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RESUMO 
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AUTORA: CAREN TATIANE DE DAVID ANTONIAZZI 

ORIENTADORA: MARILISE ESCOBAR BÜRGER 
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 02 de julho de 2012. 

 
O uso abusivo de drogas psicoestimulantes é um problema social comum em países de 

diferentes culturas, cuja incidência tem tomado dimensões crescentes e alarmantes. 
Experimentalmente, alguns estudos tem mostrado a influência da exposição precoce ao estresse 
sobre alterações nos padrões de abuso, a qual pode cumprir um importante papel sobre a 
vulnerabilidade para o uso excessivo de drogas psicoestimulantes na idade adulta. Por outro lado, 
procedimentos como estimulação tátil (ET) neonatal e o isolamento neonatal (IN), têm sido 
descritos por interferir em parâmetros comportamentais e neurofisiológicos, que podem persistir 
durante a vida adulta. Assim, este estudo objetivou investigar a preferência condicionada de lugar 
(PCL) a drogas psicoestimulantes e sobre sintomas de ansiedade relacionados à abstinência, em 
ratos jovens expostos à ET e ao IN. No 1º experimento, filhotes machos de ratos Wistar foram 
submetidos diariamente à ET ou IN10, por 10 minutos, ou a IN60, por 1 hora, desde o dia pós-natal 
1 (DPN1) até o DPN21. Os animais não manuseados (NM) permaneceram no ninho sem qualquer 
tipo de manipulação. No DPN40, os animais foram submetidos ao protocolo de PCL, induzido por 
cocaína (20mg/Kg, i.p.), durante 10 dias. No DPN52, os animais foram testados quanto à 
preferência e no DPN55 foram avaliados sintomas de ansiedade no teste do labirinto em cruz 
elevado (LCE). Os grupos ET e IN10 não apresentaram PCL, entretanto NM e IN60 preferiram o 
compartimento associado à droga. Em relação aos sintomas de ansiedade observados durante a 
abstinência da droga, os grupos ET e IN10, apresentaram maior tempo de permanência nos braços 
abertos do LCE, mostrando menor grau de ansiedade. Na sequencia do estudo, um 2º experimento 
foi conduzido, a fim de verificar a influência da ET e do IN sobre a PCL induzida por anfetamina 
(ANF), seguindo o mesmo protocolo de manuseio descrito no experimento anterior até o DPN40, 
quando os animais foram submetidos ao protocolo de PCL associado à administração de ANF 
(4mg/Kg, i.p.), durante 8 dias. No DPN50, após avaliação comportamental, observou-se que o 
grupo IN apresentou preferência pelo compartimento associado à ANF e no DPN53, durante 
abstinência da droga, o grupo ET apresentou menor preferência ao compartimento associado à 
droga. A atividade exploratória em campo aberto foi maior para o grupo ET no DPN50, enquanto 
o grupo IN apresentou sintomas de ansiedade no DPN53. De forma semelhante, animais expostos 
à ET mostraram menor grau de ansiedade em diversos parâmetros avaliados no LCE e no teste da 
escada, onde a atividade exploratória também foi maior do que para outros manuseios. Tomados 
em conjunto, estes estudos mostraram pela primeira vez que os efeitos benéficos da ET, podem 
modificar o comportamento frente à PCL, bem como influenciar os sintomas de ansiedade 
relacionados à abstinência de cocaína e ANF. A continuidade dos estudos relacionados aos 
benefícios da ET sobre vias de recompensa, sistemas de neurotransmissores e vias de sinalização 
celular, deverá ser realizada em um futuro breve. 
 
 
Palavras-chave: Estimulação tátil neonatal. Manuseio neonatal. Preferência condicionada de lugar. 
Cocaína. Anfetamina. 

  



6 
 

ABSTRACT 
 

Master Dissertation 
Graduate Program in Pharmacology 
Federal University of Santa Maria 

 
INFLUENCE OF NEONATAL HANDLING ON THE PREFERENCE OF 
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The abusive use of psychostimulant drugs is a common social problem in countries of 

different cultures, whose incidence is increasing and alarming dimensions taken. Experimentally, 
some studies have shown the influence of early exposure to stress on changes in patterns of abuse, 
which may play an important role on the vulnerability to excessive use of psychostimulant drugs 
in adulthood. On the other hand, procedures such as neonatal tactile stimulation (TS) and neonatal 
isolation (NI), has been described by interfering with behavioral and neurophysiological 
parameters, which may persist into adulthood. This study aimed to investigate the conditioned 
place preference (CPP) and the psychostimulant drugs on anxiety-like symptoms related to 
abstinence in young rats exposed to TS and NI. In the first experiment, male pups of Wistar rats 
were subjected daily to TS or NI10 for 10 minutes, or NI60 for 1 hour, from postnatal day 1 
(PND1) to PND21. The unhandled (UH) animals remained in the nest without any manipulation. 
At PND41, animals were subjected to CPP protocol induced by cocaine (20mg/kg, i.p.), for 10 
days. At PND53, animals were tested for preference, and at PND55 symptoms of anxiety were 
evaluated on the elevated plus-maze task (EPM). TS and NI10 groups did not show preference on 
CPP, however UH and NI60 preferred the chamber associated with drug. In relation to anxiety-like 
symptoms observed during drug withdrawal, TS and NI10 groups presented higher time spent in 
the open arms of EPM, showing less anxiety-like behavior. Following the first study, a 2nd 
experiment was conducted to verify the influence of TS and NI on the CPP induced by 
amphetamine (AMPH), following the same neonatal handling protocol described in the previous 
experiment until the PND40, when animals were submitted to a CPP paradigm associated with 
administration of AMPH (4mg/kg, i.p.) for 8 days. At PND50, following behavioral assessment 
was observed that NI group had preference for the compartment associated with AMPH, and at 
PND53 during withdrawal of drug, TS group showed lower preference to compartment associated 
with drug. The exploratory activity in open field was higher in TS group at PND50, while NI 
group showed anxiety-like symptoms at PND53. Similarly, animals exposed to TS showed lesser 
degree of anxiety-like behavior in many different parameters evaluated at EPM and at staircase 
test, where the exploratory activity also was higher than other handlings. Taken together, these 
studies showed for the first time that beneficial effects of TS can modify the behavior on CPP 
paradigm, and influence the anxiety-like symptoms related to withdrawal from cocaine and 
AMPH. Continuity of studies related to the benefits of TS on reward pathways, neurotransmitter 
systems and signaling pathways, should be completed in the near future. 
 
 
Keywords: Neonatal tactile stimulation. Neonatal handling. Conditioned place preference. 
Cocaine. Amphetamine. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

Esta dissertação apresenta parte dos métodos e resultados embutidos em um 

manuscrito que se encontra na secção MANUSCRITOS CIENTÍFICOS, sob a formatação 

da revista para a qual foi submetido para publicação. Outra parte dos resultados encontra-se 

na secção Manuscrito 2 – Em fase de redação, que farão parte do conteúdo do 2º Manuscrito, 

completando assim a íntegra deste estudo.  

Ao fim desta dissertação encontra-se o item DISCUSSÃO e CONCLUSÕES, nos 

quais há interpretações e comentários gerais sobre o manuscrito científico e os resultados 

parciais contidos neste estudo. 

As REFERÊNCIAS referem-se às citações que aparecem nos itens INTRODUÇÃO, 

Manuscrito 2 – Em fase de redação, DISCUSSÃO e CONCLUSÕES desta dissertação. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 Durante o período neonatal, o sistema nervoso central (SNC) é imaturo e por isso 

suscetível às intervenções ambientais (KOEHL et al., 2002; LEVINE, 1957; SANCHEZ, 

LADD e PLOTSKY, 2001) e dessa forma, os eventos que interferem no ambiente do neonato 

durante esse período, podem levar a alterações importantes na formação do SNC 

(FENOGLIO, BRUNSON e BARAM, 2006). Neste mesmo estágio, as respostas adaptativas 

ao estresse podem ser modificadas conforme os eventos a que os neonatos estão expostos 

(MEANEY et al., 1993). Experiências traumáticas e exposição a ambientes adversos em 

períodos precoces da infância (CHAMPAGNE, de KLOET e JOELS, 2009; KNUTH e 

ETGEN, 2007) podem induzir alterações comportamentais e neuroendócrinas na idade adulta, 

tanto em humanos quanto em animais (CHAMPAGNE, de KLOET e JOELS, 2009; 

PLOTSKY et al., 2005). 

Nos humanos, as experiências estressantes nessa fase do desenvolvimento estão 

associadas ao elevado risco para desordens psicossociais agudas e crônicas na idade adulta, 

tais como desordens afetivas e abuso de drogas (ANAND e SCALZO, 2000; HEIM e 

NEMEROFF, 2001). Em animais, as experiências vividas precocemente no ninho também são 

críticas para o desenvolvimento e causam alterações nos sistemas fisiológico, neuroendócrino, 

comportamental, emocional, social e cognitivo, que irão formar a base para as respostas aos 

estímulos e comportamento na idade adulta (FLEMING, O’DAY e KRAEMER, 1999; 

LEHMANN e FELDON, 2000; LEVINE et al., 1967). 

Em ratos recém-nascidos, o estresse promove morte neuronal (ZHANG et al., 2002) e torna-

os mais vulneráveis à preferência por cocaína (GORDON, 2002; SINHA et al., 2000, 2003). O 

estresse gestacional e neonatal também afeta a neurogênese e diminui a produção de novos 

neurônios na idade adulta (LEMAIRE et al., 2000). A neurogênese parece ter um papel importante 

na cognição, emoção e memória relacionada às drogas (ABROUS, KOEHL e Le MOAL, 2005; 

McEWEN, 2003). Por isso, sugere-se que sua desregulação esteja envolvida na deterioração 

cognitiva, nas desordens de humor e na adição (ABROUS, KOEHL e Le MOAL, 2005).   

A dependência de drogas é um fenômeno com causas e consequências fisiológicas, 

psicológicas e sociais (NESTLER e AGHAJANIAN, 1997), que pode ser conceituada como 

uma síndrome em que o abuso da droga passa a ter prioridade sobre outros comportamentos 

considerados importantes para o indivíduo antes da sua experiência com as drogas. Em sua 



12 
 

forma extrema, a dependência está associada ao uso compulsivo da droga (EDWARDS, 

ARIF e HADGSON, 1981). Considera-se como estimulante toda substância utilizada 

voluntariamente com a finalidade de obtenção de estados alterados de consciência, 

caracterizados por estado de euforia, decorrente da estimulação do SNC. No Brasil, 

fármacos proscritos como a cocaína e os compostos anfetamínicos, são utilizados com esta 

finalidade (CHASIN e SILVA, 2003). 

 A cocaína, um alcalóide ativo naturalmente encontrado e extraído do arbusto da coca 

(Erytroxylum coca), é amplamente consumida de modo abusivo pelos humanos (JOHANSON e 

SCHUSTER, 1995). Classifica-se como um agente dopaminérgico de ação indireta, por ligar-se 

ao transportador pré-sináptico da dopamina (DA), bloqueando a sua captação para dentro do 

terminal pré-sináptico (O’BRIEN, 2006), e permitindo assim o acúmulo da DA na fenda 

sináptica. A DA livre e em concentrações aumentadas é capaz de interagir com receptores 

dopaminérgicos, iniciando uma sequência de eventos que modificam a atividade neuronal 

momentaneamente (NICOLA, SURMEIER e MALENKA, 2000). A cocaína também pode 

atuar reduzindo a recaptação de outras monoaminas tais como norepinefrina e serotonina, além 

do glutamato, os quais estão envolvidos direta ou indiretamente nos efeitos da cocaína, sendo 

que o conjunto de alterações momentâneas e duradouras altera a expressão do comportamento 

(NICOLA, SURMEIER e MALENKA, 2000; O’DONNELL, 2003).  

Desta forma, os efeitos da cocaína sobre o SNC podem ser resumidos pelo 

desenvolvimento de sintomas como euforia, autoconfiança, aumento de atenção, redução do 

apetite, ansiedade, paranoia, comportamento egocêntrico, disforia, anorexia e ilusões (NNADI 

et al., 2005). Já os sintomas periféricos resumem-se ao aumento da atividade 

simpaticomimética, observada através de midríase, elevação da pressão arterial, taquicardia, 

arritmias e até parada cardiorrespiratória, dependendo da dose e via de administração da 

cocaína Ainda, a cocaína apresenta potente propriedade anestésica local, cujo uso clínico 

humano foi pioneiro, servindo de modelo para a síntese dos atuais e modernos anestésicos 

locais (CRITS-CHRISTOPH et al., 2008). 

Conforme Ahlskog (2007), elevadas concentrações de DA no SNC podem estar 

envolvidas em processos neurodegenerativos, acreditando-se ainda que a metabolização 

do neurotransmissor seja responsável pela geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROS), cuja toxicidade relaciona-se ao desenvolvimento de estresse oxidativo (CHIUEH 

et al., 1993; FORNSTEDT, 1990) e apoptose.  

Neste sentido, os radicais livres (RL) estão envolvidos no desenvolvimento de 

inúmeras patologias (FANTONE e WARD, 1982; SUNDSTRÖM, SVEDBERG e 
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CARLING, 1984) e a sua produção excessiva é conhecida como estresse oxidativo (EO). O 

EO decorre do desequilíbrio entre mecanismos de defesa antioxidantes e a formação de EROS 

(DAVIES, 1995). Assim, a propriedade pró-oxidante da cocaína decorre de sua atividade 

sobre os transportadores de monoaminas, que por sua vez elevam os níveis de DA livre, a 

qual fica vulnerável à auto-oxidação, cujos metabólitos conhecidos são as dopamino-

quinonas, precursores de RL (BOESS et al., 2000; DEVI e CHAN, 1996).  

Além da cocaína, as anfetaminas são drogas psicoestimulantes sintéticas, com 

propriedades simpaticomiméticas (substâncias que imitam os efeitos da epinefrina e 

norepinefrina; ALLES, 1933; ALLES e PRINZMETAL, 1933), que em conjunto com seus 

derivados, constituem o grupo mais comum de fármacos psicoestimulantes causadores de 

euforia (BERMAN et al., 2009). Seu efeito está relacionado principalmente ao aumento da 

liberação de DA, norepinefrina (NE) e 5-hidroxitriptamina (serotonina) na fenda sináptica, 

apresentando certo predomínio sobre a NE, quando comparado às outras monoaminas 

(BERMAN et al., 2009; MADRAS, MILLER e FISCHMAN, 2005; ROTHMAN et al., 2001). 

Além disso, as anfetaminas também agem através da inibição da atividade da monoamina 

oxidase (MAO), que é uma enzima neuronal responsável pelo catabolismo das catecolaminas, e 

que apresenta papel fundamental no equilíbrio da atividade dos sistemas dopaminérgico, 

noradrenérgico e serotoninérgico periférico e central (ROTHMAN et al., 2001). 

Sintetizada em 1887, mas com propriedades psicoestimulantes identificadas somente na 

década de 30, a anfetamina (ANF) foi então introduzida na terapêutica como descongestionante 

nasal e no tratamento clínico da narcolepsia (JULIEN, 1997; PRINZMETAL e BLOOMBERG, 

1935), um subtipo de epilepsia caracterizada pelo sono excessivo. Posteriormente, foi utilizada 

para o tratamento da esquizofrenia, dependência por morfina, hipotensão arterial, enjoos e 

soluços intensos (JULIEN, 1997). A partir de 1936, a mistura racêmica da ANF (mistura 

equivalente de dextro e levo anfetamina) passou a ser utilizada para reduzir o apetite de 

indivíduos obesos, no tratamento do déficit de atenção e na doença de Parkinson (SEIDEN e 

SABOL, 1993). Seu potencial de abuso foi reconhecido durante a Segunda Guerra Mundial, 

quando soldados do Eixo (Alemanha, Japão e Itália) e das forças aliadas (Estados Unidos, 

Reino Unido e União Soviética, entre outros países europeus e de outros continentes) utilizavam 

anfetaminas para aumentar a vigília, a coragem, e diminuir a fadiga, a fome e os estados de 

depressão, tornando-se uma droga difundida entre a sociedade no pós-guerra (CALDWELL, 

CALDWELL e DARLINGTON, 2003; DRUMMER e ODELL, 2001; HERNANDEZ e 

FERNANDEZ, 1998). 
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No Brasil, os últimos relatórios (Escritório contra Drogas e Crimes das Nações 

Unidas – UNODC, 2008; International Narcotic Control Board – INCB, 2006) que 

mencionam a situação do país, alertam para o aumento progressivo do consumo de 

anfetaminas nas últimas décadas, contrariamente à tendência mundial de retração. Em parte, 

este aumento pode ser explicado pelo apelo social à utilização desses fármacos para o controle 

da obesidade, que também são utilizadas com a finalidade de apurar os reflexos e reduzir o 

cansaço, além de aumentar momentaneamente a velocidade de aprendizagem.  

Dessa maneira, além de atletas, muitos estudantes, médicos, motoristas de caminhão e 

pilotos também fazem uso dessas substâncias (CENTRE FOR ADDICTION AND MENTAL 

HEALTH, 2004). Os principais objetivos dos usuários são manter o estado de alerta por maior 

período de tempo e aumentar a capacidade de atenção, concentração e raciocínio 

(YONAMINE, 2004), sem considerar os efeitos indesejáveis da droga, como elevação da 

pressão arterial, da temperatura corporal, da frequência cardíaca e respiratória, e que em longo 

prazo, o uso dessas substâncias pode causar perda excessiva de peso, ansiedade, insônia, 

alterações de humor, além de distúrbios psicóticos, caracterizados por paranoias e alucinações 

(MATSUMOTO et al., 2002). 

Atualmente, o uso de anfetaminas é proibido em muitos países, sendo que em alguns 

países europeus, também sua produção e comércio são proibidos, tornando a droga 

absolutamente clandestina. No Brasil, até o final de 2011, anfetamínicos inibidores do apetite 

eram clinicamente prescritos e dispensados em farmácias comerciais com exigência de receita 

médica, sendo destinados ao controle da obesidade e ao tratamento do transtorno da 

hiperatividade e déficit de atenção (THDA), basicamente. A partir de 9 de dezembro de 2011, 

os inibidores do apetite anfetamínicos femproporex, mazindol e anfepramona tiveram seu 

registro cancelado e sua produção, comércio e uso proibidos no Brasil, a partir de uma 

resolução determinada pela Diretoria Colegiada da Agência Nacional de Vigilância Sanitária. 

Permanece autorizada somente a prescrição de sibutramina como um inibidor do apetite, e 

metilfenidato e metanfetamina, para tratar o THDA (ANVISA - RDC 52/2011).  

A exposição repetida à ANF tem sido experimentalmente empregada como um 

modelo animal de alterações comportamentais e neuroquímicas induzidas por 

psicoestimulantes em ratos (CAMP, DeJONGHE e ROBINSON, 1997; FREY et al., 2006; 

KAUER-SANT’ANNA et al., 2007). Tal exposição causa sensibilização comportamental, 

hiperlocomoção e alterações na memória dos animais (PELEG-RAIBSTEIN et al., 2009), 

além de levar a alterações neuroquímicas e estruturais, incluindo uma elevação de DA, NE e 

da densidade das espinhas dendríticas em diferentes regiões cerebrais (BISAGNO, 
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FERGUSON e LUINE, 2003; CAMP, DeJONGHE e ROBINSON, 1997; KALIVAS e 

STEWART, 1991; ROBINSON e KOLB, 2004).  

Os efeitos de recompensa de diversas drogas de abuso têm sido avaliados através da 

preferência condicionada de lugar (PCL) (BARDO, ROWLETT e HARRIS, 1995; 

HOFFMAN, 1989), um modelo experimental utilizado para promover um condicionamento 

através de pistas. Este paradigma é baseado na habilidade do animal em encontrar pistas 

associadas com a droga para descobrir o local de preferência, e que tem importantes 

implicações na busca de drogas e recaídas em humanos (HAND, STINUS e LE MOAL, 1989; 

NEISEWANDER, PIERCE e BARDO, 1990). 

A PCL é um modelo animal utilizado para avaliar os efeitos hedônicos das drogas de 

abuso, que envolve o pareamento repetido de um compartimento com um estímulo específico 

(droga), enquanto o compartimento oposto é pareado com um estímulo neutro. No dia do 

teste, que ocorre após o condicionamento e na ausência dos estímulos, é permitido ao animal 

acesso livre aos compartimentos. Um maior tempo de permanência no compartimento 

pareado anteriormente com a droga indica a preferência do animal pela droga, enquanto o 

menor tempo indica aversão (TZSCHENTKE, 1998; 2007). 

Diversos estudos com roedores demonstraram que procedimentos estressantes em idade 

precoce promovem alteração nos padrões de abuso (HEIM e NEMEROFF, 2001; MOFFETT et 

al., 2007), que irão variar de acordo com a intensidade dos eventos e a idade em que ocorrerem 

(LEHMANN e FELDON, 2000), cumprindo assim papel significativo no desenvolvimento da 

vulnerabilidade ao uso excessivo de álcool e de drogas psicoestimulantes na idade adulta 

(FELITTI et al., 1998; SCHENK et al., 1987). Em humanos, tais estudos comprovam que os 

eventos adversos na infância, não só influenciam a dependência às drogas, como também 

aumentam a vulnerabilidade para recaídas durante períodos de abstinência, além de favorecer a 

manutenção do uso compulsivo de drogas (COFFEY et al., 2002; SINHA, 2001). 

Dessa forma, modelos animais de estresse neonatal, como a separação materna (SM), vêm 

sendo desenvolvidos para explicar estas alterações neuroquímicas e comportamentais resultantes 

da exposição precoce a fatores estressantes (FRANCIS et al., 1999; LADD et al.,2000).  

A SM consiste em afastar os filhotes da mãe por um período que pode variar de alguns 

minutos até várias horas por dia, durante os primeiros dias logo após o nascimento. Longos 

períodos de separação maternal, também chamados de isolamento neonatal – IN (IMANAKA et 

al., 2008), podem alterar as vias de resposta ao estresse, pois a mãe é a primeira ligação entre o 

filhote e o meio ambiente (FRANCIS e MEANEY, 1999) e a interferência nesta relação pode 

alterar a diferenciação no sistema nervoso dos filhotes (FRANCIS et al., 1996).  
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De acordo com Imanaka et al. (2008), o IN e a SM podem diferir no que diz respeito ao 

isolamento individual da ninhada já que muitos procedimentos de SM costumam retirar as mães 

do ninho por um breve período de tempo, enquanto os filhotes permanecem agrupados na caixa-

moradia. Já no IN, obrigatoriamente os filhotes são colocados em caixas individuais menores, 

ficando assim isolados da mãe e da sua ninhada, por períodos de tempo mais prolongados. As 

ligações sociais que se formam no período pós-natal ativam sistemas neurais que fazem com 

que a mãe focalize o bem-estar do recém-nascido, para garantir sua saúde e sobrevivência, 

sendo que as alterações nesta relação, como por exemplo, o isolamento neonatal, pode induzir 

um comportamento parental perturbado, como abuso ou negligência (SWAIN et al., 2007).  

Esta ruptura na interação entre mãe e filhote produz alterações duradouras no 

comportamento e na neurofisiologia da prole (HALL, 1998; KUHN e SCHANBERG, 1998), 

que em geral apresenta depressão, estresse psicológico crônico, dificuldade de lidar com 

situações estressantes na idade adulta, alterações no eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), 

aumento nos quadros de ansiedade, comportamento reprodutivo alterado, comprometimento do 

aprendizado e resposta locomotora reduzida (CHAMPAGNE et al., 2003; HUOT et al., 2001, 

2002; KALINICHEV et al., 2002). 

Ainda, de acordo com Kuhn e Schanberg (1998), a SM prolongada durante os 

primeiros dias de vida interrompe a maturação da resposta adrenal ao estresse, altera a 

expressão dos níveis de cortisol, e afeta negativamente a aprendizagem dos animais adultos, a 

potenciação de longa duração e a organização sináptica hipocampal (MEANEY et al., 1996). 

Além disso, estudos mostram que os ratos que sofreram separação maternal periódica quando 

filhotes respondem mais intensamente a um estímulo estressante quando adultos e apresentam 

uma maior sensibilidade às drogas psicoativas (PLOTSKY e MEANEY, 1993).  

A privação do contato materno também diminui a expressão do fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo dos ratos neonatos, e em contraste, os níveis do 

fator de crescimento neural aumentam (CIRULLI et al., 1998). Na ausência da mãe, em 

resposta até mesmo ao estresse leve, os ratos neonatos apresentam secreção aumentada de 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e de corticosterona (LEVINE et al., 1991; VAN 

OERS et al., 1998). Sugere-se que estas alterações ocorram em razão da separação materna 

afetar importantes sistemas de neurotransmissores cerebrais, como os receptores cerebrais de 

serotonina, a expressão do transportador mesolímbico de dopamina e o desenvolvimento dos 

receptores GABAA e dos benzodiazepínicos centrais (BRAKE et al., 2004; MEANEY, 

BRAKE e GRATTON, 2002; VICENTIC et al., 2006).  
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Estudos demonstraram ainda que o estresse neonatal repetitivo pode produzir uma 

disfunção no sistema opióide endógeno, que pode ser ativado por diferentes tipos de estressores, e 

sugere-se que esteja envolvido em padrões de recompensa cerebral no abuso de drogas em 

animais. Juntamente com o sistema dopaminérgico, o sistema opióide endógeno parece 

influenciar a resposta ao etanol e aumentar a vulnerabilidade para iniciar o consumo excessivo de 

álcool na idade adulta (PLOJ et al., 2000; PLOJ, ROMAN e NYLANDER, 2003a, 2003b). 

Em razão de todas as alterações geradas pelo estresse neonatal ocasionado pela SM 

prolongada, a estimulação tátil (ET) neonatal vem se destacando como uma forma eficiente de 

tratamento, capaz de recuperar os déficits neonatais em ratos e reverter e prevenir certos 

efeitos comportamentais e fisiológicos provenientes da separação materna (BURTON et al., 

2007; CHATTERJEE et al., 2007; LEVINE e OTIS, 1958; LÉVY et al., 2003).  

A ET neonatal consiste em uma variedade de estímulos sensoriais externos 

realizados durante as primeiras semanas de vida que efetivamente aceleram a maturação dos 

neurônios corticais, influenciam o desenvolvimento do SNC, que irão causar alterações em 

uma grande variedade de processos comportamentais e fisiológicos, entre eles a resposta ao 

estresse, persistentes na idade adulta (CASOLINI et al., 1997; PHAM et al., 1999; 

SILVEIRA et al., 2005).  

Sugere-se que os efeitos da ET podem ser explicados pelo fato de que as vias neurais da 

pele para o SNC amadurecem mais cedo do que outros sistemas sensoriais (MONTAGU, 1953). 

A manipulação neonatal consiste em pelo menos três estímulos diferentes: 1) breve SM, que 

elimina pistas olfativas bem como a ET provida pela mãe, para ser recuperada posteriormente 

quando mãe e filhote forem recolocados juntos (PRYCE, BETTSCHEN e FELDON, 2001; 

VILLESCAS et al., 1977); 2) ET realizada por um experimentador, durante o período de 

separação, que pode em certo grau imitar a estimulação proporcionada pela mãe; e 3) exposição 

à novidade, que consiste na oferta de novos estímulos ao filhote (LEVINE, 1957). 

A estimulação neonatal ainda aumenta a neurogênese pós-natal, previne a perda 

neuronal no hipocampo associada ao estresse e envelhecimento e melhora a função cognitiva 

(PHAM et al., 1997; SAPOLSKY, 1992). Este estímulo também se mostrou efetivo na 

modulação da resposta neuroendócrina ao estresse em animais adultos, melhorando a 

capacidade de lidar com eventos estressantes em estágios mais avançados do desenvolvimento 

(CHAMPAGNE, de KLOET e JOELS, 2009; PLOTSKY et al., 2005).  

Este modelo de manuseio também foi capaz de reverter os efeitos da SM nos 

comportamentos de ansiedade (VAN OERS et al., 1998) e sensibilidade à dor (STEPHAN et 

al., 2002) além de induzir resistência do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal ao estresse em ratos 
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adultos. Também já demonstrou melhorar o aprendizado e o desempenho dos animais em 

testes cognitivos e reforçar tanto a memória espacial quanto não-espacial em ratos adultos 

(KOSTEN, LEE e KIM, 2007; STAMATAKIS et al., 2008). Ainda, foi capaz de facilitar a 

recuperação após eventos de hipóxia-isquemia neonatal (RODRIGUES et al., 2004) e lesão 

neonatal no córtex pré-frontal ou córtex parietal posterior (GIBB et al., 2010), sendo que tal 

recuperação foi correlacionada com a sinaptogênese das células piramidais no córtex intacto 

adjacente às lesões (GIBB et al., 2010).  

Diversos estudos sugerem que a estimulação neonatal altera o comportamento maternal 

e a interação mãe-filhote, o que leva a diferenças no número de lambidas da mãe (LIU et al., 

1997) e faz com que as mães de filhotes estimulados permaneçam mais tempo com eles, do que 

as mães de filhotes que não foram estimulados (CHOU et al., 2001). É este aumento das 

lambidas maternas durante os primeiros 10 dias de vida do filhote que geram redução nos níveis 

do ACTH e corticosterona em resposta ao estresse agudo, e aumentam a densidade dos 

receptores para glicocorticóides no hipocampo e diminuem os níveis do hormônio liberador de 

corticotrofina (LIU et al., 1997). 

A ET neonatal é um paradigma utilizado experimentalmente em animais para testar os 

efeitos de estímulos externos na vida do recém-nascido em uma variedade de comportamentos 

e sistemas neuroendócrinos (GOMES, et al., 2005; PADOIN et al., 2001; RAINEKI et al., 

2009; TODESCHIN et al., 2009; WINKELLMANN-DUARTE et al., 2007 ), e é muito 

similar à terapia através da massagem, utilizada em humanos (FIELD, 1998), pois a 

estimulação tátil neonatal também apresenta diversos efeitos positivos, tanto em aspectos 

comportamentais como morfológicos (CHOU et al., 2001; FERNÁNDEZ-TERUEL et al., 

1992), bem como a terapia através da massagem. 

Considerando-se que o IN é um modelo animal de estresse precoce relacionado a 

alterações neuroquímicas e comportamentais, que pode facilitar a preferência por drogas 

psicoestimulantes na idade adulta e que a ET tem sido descrita por ter efeitos benéficos sobre a 

neurogênese e sobre uma menor emotividade dos animais ao lidar com situações traumáticas 

em estágios mais avançados do desenvolvimento, a realização deste estudo torna-se relevante, 

pois irá determinar se a qualidade das relações interpessoais vividas na infância, pode de 

alguma forma alterar o desenvolvimento neuropsicomotor, influenciar padrões 

comportamentais que poderão determinar a vulnerabilidade ao abuso de drogas psicoativas na 

adolescência e idade adulta. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar a influência do manuseio neonatal em ratos jovens expostos ao uso 

condicionado de drogas psicoestimulantes.   

 

 

2.2 Objetivos específicos 

  

 

• Avaliar os efeitos da estimulação tátil e do isolamento neonatal sobre parâmetros de 

dependência em ratos jovens expostos à cocaína e à anfetamina; 

 

• Avaliar os efeitos da estimulação tátil e do isolamento neonatal sobre graus de 

ansiedade e sobre atividade motora e exploratória em ratos jovens previamente 

expostos à cocaína e à anfetamina. 
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3 MANUSCRITOS CIENTÍFICOS 
 

 

Os resultados inseridos nesta dissertação apresentam-se sob a forma de manuscritos 

científicos, os quais se encontram aqui estruturados. Os itens Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se nos 

próprios manuscritos. O 1º manuscrito foi submetido para publicação na revista Neurotoxicity 

Research e encontra-se sob revisão. O 2º manuscrito encontra-se em fase de redação, sendo 

aqui apresentados alguns resultados parciais. 
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3.1 Tactile stimulation and neonatal isolation changes behavioral effects of cocaine in 
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Abstract 
 

In this study we investigated the influence of neonatal handling on cocaine-induced 

conditioned place preference (CPP) as well as anxiety-like symptoms related to drug 

abstinence in young rats. Pups were submitted daily to tactile stimulation (TS) or neonatal 

isolation for 10 min (NI10) and for 1 hour (NI60), from postnatal day one (PND1) to PND21. 

At PND22 pups were weaned and conditioned place preference was performed with cocaine 

(20 mg/kg ip) at PND40 for 10 days and then evaluated in CPP. TS and NI10 groups did not 

show place preference, while unhandled (UH) and NI60 rats did. Handling was related to 

anxiety-like symptoms per se, as observed in UH and NI60 groups by shorter time spent in 

open arms of elevated plus maze (EPM), and this behavior was also observed in the cocaine-

conditioned rats exposed to the same neonatal handlings. While both TS and NI10 pups treated 

or not with cocaine spent increased time in open arms of EPM, only TS group stayed shorter 

in closed arms after cocaine conditioning, showing less anxiety than animals submitted to 

other neonatal handlings. As a whole, this pilot study indicates that neonatal handling, 

especially TS, can modify anxiety-symptoms related to cocaine abstinence and preference 

through molecular mechanisms that shall be investigated in the near future. 

 

Keywords: tactile stimulation, conditioned place preference, anxiety-like behavior, cocaine 
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1. Introduction 

 

Cocaine is a psychostimulant drug commonly related to abuse, and its mechanism of 

action involves inhibition of neuronal monoamines re-uptake, especially dopamine (DA) 

(Hadfield and Nuggent 1983; Izenwasser 2004; Kuhar et al. 1991). Repeated use of cocaine is 

related to compulsion, despite adverse consequences, and a high prevalence of relapse 

following its withdrawal (A.P. Association 1994) .  

Cocaine rewarding effects have been evaluated through conditioned place preference 

(CPP) (Bardo et al. 1995; Hoffman 1989), an experimental model used for cues-elicited 

conditioning. This paradigm is based in the ability to find cues associated with drug to elicit 

place preference, which has important implications for drug “craving” and relapses in humans 

(Hand et al. 1989; Neisewander et al. 1990).  

Human studies have shown a relationship between vulnerability to drug abuse and 

adverse life effects and/or stress exposure (Sinha 2001; Dube et al. 2003). Early life 

experiences exert long-lasting effects on behavior and stress reactivity (Padoin et al. 2001; 

Kabbaj et al. 2002) and may increase propensity to use drugs such as cocaine (Schenk et al. 

1987), especially during adolescence (Spear 2000; Casey et al. 2008; Izenwasser 2005, for 

review). Because of the severity of this problem, CPP and others animal models have been 

used to study many of the psychobiological and social factors of the transition from infancy 

into adulthood, which in animal models is defined as the developmental period after weaning 

and before adulthood (Laviola et al. 2003).  

Adolescent rats present different neurochemical responsiveness to stress as compared 

to adults (Kellogg et al. 1998) and much greater behavioral effects following psychostimulant 

consumption than infant rats (Cirulli and Laviola 2000). Animal models of early life stress 

have been developed to elucidate the consequent neurochemical and behavioral changes 

resulting from stressors, including maternal separation (MS) and neonatal isolation (NI). 

Animals exposed to early life environmental manipulations display increased sensitivity to 

stressors and altered hormonal stress responses throughout adult life (Plotsky and Meaney 

1993): while pups submitted to brief periods of MS showed fewer anxiety symptoms 

(McIntosh et al. 1999). Longer periods of MS and/or neonatal isolation (NI) were related to 

interruption of the dam-pup interaction, which affects the development of the central nervous 

system (CNS) and can lead to enhanced susceptibility to stress in adulthood (Kalinichev et al. 

2002; Knuth and Etgen 2007; Kosten et al. 2004; Kehoe et al. 1998).  
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Fundamentally, in NI protocol, pups are separated individually from the dam, whereas 

in MS, the litter as a whole is separated from dam, whose intensity of neonatal stress is 

directly dependent on separation time. In fact, prolonged separation from the dam during the 

neonatal period is considered one of the most powerful stressor to which rat pups can be 

exposed (Rosenfeld et al. 1992; Wigger and Neumann 1999). These neonatal handlings were 

related to disruption of the adrenal response maturation to stress (Kuhn and Schanberg 1998) 

as well as to behavioral and neurophysiological changes (Pryce and Feldon 2003; Hall 1998), 

showing the importance of early life social relationships on neurobiological systems. Of 

particular importance, neonatal stress is able to affect  brain neurotransmitter systems such as 

dopamine and serotonin (Brake et al. 2004; Meaney et al. 2002; Vicentic et al. 2006) and to 

promote dysfunctions in endogenous opioid system, suggesting its involvement in brain 

reward patterns in drug abuse in animals.  

Contrarily to stress caused by prolonged MS and/or NI, tactile stimulation (TS) has 

been related to accelerated maturation of cortical neurons with favorable consequences to 

behavioral and physiological changes that persist into adulthood (Casolini et al. 1997; Pham 

et al. 1999; Silveira et al. 2005). Neonatal TS consists of external sensory stimuli that exerts 

influence on neural pathways from the skin to the CNS associated to accelerated maturation 

of cortical pyramidal neurons (Schapiro and Vukovich 1970), whose connections are matured 

earlier than other sensory systems (Montagu 1953). Its experimental application has been 

linked to increased neurogenesis, prevention of hippocampal neuronal loss induced by stress 

or aging (Lemaire et al. 2006), suggesting its effectiveness to influence brain functions. Of 

particular importance, neonatal TS was related to prevention of neural stress markers 

alteration induced by maternal deprivation (van Oers et al. 1998), demonstrating also less 

emotionality in stressful situations (Levine and Otis 1958). In fact, neonatal TS is used in 

animals to test the effects of external stimuli on the newborn’s life in a variety of behaviors 

and neuroendocrine systems (Gomes et al. 2005; Padoin et al. 2001; Raineki et al. 2009; 

Todeschin et al. 2009; Winkellmann-Duarte et al. 2007) and is very similar to therapy through 

massage, used in humans (Field 1998). 

Considering that NI is an animal model of early life stress related to neurochemical 

and behavioral changes, which may facilitate preference for drugs such as cocaine (Kosten et 

al. 2004; Marquardt et al. 2004), and that TS has been related to beneficial effects on 

neurogenesis and less emotionality in coping response to traumatic situations, the present 

study was designed to evaluate the possible influence of these neonatal handlings on cocaine 

preference behavioral responses, as well on stress, anxiety and fear symptoms as evaluated in 
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the classical CPP paradigm and elevated plus maze (EPM), respectively. So far no study 

about effects of TS on drug preference during adolescence has been reported. 

 

2. Material and methods  

 

Fifteen pregnant female Wistar rats from the breeding facility of Universidade Federal de 

Santa Maria (UFSM), RS, Brazil, were kept in plexiglas cages with free access to food and water 

in a room with controlled temperature (22–23°C) and on a 12 h-light/dark cycle with lights on at 

7:00 a.m. The birth day (postnatal day 0- PND0) was monitored and litters were culled to 8 pups 

(5 males and 3 females) to ensure adequate nutritional status. At postnatal day one (PND1) male 

pups of each litter were weighed and randomly assigned to one of four experimental groups 

(n=14): unhandled (UH), 10 min of tactile stimulation (TS), 10 min of neonatal isolation (NI10) 

(which was considered a time control of TS) and 60 min of neonatal isolation (NI60), remaining 

together with their mothers until weaning. At PND22, litters were weaned and weighed; male 

pups from the same condition (only one per litter for each handling procedure) were housed by 

group of three (±1) and left undisturbed up to 40 days of age. All procedures were in accordance 

with the rules of the Committee on Care and Use of Experimental Animals of the UFSM, which 

follows international rules (NIH Publication No. 80-23; revised 1978). TS, NI10 and NI60 were 

applied daily from PND1 to PND21, between 8:00 and 10:00 a.m. TS consisted in gently 

stimulating the dorsal surface of the pups with the index finger in rostral caudal direction for 10 

min out of the nest (Rodrigues et al. 2004), and NI10 consisted in removing the pups from the nest 

and keeping them warm (32º C) in individual plastic boxes lined with soft paper for 10 min. For 

NI60, pups were submitted to the same procedures for 60 minutes, The UH group remained in 

their nest without any touch by human hand. 

Conditioned place preference (CPP) is an animal model used to evaluate hedonic effects 

of addictive drugs. It involves repeated pairing in a compartment with a specific stimulus 

(drug), while pairing in the opposite compartment occurs with a neutral stimulus. On the test 

day (after the conditioning and in the absence of the stimuli), the animal is allowed free access 

to both compartments. Longer time spent in the drug-paired compartment indicates a preference 

for drug whereas shorter time spent in it indicates aversion (Tzschentke 1998; 2007).  

At 40 days of age (PND40), animals were placed for 15 min in each compartment 

(either with black walls/white floor or with white walls/grid floor) of a box for habituation. At 

the next day (PND41), the time spent by the animals in each compartment was monitored for 

15 min, which was considered the preconditioning test. The conditioning of place preference 
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(PND42-51) was performed by daily injection of cocaine (Merck, Germany) (20 mg/Kg- ip; 

n=7) for 10 days in the non preferred compartment, which was paired with saline 

administration on alternate turns in the opposite compartment (Martin and Itzhak 2000). 

Control group (n=7) was injected with saline in both non preferred and opposite 

compartments, alternatively. After each drug injection, the animals were immediately placed 

and maintained inside the compartment for 30 min. At PND52 all animals were submitted to 

15 min post-conditioning test, which was performed similarly to the preconditioning test.  

Two days after this test, anxiety-like symptoms were observed in EPM, which is based 

on the innate fear rodents have for open and elevated spaces (Montgomery 1955). The 

apparatus consisted of a plus-shaped platform elevated 50 cm from the floor. Two opposite 

arms (50 cm×10 cm) were enclosed by 40 cm high walls whereas the other two arms had no 

walls. The four arms had at their intersection a central platform (10 cm×13.5 cm), which gave 

access to any of the four arms. Time spent in the open and closed arms was monitored for 5 

min, indicating a lesser or higher anxiety grade, respectively (Hlavacova et al. 2010). The 

apparatus was cleaned with a 20% alcohol solution using wet sponge and paper towel before 

the introduction of each animal. Observers were blind to treatment during all behavioral 

observations. Data were analyzed by two-way ANOVA followed by Duncan’s Post Hoc tests 

when appropriate. (Software package Statistica 8.0 for Windows was used). Values of P<0.05 

were considered statistically significant for all comparisons made.  

 

3. Results and Discussion 

 

Different studies have reported that traumatic events during early developmental 

periods are factors that may lead to psychopathologies (Sanchez et al. 2001; Heim et al. 

2004), such as anxiety-like symptoms and stress, depression, and susceptibility to addiction 

(Koehl et al. 2002; Vallee et al. 1997). Lemaire et al. (2006) showed that tactile stimulation 

reversed the deleterious effect of prenatal stress on hippocampal neurogenesis. Early life 

experiences as well as neonatal interventions are able to exert effects on stress reactivity 

(Kabbaj et al. 2002), whose consequences at neurobiological levels have been shown to cause 

changes in brain morphology, in DA reward system (Weinstock 2001), and in vulnerability to 

abuse of drugs such as cocaine (Schenk et al. 1987; Kosten et al. 2000). 

In the present study, the different neonatal handlings did not cause any place preference 

in saline-injected rats, while UH and NI60 cocaine-treated groups spent higher time in the drug-

paired compartment, and this behavior was not observed in TS and NI10 animals (Figure 1). 



28 
 

Other studies showed an increased cocaine seeking behavior (Lynch et al 2005) as well as its 

self-administration (Kosten et al. 2000) after NI (NI60), but this last behavior was reduced by 

lower time of isolation (Matthews et al. 1999) as in NI10. Furthermore, different authors have 

shown the influence of NI on stress development and its connection with drugs preference 

susceptibility (Kosten et al., 2000; Lynch et al., 2005), but here we are showing for the first time 

the effects of neonatal TS on prevention of cocaine preference development in rats. In fact, in 

the neonatal period, neurogenesis seems to play a fundamental role on emotional stability in 

adulthood, and may exert influence on mood disorders and addiction (Abrous et al. 2005).  

Up to now, we do not know the exact mechanisms involved in the beneficial effects of 

TS on the behavioral parameters of drug preference investigated here, but we hypothesized 

that this handling was able to increase neonatal neurogenesis. Moreover, studies by Kolb and 

Gibb (apud Kolb and Gibb, 2010) reported that neonatal TS increased acetylcholinesterase 

levels and astrocytic density in cortex of animals. TS also showed effectiveness in growth of 

premature infants (Field et al. 1986) as well as in newborn rats (Schanberg and Field 1987), 

lending support to the potential influence of such handling during the neonatal period. A 

recent study showed the effects of TS on recovery from cortical injury in newborn rats, whose 

synaptic plasticity was increased by handling (Kolb and Gibb 2010). So far, no study about 

the influence of TS on psychostimulant drug preference has been reported, and its effects on 

neuroplasticity and neurogenesis merits further investigation. 

Neonatal handling also was able to modify behaviors related to anxiety-like symptoms 

assessed through EPM. Duncan’s test showed that both TS and NI10 increased time spent in 

open arms of EPM when compared to other neonatal handlings (UH and NI60 groups) of 

saline- and cocaine- treated rats, which were similar to each other (Figure 2A). On the other 

hand, rats submitted to NI60 and treated with saline showed higher time spent in EPM closed 

arms, while other handling procedures presented similar values to each other (Fig. 2B). 

Between cocaine-treated animals, TS and NI10 groups showed decreased time spent in the 

closed arms in relation to UH and NI60 groups (Fig. 2B). Different studies have shown that 

neonatal handling in rats can permanently alter different patterns of drug use and behavior 

(Ader and Grota 1969; Denenberg 1964; Levine 1957; Meaney et al. 1988; Pryce et al. 2001a; 

Pryce et al. 2001b). In this sense NI10 is an early perinatal procedure that involves a brief 

separation of pups from their dam and litter, and was related to neurochemical and behavioral 

changes in the pups, while deprivation of maternal contact also decreases the expression of 

brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and increases nerve growth factor levels in 

hippocampus of rats (Cirulli et al. 1998).  
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In human studies, stress and anxiety-symptoms have been closely related to 

vulnerability to cocaine abuse, suggesting that these factors can be also predictive to drug use 

vulnerability (Sinha et al. 2003). In our findings, stress and anxiety-like symptoms, as observed 

by the total number of entries in arms, was not changed by neonatal handling (data not shown), 

indicating that differences of time spent in open and/or closed arms are not an artifact from 

lower locomotor activity but a result of modified emotionality elicited by neonatal handling. 

These preliminary but promising results suggest that behavioral psychopatologies, particularly 

stress, anxiety-like symptoms and psychostimulant drugs preference, could be prevented or 

attenuated by neonatal handling, especially tactile stimulation, which appears to activate 

neurogenesis in this developmental period. In contrast, NI-induced stress has been linked to 

persistent neurochemical changes, which affect some behaviors including cocaine self-

administration (Mathews et al. 1999; Kosten et al. 2004; Zhang et al. 2005). 

Our study showed the influence of neonatal handling, especially TS, on anxiety-like 

symptoms and preference for cocaine abuse, which may be related to stress and adrenal-

pituitary axis stimulation. TS showed greater benefits than the NI10 did which were opposite 

to those observed in animals submitted to NI60. In fact, while TS consists of an additional 

stimulus by the experimenter, in NI10 pups remain separate for 10 min, which is also 

considered an incentive because they receive more licking and grooming from their dams than 

UH and NI60 animals do (Liu et al. 1997; Rodrigues et al. 2004). This last handling is related 

to disturbance of the dam-pup contact leading to enhanced susceptibility to stress in adulthood 

(Knuth and Etgen 2007; Kosten et al. 2004). As TS presents an additional stimulus compared 

to NI10, we believe that this may be the main responsible for their more favorable results 

observed here. This pilot study is critical for an exchange of ideas between different 

laboratories, and other studies in this line of research should be conducted. 
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Figure 1 – Effects of neonatal handling on time spent in the cocaine-associated compartment 
in CPP during post-conditioning test in young rats.  
 
*Significant difference from control at the same neonatal handling (P<0.05). Different lowercase indicates 
significant difference between neonatal handling in the same treatment (P<0.05). Data are expressed as mean ± 
S.E.M (n=7). Abbreviations: UH- unhandled ; TS- tactile stimulation; MS- maternal separation; NI- neonatal 
isolation. Main effect of handling [F(3,48)=9.43; P=0.000], drug [F(1,48)=29.90; P=0.000]. 
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Figure 2 – Effects of neonatal handling on EPM during abstinence of cocaine in young rats. 
Anxiety-like symptoms were evaluated by time in open (A) and closed (B) arms. 
 
*Significant difference from control at the same neonatal handling (P<0.05). Different lowercase indicates 
significant difference between neonatal handling in the same treatment (P<0.05). Data are expressed as mean ± 
S.E.M (n=7). Abbreviations: UH- unhandled ; TS- tactile stimulation; MS- maternal separation; NI- neonatal 
isolation. (A) Main effect of handling [F(3,48)=13.56; P<0.001]; (B) main effect of handling [F(3,48)=12.54; 
P<0.001] and handling x drug interaction [F(3,48)=4.51; P<0.005]. 
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Manuscrito 2 – Em fase de redação 
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Influence of neonatal tactile stimulation on conditioned place preference and anxiety-

like symptoms in young rats treated with amphetamine 

 

1 Materiais e Métodos 

1.1 Animais  

 Foram utilizadas sete ratas Wistar fêmeas com aproximadamente 14 dias de gestação, 

período que tem sido descrito por apresentar menor responsividade ao estresse (PATIN et al. 

2005), e portanto, o período mais adequado para o transporte durante a prenhes. Os animais 

foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), e 

acondicionadas em caixas individuais no Biotério Experimental setorial do departamento de 

Fisiologia e Farmacologia desta Universidade, em temperatura controlada (22 ± 2°C), ciclo 

claro-escuro de 12h e livre acesso à água e alimento. Os animais foram mantidos e usados de 

acordo com os princípios éticos de experimentação animal elaborado pelo Conselho Nacional 

de Controle da Experimentação Animal (CONCEA) e aprovado pelo CIETEA (Comitê de 

Ética e Bem Estar Animal) da Universidade Federal de Santa Maria (nº 106/2010). 

O nascimento das ninhadas foi monitorado diariamente, sendo o dia do nascimento 

definido como dia pós-natal 0 (DPN0). Todas as ninhadas foram mantidas com as mães até o 

desmame. Os filhotes machos incluídos nos experimentos foram subdivididos em três grupos 

experimentais, cuja composição foi estruturada utilizando-se animais provenientes de 

diferentes ninhadas. 

Apenas um filhote macho de cada ninhada foi inserido em cada um dos três grupos 

experimentais (n=7), não existindo assim animais da mesma ninhada submetidos ao mesmo 

protocolo, e prevenindo respostas comportamentais inerentes à ninhada. Desta forma, os 

grupos experimentais foram designados como: estimulação tátil (ET), isolamento neonatal 

(IN) e não manuseados (NM). 

 

1.2 Protocolo Experimental 

 

Animais do grupo ET (n=7) foram individualmente submetidos ao protocolo de 

estimulação adaptado de Levine et al.(1967), entre o DPN1 e DPN21, e que consistiu em um 

experimentador segurar gentilmente cada filhote e acariciar sua superfície dorsal, no sentido 

céfalo-caudal, com o dedo indicador, durante 10 minutos (RODRIGUES et al., 2004; 
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SILVEIRA et al., 2005), para recriar o cuidado materno. O processo foi repetido diariamente, 

sempre no mesmo horário, entre nove e onze horas da manhã. Ao final de cada sessão, os 

filhotes foram recolocados no ninho junto com suas mães (ALASMI, PICKENS e HOATH, 

1997; RODRIGUES, 2000). 

Durante o período DPN1 e DPN21, filhotes designados ao grupo experimental IN 

(n=7), foram removidos individualmente do ninho e transferidos para caixas plásticas 

menores, forradas com papel macio e aquecidas por uma lâmpada incandescente de 25w 

(temperatura próxima aos 32 ± 2°C, similar à temperatura do ninho) (CHOU et al., 2001; 

DENENBERG et al., 1967; LEVINE et al., 1967; RODRIGUES, 2000). Cada filhote 

permaneceu isolado na caixa menor, afastado da mãe e do restante da sua ninhada, por 10 

minutos e todo o processo foi repetido diariamente. O procedimento de IN (adaptado de 

IMANAKA et al., 2008; KEHOE e BRONZINO, 1999) foi realizado no mesmo período da 

estimulação tátil, ou seja, entre nove e onze horas da manhã. Ao final do período, os filhotes 

foram devolvidos às mães. 

Os filhotes do grupo NM (n=7) não foram perturbados e permaneceram com as mães 

durante todo o tempo do experimento. A limpeza das caixas era feita periodicamente, sem que 

os filhotes fossem tocados. 

No DPN22 todos os filhotes foram desmamados, realocados em grupos de 3 e 4 

animais por caixa, conforme a manipulação neonatal à qual foram submetidos e mantidos sem 

nenhuma perturbação até o DPN40, quando todos os animais receberam anfetamina através de 

um protocolo de preferência condicionada de lugar. 

 

1.3 Preferência condicionada de lugar 

 

O aparato da preferência condicionada de lugar (PCL) consiste em uma caixa 

dividida em dois compartimentos de tamanhos iguais (45x45x50), acessíveis através de 

portas guilhotinas acionadas manualmente, a partir de uma área exterior retangular 

(18x36x50) comum, (adaptado de VAZQUEZ et al., 2006). Um dos compartimentos da 

caixa tem as paredes pretas e o chão branco e o outro tem paredes brancas, com o chão 

preto (FUKUSHIRO et al., 2007). A área neutra de acesso aos compartimentos apresenta 

paredes e chão de cor cinza (VAZQUEZ et al., 2006). A caixa foi colocada em uma sala 

silenciosa e iluminada indiretamente por uma luz incandescentes de 60w. O número de 

entradas em cada compartimento foi monitorado e considerado sempre que o animal 
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estivesse com a cabeça e as duas patas dianteiras na área em questão. O aparato era limpo 

com álcool 20% antes da entrada de cada animal na caixa. 

O procedimento para a PCL consiste em cinco fases: habituação, pré-

condicionamento, condicionamento, teste e abstinência (adaptado de FUKUSHIRO et al., 

2007 e de VAZQUEZ et al., 2006). 

 

1.3.1 Fase de habituação 

 

 No DPN 40, cada rato foi removido da sua gaiola e colocado por 15 minutos em 

cada um dos compartimentos da caixa de PCL, com a finalidade de excluir o 

comportamento de exploração durante as fases subsequentes. Esta fase é conduzida na 

ausência da anfetamina. 

 

1.3.2 Fase de pré-condicionamento 

 
 Realizada com o objetivo de determinar a preferência inicial dos animais por um 

dos compartimentos (branco ou preto). No DPN41, os animais foram colocados 

individualmente no centro da área neutra, com livre acesso a todo o aparato, e seu tempo 

de permanência em cada compartimento foi contado durante 15 minutos. O 

compartimento em que o rato permaneceu mais tempo foi definido como o inicialmente 

preferido, enquanto que o compartimento onde ele permaneceu menos tempo foi definido 

como o compartimento não preferido.  

 

1.3.3 Fase de condicionamento 

 

 O condicionamento consiste em confinar o animal no compartimento designado 

durante 25 minutos, imediatamente após uma injeção intraperitoneal de 4 mg/Kg de dl-

anfetamina (Merck, Alemanha) ou de salina (0,9%). A anfetamina foi administrada no 

compartimento oposto ao da preferência inicial, do DPN42 ao DPN49, enquanto a salina 

era administrada no compartimento preferido inicialmente. Todos os animais recebiam 

uma administração diária de anfetamina e outra de salina, em períodos alternados, com um 

intervalo de 4h entre uma administração e outra. 
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1.3.4 Fase de teste 

 

 No DPN 50, o teste para a PCL foi conduzido exatamente como na fase de pré-

condicionamento, ou seja, 24h após a finalização da fase de condicionamento e na ausência de 

droga, os animais tiveram acesso livre aos compartimentos durante 15 minutos, onde foi 

contabilizado o tempo de permanência em cada compartimento.  

 

1.3.5 Fase de abstinência 

 

 Esta última fase foi conduzida no DPN53, ou seja, 96h após a finalização da fase de 

condicionamento e na ausência de droga, com o objetivo de avaliar os efeitos da abstinência de 

anfetamina sobre a PCL. Para a execução desta fase, os mesmos procedimentos realizados na 

fase de teste, descritos no item 1.3.4, foram seguidos. 

 Os resultados foram expressos como o percentual de tempo que os animais de cada 

grupo permaneceram no compartimento associado com a droga e no compartimento associado 

com a salina, na fase de teste e na fase de abstinência.  

 

 No DPN50, imediatamente após a fase de teste, os animais foram submetidos ao teste 

em campo aberto e no DPN53, imediatamente após a fase de abstinência, os animais foram 

novamente avaliados em campo aberto, seguido de labirinto em cruz elevado e teste da escada. 

 

1.4 Teste em campo aberto 

 

Medidas comportamentais relevantes podem ser acessadas em roedores durante a 

exploração em um campo aberto (FERNÁNDEZ-TERUEL et al., 2002; MOY et al., 2006; 

REOLON et al., 2006; SINGER et al., 2005). A tendência natural do animal em um ambiente 

novo é explorá-lo, apesar do estresse e conflito (HENDERSON et al., 2004). Uma maior 

emocionalidade dos animais se manifesta em ambientes amplos, onde os roedores por instinto 

se locomovem perto das paredes, onde se sentem mais protegidos. 

Para este experimento foi utilizada uma caixa de madeira (40x40x30) subdividida em 

9 quadrantes iguais (KERR et al., 2005), sendo que no DPN50 e DPN53 cada animal foi 

colocado individualmente no centro do campo aberto e avaliado durante 5 minutos quanto à 

atividade locomotora (número de quadrantes cruzados horizontalmente - crossing), atividade 

exploratória (movimentos verticais - rearing) e ansiedade (número de cruzamentos no 
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quadrante central) (HENDERSON et al., 2004; REOLON et al., 2006; SINGER et al., 2005). 

A limpeza da arena foi feita com álcool 20% e papel toalha, entre a avaliação de cada animal.  

 

1.5 Labirinto em cruz elevado 

 

O labirinto consiste de 2 braços abertos (10 cm largura x 50 cm de comprimento), sem 

qualquer anteparo, dispostos em oposição um ao outro e 2 braços fechados (50 cm comprimento 

x 10 cm largura x 40 cm altura), também opostos, formando uma cruz. Essa cruz é montada em 

madeira, sobre uma base elevada a 50 cm de altura (LIEBSCH et al., 1995). 

Este modelo baseia-se no conhecimento de que ratos e outros roedores evitam locais 

abertos e elevados e quando ficam confinados nestes ambientes, mostram sinais de medo 

(congelamento, defecação e micção) e aumento do nível plasmático do hormônio de estresse, 

a cortisona (GRAEFF e GUIMARÃES, 1999). O rato explora ambos os braços, abertos e 

fechados do labirinto, mas tipicamente entrará com maior frequência e permanecerá por mais 

tempo nos braços fechados. Quanto maior a intensidade de ansiedade, menor será a 

preferência pelos braços abertos (MORATO e BRANDÃO, 1997). 

O experimento foi conduzido no DPN 53, baseando-se no método de Pellow et al. 

(1985), em que o animal é colocado no centro da cruz, com a cabeça voltada para o braço 

aberto, e os seus movimentos observados por um período de 5 minutos. Os parâmetros 

avaliados foram: tempo de permanência nos braços fechados, nos braços abertos e no centro, 

frequência de entradas nos braços abertos ou fechados e número de mergulhos de cabeça. 

Considera-se que o rato entra num dos braços quando ele está com as 4 patas fora do centro 

da cruz (área neutra). O número de mergulhos de cabeça é considerado quando o rato, estando 

no braço aberto, inclina sua cabeça além da borda aberta, para o vão. Após cada 

experimentação, o aparato foi limpo com álcool 20% e papel toalha. 

 

1.6 Teste da escada 

 

 Teste simples e rápido utilizado para avaliar alguns componentes do comportamento 

exploratório de roedores, e o aparato consiste de uma escada fechada, feita de madeira, 

contendo 5 degraus, cada um com 2,5cm de altura, 7,5cm de largura e 10cm de comprimento 

(MOLINENGO e RICCI-GAMALERO, 1970), de modo que a altura total da escada seja 

12,5cm. O comprimento total do aparato é de 45cm, cercado com paredes de 25cm de altura. 

No DPN52, imediatamente após o teste de labirinto em cruz elevado, os animais foram 
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individualmente colocados no chão da caixa, de costas para a escada e durante um período de 3 

minutos foi contabilizado o número de movimentos verticais realizados (rearing) e o número de 

degraus subidos, por cada rato (THIÉBOT et al., 1973). Entre um animal e outro, o aparato foi 

limpo com álcool (20%) e papel toalha. 

 

1.7 Análise Estatística 

 

  A partir dos dados coletados, as médias e erros padrões das médias (E.P.M) de cada 

grupo foram calculados utilizando o software Statistica, versão 8.0, para Windows. A 

homogeneidade de variâncias foi determinada através do teste de Levene. Os resultados foram 

avaliados através de análise de variância (ANOVA) de uma via, com posterior teste de 

Duncan. O nível de significância mínimo (α ) adotado foi de 0.05. 

 

2 Resultados 

 

Efeitos do manuseio neonatal sobre a preferência por anfetamina após a exposição e 

durante a abstinência da droga. 

 

Após 24h da última injeção de anfetamina/salina, os animais submetidos ao IN 

permaneceram maior tempo no compartimento associado à anfetamina quando comparados aos 

grupos ET e NM (Figura 1A). O manuseio neonatal não causou diferenças no tempo gasto no 

compartimento associado à salina (Figura 1A). Após 96h da última administração de 

anfetamina/salina, os animais submetidos à ET permaneceram menos tempo no compartimento 

associado à anfetamina, em relação aos NM e IN, os quais mostram tempo semelhante neste 

compartimento (Figura 1B). Os diferentes manuseios não causaram diferenças no tempo de 

permanência dos animais no compartimento associado à salina (Figura 1B). 

 

 Efeitos do manuseio neonatal sobre a atividade locomotora após a exposição e 

durante a abstinência de anfetamina. 

 

24 horas após a última administração de anfetamina/salina, os animais do grupo ET e 

IN apresentaram maior atividade locomotora horizontal do que o grupo NM (Figura 2A). 

Somente o grupo ET apresentou uma atividade exploratória maior, evidenciada através do 

número de movimentos verticais, quando comparada aos grupos IN e NM (Figura 2B). Com 
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relação à atividade locomotora central, os animais estimulados (ET) apresentaram maior 

número de cruzamentos do que aqueles dos grupos IN e NM (Figura 2C). Após 96h da última 

administração de anfetamina/salina, os animais submetidos à ET apresentaram maior 

atividade locomotora horizontal do que os animais NM, e menor atividade locomotora do que 

os animais submetidos ao IN (Figura 2D). O grupo IN também apresentou maior número de 

movimentos verticais (Figura 2E), bem como maior número de cruzamentos nos quadrantes 

centrais (Figura 2F) do campo aberto, quando comparado aos grupos ET e NM.  

 

 Efeitos do manuseio neonatal sobre comportamentos de ansiedade durante a 

abstinência de anfetamina. 

 

Após 96h da última administração de anfetamina/salina, os animais submetidos à ET 

permaneceram maior tempo nos braços abertos (Figura 3A), menor tempo nos braços 

fechados (Figura 3B) e maior tempo na área central (Figura 3C) do LCE, quando comparados 

com os animais submetidos ao IN e NM. Estes últimos grupos, por sua vez, não apresentaram 

diferenças significativas entre si. Os animais do grupo ET apresentaram também maior 

número de entradas nos braços abertos do LCE do que os grupos IN e NM (Figura 3D), 

indicando menor grau de ansiedade. O somatório do número de entradas nos braços abertos e 

fechados foi semelhante entre todos os grupos manuseados (Figura 3E). Adicionalmente, a 

frequência dos movimentos de mergulhos de cabeça durante o tempo nos braços abertos foi 

maior no grupo submetido à ET quando comparado ao grupo IN e NM, que não apresentaram 

diferença significativa entre si (Figura 3F). 

 

Efeitos do manuseio neonatal sobre a atividade locomotora e exploratória durante a 

abstinência de anfetamina. 

 

Após 96h da última administração de anfetamina/salina, verificou-se um maior número 

de degraus escalados pelos animais submetidos à ET e ao IN, quando comparados aos animais 

do grupo NM, sendo que os grupos ET e IN não diferiram entre si (Figura 4A). O número de 

cruzamentos verticais executados pelo grupo ET foi maior do que para os grupos IN e NM e os 

animais submetidos ao IN apresentaram ainda um número de movimentos verticais 

significativamente maiores, do que os animais NM (Figura 4B). 
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Figura 1 – Efeito do manuseio neonatal sobre a preferência condicionada de lugar, induzida 
por anfetamina.  
 
* Diferença significativa da permanência no compartimento associado à salina entre grupos de mesmo manuseio 
neonatal. 
(A) Tempo gasto no compartimento associado à salina e à anfetamina, 24h após a última administração de 
anfetamina/salina; (B) Tempo gasto no compartimento associado à salina e à anfetamina, 96h após a última 
administração da droga. Abreviações: MN (não manuseados); ET (estimulação tátil) e IN (isolamento neonatal). 
Os valores são expressos como média±E.P.M. Letras diferentes indicam diferença significativa entre o tipo de 
manuseio dentro de cada compartimento (P<0,05). Valores de F [F=8,33 e 6,88] para P<0,05 foram 
determinados em A e B, respectivamente. 
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Figura 2 – Efeitos do manuseio neonatal sobre o comportamento de ratos jovens em campo 
aberto, 24 (2A, 2B e 2C) e 96 (2D, 2E e 2F) horas após a última administração de 
anfetamina/salina. 
 
Abreviações: MN (não manuseados); ET (estimulação Tátil); IN (isolamento Neonatal). Valores foram expressos 
como média±E.P.M.  Letras diferentes indicam diferença significativa entre os manuseios, (P<0,05). Valores de 
F [F=3,65; 7,19; 5,85; 8,31; 8,82 e 6,63 para P<0,05] foram determinados em A, B, C, D, E e F, 
respectivamente.  
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Figura 3 – Efeitos do manuseio neonatal sobre a atividade de ratos jovens no labirinto em cruz 
elevado, 96h após a última administração de anfetamina/salina.  
 
Abreviações: MN (não manuseados); ET (estimulação Tátil); IN (isolamento Neonatal). Valores foram expressos 
como média±E.P.M. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os manuseios, (P<0,05). Valores de 
F [F=9,11; 6,66; 6,84; 6,16; 25,23 para P<0,05] determinados em A, B, C, D e F, respectivamente.  
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Figura 4 – Efeitos do manuseio neonatal sobre a atividade de ratos jovens no teste da escada, 
96h após a última administração de anfetamina/salina. 
 
Abreviações: MN (não manuseados); ET (estimulação Tátil); IN (isolamento Neonatal). Valores foram expressos 
como média±E.P.M. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os manuseios, (P<0,05). Valores de 
F [F=10,77 e 16,33 para P<0,05] determinados em A e B, respectivamente.  
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4 DISCUSSÃO  
 

 

 Neste estudo tivemos por objetivo avaliar a influência do manuseio neonatal sobre a 

preferência condicionada de lugar (PCL), induzida por drogas psicoestimulantes em ratos 

jovens. Além de melhorar a habilidade para enfrentar situações estressantes e reduzir 

comportamentos de ansiedade, a estimulação tátil (ET) foi capaz de reduzir a preferência por 

cocaína e anfetamina, como observado no experimento 1 e experimento 2, respectivamente. 

Esses dados permitem-nos propor que a (ET) e o isolamento neonatal (IN) são capazes de 

modificar sistemas de recompensa (WEINSTOCK, 2001) e afetar a vulnerabilidade para o 

abuso de drogas (KOSTEN et al., 2000; SCHENK et al., 1987). 

 Muitos estudos evidenciaram que eventos traumáticos em períodos iniciais do 

desenvolvimento podem levar a psicopatologias, tais como ansiedade e estresse, depressão e 

suscetibilidade à adição na idade adulta (KOEHL et al., 2002; VALLEE et al., 1997), tanto 

em humanos (ANAND e SCALZO, 2000; HEIM e NEMEROFF, 2001) quanto em animais 

(LEVINE et al., 1967; SANCHEZ, LADD e PLOTSKY, 2001). Assim, diferentes modelos 

animais têm sido desenvolvidos na tentativa de compreender a influência deletéria de 

experiências traumáticas vividas durante o período inicial da existência, representado em 

nosso estudo pelo IN (IMANAKA et al., 2008). Contrariamente, a ET neonatal vem se 

destacando por atuar de maneira eficiente sobre a reatividade ao estresse (KABBAJ et al., 

2002) e também por ser capaz de reverter e prevenir os efeitos comportamentais e fisiológicos 

provocados pelo IN (BURTON et al., 2007; CHATTERJEE et al., 2007; LEVINE e OTIS, 

1958; LÉVY et al., 2003). 

  Até o momento, os mecanismos moleculares envolvidos na influência da ET e do IN 

sobre a preferência às drogas psicoestimulantes, podem apenas ser hipotetisados. Neste sentido, 

a ET neonatal seria capaz de aumentar a neurogênese (PHAM et al., 1997; SAPOLSKY, 1992), 

tornando indispensável uma investigação mais aprofundada da sua influência sobre a 

neuroplasticidade e responsividade frente ao abuso de drogas na idade adulta.  

Este estudo também permite pensar que o manuseio neonatal pode modificar 

comportamentos relacionados aos sintomas de ansiedade (VAN OERS et al., 1998), 

observados no labirinto em cruz elevado durante o período de abstinência de cocaína 

(Manuscrito 1) e também de anfetamina (Manuscrito 2 – Resultados parciais). De modo geral, 

os animais submetidos à ET mostraram melhor desempenho nesta tarefa, onde o manuseio 

neonatal preveniu o desenvolvimento de sintomas de ansiedade, demonstrando melhor 
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capacidade de enfrentar situações estressantes (CASOLINI et al., 1997; MEANEY et al., 

1991; PHAM et al., 1999), enquanto que o IN resultou em animais mais ansiosos. 

Interessantemente, a ET representa dois estímulos adicionais em relação ao IN, já que no 

primeiro manuseio, além do estímulo recebido pelo experimentador, os filhotes também 

recebem maior atenção e movimentos de limpeza maternos, a qual busca compensar a 

ausência da cria. Por outro lado, no IN os filhotes não recebem o estímulo do experimentador 

e tampouco a atenção materna no retorno ao ninho, representando uma perda da interação 

mãe-filhote, o que pode refletir no amadurecimento do eixo HPA e sobre a neurogênese 

(CHOU et al., 2001; LIU et al., 1997; RODRIGUES et al., 2004). Assim, este estudo propõe 

que estas relações maternais também exerçam influência sobre as respostas positivas da ET 

sobre a menor preferência aos psicoestimulantes e menores sintomas de ansiedade, 

contrariamente ao que foi observado no grupo de animais submetidos ao IN. 

 Em resumo, nossos resultados demonstraram que o manuseio neonatal é capaz de 

promover benefícios em longo prazo, uma vez que o condicionamento de preferência às 

drogas psicoestimulantes e os testes comportamentais foram realizados quando os animais 

estavam próximos à idade adulta.  

A ET causou benefícios, melhorando a performance comportamental dos animais ao 

lidar com situações de estresse, atuando de forma preventiva sobre a preferência por drogas 

psicoestimulantes. De fato, esta resposta não foi observada nos grupos NM e IN, sugerindo 

assim que a ET pode modificar as respostas frente a situações novas, ou seja, o manuseio 

neonatal adequado pode representar uma medida promissora na prevenção da ansiedade e da 

depressão atualmente tratados com medicamentos e psicoterapia. 
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5 CONCLUSÕES 
 

 
 Através dos resultados experimentais obtidos, podemos chegar às seguintes conclusões:  

 

1. De modo geral, a ET foi o manuseio neonatal que apresentou os melhores benefícios. 

 

2. A ET foi capaz de reduzir a preferência condicionada de lugar nos animais tratados com 

cocaína enquanto o IN não foi prejudicial, permanecendo igual aos animais NM. 

 

3. No tratamento com anfetamina, a ET se mostrou mais efetiva em reduzir a preferência pela 

droga durante a abstinência de 96h, enquanto o IN mostrou maior prejuízo 24h após a última 

administração de anfetamina. 

 

4.  O manuseio neonatal mostrou-se efetivo ao modificar comportamentos relacionados aos 

sintomas de medo e ansiedade verificados no LCE durante o período de abstinência de 

cocaína e também de anfetamina.  

 

5. A ET reduziu os comportamentos de medo e ansiedade no LCE, campo aberto e teste da 

escada, além de aumentar a atividade exploratória nos mesmos parâmetros.  

 

6. Contrariamente, o IN promoveu aumento nos graus de medo e ansiedade no LCE, campo 

aberto e teste da escada durante a abstinência da droga.  Ainda, o IN reduziu a atividade 

exploratória no LCE, mas no campo aberto e no teste da escada esta atividade apresentou-se 

aumentada, acompanhada também pelo aumento da atividade locomotora.   

 

7. O manuseio neonatal foi capaz de produzir benefícios em longo prazo, uma vez que a PCL 

e os parâmetros comportamentais foram realizados quando os animais estavam próximos à 

idade adulta.  

 

8. Um adequado manuseio neonatal em estágios iniciais do desenvolvimento, como a ET, 

promove melhores respostas em situações e ambientes novos, e pode representar uma medida 

promissora na prevenção da ansiedade e da depressão. 
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6 PERSPECTIVAS 
 

 

 Novos estudos relacionados aos benefícios da ET devem ser conduzidos em um futuro 

breve, com a finalidade de avaliar mecanismos de ação da ET neonatal sobre as vias de 

recompensa, bem como investigar os sistemas neurotransmissores envolvidos e a participação 

de vias de sinalização celular. 
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