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RESUMO 

Problemas emocionais como ansiedade e depressão, relacionados ao estresse, 

estão cada vez mais presentes na sociedade moderna, e o suporte social, mais 

especificadamente suporte familiar, pode exercer um importante papel em atenuar os 

efeitos de diversos estressores. Em modelos animais o enriquecimento ambiental tem sido 

utilizado para melhora do bem estar animal. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos 

do enriquecimento ambiental por meio da estimulação tátil em ratos submetidos ou não a 

estresse crônico. No Capítulo I, foi evidenciado que a estimulação tátil diminuiu a 

ansiedade e aumentou as respostas indicadoras de aprendizado e memória em ratos jovem-

adultos. No Capítulo II, foram avaliados os efeitos do estresse crônico moderado e 

imprevisível e da estimulação tátil sobre respostas comportamentais (ansiedade, anedonia, 

aprendizado e memória) e sobre o perfil lipídico. O estresse aumentou a secreção de 

corticosterona avaliada quinze dias após o fim do estresse; induziu anedonia evidenciada 

pela diminuição da preferência pela sacarose 1%; aumentou a atividade locomotora; teve 

efeito negativo sobre o aprendizado e memória; e aumentou a concentração sérica de 

triglicerídeos, colesterol total e lipoproteina de baixa densidade (LDL). A manipulação 

diminuiu a ansiedade em animais submetidos ou não ao estresse crônico; diminuiu a 

secreção de corticosterona induzida pelo estresse e cancelou a redução do aprendizado e 

retenção de memória induzida pelo estresse crônico. Os resultados obtidos mostram que a 

estimulação tátil de ratos adultos jovens produziu efeitos comportamentais positivos que 

podem melhorar o bem –estar animal e diminuir efeitos deletérios induzidos pelo estresse 

crônico. 

 

 

Palavras-chave: estresse crônico, estimulação tátil, ansiedade, memória, anedonia. 
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ABSTRACT 

Emotional problems such as stress related anxiety and depression, are 

becoming increasingly present in modern society, and social support, more specifically 

familiar support, can play an important role in attenuating the effects of various stressors. In 

animal models environmental enrichment has been used to improve animal welfare. The 

aim of this study was to evaluate the effects of environmental enrichment by handling, in 

rats submitted and those not submitted to chronic stress. In chapter 1 it was shown that 

handling diminished anxiety, and enhanced learning abilities and memory indicating 

response in young-adult rats. In chapter 2 the effects of handling on behavioral (anxiety, 

ahnedonia, learning and memory) and metabolic responses induced by chronic mild 

unpredictable stress. Whereas stress raised the corticosterone secretion evaluated fifteen 

days after the end of stress; induced ahnedonia evidenced by a 1%  decrease in sucrose 

preference; increased locomotor activity; had negative effects on learning and memory; and 

raised the serum concentration of triglycerides, total cholesterol and low density lipoprotein 

(LDL). Handling reduced the anxiety in animals both when they were and were not 

submitted to chronic stress; diminished the corticosterone secretion induced by the stress 

and cancelled the reduction of learning and memory retention induced by the chronic stress. 

The results obtained showed that the handling of young-adult rats produced positive 

behavioral effects capable of improving the animal’s welfare and diminishing the 

deleterious effects induced by chronic stress. 

 

 

Keywords: chronic stress, handling, anxiety, memory, ahnedonia. 
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1. INTRODUÇÃO  

 Problemas emocionais relacionados ao estresse, como a ansiedade e a 

depressão, estão cada vez mais presentes na sociedade moderna. Segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), nos próximos 20 anos a depressão se tornará a doença mais 

comum, afetando maior número de pessoas comparado a outros problemas de saúde, 

incluindo câncer e AIDS. Ao longo da vida, a prevalência de depressão varia de 10 a 25% 

para mulheres e 5 a 12% para os homens (Weissman et al., 1996; Dam et al., 2000). 

 Complementando estudos clínicos e epidemiológicos, modelos animais têm 

sido muito úteis no estudo dos efeitos deletérios desencadeados pelo estresse crônico. 

Apesar de estar bem estabelecido que roedores adaptam-se à aplicação repetida de 

estímulos estressores, esta adaptação não ocorre nos protocolos de estresse crônico 

moderado e imprevisível (ECMI) (Moreau et al., 1993; Willner, 2005), nos quais a 

exposição a diferentes estressores alternadamente induz elevação mantida dos níveis de 

corticosterona e estado de anedonia, evidenciado pela diminuição no consumo e preferência 

por solução doce. Como estes efeitos são cancelados por antidepressivos tricíclicos e 

agonistas de receptores 5HT1c, a indução de anedonia por ECMI constitui um modelo com 

validade preditiva para estudos de mecanismos envolvidos na depressão humana (Moreau 

et al, 1993; Moreau, 1997; Willner, 2005). 

 Em resposta ao estresse crônico também ocorrem alterações no processo 

cognitivo. O estresse crônico causa diminuição do aprendizado e memória espacial em 

camundongos avaliados no labirinto aquático “Morris water maze test” (Song et al., 2006) 

e déficit de memória de reconhecimento (Orsetti et al., 2007). Além disso, estudo realizado 

por Henningsen et al. (2009) demonstrou que ratos submetidos ao modelo de estresse 

crônico moderado apresentaram redução nas respostas indicadoras do desempenho 

cognitivo avaliado no teste de comportamento espontâneo no labirinto em Y. Esses efeitos 

podem estar relacionados a alterações na regulação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA) associadas a alterações patológicas no córtex pré-frontal e hipocampo. Os elevados 

níveis de glicocorticóides podem levar à atrofia do hipocampo (Lupien et al., 1998) e 

alterações no tamanho dos neurônios hipocampais (Stockmeier et al., 2004). As alterações 

na função do hipocampo contribuem para alterar a emocionalidade (Jaako-Movits et al., 
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2005), ocorrência de déficit cognitivo (Witgen et al., 2005) e distúrbio de memória (Orsetti 

et al., 2007). 

 Contudo os organismos podem expressar diferentes respostas adaptativas de 

acordo com o ambiente em que vivem. Em humanos, o suporte social está diretamente 

relacionado com o desenvolvimento e manutenção de diversos aspectos psicológicos do ser 

humano tal como a auto-estima. Além disso, o suporte social, mais especificadamente 

suporte familiar, pode exercer um importante papel em atenuar os efeitos de diversos 

estressores na vida das pessoas (Baptista, 2005). 

 Trabalhos em humanos têm relacionado o abraço ou suporte social com 

alterações neuroendócrinas. O suporte social diminui a concentração de cortisol salivar 

(Kirschbaum et al., 1995) e a reatividade cardiovascular (Uchino & Garvey, 1997) em 

resposta ao estresse agudo realizado em laboratório. Holt-Lunstad et al. (2008) observaram 

que o abraço realizado entre casais resulta em efeitos fisiológicos benéficos, casais que se 

abraçavam apresentaram maior concentração de ocitocina salivar e menor concentração de 

cortisol salivar tanto em homens quanto em mulheres (marido e esposa). Neste estudo, os 

homens (maridos) também apresentaram redução na pressão sistólica, mostrando que a 

interação pessoal através do abraço é um importante fator para doenças relacionadas ao 

estresse. Além disso, a terapia através do toque também representa um método efetivo em 

aumentar o bem estar psicológico em pacientes com problemas emocionais (Weze et al., 

2007). 

 Em roedores, a manipulação neonatal realizada nos primeiros 21 dias de vida 

do animal diminui a resposta ao medo e a ansiedade dos filhotes quando estes tornam-se 

adultos (Francis & Meaney, 1999; Meaney, 2001). Na fase neonatal, o sistema nervoso está 

em processo de maturação e apresenta-se menos sensível à ativação pelo estresse. Nessa 

fase, interferência externas sobre o comportamento maternal e a manipulação dos filhotes 

pode ocasionar alterações permanentes no comportamento do animal quando adulto 

(Levine, 2000), tendo sido observado que a manipulação neonatal pode alterar a habilidade 

do organismo em responder e adaptar-se a estímulos estressores (Levine, 2005).  

 Animais adultos que haviam sido submetidos à manipulação neonatal 

apresentam alteração na atividade do eixo HPA, com menor liberação na quantidade do 
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hormônio liberador de corticotrofina (CRH), hormônio corticotrófico (ACTH) e 

corticosterona frente a estímulos estressores (Meaney et al., 1991; Plotsky et al., 1993; 

Bhatnagar et al., 1995). Esse efeito parece estar relacionado ao aumento da população de 

receptores de glicocorticóides tipo II no hipocampo e cortex pré-frontal aumentando a 

efetividade do feedback negativo (Meaney, 1996). Além disso, a manipulação diminuiu a 

expressão do gene CRH no núcleo paraventricular do hipotálamo e no núcleo central da 

amígdala (Francis & Meaney, 1999).  

 No período pós desmame ou em ratos jovens e adultos, também tem sido 

demonstrado que a manipulação influencia a exploração e a emocionalidade de roedores. 

Rebouças & Schmidek (1997) observaram que animais adultos (180 dias de vida) 

submetidos à manipulação durante o período de pós-desmame, período juvenil e adulto 

(manipulados de 21 a 180 dias de vida) também apresentam alterações comportamentais. 

No teste de campo aberto, animais manipulados tiveram melhor desempenho e, no teste 

exploratório de ambientes complexos, tiveram maior comportamento exploratório, 

deixando o compartimento seguro mais rapidamente, explorando o ambiente por mais 

tempo e percorrendo maior distância quando comparados a animais não manipulados 

(Rebouças & Schmidek,1997). 

 A manipulação do animal adulto também reflete positivamente no bem estar-

animal e pode interferir na resposta do animal a determinado experimento. O bem-estar 

animal é baseado no princípio do cuidado e uso dos animais pelo homem, sendo também 

importante para qualidade e confiabilidade da pesquisa (Poole, 1996). Hemsworth & 

Barnett (1987) demonstraram que porcos manipulados de forma cuidadosa e gentil com 

aproximação amigável do tratador apresentaram maior taxa de crescimento e maior sucesso 

reprodutivo. Outro estudo, realizado em fazendas, demonstrou que a criação de gado, de 

forma cuidadosa e amigável onde ocorre interação do criador com os animais, pode resultar 

no aumento da produção de leite quando comparado aos animais criados de forma 

adequada, mas sem interação ou relacionamento entre o criador e os animais (Seabrook, 

1984).  

 Na literatura, alterações nos processos de aprendizado e memória, assim como 

alterações no comportamento de ansiedade, também têm sido observadas em respostas ao 
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enriquecimento ambiental, que consiste na combinação de interação social e objetos 

(brinquedos) colocados nas gaiolas dos animais (Hoffman, 2009).  

 Nesse contexto, em ratos Wistar, a exposição ao ambiente enriquecido foi 

capaz de prevenir déficit na memória de reconhecimento causado pela idade e reduzir a 

ansiedade em novo ambiente. Ao mesmo tempo foi capaz de aumentar a neurogênese e a 

expressão de marcadores sinápticos no hipocampo sugerindo um efeito favorável na 

memória e emocionalidade relacionados à elevação da taxa de produção de neurônios e 

aumento na plasticidade sináptica que pode contribuir com o aumento da função neuronal 

no hipocampo (Leal-Galicia et al., 2008). Além disso, ratos expostos ao ambiente 

enriquecido também apresentaram maior número de quadrantes percorridos no teste de 

campo aberto e maior tempo de exploração dos braços abertos no teste de labirinto em cruz 

elevado demonstrando um efeito ansiolítico do ambiente enriquecido (Leal-Galicia et al., 

2007). 

 Considerando que existem mecanismos neurológicos e fisiológicos envolvidos 

no comportamento e resposta ao estresse que podem ser afetados pela manipulação 

neonatal e pelo enriquecimento ambiental, e que há poucos dados sobre os possíveis efeitos 

da estimulação tátil em animais adultos, nossa proposta é estudar o efeito da estimulação 

tátil como forma de enriquecimento ambiental em ratos adultos jovens submetidos ou não 

ao modelo de estresse crônico moderado e imprevisível. 

 Com esta finalidade foram realizados dois experimentos que serão 

apresentados nos Capítulos I e II desta dissertação.  
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2. CAPÍTULO I 

 O objetivo do Capítulo I foi avaliar os efeitos da estimulação tátil sobre o nível 

de ansiedade, aprendizado e memória de ratos adultos jovens. A metodologia utilizada e os 

resultados obtidos serão apresentados na forma de manuscrito, o qual foi submetido para 

publicação no periódico Physiology & Behavior (ANEXO). Desta forma, o Capítulo I 

corresponde ao artigo “Handling improves spatial memory and decreases anxiety in young-

adult rats”, de autoria de Rafaela Costa, Mariana Leite Tamascia e Fernanda Klein 

Marcondes.  
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Abstract 

COSTA R, TAMASCIA ML, MARCONDES FK. Handling improves spatial memory and 

decreases anxiety in young-adult rats. PHYSIOL BEHAV 00(0) 000-000, 2009 – In 

young-adult rodents the handling procedure has been reported to influence exploration and 

emotionality. The aim of this study was to examine the effects of handling on memory and 

anxiety levels of young-adult rats and for this purpose, the animals were divided into 

Control and Handling groups. The handling procedure was applied for five weeks, five 

days a week. In the 6th week, animals’ anxiety level was evaluated in the elevated plus 

maze (EPM) test. Learning and spatial long-term memory, were evaluated 48h later, by 

measuring the transfer latency in the EPM. In the EPM test, the handling group presented 

significant increase in the percentage of time spent in the open arms, percentage of entries 

into open arms and number of visits to the end of the open arms, without difference in the 

number of entries into the closed arms in comparison with the control group. In both 

groups, transfer latency in EPM was shorter in the second trial than in the first trial. The 

handling group showed lower transfer latency in the first and second trial when compared 

with Control one. The data obtained suggest that handling decreases anxiety levels and 

seems to improve learning skills and memory in young-adult animals. These effects on 

behavior are similar to those observed in animals submitted to enriched environment or 

neonatal handling. 

 

KEYWORDS: handling, anxiety, learning, memory, elevated plus-maze, rats. 
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1. Introduction 

The quality of family life influences the development of individual differences 

in vulnerability to illness throughout life1. Recently, researches on human behavior and 

child development have been conducted in order to clarify the relationship between the 

environment of the child or adolescent and their health and development2. The social, 

emotional and economic context appears to have an impact on the quality of the parent-

child relationship and scientists have recognized a positive relationship between social 

support and health. Social support has been defined in the literature as the assistance and 

protection given to others and emotional support involves the provision of caring, empathy, 

love and trust3. Moreover, clinical studies have shown that children and adolescents who 

suffer stressful events may be prone to emotional and behavioral disorders such as anxiety 

and depression in adulthood4,5,6.  

In rats, neonatal handling (brief periods of handling during the postnatal 

periods – 1st to 21st days of life) affects the development resulting in physiological and 

behavioral changes that continue into adulthood7,8,9. Neonatal handling increased curiosity, 

decreased emotionality in a novel environment10,11, anxiety levels and reduced stress 

responses12,13,14,15 in adulthood. Neonatal handling also affects cognitive behavior in 

adulthood16,17,18. This procedure can induce plastic changes in the central nervous system 

reducing the number of cells in the paraventricular nucleus of hypothalamus19 and the locus 

coeruleus20 and may improve hippocampal-dependent memory21.  

There are few studies about the effect of the handling procedure applied in post 

weaning periods or in young-adults animals. REBOUÇAS and SCHMIDEK22 observed that 

adult rats (180 days old) submitted to handling (from 21st to 180th days of life) had better 

performance in the open field (they crossed more sections and had more rearings) and 

exploration test (they left the safe compartment faster, remained more time in the 

“environment” and traveled longer distances) indicating that handled rats show less fearful 

and more exploratory behavior. 

Anxiety is the emotion related to risk-assessment behavior that is evoked in 

situations when the danger is uncertain; either because the context is novel or because the 

danger stimulus had been present in the past but is no longer in the environment23. In 
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addition to clinical studies, animal models have been used to clarify the neurobiological and 

genetic bases of anxiety disorders24 as well as to understand the influence of environmental 

factors on behavior.  

One of the widely used anxiety paradigms is the elevated plus maze (EPM) 

test, which is based on the conflict displayed by rodents between the drive to explore a new 

environment and the fear of open surroundings, and was validated by PELLOW et al.25. 

Moreover, it was found that the cognitive process could also be studied using EPM.  ITOH 

et al.26 have proposed that transfer latency - the time in which the animal moves from the 

open arms to the closed arm with all four legs - in EPM could be used as a measure of 

learning and memory in mice. These authors showed that learning and memory impairment 

induced by post-training administration of scopolamine or electro-convulsive shock could 

be detected in EPM. Moreover, administration of scopolamine in rats resulted in 

impairment of learning ability and memory when tested in EPM and in the water maze, 

when compared with the control group27. Therefore, EPM can be used in to evaluate 

anxiety, as well as cognitive behavior. 

Based on the fact that neonatal handling can influence anxiety and cognitive 

behavior and can promote neurological change, and that little is known about handling in 

the juvenile or adult developmental periods, the purpose of this study was to analyze the 

effects of handling on young-adult animals (2 months old) with regard to anxiety, learning 

and memory evaluated in the EPM. 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Animals 

Twenty-four Specific Pathogen Free (SPF) male Sprague-Dawley rats (2 

months old, weighing about 300-320g) were obtained from Multidisciplinary Center for 

Biological Investigation of the University of Campinas (CEMIB). In order to maintain 

(SPF) status only researchers had access to animal facilities, wearing lab coat, gloves, 

respiratory protection and foot protection. The rats had access to filtered water and food ad 

libitum and were housed in individual home cages (65 x 25 x 15cm) with the floor covered 

by autoclaved sawdust, in a temperature-controlled room (22°C  2°C) for 5 weeks. The 
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light phase of 12 h light, 12 h dark cycle was between 6 a.m. and 6 p.m. All animal 

procedures were approved by the Institutional Committee on Animal Research Ethics 

(CEEA–UNICAMP/Protocol Number 1361-1) and carried out in accordance with the 

norms of the Brazilian Society of Laboratory Animal Science (SBCAL). After 1 week of 

adaptation in animal facilities prior to beginning the experiment, the rats were randomly 

divided into two groups: Control and Handling. Initial and final body weights were 

monitored. 

 

2.2. Handling 

The animals were handled during the young-adult developmental period (60 

days old). The procedure was applied five days a week, between 4 and 6 p.m., during 5 

weeks. It consisted of periods of 5 minutes, during which the animal was removed from its 

cage, placed on the experimenter’s lap, or on a table top and had its neck and back gently 

stroked by the experimenter’s fingers7,22. Control group was left undisturbed during the 

entire protocol, except for regular cage cleaning, which was done for all animals. 

 

2.3. Apparatus 

The plus-maze apparatus used in these experiments was made of plywood and 

consisted of two open arms (50 cm long x 10 cm wide) and two closed arms (50 cm long x 

10 cm wide, with 40 cm high walls) that extended from a central platform elevated 50 cm 

above the floor. The open arms had no walls, only a surrounding ledge (1mm broad and 

5mm high) to prevent rats from falling off the arms28,29. A video-camera was located above 

the center of the maze for monitoring the rats and all data were analyzed by the 

EthoVision® XT 4.1 Software Leesburg,VA - U.S.A  by Noldus, Netherlands― licensed to 

the University of Campinas. 

 

2.4. Anxiety Test 

Two days after the last handling session the anxiety level was evaluated in the 

EPM test. The rats were transferred to the experimental room and thirty minutes later, each 

rat was placed in the central square facing a closed arm, and allowed to explore the elevated 
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plus-maze for 5 minutes25,28. The apparatus was cleaned before each animal was 

introduced28,29. 

Each rat was tested only once. In this test, the following measures were 

evaluated: percentage of entries into the open arms (100 x open/total), percentage of time 

spent in the open arms (100 x open/total), number of entries into the close arms and number 

of visit to the end of the open arms. The percentage of time spent in the open arms was 

interpreted as an index of fear and anxiety, while the number of closed-arm entries was an 

index of general activity25,30. The percentage of open-arm entries is related to both anxiety 

and general activity28,30. 

 

2.5. Transfer Latency in the Elevated Plus-Maze 

Forty-eight hours after the anxiety analysis, cognitive behavior was evaluated 

by using the elevated plus-maze learning task. In order to record transfer latency in the fist 

trial (training), each rat was placed at the end of one open arm facing away from the central 

platform and the transfer latency was recorded.  In the second trial (retention test), 24 hours 

later, transfer latency was again recorded31.  

 

2.6. Statistical Analyses 

Data obtained in the elevated plus-maze test were analyzed by the Student’s-t 

test. Two-way Anova followed by Tukey post hoc test for multiple comparisons of means 

was used to test the effects of trial, handling, and their interaction, on data obtained at the 

transfer latency in the elevated plus-maze. Differences were considered significant at 

p<0.05. The results are presented as means ± SEM. 

 

3. Results 

There were no differences in the number of entries into the closed arms 

between the control and handling groups (p > 0.05; Fig 1A). Rats submitted to handling 

showed significant increase in the percentage of time spent in the open arms (11.1 ± 2.8 vs. 

4.3 ± 1.4 %; p<0.05; Fig 1B), in the percentage of entries into open arms (39.0 ± 5.2 vs. 
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22.0 ± 5.7 %; p<0.05; Fig 1C) and in the number of visits to the end of the open arms (4.0 ± 

1.4 vs. 0.18 ± 0.1; p<0.05; Fig. 1D) in comparison with the control group. 
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Figure 1 - Number of entries into the closed arm (A), percentage of time spent (B), and of entries 
(C) into the open arms, and number of visits to the end of the open arms (D) during the elevated 
plus-maze test of control and handling groups (N=12/group). *statistically different from control 
group (p < 0.05; Student’s-t test). 
 

 
In both groups the transfer latency in the elevated plus-maze was shorter in the 

second trial than in the first trial. The handled group showed lower transfer latency in both 

the first (3.81 ± 0.40 vs. 7.22 ± 1.25 s; p<0.05; Fig 2) and second trial (1.33 ± 0.24 vs. 2,73 

± 0.67 s; p<0.05 ; Fig. 2) when compared with the control group.  
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Figure 2 - Transfer latency to the closed arm in the elevated plus maze of the control and handling 
groups. *statistically different from control group. #statistically different from the first trial 
(p<0.05; bifactorial ANOVA and Tukey test, N = 12/group). 

 

4. Discussion 

The present study showed that handling decreased anxiety levels and improved 

cognitive behavior in young-adult Sprague-Dawley rats. The anxiolitic effect of handling 

was shown by the increase in the percentage of open arm entries and percentage of time 

spent in the open arms of the EPM. The lack of difference between the control and handled 

groups in the number of closed arm entries indicates that locomotor activity seems to have 

remained unchanged. Therefore the increase in the open arm exploration can not be 

explained by reduced activity and seems to be associated with the anxiolitic effects of 

handling. 

The results of this study are in agreement with those of SCHMITT and 

HIEMKE32 who reported that daily handling of adult male Sprague-Dawley rats for one 

week before the EPM test enhanced the percentage of time and entries into open arms. In 

the open field test the handling group increased the time spent moving about in the inner 

zone, the time spent in the center field and decreased the latency to reach the center field. 

Moreover, female rats (128 days old), submitted to daily handling during the post weaning, 

juvenile and young adult developmental periods (28th to 128th days of life) presented 

reduced emotionality and increased performance in the open fiend test, shown by a higher 

number of crossing sections and rearings33. 
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Moreover, AULICH et al.34 reported that daily handling for seven consecutive 

days during the juvenile period (30 days old), reduced the time spent in the dark 

compartment of the box in the light/dark test. These authors concluded that handling 

decreases emotionality in rats and one could suppose that handled animals are habituated to 

being seized by experimenter. 

In rats and mice neonatal handling decreased the fear and anxiety of pups in 

adulthood1,35, and this effect may be related to the increase in brain benzodiazepine and γ-

amino-butyric acid (GABAA) receptors36 induced by neonatal handling14. Handled animals 

also present lower hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) activity characterized by a lower 

level of release of corticotropin-releasing hormone (CRH), adrenocorticotropin hormone 

(ACTH) and corticosterone in response to stressors37,38,39,40. These effects seem to be 

related to earlier maturation of adrenocortical response as well as to the increase in the 

population of glucocorticoid receptors in the hippocampus and frontal cortex induced by 

handling41. Furthermore, neonatal handling decreases CRH gene expression in the 

paraventricular nucleus of the hypothalamus and central nucleus of the amygdala resulting 

in lower CRH mRNA and CRH content in the hypothalamus in basal conditions35. 

Therefore, all these alterations seem to improve negative feedback sensitivity of HPA axis. 

It also contributes to decreasing the magnitude of behavioral and endocrine response to 

stressors in adulthood. 

In the present study handling also affected the cognitive behavior of young-

adult rats. The prolongation of the transfer latency in the 2nd trial (retention) indicates an 

impairment of the learning and memory processes, since the administration of scopolamine 

or electro-convulsive shock prolonged the transfer latency in EPM in comparison with the 

saline-treated animals26. Differences in the 1st trial (training) did not directly influence the 

transfer latency in the retention test42. Therefore the lower transfer latency in the second 

compared with first trial, observed in both control and handling groups suggest that the 

animals remembered the escape behavior to the enclosed arms, reflecting retention of 

information or memory. In addition, the lower transfer latency of handled rats in 

comparison with control animals in the first trial, indicated that the handling procedure also 

enhanced learning and memory processes in adult rats. 
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Although all the animals in the present study had previous knowledge of EPM, 

because the anxiety test was performed before transfer latency evaluation, the reduction of 

latency time from the first to second session shows that this contact did not interfere with 

the memory test. Moreover, TREIT el al.43 reported that exposure to EPM for 18 

consecutive days did not increase avoidance of open arms, showing that the animals were 

not habituated to the EPM. In the present study all the tests were done in the same 

individuals in order to reduce the number of animals used, in compliance with the ethics in 

animal experimentation. 

In the literature, most studies have related anxiety, fear behavior, learning and 

memory processes to an environmental enrichment protocol that consisted of large cages, 

with several types of objects such as toys, climbing and nesting material, which are 

frequently changed44. Rats maintained in an enriched environment spent more time in the 

open arms45 and had higher percentages of open arms entries in the EPM46 than non-

handled controls, indicating that environmental enrichment decreases the anxiety level. 

BENAROYA-MILSHTEIN et al.47 also showed that environmental enrichment reduced 

anxiety behavior in the elevated plus maze, and attenuated the behavioral and physiological 

responses to an electrical shock in mice. These authors also demonstrated that enriched 

conditions increased natural killer cell activity. LEAL-GALICIA et al.48 showed that the 

enriched environment was able to prevent age-related recognition memory deficit, reduce 

anxiety in a novel environment, and increase neurogenesis and synaptic markers in the 

hippocampus. These authors suggested that the favorable effect of an enriched environment 

on memory and emotionality are related to the elevated level of newly generated neurons 

and the increased synaptic plasticity that may contribute to the enhancement of neuronal 

function in the hippocampus.  

Although handling is also an enrichment protocol, there are no studies about its 

effect on young adult rats, since the studies are generally performed in the neonatal period. 

In this context the present study shows that the effects of handling also seem to be positive 

in adult animals since it seems to improve animal welfare. Animal welfare is based in the 

principle of care in the use of animals by man, and is important to the quality and reliability 

of research49. 
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In conclusion the results of the present study suggest that the effect of handling 

is not restricted to an early period of life but that the procedure is effective even when 

applied to young-adult rats, since handled young-adult animals showed a lower anxiety 

level and improvement in learning and memory ability. However further studies are 

necessary to investigate the neurological mechanism involved in these effects. Moreover, 

the behavioral alterations caused by manipulation showed that it is necessary to pay 

attention so that all the experimental groups are manipulated with the same frequency, to 

assure more consistent results in research. 
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3. CAPÍTULO II 

O Capítulo II corresponde ao artigo, em fase de redação, “Efeito da 

estimulação tátil sobre as respostas comportamentais induzidas pelo estresse crônico 

moderado e imprevisível, em ratos”, de autoria de Rafaela Costa, Mariana Leite Tamascia, 

Gabriela Lopreti Guarda, Larissa Briet, Bruna Santos, Fernanda Klein Marcondes. O 

objetivo deste capítulo foi estudar os efeitos da estimulação tátil sobre as alterações 

comportamentais e metabólicas induzidas pelo estresse crônico moderado e imprevisível, 

em ratos adultos jovens. Este artigo será submetido para publicação em periódico 

internacional indexado, após as sugestões da banca examinadora e tradução do texto para a 

língua inglesa.  
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Resumo 

O estresse crônico presente na sociedade moderna pode estar relacionado com 

o desenvolvimento de problemas emocionais como ansiedade e depressão e demandam 

estudos para a compreensão dos mecanismos envolvidos nas alterações fisiológicas deles 

decorrentes. Além disso, o contexto ambiental pode influenciar as respostas aos estímulos 

estressores, assim nossa proposta foi estudar os efeitos da estimulação tátil sobre as 

alterações comportamentais e metabólicas induzidas pelo estresse crônico moderado e 

imprevisível, em ratos adultos jovens. Foram utilizados ratos Sprague-Dawley com 2 meses 

de idade, no início do experimento, divididos em 4 grupos experimentais: Controle (C), 

Controle Manipulado (CM), Estresse (E) e Estresse Manipulado (EM). Nos grupos 

submetidos à manipulação, as sessões de estimulação tátil foram realizadas cinco dias por 

semana, durante 7 semanas. Nos grupos submetidos ao estresse crônico, a aplicação dos 

estímulos estressores foi realizada nas semanas 3, 4 e 5, segundo o modelo de estresse 

moderado crônico e imprevisível. Na 6a semana os animais foram submetidos a testes 

comportamentais, para avaliação da ansiedade, aprendizado e memória. Quinze dias após o 

final do estresse os animais foram sacrificados por decapitação para determinação das 

concentrações sangüíneas de lipídios e corticosterona. Os grupos E (45,4 ± 8,6 ) e EM (25,9 ± 

3,6) apresentaram maior concentração de corticosterona (ng/mL) comparados aos grupos C (2,0 ± 

0,6) e CM (1,9 ± 0,6) respectivamente. No grupo EM a concentração de corticosterona foi menor 

comparado ao E. No teste do labirinto em cruz elevado (LCE), os grupos submetidos ao estresse 

apresentaram aumento no número de entradas nos braços fechados (E = 13,3 ± 0,9 vs. C = 

7,5 ± 0,8; EM = 12,9 ± 0,9 vs. CM = 10,0 ± 1,1). A manipulação aumentou a porcentagem 

de entradas nos braços abertos (CM = 39,0 ± 5,2 vs. C = 22,0 ± 5,7; E = 30,3 ± 5,0 vs. EM 

= 41,5 ± 4,4).e tanto estresse quanto a manipulação aumentaram a porcentagem de tempo 

de exploração dos braços abertos (E = 12,4 ± 2,5; C = 4,3 ± 1,4; EM = 17,2 ± 2,7; CM = 

11,1 ± 2,8). No teste de latência de transferência sobre o LCE os 4 grupos apresentaram 

redução no tempo de latência (s) na 2ª sessão em relação à 1ª sessão. Os grupos submetidos 

ao estresse apresentaram maior tempo de latência na 1ª (E = 11,9 ± 3,1 vs. C = 7,2 ± 1,2; 

EM = 6,5 ± 1,5 vs. CM = 3,8 ± 0,4) e na 2ª sessão (E = 6,9 ± 1,4 vs. C = 2,7 ± 0,7; EM = 

2,8 ± 0,6 vs. CM = 1,3 ± 0,2) em relação ao controle. A manipulação causou redução no 
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tempo de latência na 1ª e na 2ª sessão em relação aos grupos não manipulados. Além disso, 

o estresse causou aumento nas concentrações séricas de triglicerídeos, colesterol total e 

lipoproteina de baixa densidade (LDL) em animais submetidos ou não a estimulação tátil. 

Nossos dados sugerem que o estresse altera a atividade locomotora e tem efeito negativo 

sobre o aprendizado e memória. A manipulação diminui a ansiedade, a secreção de 

corticosterona e cancela a redução do aprendizado e retenção de memória, induzidos pelo 

estresse. 

 

1. Introdução 

A reação de estresse que ocorre frente a um estímulo aversivo, denominado 

estressor, ira resultar em um conjunto de respostas adaptativas que tem como objetivo a 

manutenção da homeostase do organismo (Cannon et al., 1927; Selye, 1936). A 

persistência e a intensidade exagerada do estresse podem deixar o organismo suscetível a 

disfunções e patologias devido ao déficit das reservas de energia onde o organismo começa 

a falhar nos mecanismos de adaptação (Tanno & Marcondes, 2002). Na sociedade atual o 

estresse parece ser um dos principais fatores ambientais que predispõem um indivíduo à 

depressão. Na maioria dos casos, os episódios de depressão são atribuídos à ocorrência de 

eventos estressantes, principalmente de origem psicossociais (Post, 1992). 

No entanto, existem diferenças individuais em resposta a estímulos estressores, 

o organismo pode responde de forma diferente ao estresse, dependendo do ambiente em 

que vive. Investigações sobre o comportamento humano e o desenvolvimento infantil 

através de estudos em diversas áreas têm tentado esclarecer a relação entre o ambiente da 

criança ou adolescente, sua saúde e seu desenvolvimento (Martins et al., 2004), famílias 

negligentes ou que não demonstram carinho produzem efeitos emocionais negativos em 

crianças (Repetti et al., 2002). Alguns desses efeitos são identificados em estruturas e 

funções cerebrais sendo fatores de risco para transtornos emocionais como depressão e 

estresse pós-traumático (Kaufman et al., 2000; Vermetten et al., 2006). 

Em roedores o modelo de estresse crônico moderado e imprevisível (ECMI) é 

utilizado como um modelo para estudos de mecanismos envolvidos na depressão humana, 

este modelo envolve uma exposição do animal a diferentes estímulos estressores durante 
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um périodo crônico e tem sido validado como modelo de depressão por induzir elevação 

mantida dos níveis de corticosterona e estado de anedonia, evidenciado pela diminuição no 

consumo e preferência por solução doce e pela diminuição no desempenho da auto-

estimulação do hipotálamo ventrolateral. Além disso, esses efeitos induzidos pelo ECMI 

são cancelados por antidepressivos tricíclicos e agonistas de receptores 5HT1c, (Moreau et 

al., 1993; Moreau, 1997; Willner, 2005).  

Nesse contexto, para entender as influências do ambiente em resposta ao 

estresse crônico em roedores são utilizadas formas de enriquecimento ambiental ou 

manipulação relacionada aos cuidados maternais. O cuidado maternal em roedores é 

determinante na reação emocional e na resposta ao estresse (Francis et al., 1999) e a 

manipulação neonatal, realizada nos primeiros 21 dias de vida do animal, aumenta o 

cuidado maternal e diminui a resposta ao medo e a ansiedade dos filhotes quando estes 

tornam-se adultos (Francis & Meaney, 1999; Meaney, 2001). Vallé et al. (1997) 

demonstraram que a manipulação induz redução na ansiedade, caracterizada pelo aumento 

na  porcentagem de tempo de exploração dos braços abertos no labirinto em cruz elevado. 

Além disso esses autores observaram que em resposta ao estresse por restrição não houve 

diferença na concentração de corticosterona imediatamente após o estresse entre os grupos, 

no entanto, os animais manipulados apresentaram menor concentração de corticosterona 90 

min após o final do estresse em relação ao controle mostrando uma maior efetividade do 

feedback negativo. 

Uma forma de enriquecimento ambiental, que consiste na combinação de 

interação social e objetos (brinquedos) colocados nas gaiolas dos animais, tem demonstrado 

que diferentes condições ambientais desencadeiam alterações neurobiológicas e 

comportamentais positivas em animais (Hoffman, 2009). O ambiente enriquecido diminui a 

ansiedade, aumentando o número de entrada e tempo gasto nos braços abertos no labirinto 

em cruz elevado (Fernandez-Teruel et al., 1997; Chapillon et al., 1999) e aumentando a 

performance no campo aberto (Brenes et al., 2006). Alguns estudos sugerem que o 

enriquecimento ambiental torna o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) mais 

adaptativo e eficiente (Mohammed et al., 1993; Larsoon et al., 2002) diminuindo o nível de 

corticosterona em resposta ao estresse (Francis et al., 2002; Welberg et al., 2006).  
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Além disso, Nerem et al (1979) estudaram a influência do ambiente social em 

coelhos alimentados com dieta para indução de aterosclerose. Como forma de 

enriquecimento ambiental esses autores utilizaram interação entre o animal e o pesquisador 

onde os animais foram manipulados (acariciados) diariamente e observaram uma redução 

na área com lesões indicativas de aterosclerose nesses animais em relação ao controle. 

Esses dados sugerem que o enriquecimento ambiental melhora o bem estar animal e pode 

diminuir os efeitos negativos do estresse sobre o sistema cardiovascular. 

O teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) esta baseado no conflito gerado 

pela tendência natural dos roedores de explorar ambientes novos e evitar situações 

potencialmente perigosas e foi validado por Pellow et al. (1985) como uma ferramenta útil 

para avaliar ansiedade em ratos, no entanto estudos na literatura têm demonstrado que 

alteração no processo cognitivo também pode ser avaliada utilizando o LCE. Itoh et al. 

(1990) propuseram que o tempo de latência de transferência sobre o LCE (tempo em que o 

animal se move da ponta de um dos braços abertos até um dos braços fechados) pode ser 

utilizado para avaliar aprendizado e memória espacial em roedores. Esses autores 

mostraram que a diminuição no aprendizado e memória induzida pela administração de 

escopolamina ou choque eletro-convulsivo pode ser detectado por esse método. Além 

disso, a administração de escopolamina resultou na diminuição da memória em ratos 

avaliados no labirinto aquático e também no teste de latência de transferência sobre o LCE 

(Parle & Singh, 2007). Assim, o LCE pode ser utilizado para avaliação da ansiedade assim 

como para avaliação de aprendizado e memória. 

Considerando que o organismo pode responder de maneira diferente 

dependendo do ambiente em que vive e que existem mecanismos neurológicos e 

fisiológicos envolvidos no comportamento e resposta ao estresse que são afetados pela 

manipulação neonatal e ambiente enriquecido, e que há poucos dados sobre os possíveis 

efeitos da estimulação tátil em animais adultos, nossa proposta é estudar o efeito da 

estimulação tátil, como forma de enriquecimento ambiental, sobre as respostas induzidas 

pelo estresse crônico moderado e imprevisível, em ratos adultos jovens. 

 

 



27 
 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Animais 

Foram utilizados 24 ratos Sprague-Dawley SPF ("specific patogen free") com 2 

meses de idade no início do período experimental, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar 

de Investigação Biológica da UNICAMP (CEMIB). Os animais foram mantidos no 

Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, foram alojados em gaiolas individuais 

com maravalha autoclavada, em estante ventilada para ratos Alesco®, em sala climatizada 

(22 ± 2°C), e com ciclo claro/escuro de 12/12 h (luzes acendendo às 6:00h). Durante todo o 

protocolo os animais receberam ração e água filtrada ad libitum, com exceção do período 

de jejum para realização do teste de preferência à sacarose. A entrada no biotério foi 

rigorosamente controlada, permitida apenas para o experimentador responsável pelo 

projeto, vestido adequadamente com avental, luvas, mascara e proteção para os pés. Todos 

os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal do Instituto 

de Biologia da Universidade Estadual de Campinas – Protocolo CEEA nº 1361-1 – de acordo 

com as normas da Sociedade Brasileira de Ciências de Animais de Laboratório (SBCAL). 

 

2.2. Delineamento Experimental 

Os animais foram divididos em quatro grupos: 1) Controle, 2) Controle + 

Manipulação, 3) Estresse, 4) Estresse + Manipulação. Após uma semana de adaptação ao 

biotério, os animais foram analisados durante 7 semanas. O peso corporal foi registrado no 

início e no final do protocolo.  

Nos grupos submetidos à manipulação (2 e 4) as sessões de estimulação tátil 

foram aplicadas da 1a a 7a semana, cinco dias por semana. Nos grupos submetidos ao 

modelo de estresse crônico moderado e imprevisível (Grupos 3 e 4), a aplicação dos 

estímulos estressores foi realizada nas semanas 3, 4 e 5 de acordo com o protocolo 

mostrado na Tabela 1. Este modelo animal foi validado farmacologicamente e é muito 

utilizado para avaliar o estado de anedonia, que corresponde a um dos principais sintomas 

de depressão humana (Moreau et al., 1993). 

Na 6a semana os animais foram submetidos ao teste do Labirinto em Cruz 

Elevado (LCE) e ao teste de Latência de Transferência sobre o LCE. Na 8a semana os 
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animais foram sacrificados por decapitação, para coleta de sangue e posterior dosagens 

sanguíneas de corticosterona e lipídeos. 

 

2.3. Sessão de Estimulação Tátil 

Durante todo o período experimental (7 semanas), os animais foram 

submetidos, de segunda a sexta-feira, entre 16 e 18 horas à sessão de manipulação. A 

experimentadora manipulou cada animal durante 5 minutos. A manipulação consiste em 

tocar no animal cuidadosamente, onde a experimentadora acaricia e interage com o animal 

fazendo movimentos suaves e delicados na região do pescoço e das costas (Rebouças & 

Schimidek, 1997). A experimentadora, com o polegar, realizou movimentos no sentido da 

cabeça a cauda na região dorsal do animal, acariciando-os lenta e suavemente (Weininger, 

1954) com luvas nitrílicas, para evitar influência dos odores de outros materiais, (p. ex. 

látex), no comportamento do animal. A manipulação não foi realizada no dia anterior ao 

Teste de Labirinto em Cruz Elevado e teste de Latência de Transferência sobre o Labirinto 

em Cruz Elevado. 

 

2.4. Sessão de Estresse Crônico Moderado e Imprevisível (ECMI) 

Na 3ª, 4ª e 5ª semanas, os animais dos grupos 3) Estresse e 4) Estresse + 

Manipulação foram submetidos ao protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível 

mostrado na Tabela 1 (Moreau et al., 1993, Moreau, 1997). O protocolo de ECMI consiste 

em vários períodos de imobilização dos animais, um período com iluminação contínua 

durante uma noite, um período de pernoite sob privação de comida e água, um período de 

pernoite sob privação de água, imediatamente seguido por 2 horas de exposição à garrafa 

de água vazia, um período de pernoite de alojamento em gaiola com maravalha úmida 

(100mL de água distribuída na maravalha), e manutenção em ciclo claro/escuro invertido 

por 2,5 dias. 

A imobilização foi realizada em tubos de polietileno por período de 1 hora, 

durante o qual os animais foram privados de água, alimento e deslocamento (Al-Mohaisen 

et al., 2000). Com os tubos de polietileno existe a possibilidade de ajuste do diâmetro do 
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tubo ao animal, de forma a garantir sua imobilização, e não somente restrição de 

movimentos. 

 

Tabela 1 - Procedimento do estresse crônico moderado e imprevisível. 

 Manhã Tarde 
Segunda-Feira 8:00 – 9:00 imobilização 13:00 – 14:00 imobilização 

18:00 Iluminação contínua durante a noite. 
Terça-Feira 8:00 – 9:00 imobilização 14:00 – 15:00 imobilização seguido de 

privação de água e comida por 20 horas. 
Quarta-Feira 10:00 – 11:00 Teste de 

preferência à solução de frutose 
13:00 – 14:00 imobilização seguido de 
privação de água por18 horas. 

Quinta-Feira 8:00 – 10:00: Exposição à 
garrafa de água vazia. 
11:00 – 12:00 imobilização 

14:00 – 15:00 imobilização seguido de 
alojamento em gaiolas com maravalha 
úmida por 18 horas. 

Sexta-Feira 8:00 – 9:00 imobilização 18:00 Ciclo Claro/Escuro invertido. 
 

2.5. Teste de preferência à solução de Sacarose 1% 

A preferência à sacarose em ratos foi testada semanalmente durante o protocolo 

experimental, com o objetivo de avaliar se houve o desenvolvimento de anedonia. No dia 

do teste, todos os animais ficaram privados de água e comida durante 20 horas. Os ratos 

receberam duas garrafas de água, uma contendo uma solução de sacarose 1% e outra 

contendo apenas água filtrada. A posição das garrafas foi determinada aleatoriamente. Após 

1 hora de exposição às garrafas, a quantidade consumida de cada solução foi determinada 

por meio da pesagem das garrafas e a preferência pela sacarose foi calculada (100 x 

consumo de sacarose/consumo total de líquido) (Grippo et al., 2005). 

 

2.6. Teste do Labirinto em Cruz Elevado 

Na 6ª semana, os animais foram submetidos ao Teste do Labirinto em Cruz 

Elevado (LCE). Os animais foram colocados no centro do LCE, que apresenta dois braços 

abertos e opostos, e observados durante 5 minutos (Pellow et al., 1985; Marcondes et al., 

2001). Cada animal foi submetido somente uma vez a este teste comportamental. O 

comportamento de cada animal foi analisado pelo programa Etho Vision XT 4.1 Software 

Leesburg,VA - U.S.A . Foram registrados o tempo de exploração dos braços abertos e 
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fechados e o número de entradas nos braços abertos e fechados. Os resultados foram 

convertidos posteriormente em porcentagem de tempo de exploração dos braços abertos 

(100 x tempo (s) nos braços abertos/ tempo total (s) de observação), porcentagem de 

entradas feitas nos braços abertos (100 x nº de entradas nos braços abertos/ nº total de 

entradas) e nº de entradas feitas nos braços fechados. A porcentagem de tempo nos braços 

abertos é um índice de medo e ansiedade, enquanto o número de entradas nos braços 

fechados corresponde a um índice de atividade locomotora (Pellow et al., 1985; Cruz et al., 

1994). A porcentagem de entradas nos braços abertos está relacionada tanto à atividade 

locomotora quanto à ansiedade (Cruz et al., 1994; Marcondes et al., 2001). 

 

2.7. Latência de Transferência sobre o Labirinto em Cruz Elevado. 

Quarenta e oito horas após o teste LCE, o comportamento cognitivo foi 

avaliado através do uso de tarefas de aprendizagem no LCE, as quais medem memória 

espacial. Cada animal foi colocado na extremidade de um dos braços abertos e foi 

registrado o tempo no qual o animal se move para um dos braços fechados. Este tempo, 

denominado de latência de transferência, foi utilizado como índice de aprendizagem e 

memória (Raghavendra et al., 1999). Após 24 h o procedimento foi repetido e a latência de 

transferência foi novamente avaliada. Na segunda avaliação menor ou maior período de 

latência para atingir o braço fechado indica respectivamente maior ou menor retenção de 

memória e aprendizagem (Raghavendra et al., 1999). 

 

2.8. Coleta das amostras e dosagens bioquímicas 

Ao final da 7ª semana, os animais foram sacrificados por decapitação e o 

sangue foi coletado em tubos com e sem anticoagulante, e centrifugado em seguida. A 

concentração plasmática de corticosterona foi realizada por ensaio enzimático colorimétrico, 

utilizando-se o kit comercial produzido pela Assay Designs®. As concentrações séricas de 

triglicerídeos (TGL), colesterol total (CT) e lipoproteína de alta densidade (HDL) foram 

determinadas pelo mesmo método utilizando-se kits comerciais LaborLab®. A 

concentração sérica de lipoproteína de baixa densidade (LDL) foi determinada pela fórmula 

de Friedewald: LDL = CT - HDL - (TGL x 0,2) (Friedewald et al., 1972). 
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2.9. Análise estatística  

Para análise estatística foi utilizado Análise de Variância Bifatorial (ANOVA) + 

Teste de Tukey para comparações múltiplas de média. Os dados referentes à avaliação do 

teste de Latência de Transferência sobre o Labirinto em Cruz Elevado foram analisados por 

Análise de Variância Multifatorial + Teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram consideradas 

estatisticamente significantes. Os resultados foram apresentados como médias ± erros-padrões 

das médias  

 

3. Resultados 

Não houve diferença no peso inicial entre os grupos estudados. Os grupos 

submetidos a estresse apresentaram menor peso corporal final em relação aos grupos 

controle e controle manipulado (p < 0,01; Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Peso corporal inicial e final de ratos submetidos ou não à manipulação e ao 

estresse crônico moderado e imprevisível. 

 Controle Controle  

Manipulado 

Estresse Estresse  

Manipulado 

Peso inicial (g) 320.5 ± 2.4 315.7 ± 2.4 316,8 ± 2,5 318,8 ± 2,5 

Peso final (g) 432.8 ± 4.9 437.0 ± 6.9 408,1 ± 5,3* 413,2 ± 6,4* 

Os valores estão indicados como média ± erro-padrão da média (n=12/grupo). *Diferença estatística 
em relação ao respectivo grupo não submetido a estresse (p < 0,05; ANOVA bifatorial + Tukey). 
 

Embora o estresse tenha induzido aumento da concentração plasmática de 

corticosterona, em relação aos grupos controle e controle manipulado, este aumento foi menor no 

grupo estresse manipulado quando comparado ao grupo estresse  (p < 0,05; Figura 1A).  No teste 

de preferência à sacarose 1% não houve diferença entre os valores basais entre os grupos 

estudados, dez dias após o inicio do estresse, os grupos E e EM apresentaram redução na 

preferência pela sacarose 1% em relação aos grupos C e CM e em relação as seus valores 

basais. Dez dias após o final do protocolo de estresse os animais submetidos ao estresse (E 

e EM) apresentaram redução na preferência do consumo de sacarose em relação aos grupos 

controles e em relação aos seus valores basais (p < 0,05; Fig. 1B).  
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Figura 1 - Efeito da manipulação e do estresse crônico moderado e imprevisível sobre a 
concentração plasmática de corticosterona (A) (n=12/grupo) e resposta ao teste de preferência à 
solução de sacarose (B) (N = 10/grupo).  C = Controle; CM = Controle + Manipulação; E = 
Estresse; EM = Estresse + Manipulação. Os valores estão apresentados em média  erro padrão. 
*Diferença estatística em relação ao respectivo grupo não submetido a estresse. +Diferença 
estatística em relação ao grupo estresse. #Diferença estatística em relação ao valor basal, no 
mesmo grupo. ANOVA bifatorial + Tukey (p < 0,05). 
 

No teste do labirinto em cruz elevado, animais submetidos ao estresse crônico 

moderado e imprevisível apresentaram aumento no número de entradas nos braços fechados 

(E = 13,3 ± 0,9 vs. C = 7,5 ± 0,8; EM = 12,9 ± 0,9 vs. CM = 10,0 ± 1,1; p < 0,05; Fig. 2A) e 

aumento na porcentagem de tempo de exploração dos braços abertos (E = 12,4 ± 2,5 vs. C 

= 4,3 ± 1,4; EM = 17,2 ± 2,7 vs. CM = 11,1 ± 2,8 %; p< 0,05; Fig. 2B). Tanto em animais 

controle como em animais submetidos a estresse, a manipulação aumentou a  porcentagem 

de tempo de exploração dos braços abertos (p < 0,05; Fig. 2B), a porcentagem de entradas 

nos braços abertos (CM = 39,0 ± 5,2 vs. C = 22,0 ± 5,7; E = 30,3 ± 5,0 vs. EM = 41,5 ± 4,4; 

p< 0,05; Fig. 2C), sem alterar o número de entradas nos braços fechados (p > 0,05; Fig. 2A).  
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Figura 2 - Efeito da manipulação e do estresse crônico moderado e imprevisível nas repostas 
comportamentais ao Teste de Labirinto em Cruz Elevado (N = 12/grupo). C = Controle; CM = 
Controle + Manipulação; E = Estresse; EM = Estresse + Manipulação. Os valores estão 
apresentados em média  erro padrão. Letras diferentes indicam grupos diferentes entre si (p < 
0,05; ANOVA bifatorial + Tukey). 

 

Na avaliação da latência de transferência no labirinto em cruz elevado, os 

quatro grupos experimentais apresentaram redução no tempo de latência na 2ª sessão em 

relação à 1ª sessão (Fig. 3, p < 0,05). Os grupos submetidos ao estresse apresentaram maior 

tempo de latência (s)  na 1ª (E = 11,9 ± 3,1 vs. C = 7,2 ± 1,2; EM = 6,5 ± 1,5 vs. CM = 3,8 

± 0,4; p < 0,05; Fig. 3) e na 2ª sessão (E = 6,9 ± 1,4 vs. C = 2,7 ± 0,7; EM = 2,8 ± 0,6 vs. 

CM = 1,3 ± 0,2; p < 0,05; Fig. 3) em relação aos grupos controle. A manipulação reduziu o 

tempo de latência na 1ª e na 2ª sessão em relação aos grupos não manipulados (p < 0,05; 

Fig. 3). 
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Figura 3 - Efeito da manipulação e do estresse crônico moderado e imprevisível sobre a latência 
de transferência no Labirinto em Cruz Elevado (N = 12/grupo). A segunda avaliação foi realizada 
24h após a primeira avaliação. C = Controle; CM = Controle + Manipulação; E = Estresse; EM = 
Estresse + Manipulação. Os valores estão apresentados em média  erro padrão. Letras diferentes 
indicam grupos diferentes entre si (p < 0,05; ANOVA multifatorial + Tukey). 
 

Os grupos submetidos a estresse apresentaram aumento na concentração sérica 

de triglicerídeos (E = 1,9 ± 0,2 vs. C = 1,3 ± 0,1; EM = 2,0 ± 0,1 vs. CM = 1,6 ± 0,5 

mmol/L; p< 0,05; Fig. 4A), colesterol total (E = 2,2 ± 0,1 vs. C = 1,9 ± 0,2; EM = 2,2 ± 0,1 

vs. CM = 1,9 ± 0,1 mmol/L; p< 0,05; Fig. 4B) e LDL (E = 1,3 ± 0,2 vs. C = 1,1 ± 0,1; EM 

= 1,3 ± 0,1 vs. CM = 1,1 ± 0,1 mmol/L; p< 0,05; Fig. 4C) em relação aos grupos controle e 

controle manipulado, sem diferença na concentração sérica de HDL (p > 0,05; Fig. 4D). 
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Figura 4 - Efeito da manipulação e do estresse crônico moderado e imprevisível sobre a 
concentração plasmática de triglicerídeos (A); colesterol total (B) lipoproteína de alta densidade (C) 
e lipoproteína de alta densidade (D) (n=12/grupo).  C = Controle; CM = Controle + Manipulação; E 
= Estresse; EM = Estresse + Manipulação. Os valores estão apresentados em média  erro padrão. 
*Diferença estatística em relação ao respectivo grupo não submetido a estresse (p < 0,05; ANOVA 
bifatorial + Tukey). 
 

4. Discussão 

Os dados obtidos neste estudo mostram que a estimulação tátil cancelou ou 

diminuiu os efeitos do estresse crônico moderado imprevisível sobre o comportamento e 

ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), em ratos adultos jovens. 

Assim, como já havia sido observado em outros estudos (Wilner,1997; Marin 

et al., 2007), animais submetidos ao protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível 

(ECMI) apresentaram maior concentração plasmática de corticosterona e menor peso 

corporal final após o estresse, mostrando que não houve adaptação dos animais aos 

estressores. Desta forma, o protocolo utilizado foi comfirmado no presente estudo como 

protocolo de estresse crônico. E, como o ECMI também diminuiu a preferência pelo 
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consumo de solução doce em relação ao controle, e em relação aos valores basais, nossos 

resultados mostram que o modelo de ECMI utilizado nesse estudo foi eficaz em 

desenvolver anedonia nos animais, e esta de acordo com outros estudos (Grippo et al., 

2002; Grippo et al., 2003; Gronli et al., 2007). 

No entanto, os animais submetidos ao ECMI e que foram manipulados 

apresentaram menor concentração de corticosterona em relação aos animais estressados não 

manipulados. Estudos demonstram que animais adultos que foram submetidos à 

manipulação neonatal (do 1º ao 21º dias de vida) apresentam alteração na atividade do eixo 

HPA, com menor liberação na quantidade do hormônio liberador de corticotrofina (CRH), 

hormônio corticotrófico (ACTH) e corticosterona frente a estímulos estressores (Bhatnagar 

et al., 1995; Plotsky et al., 1993; Meaney et al., 1991). Essa alteração no eixo HPA parece 

estar relacionada com o aumento da população de receptores de glicocorticóides tipo II no 

hipocampo e cortex pré-frontal aumentando a efetividade do feedback negativo (Meaney 

1996). Além disso, a manipulação diminuiu a expressão do gene CRH no núcleo 

paraventricular do hipotálamo e no núcleo central da Amígdala (Francis & Meaney, 1990). 

Portanto nossos dados sugerem que a estimulação tátil em animais adulto-jovem também 

pode resultar em alterações no eixo HPA, porém mecanismos neurais envolvidos ainda 

precisam ser investigados. E, considerando que os efeitos negativos do estresse crônico são 

em grande parte decorrentes da manutenção de concentrações elevadas de glicocorticóides 

este resultado sugere que a manipulação poderia ter algum efeito benéfico 

contrabalançando os efeitos negativos desencadeados pelo estresse.  

Esta hipótese parece ser reforçada pelos resultados obtidos na análise dos 

níveis de ansiedade, aprendizado e memória obtidos no presente estudo. No teste de 

labirinto em cruz elevado, a manipulação dos animais adultos jovens promoveu respostas 

ansiolíticas evidenciadas pelo aumento da porcentagem de tempo de exploração nos braços 

abertos e aumento na porcentagem de entradas nos braços, sem alteração do número de 

entradas nos braços fechados. Aulich et al. (1974) observaram que a manipulação durante 7 

dias consecutivos em animais com 30 dias de idade teve efeito ansiolítico da manipulação 

evidenciado pela redução do tempo de exploração do compartimento escuro no teste 

“ligth/dark box” em relação a animais não manipulados. Esses autores concluíram que a 
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manipulação em ratos jovem-adultos promove redução do comportamento de medo e 

ansiedade; e aumento do comportamento exploratório. Imanaka et al. (2008) estudaram 

ratos Sprague-Dawley jovens (60 dias de idade) submetidos à estimulação tátil neonatal ou 

isolamento neonatal (separação materna). No teste de labirinto em cruz elevado, esses 

autores observaram um aumento da ansiedade nos ratos submetidos ao isolamento neonatal 

e diminuição da ansiedade nos animais submetidos à estimulação tátil neonatal em relação 

ao controle.  

No presente estudo, o estresse crônico aumentou a porcentagem de tempo de 

exploração dos braços abertos e do número de entrada nos braços fechados, sem alteração 

na porcentagem de entrada nos braços abertos. Estes dados indicam que a maior exploração 

dos braços abertos deve-se a um aumento da atividade locomotora induzida pelo ECMI, e 

não a um efeito ansiolítico como aquele induzido pela manipulação em animais controle. 

Na literatura há dados conflitantes relacionados ao estresse e ansiedade avaliados no LCE. 

Matuszewich et al. (2007) não observaram efeito ansiogênico nos testes do LCE e no teste 

“light/dark box” em ratos submetidos ao protocolo de estresse crônico imprevisível durante 

dez dias. O estresse por imobilização ou estresse crônico variável também não alterou o 

comportamento de ratas avaliadas no teste do LCE (Mitra et al. 2005). Por outro lado, 

Kompagne et al. (2008), demonstraram que animais submetidos a um protocolo de estresse 

crônico durante três semanas apresentaram maior tempo de exploração no braços abertos, 

no teste do LCE, em relação ao grupo controle . 

O teste de latência de transferência sobre o LCE é utilizado como um índice de 

aprendizado e memória. O fato de que, na segunda avaliação, o tempo de latência foi menor 

em relação à primeira avaliação nos quatro grupos estudados, evidencia a habilidade do 

animal em ter aprendido a orientação espacial em busca de um ambiente com menor 

iluminação e com paredes verticais (braços fechados do LCE), bem como a sua capacidade 

em lembrar a orientação aprendida na primeira avaliação (Raghavendra & Kulkarni, 2001). 

Porém nossos dados também evidenciam que estas capacidades parecem ter sido 

incrementadas e diminuídas pela manipulação e pelo estresse respectivamente. Esta 

interpretação baseia-se no fato de que em animais controle, a latência de transferência foi 

menor em animais manipulados do que em animais não submetidos à manipulação; e no 
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fato de que animais estressados apresentaram aumento deste parâmetro em relação ao grupo 

controle. Além disso, no grupo submetido ao estresse e à manipulação, o efeito do ECMI 

sobre a latência de transferência foi cancelado, evidenciando-se neste grupo respostas 

semelhantes àquelas observadas em ratos controle não manipulados. Estes dados mostram, 

portanto, o efeito benéfico da manipulação sobre processos cognitivos e complementam 

resultados obtidos por outros autores (Liu et al., 2000; Bredy et al., 2004) e mostram que 

este efeito não é restrito à manipulação neonatal. 

O hipocampo é uma área cerebral importante para funções cognitivas como 

aprendizado e memória e pode sofrer alterações adaptativas em resposta ao estresse. Níveis 

elevados de glicocorticóides podem causar alterações plásticas no hipocampo, as quais 

incluem o remodelamento dendríticos causado pela retração e simplificação dos dendritos 

dos neurônios na região CA3 do hipocampo (Mc Ewen, 1999; Sousa et al., 2000), e 

inibição da neurogênese no giro denteado (Gould et al., 1997). Diferentes tipos de 

estressores como estresse diário por restrição, exposição ao odor de predador ou estresse 

por rotação de membros do grupo afetam a desempenho de memória espacial em ratos no 

labirinto em Y (Conrad et al., 1996; Diamond et al., 1999; Bodnoff et al., 1995), teste 

validado para avaliação de memória dependente do hipocampo (Conrad, 2006). O ambiente 

enriquecido também pode alterar estruturas e funções do encéfalo de roedores (Krech et al., 

1970) e pode atenuar as respostas comportamentais e fisiológicas desencadeadas pelo 

estresse (Fernández-Teruel et al. 2002; Fox et al. 2006). 

Além das repostas comportamentais, no presente estudo avaliamos o efeito da 

manipulação e do estresse crônico sobre o perfil lipídico de ratos adultos jovens, porque 

estes podem estar relacionados com respostas hormonais e comportamentais induzidas pelo 

estresse. Os altos níveis séricos de lipídios acompanhados do menor peso corporal final 

podem estar relacionados com hormônios do estresse que modulam a quebra de proteína, 

glicogênio e triglicerídeos em moléculas que são rapidamente metabolizadas para gerar 

energia (Black et al 2002) e os glicocorticóides e catecolaminas aumentados durante o 

estresse podem diminuir a ligação e degradação de LDL no fígado. Neves et al. (2009) 

demonstraram que o estresse crônico aumenta a resposta vasoconstritora em aorta torácica 

isolada e induz hipertrofia na parede vascular, por mecanismos possivelmente relacionados 
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ao aumento nos níveis de LDL, aumento do índice aterogênico e inibição na síntese de 

oxido nítrico endotelial, mostrando que o estresse crônico induz efeitos pró-

ateroscleróticos. 

A elevação da concentração sanguínea de colesterol total pode estar associada a 

alterações na memória. Animais alimentados com dieta hipercalórica durante 90 dias 

apresentaram aumento no colesterol total e diminuição no aprendizado e memória avaliados 

no labirinto aquático (“Morris water maze”) e no tempo de latência de transferência sobre o 

LCE (Parle and Singh, 2007). A elevação de colesterol, além de ser um fator de risco para 

aterosclerose, parece contribuir para o surgimento de doenças neurodegenerativas como 

Alzheimer, já que aumenta a produção da proteína beta amilóide e de apolipoproteina E, 

resultando no aumento de placas neuríticas no cérebro (Haley and Dietschy, 2000). 

Considerando que na literatura há evidências de que a manipulação neonatal e 

o enriquecimento ambiental afetam mecanismos neurológicos e fisiológicos envolvidos no 

controle do comportamento e na resposta ao estresse, os dados obtidos sugerem que estes 

efeitos também podem ser observados em animais jovem-adultos. Considerando que o 

estresse faz parte da rotina diária do ser humano, na sociedade atual, torna-se importante 

investigar os mecanismos, bem como os potenciais usos terapêuticos da estimulação tátil na 

fase adulta.  
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4. CONCLUSÃO 

 

1. O efeito da estimulação tátil não é restrito ao período neonatal de desenvolvimento. 

Esse procedimento também é efetivo quando realizado em animais jovens ou adultos 

resultando em diminuição da ansiedade e aumento da habilidade de aprendizado e 

memória. No entanto, mecanismos envolvidos nessas alterações precisam ser investigados. 

 

2. Nossos dados sugerem que o estresse crônico altera a atividade locomotora e tem efeito 

negativo sobre o aprendizado e memória. A manipulação diminui a ansiedade, a secreção 

de corticosterona e cancela a redução do aprendizado e retenção de memória, induzidos 

pelo estresse crônico. 
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