrenais a
secretar glicocorticoides, como a corticosterona em roedores. Essa onda hormonal prepara o
corpo para uma acao imediata (Zhao et al., 2018).

O estresse induzido pelo TST aumenta o conteddo de noradrenalina no cérebro. A
noradrenalina é responsavel pelo estado de alerta, vigilancia e a modulacdo da plasticidade
sinptica necessaria para o aprendizado motor e a acdo (Hao et al., 2013). Simeiéenente, o
sistema dopaminérgico, envolvido com a motivacao e o controle motor, é ativado para impulsionar
0s comportamentos de busca e fuga. Juntos, esses sistemas monoaminérgicos impulsionam os
movimentos observados, como tor¢Bes corporais, solavancos reovimentos de corrida, na
tentativa de escapar da situacdo (Navidi & Maleki, 2023).

ApoOs as tentativas iniciais de fuga sem resultado, o animal adota uma postura passiva e
imovel. A interpretacdo inicial do estado de imobilidade do murino no TST € a de desespero
comportamental (behavioral despair), sugerindo que o animal "desiste" de lut@or 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 visdo mais
contempordnea e amplamente aceita € que a ifbididade representa uma estratégia de
enfrentamento passiva (passive coping strategy). Em vez de desespero, o animal adota um
comportamento de conservacgao 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 € uma liberagéo intensa
e rapida de glutamato. O inicio do estresse da suspensdo provoca um aumento acentuado na
liberacdo de glutamato, especificamente em areas como o campo CA3 do hipocampan@y\et al.,

2015). Essa "tempestade” de glutamato leva a uma hiperativagcdo dos seus receptores, em

208 CAPITULO XVII



particular os receptores NMDA, um estado que esta 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 astrocitos sdo responsaveis por recapturar o excesso de
glutamato do espaco sinaptico. No entanto, sob estresse, a funcdo dos transportadodes
glutamato nos astrécitos pode ser prejudicada, falhando em limpar a "tempestade” de glutamato
e, assim, prolongando a excitotoxicidade. Além disso, o proprio estresse pode fazer com que 0s
astrocitos liberem mais gliotransmissores, como o glutamato, @vés de canais chamados
hemicanais de conexina 43, exacerbando o problema (Duarte et al., 2024). A disfunc&o ou ablacéo
de astrocitos esta diretamente associada a um aumento no comportamento de imobilidade (Zhang
et al., 2020). Como células imunes residees do cérebro, a micrdglia € ativada pelo estresse. Essa
ativacao microglial desencadeia uma resposta neuroinflamatéria que contribui para os fenétipos
do tipo depressivo, incluindo o aumento da imobilidade no TST (Li et al., 2023).

O sistema serotoninérgico é um modulador complexo do humor e da resposta ao estresse.
Receptores como 0 8HT1A, quando ativados, tém um efeito inibitorio sobre a atividade neuronal.

A dindmica da sinalizacdo serotoninérgica durante o estresse agudo cobtri 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 neurénios,
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, resultaadoum
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 dostresse agudo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, o comportamento de murinos no TST € um reflexo direto de uma complexa
interacdo neurobiologica. A luta inicial € uma resposta de estresse classica, impulsionada pela
noradrenalina e dopamina. A subsequente imobilidade ndo é mera exaustdo, mas estado
neurobioldgico distinto, precipitado por uma sobrecarga de glutamato, neuroinflamacao 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 deMarble Burying (MB) é um modelo
comportamental utilizado na pesquisa preclinica
para avaliar padrbes 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 baseise no
comportamento espontaneo de escavacdo e
enterramento de objetos, sendo considerada
sensivel a diversas classes de psicofarmacos,
como inibidores seletivos da recaptagdo de
serotonina, benzodiazepinios e moduladores
glutamatérgicos. A execucdo do teste envolve
circuitos cortico-estriatais-limbicos e € modulada
por mudltiplos sistemas neurotransmissores e
neuromoduladores, incluindo serotonina,
dopamina, glutamato, GABA, noradrenalina,
acetilcolina, endcanabinoides, neuropeptideos e
horménios do eixo hipotadlamehipofise-adrenal.
A diversidade neuroquimica envolvida torna o
MB um modelo util para investigar alteracfes
funcionais em diferentes condi¢des psiquiatricas
e do neurodesenvolvimento. Ainda assimn
limitagbes metodoldgicas, como a variabilidade
nos protocolos experimentais, auséncia de

padronizagdo e uso restrito de medidas
acumulativas, demandam cautela na
interpretacdo dos dados. Propostas mais

recentes, como a aplicagdo de tecnologias

automatizadas, avaliagdo da dinamica temporal
da escavacdo e integragdo com outros
paradigmas comportamentais, tém ampliado a
utilidade translacional do modelo. Quando
aplicado com rigor metodoldgico e embasamento
tedrico, o MB contribui significativamentepara a
compreensdo dos mecanismos nheurais da
compulsividade e da rigidez comportamental,
favorecendo o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas mais eficazes.

Palavras-chave: Comportamento repetitivo.
Transtornos neuropsiquiatricos.  Triagem
farmacologica. Neurotransmissores. Circuitos

cortico-estriatais-limbicos.

ABSTRACT

The Marble Burying (MB) test is a behavioral
model used in preclinical research to assess
repetitive, compulsive, and anxietyrelated
patterns in rodents, with notable application in
models of obsessivecompulsive disorder (OCD)
and autism spectrum disorde (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 modulatar.
The execution of the test involves corticestriato-
limbic circuits and is modulated by multiple
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neurotransmitter and neuromodulatory systems, dynamics, and integration with other behavioral

including serotonin, dopamine, glutamate, GABA, DAOAAECI Oh EAOA AT EAT AAA

norepinephrine, acetylcholine, translational potential. When applied with
endocannabinoids, neuropeptides, and hormones methodological rigor and theoretical grounding,
from the hypothalamic-pituitary -adrenal axis. the MB test contributes significantly to the
This neurochemical diversity makes MB aseful understanding of neural mechanismainderlying

model for investigating functional alterations in compulsivity and behavioral rigidity, supporting

various psychiatric and neurodevelopmental the development of more efiective 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 Neuropsychiatric  disorders. Pharmacological
data interpretation. Recent proposals, including screening. Neurotransmitters. Corticestriato-

the use of automated behavioral analysis limbic circuits.

technologies, temporal evaluation of digging

1. INTRODUCAO

O teste deMarble Burying(MB), € 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
(marble como estimulos neutros, possibilitando a quantificgho do comportamento em
contextos ndo ameacadores e sensivel a acao de farmacos ansioliticos.

i ETpAEI A O ATT O powwnmh .EOTCBA A (AT Al A
enterravam bolinhas mesmo na auséncia de estimulos aversivos, sugerindo que o comportamento
poderia refletir um padrédo compulsivo. Em contrapartida, Gyertyan (1995) argumentou quesse
padrdo de escavacéo estaria mais associado a comportamentos instintivos da espécie, como o ato
natural de escavar, do que a condi¢des psicopatolégicas como o transtorno obsessiwmpulsivo
(TOC). Essa divergéncia iniciou um debate conceitual que paanece atual, envolvendo a validade
construtiva e preditiva do teste.

Em 2006, foi publicado um protocolo padronizado do teste MB na revisiature Protocols
estabelecendo diretrizes metodoldgicas replicaveis, como o nimero de bolinhas; a espessura do
substrato e a duracéo da sesséo, que favoreceram a padronizacdo 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 recaptacdo de serotonina (ISRSs), como o escitalopram e a
fluoxetina, os quais reduzem o numero de bolinhas enterradas (Borsini, Podhorn®larazziti,

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, anélises 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 interpretacdes alternativas gogi@onam
o0 MB como um modelo de comportamento motor estereotipado ou repetitivo (Thomas al., 2009;
Taylor, Lerch e Chourbaji, 2017). Essa perspectiva ganha for¢ca especialmente na caracterizacao
de fendtipos em modelos genéticos de neurodesenvolvimentopmo os envolvendo os genes
Shank2 Ube3a e Sapap3 que também apresentam alteracdes nos circuitos relacionados a
compulséo e a repeticdo (Waldt al., 2022).

Mais recentemente, avancos tecnoldgicos tém sido incorporados a analise do MB, incluindo
sistemas de rastreamento automatizado que permitem distinguir a escavacéao real de movimentos
locomotores ndo especificos. Tais ferramentas ampliam a padronizagdo irtdroratorial e
aprimoram a andlise temporal e espacial da atividade comportamental (Wakt al., 2022). A
Figura 1, a seguir, resume 0s principais marcos histéricos, conceituais e metodolégicos que
definiram a trajetoria do teste de MB nas ultimas décadas.

Figura 1 z Da Defesa a Repeticdo: A Trajetoria do Teste Marble Burying

Brocldemnp etal, 1806, T, IR Deacon®20069
- Critica conceitual ao / .
Adaptagdo do teste modelo: o teste mede
com marbles para de fato compuls&o ou
avaliar respostas a u apenas escavagéo
farmacos ansioliticos. natural?

Publicagdo de
protocolo padronizado
do teste MB em Nature
Protocols.

1978 1986 1991 1995 2006
Defensive Burying: & Roedores enterram !SRS reduzem o | |
e;;?:;::m:?ézqgo I mesmo sem estimulo numero de bolinhas e
resposta defensiva a 4 = aversivo, sugerindo enterradas =l

objetos estranhos. padréo compulsivo. Rodhopnas
Pl Tk, 2670 s il 160, i, 20
) 71
CONTINUA... 2022 2009 - 2017
Rastreamento Discussdo sobre validade:
automatizado diferencia ansiedade, compuls&o ou
escavagdo real da comportamento repetitivo?
contagem de bolinhas. Tiomes et al, 200% Ak
W) &t o, 202, o, A7 Ty L
Legenda: MB - Marble Burying; ISRS - Inibidores selefivos de recaptagéio de serctonina. Ghourbai A7,

Fonte: Autoria prépria. 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, substéncias testadas e estratégias analiticas. Diante disso, esfdtab

tem como objetivo aprofundar os fundamentos metodolégicos do teste, suas bases
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neuroanatdomicas e neuroquimicas, aplicacdes farmacologicas e clinicas, bem como discutir suas
limitacGes e potencial translacional, contribuindo para um uso mais critico e fundamentado dessa

importante ferramenta na pesquisa préclinica.

2. PROTOCOLO E FUNDAMENTOS DO TESTE DE MARBLE BURYING

A estrutura metodologica do teste de MB evoluiu significativamente desde suas primeiras
descricOes, e hoje existem diretrizes bem estabelecidas que orientam sua aplicacdo em estudos
pré-clinicos. Contudo, o delineamento do protocolo ainda apresenta varia®d importantes,
influenciando diretamente a interpretacao dos resultados. Além disso, o teste permite multiplas
formas de analise, desde a contagem classica de bolinhas enterradas até estratégias automatizadas
de rastreamento de escavacao, o que reforcanacessidade de compreensao detalhada de suas
bases operacionais. A seguir, serdo apresentados 0s principais componentes do protocolo
tradicional, suas variagbes experimentais, 0s parametros comportamentais mais utilizados e as

abordagens modernas de quanficacéo 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 variacbes metodoldgicas existam, os principais elementos do protocalo como arena,
substrato, numero de bolinhas e tempo de exposicé®o mantém certa uniformidade entre os
AOGOOGAT O6h &1 Oi ATAT A AAOGA AOGOOOOOOAI AT bDPOFOT AT
Pérezet 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, séo distribuidas 20 bolinhas de vidgeralmente 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 visualizacao
e a contagem precisa das bolinhas enterradas dodl da sesséao.

A duracéo do teste é tipicamente de 30 minutos, periodo em que o0 animal permanece em
livre exploracéo da arena. Ao final, consider® A AT I 1T OAT OAOOAAAS NOAI NO
coberta por dois tercos ou mais de substrato, critério amplamente utilizadeor sua simplicidade
e reprodutibilidade. Para garantir estabilidade comportamental, recomendae que os animais
sejam aclimatados por 2 a 7 dias antes do experimento, sob condi¢des ambientais controladas de

iluminacao, ruido, temperatura e rotina de manusio (Deacon, 2006).
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As dimensbes da caixa podem variar conforme o protocolo, mas a configuracdo mais
adotada como referéncie especialmente em estudos de padronizac&o corresponde a 30 x 20
x 20cm (Deacon, 2006). Ainda assim, outros estudos empregaram arenas maiores ou Mmeso
refletindo adaptacfes especificas aos seus objetivos experimentais. Tais variacdes estruturais e
metodoldgicas ? incluindo tempo, substrato, critérios de analise e tipo de arena seréo
abordadas no subtépico seguinte.

A Figura 2 ilustra uma representacdo esquematica da organizacdo classica do teste,
destacando seus principais componentes estruturais e etapas experimentais, como a disposi¢céo
das bolinhas, a profundidade do substrato e o tempo de exposigéo.

Figura 2 z Estrutura Geral do Teste délarble Burying

Caixa de acrilico ou Aclimatacao prévia: 2 a 7 dias antes do teste
polipropileno transparente )

P
i @ 0 0 o
20
Substrato @ 6 2 e

Sfm:i %Ed ] Q ® 0 @ (®)
projundidade
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. . d

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
variacbes metodoldgicas significativas entre os protocolos empregados por diferentes grupos de
pesquisa. Essas variacdes incluem desde as dimensfes da caixa até adig@as ambientais do
teste, e podem influenciar diretamente a frequéncia e a qualidade do comportamento de
enterramento observado.

Entre os estudos classicos, observase diferencas nas medidas das caixas experimentais,
NOA OAOEAI AA om p c¢m Al j $AAATTh ¢nmmeq AOT A
Handley, 1991) ou 26,6 x 42,5 x 18,5 cm (Wakt al., 2022). A profundidade do substrato de
maravalha também varia de 4 a 5 cm, sendo a padronizacéo dessa variavel crucial para assegurar

condi¢cBes equivalentes de escavacao.
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Tabela 1 z Variagdo entre Estudos do Teste déarble Burying

tros utilizados nos estudos mais citados que empregaram o MB para investigar aspectos

Além disso, aspectos como o tipo de iluminagéo, o horario de testagem, o diametro das
Essas divergéncias metodologicas sdo detalhadas na Tabela 1, que sintetiza os principais

A

alguns casos, como no protocolo de Waht al. (2022), técnicas automatizadas de rastreamento
parame

bolinhas e o tempo total de exposicédo (geralmente 30 minutos) diferem entre os estudos. Em
comportamental foram incorporadas para mensurar de forma precisa episodios de escavacao,

relacionados a ansiedade, compulsividade ou repeticdo motora.

promovendo maior objetividade e padronizacéo.
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Fonte: Autoria prépria.

A andlise comparativa entre os estudos mostra que, embora exista uma estrutura central

compartilhada, detalhes metodologicos como substrato, critérios de analise e ambiente de

l, justiics em funcgédo

s

, Sempre que possive

testagem devem ser criteriosamente considerados e

dos objetivos experimentais. A escolha da configuragcdo mais adequada depende do modelo

experimental, da hip6tese de pesquisa e dos mecanismos comportamentais que se deseja explorar.

das ao

z

Omicas e negubmicas associa

A

Nesse sentido, compreender as bases neuroanat

comportamento de enterramento tornase 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 ndo € um fendbmeno isolado,
mas sim o resultado da ativacdo coordenada de diferentes estruturas cerebrais e sistemas
neurotransmissores. Entender os circuitos e mediadores envolvidos €& fundamental para
interpretar com precisdo os dados obtidos nesse teste, especialmente quando aplicado a modelos
de transtornos neuropsiquiatricos (Albelda; Joel, 2011; Welcét al., 2007).

Nas proximas secdes, serdo abordadas as principais areas cerebrais implicadas nesse
comportamento (como hipocampo, amigdala, cortex prfrontal, ndcleo accumbens e estriado
dorsal), bem como os neurotransmissores que modulam sua expressao, incluindo serot@,

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 interagao entre
diferentes sistemas neurais responsaveis por integrar estimulos sensoriais, regular emocoes e
coordenar padrbes motores. Diversas estruturas cerebrais tém sido implicadasesse
comportamento, ndo apenas pela ativacéo funcional durante o teste, mas também por estudos com
lesBes, manipulacdo farmacoldgica e modelos genéticos (Deacon; Rawlins, 2005; Wetchl.,
2007; Wonet al., 2012). Entre as areas mais relevantes estao gpbcampo, a amigdala, o cortex
pré-frontal, o nlcleo 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 3z Areas Cerebrais Envolvidas no Teste déarble Burying

Estriado dorsal

Cortex
pre-frontal

Nucleo Hipocampo

accumbens

Amigdala

Fonte: Autoria prépria com elementos d@ioRender.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 memodria espacial, navegacdo ambiental e
processamento de experiéncias aversivas. Evidéncia oriunda de um estudo com lesdes
hipocampais indica uma reducéo significativa no nimero de bolinhas enterradas, sugerindo que a
integridade dessa regido € necessaria 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
exploracdo ativa do ambiente, o que se alinha a natureza do teste, em que o animal responde a
objetos estranhos dispostos simetricamente no substrato. Sua ativagéao durant®® reforca seu
envolvimento na deteccdo contextual e na organizagcdo de sequéncias comportamentais,

caracteristicas centrais do paradigma (Antunes; Biala, 2011).

3.1.2. Amigdala

A amigdala é uma estrutura limbica essencial para a deteccdo de estimulos
emocionalmente relevantes e a construcdo de respostas defensivas, especialmente aquelas
relacionadas ao medo e a ansiedade (&f al., 2023). No contexto do teste de MB, acredit®e que
seu envolvimento esteja relacionado a avaliacdo de estimulos estranhos (bolinhas) como
potenciais ameacas ou elementos perturbadores no ambiente.

Modelos experimentais demonstram que manipulacdes que afetam a atividade da amigdala
podem alterar significativamente o nimero de bolinhas enterradas, reforcando sua participacéo
na modulacdo emocional do comportamento escavatério (TorrueH8§uarezet al., 2020). Além
disso, a conexdo funcional entre a amigdala e o cértex gréntal sugere que essa estrutura
também participa da transicdo entre respostas inibitérias e comportamentos repetitivos frente ao

desafio apresentado pelo teste.

3.1.3. Cortex pré -frontal

O cortex préfrontal (CPF) é amplamente reconhecido por seu papel no controle executivo,
tomada de deciséo e regulacdo de comportamentos impulsivos e repetitivos (Friedman; Robbins,
2021). Em modelos animais, o CPF atua na inibicdo de respostas automaticamndo importante
para o equilibrio entre comportamentos exploratérios e compulsivos (Finebergt al., 2010). No
contexto do teste de MB, a disfuncéo p+tontal pode favorecer padrbes comportamentais mais
rigidos ou estereotipados.

Estudos com modelos genéticos de transtornos neuropsiquiatricos, como o TOC e o TEA,

indicam alteracdes 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 coditoatais 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 integracao
entre motivacdo, recompensa e execucdo motora, sendo fundamentais para a expressao de
comportamentos direcionados e repetitivos. Essas estruturas fazem parte dos circuitogrtico-
estriato-talamicos, frequentemente implicados em modelos de compulsdo 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; ¥olv, 2010).

J& 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¢cdes nos
genesSapap3ou Shank2 mostraram alteragcdes no funcionamento estriatal acompanhadas de
aumento no comportamento de enterramento, fortalecendo a hipétese de que essas estruturas
estdo diretamente envolvidas nos mecanismos neurais que sustentam a compulsividade no MB
(Welch et al., 2007; Wornet al., 2012).

3.2. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISSORES E NEUROMODULADORES
ENVOLVIDOS

O comportamento de enterramento avaliado no teste de MB resulta da acdo conjunta de
multiplos sistemas neurotransmissores que regulam emocédo, excitacdo, controle motor e
impulsividade. Dentre os sistemas mais bem caracterizados na literatura estdo os deogenina
(5-HT), GABA, dopamina e glutamato, que modulam de forma critica a expressdo comportamental
durante o teste (Borsini, Podhorna, Marazziti, 2002; Egashiet al., 2008; Cheret al., 2019) . Além
desses, noradrenalina, acetilcolina e o sistema endotbinoide também tém sido apontados
como moduladores secundarios ou contextuais (Kinsest al., 2011).

A serotonina, particularmente por meio dos receptoresHT1A e 5HT2A, esta fortemente
implicada na inibicdo de comportamentos compulsivos. ISRSs, como fluoxetina e escitalopram,
reduzem o numero de bolinhas enterradas, mostrando a participacdo serotonirgdca em circuitos

cortico-estriatais associados ao controle de impulsividade e a modulacdo 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 ac&o do
GABA, também reduzem o comportamento de enterramento, sugerindo que o aumendamibicao
neuronal pode diminuir a responsividade emocional frente a estimulos potencialmente aversivos
ou estranhos, como as bolinhas do teste (Chehal., 2019).

A dopamina, envolvida em circuitos de recompensa e motivagdo, também modula o
comportamento de enterramento. A ativacdo excessiva da via dopaminérgica, especialmente em
regibes 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 (Jeyabaletral., 2022).

O glutamato, principal neurotransmissor excitatério do cérebro, contribui para a
plasticidade sinptica e a regulacdo da excitabilidade em redes cortiestriatais. Disfuncées no
sinal glutamatérgico tém sido associadas a comportamentos compulsivos e deagik®acao
emocional, podendo amplificar padrbes de escavacdo anormais. Bloqueadores de receptores
NMDA, como a memantina, tém sido testados por seu potencial modulador nesses circuitos
(Egashiraet al., 2008).

Outros sistemas, como o0 noradrenérgico e colinérgico, possuem papel modulador na
atencao, resposta ao estresse e vigilancia comportamental, podendo influenciar indiretamente os
resultados no teste (Hartoget al., 2020; Patelet al., 2025). O sistema endocanabinoide, por sua
vez, surge relacionandese a neuropsicofarmacologia do comportamento repetitivo. Agonistas de
receptores CB1 e moduladores indiretos de endocanabinoides enddgenos tém demonstrado
efeitos na reducéo da compulsidade e da ansiedade, aindgue os resultados sejam preliminares
e altamente dependentes do modelo experimental utilizado (Kinsest al., 2011; Patekt al., 2025).
Esses sistemas estdo resumidos na Figura 4, que apresenta uma visao integrada dos principais

neurotransmissores e neuromoduladores associados ao comportamento de enterramento.
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Figura 4- Neurotransmissores e Neuromoduladores envolvidos no Teste déarble Burying

Fonte: Autoria prépria. Ano 2025.

Portanto, o comportamento observado no teste de MB n&do é mediado por um Unico sistema
neurotransmissor, mas sim pela interacdo dindmica entre diversas vias neuroquimicas. Essa
complexidade amplia o potencial interpretativo do teste, ao mesmo tempo em quapde desafios
relacionados a especificidade e a reprodutibilidade dos achados, exigindo uma analise criteriosa

do desenho experimental e das vias moduladas por cada intervencao testada.

4. APLICACOES CLINICAS E TRANSLACIONAIS DO TESTE DE
MARBLE BURYING

O teste de MB tem sido bastante utilizado na pesquisa pcénica como ferramenta para
investigagdo de comportamentos repetitivos, compulsivos e ansiosos em modelos animais. Ao
longo das ultimas décadas, o modelo foi ganhando destaque por sua simplicidatetodologica,

reprodutibilidade e sensibilidade a diferentes classes de psicofarmacos, o que o torna uma

AROOAI AT OA DPAOA AOOOAT O Aii bi OAT AEAI OOAT O1 A,

AngoaPérezet 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 redugédo consistente do nimero de bolinhas enterradas apds admetragédo desses
farmacos demonstra a eficacia observada em pacientes humanos, fornecendo validacao preditiva
ao modelo. Farmacos com mecanismos alternativos, como moduladores dopaminérgicos,

glutamatérgicos e canabinoides, também tém sido testados com resulos relevantes,
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