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RESUMO

A privacdo hidrica € uma condicdo que impde estresse osmodtico ao
organismo, resultando em diversas respostas significativas no sistema nervoso
central, com destaque para a ativacdo de areas do hipotalamo envolvidas na
regulagdo dos parametros hidroeletroliticos. A literatura relata multiplos beneficios
do enriquecimento ambiental (EA), cujos estimulos promovem alteragbes
motivacionais positivas em animais experimentais. Além disso, o EA induz
neuroplasticidade e neurogénese, mostrando ser eficaz frente a transtornos mentais.
Dado o potencial impacto do estresse osmoético no desenvolvimento de
comportamentos ansiosos e depressivos, este estudo investigou se o EA pode
modular positivamente essas alteragbes comportamentais. Para isso, os animais
foram alojados em caixas padrdao ou em gaiolas de EA por 5 semanas e,

posteriormente, submetidos a 24 ou 48 horas de privagao hidrica.

A avaliagdo comportamental foi realizada pelo teste de campo aberto e
labirinto em cruz elevado, para observar parametros de locomogéo e ansiedade, e
reconhecimento de objetos, para avaliar memoria e capacidade dos animais em
distinguir estimulos familiares de estimulos novos. Os resultados ndo demonstraram
diferencas estatisticamente significativas nos parametros comportamentais,
indicando que a privacado hidrica ndo promoveu alteragdes nos comportamentos
relacionados a ansiedade, exploracdo ou memoéria. Além disso, o EA pouco
modificou as respostas comportamentais frente a PH ou em animais
normohidratados. Concluindo que o protocolo de privacdo hidrica utilizado nao foi
capaz de induzir alteragdes comportamentais robustas, enquanto o enriquecimento
ambiental ndo promoveu efeitos detectaveis sobre os desfechos comportamentais
analisados. Esses achados contribuem para a compreensdo das respostas
adaptativas ao estresse osmoético e de sua interacdo com o enriquecimento

ambiental.

Palavras-chave: enriquecimento ambiental, estresse osmotico, comportamentos

cognitivos e emocionais.



ABSTRACT

Water deprivation is a condition that imposes osmotic stress on the organism,
resulting in several significant responses within the central nervous system,
particularly the activation of hypothalamic areas involved in the regulation of
hydroelectrolytic balance. The literature reports multiple benefits of environmental
enrichment (EE), whose stimuli promote positive motivational changes in
experimental animals. In addition, EE induces neuroplasticity and neurogenesis and
has been shown to be effective in different models of stress and neuropsychiatric
disorders. Given the potential impact of osmotic stress on emotional and cognitive
processes, this study investigated whether EE could positively modulate behavioral
alterations induced by water deprivation. Furthermore, little is known about the
effects of EE on water intake, representing a gap in the literature that this study
sought to address. For this purpose, male Wistar rats were housed either in standard
cages or in enriched environments for five weeks and subsequently subjected to 24

or 48 hours of water deprivation.

Behavioral assessment was performed using the open field test and the elevated
plus maze to evaluate locomotor activity and anxiety-related parameters, as well as
the novel object recognition test to assess memory and the animals’ ability to
discriminate between familiar and novel stimuli. The results did not reveal statistically
significant differences in behavioral parameters, indicating that water deprivation did
not induce alterations in anxiety-related behaviors, exploratory activity, or memory
performance. In addition, EE produced minimal changes in behavioral responses
either in water-deprived or normohydrated animals. These findings suggest that the
water deprivation protocol employed was not sufficient to induce robust behavioral
alterations, while environmental enrichment did not produce detectable effects on the
behavioral outcomes analyzed. Overall, these results contribute to a better
understanding of adaptive responses to osmotic stress and their interaction with

environmental enrichment.

Keywords: environmental enrichment; osmotic stress; cognitive and emotional

behaviors.
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1. INTRODUGCAO

A manutencado da homeostase hidrica constitui um processo essencial para a
sobrevivéncia dos organismos, uma vez que a agua participa diretamente de
praticamente todas as fungbes biolégicas (Guyton; Hall, 2011). Alteragdes mesmo
discretas no equilibrio hidroeletrolitico podem comprometer a atividade celular,
modificar a excitabilidade neuronal e desencadear respostas fisioldgicas destinadas
a restauracdo da estabilidade do meio interno (Antunes-Rodrigues et al., 2004).
Entre os estimulos capazes de desafiar esse equilibrio, a privagao hidrica (PH)
representa um dos mais potentes desencadeadores de estresse osmaético, induzindo
alteragdes fisioldgicas e comportamentais que se refletem em multiplos sistemas de
regulacdo interna (Smith et al., 2015). Em situagdes de baixa ingestao hidrica,
osmorreceptores localizados no hipotalamo detectam o aumento da osmolaridade
plasmatica e acionam respostas imediatas, que incluem a ativacdo do eixo
hipotdlamo-neurohipofisario para liberagdo de vasopressina (AVP) e o estimulo da

ingestao hidrica (Mecawi et al., 2015).

O estresse osmoético consiste em uma condigao fisiolégica caracterizada por
alteragdes na osmolaridade dos liquidos corporais que impdéem um desafio a
manutengdo da homeostase celular (Antunes-Rodrigues et al., 2004; Bourque,
2008). Em mamiferos, a osmolaridade plasmatica é mantida dentro de uma faixa
bastante estreita, uma vez que pequenas variagdes na concentragao de solutos sao
suficientes para promover o deslocamento de agua através das membranas
celulares por osmose, alterando o volume celular e comprometendo processos
fisiologicos essenciais (Guyton; Hall, 2011; Mecawi et al., 2015). O aumento da
osmolaridade do liquido extracelular, como ocorre em estados de desidratagao,
promove a saida de agua das células, levando a retracao celular e desencadeando
mecanismos compensatorios destinados ao restabelecimento do equilibrio
hidroeletrolitico (Bourque, 2008; Mecawi et al., 2015). Em contrapartida, a redugao
da osmolaridade extracelular favorece o influxo de agua para o meio intracelular,
podendo resultar em edema celular e alteragdes da fungao tecidual (Guyton; Hall,
2011).



As alteragdes osmoticas sdo detectadas principalmente por neurdnios
osmossensiveis, os osmorreceptores, localizados nos 6rgaos circunventriculares do
encéfalo, estruturas que apresentam capilares fenestrados e, consequentemente,
maior acesso as alteragdes da composicao do plasma (Bourque, 2008). Entre essas
regides destacam-se o 6rgéo subfornical (SFO) e o érgdo vasculoso da lamina
terminal (OVLT), que monitoram continuamente a osmolaridade plasmatica e enviam
informagdes para os nucleos supradptico (SON) e paraventricular (PVN) do
hipotalamo, centros responsaveis pela integracdo das respostas neuroenddcrinas
relacionadas ao controle da homeostase hidromineral (Antunes-Rodrigues et al.,
2004; Mecawi et al., 2015; McKinley et al., 2015). A ativagdo dessas vias permite o
desencadeamento de respostas coordenadas destinadas a restauracao do equilibrio

osmatico do organismo.

Entre as principais respostas fisioldgicas induzidas pelo estresse osmdtico,
destacam-se a estimulagcdo da sede, a secrecdo de arginina vasopressina (AVP)
pelos neurbnios magnocelulares do hipotdlamo e a ativacdo do sistema
renina-angiotensina (Antunes-Rodrigues et al., 2004; Guyton et al., 2011; Mecawi et
al., 2015). A vasopressina atua principalmente nos rins, promovendo aumento da
reabsorgdo de agua nos ductos coletores e contribuindo para a concentragdo da
urina, enquanto a angiotensina Il participa tanto da regulagdo da pressao arterial
quanto da estimulagao da ingestao de agua, desempenhando papel fundamental na
manutengdo do volume e da osmolaridade dos liquidos corporais
(Antunes-Rodrigues et al., 2004; Gironacci et al., 2018). Essas respostas ocorrem de
maneira integrada e representam mecanismos fisioldégicos essenciais para a
conservagdo da agua corporal e para o restabelecimento da homeostase

hidromineral.

Além da ativacao da sede, a privacéo hidrica também estimula a liberacédo de
AVP pelos neurbnios magnocelulares do hipotalamo. A AVP, também conhecida
como hormodnio antidiurético (ADH), é fundamental para a conservagao da agua no
organismo, atuando principalmente nos rins para aumentar a reabsorg¢ao de agua e

reduzir a produgao de urina (Guyton et al.,, 2011). No entanto, a AVP né&o atua
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apenas na regulacdo da homeostase hidrica. Evidéncias mostram que neurdnios
magnocelulares secretdérios de AVP se projetam para éareas limbicas como
hipocampo e amigdala, modulando comportamentos relacionados a ansiedade,
agressividade e respostas motivacionais (Zhang et al.,, 2013; Hernandez et al.,
2015). Além da ativagdo da sede e da secregcdo de vasopressina, a
hiperosmolaridade decorrente da privagao hidrica promove a ativagado do sistema
renina-angiotensina (SRA), um importante sistema regulador do equilibrio
hidroeletrolitico e cardiovascular (Antunes-Rodrigues et al., 2004). Embora seja
majoritariamente associado ao controle da presséao arterial e da homeostase hidrica,
o SRA também exerce fungdes relevantes no sistema nervoso central, participando
da modulacdo de respostas neuroenddcrinas, autondmicas e comportamentais
(Gard, 2002; Antunes-Rrodrigues et al., 2004).

A participagcdo do SRA em processos emocionais e cognitivos tem sido
demonstrada em diferentes modelos experimentais de estresse. Estudos indicam
que a exposicdo prolongada a estimulos estressores pode promover alteragdes
estruturais e funcionais em regides limbicas, especialmente no hipocampo, incluindo
prejuizos sinapticos, redugéo da expressao do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), remodelamento dendritico e déficits em tarefas de memodria espacial
(Conrad, 2010; Ortiz; Conrad, 2018; Liu et al., 2019). Nesse contexto, niveis
elevados de angiotensina Il (ANG Il), tanto na circulagdo periférica quanto em
regides hipotalamicas, tém sido associados a modulagdo de comportamentos
relacionados a ansiedade, depressao e prejuizo cognitivo (Saavedra; Benicky, 2007;
Chung et al., 2019; Gironacci et al., 2018; Costa et al., 2020).

Considerando que a privacdo hidrica promove ativacdo simultdnea dos
sistemas vasopressinérgico e renina-angiotensina, ambos capazes de influenciar
circuitos neurais envolvidos na regulacdo emocional e cognitiva, é relevante
investigar se o estresse osmoético pode repercutir sobre parametros
comportamentais além daqueles diretamente relacionados a busca por agua e

manutengao da homeostase hidrica.
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Nesse cenario, o enriquecimento ambiental surge como uma estratégia
experimental de interesse. Evidéncias recentes demonstram que animais expostos
ao enriquecimento ambiental apresentam melhora do desempenho cognitivo, maior
resisténcia aos efeitos do estresse e redugdao de alteragbes comportamentais
associadas a ansiedade e a depressao (Nithianantharajah; Hannan, 2006; Baroncelli
et al., 2010; Rojas-Carvajal et al., 2020). Adicionalmente, Costa et al. (2021)
observaram redugdao da concentracdo hipotalamica de ANG |l em animais
submetidos ao enriquecimento ambiental, acompanhada pela atenuagcdo de
comportamentos do tipo depressivo e pela preservacdo da memoria. Entretanto, até
o momento, ndo foram identificados estudos avaliando os efeitos do enriquecimento
ambiental durante a privacdo hidrica. Dessa forma, permanece em aberto a
possibilidade de que as adaptagdes induzidas pelo enriquecimento ambiental
possam modular respostas comportamentais e fisioldgicas associadas ao estresse
osmotico, incluindo aspectos relacionados a ingestdo de agua e a manutencdo da

homeostase hidrica.

Assim, ganha destaque o papel do enriquecimento ambiental (EA) como
modulador potencial contra respostas estressoras. O EA é caracterizado por
modificagdes no ambiente que ampliam a complexidade sensorial, social e motora,
promovendo estimulos continuos que resultam em maior neuroplasticidade,
neurogénese e alteragbes epigenéticas (Rojas-Carvajal et al., 2020; Zocher et al.,
2021). A exposi¢cao a ambientes enriquecidos aumenta a expressao de BDNF e de
outras proteinas neurotroficas. O BDNF €& uma proteina que participa da
sobrevivéncia neuronal, do fortalecimento sinaptico e da consolidacdo da meméria,
sendo frequentemente associada aos beneficios cognitivos observados apods
exposicao ao enriquecimento ambiental (Pham et al.,, 1999; Leger et al., 2014;
Stephen et al., 2025). Outros estudos demonstram, por exemplo, que animais
submetidos ao EA apds acidente vascular cerebral apresentam recuperagao
funcional acelerada, efeito mediado pela plasticidade sinaptica e pela ativagao de
genes relacionados a sobrevivéncia neuronal (Livingston-Thomas et al., 2016).
Também ha evidéncias de que o EA pode influenciar diretamente a atividade do
SRA.
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O impacto do enriquecimento ambiental ndo se limita a regulagao do estresse
ou a melhora de estados emocionais, mas também se estende a manutencao e ao
aprimoramento da memoaria. Estudos recentes demonstraram que o EA, devido ao
aumento da complexidade do ambiente, promove aumento dos niveis de BDNF e
reorganizagao sinaptica, o que significa reserva cognitiva aumentada e melhora da
memoria em modelos animais de envelhecimento (Stephen et al., 2025). Além disso,
Lonetti et al. (2010) demonstraram que a introdug¢do precoce do EA em
camundongos mutantes para MeCP2 (modelo validado da sindrome de Rett, onde o
desenvolvimento neurolédgico € afetado) foi capaz de restaurar déficits de memoria
espacial no labirinto aquatico de Morris e normalizar padrbes de ansiedade. Esses
efeitos estiveram associados a elevacao de niveis corticais de BDNF, evidenciando
que a estimulagao ambiental atua como potente modulador da plasticidade sinaptica.
A combinacdo desses achados sustenta a hipotese de que o EA exerce um forte
papel neuroprotetor, garantindo n&do apenas a preservagdo da memoria em
condigbes fisiologicas, mas também a compensacédo dos déficits induzidos por

estressores ou alteragbes genéticas.

Além disso, diversos estudos reforcam esse papel protetor do enriquecimento
ambiental. Em modelos de estresse crbénico imprevisivel o enriquecimento foi
associado a redugado de comportamentos relacionados a ansiedade e a depressao,
além de prevenir déficits cognitivos observados em animais submetidos ao estresse
prolongado (Dandi et al., 2023). De forma semelhante, Rojas-Carvajal et al. (2020)
observaram que a exposicdo a ambientes enriquecidos foi capaz de modular
respostas emocionais e comportamentais frente a desafios ambientais, enquanto
Livingston-Thomas et al. (2016) demonstraram melhora funcional e cognitiva apds
lesGes cerebrais experimentais. Em conjunto, esses achados sugerem que o
enriquecimento ambiental atua como um importante fator promotor de resiliéncia
neural e comportamental, justificando sua utilizagdo em estudos que investigam os

efeitos de diferentes tipos de estressores sobre o sistema nervoso central.

Entretanto, apesar da ampla literatura demonstrando os beneficios do

enriquecimento ambiental em modelos de estresse emocional, social e inflamatério,
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ainda sdo escassos 0s estudos que investigam especificamente seus efeitos diante
de alteracbes provocadas pelo estresse osmoético. Essa lacuna torna-se
particularmente relevante considerando que a privacdo hidrica desencadeia uma
série de respostas neuroenddécrinas capazes de influenciar diretamente estruturas
cerebrais relacionadas a emogao e a memoria. Assim, permanece pouco esclarecido
se as adaptacdes neuroplasticas induzidas pelo enriquecimento ambiental sdo
suficientes para atenuar as alteragdes comportamentais decorrentes da estimulagao

osmotica.

Assim, a avaliagdo comportamental constitui uma ferramenta fundamental para
investigar os possiveis efeitos protetores do enriquecimento ambiental. Por meio de
testes comportamentais validados, € possivel analisar diferentes dimensdes da
resposta adaptativa dos animais, incluindo aspectos relacionados a atividade
exploratéria, ansiedade, aprendizagem e memoria. A utilizagdo de diversos testes
experimentais permite uma compreensdo mais abrangente dos efeitos provocados

tanto pelo estresse osmaotico quanto pelo enriquecimento ambiental.

Entre os testes mais empregados para esse objetivo, se destacam o campo
aberto, o labirinto em cruz elevado e o reconhecimento de objetos. Em conjunto,
esses testes permitem avaliar componentes distintos, porém complementares, do
comportamento emocional e cognitivo. Enquanto os dois primeiros sdo amplamente
utilizados para investigar padrdes exploratérios e comportamentos relacionados a
ansiedade (Kraeuter et al., 2019), o teste de reconhecimento de objetos fornece
informagdes relevantes acerca da memoria e da capacidade dos animais em
distinguir estimulos familiares de estimulos novos (Ennaceur; Delacour, 1988;
Antunes; Biala, 2012). Dessa forma, a aplicacdo combinada desses testes possibilita
uma analise integrada dos efeitos do enriquecimento ambiental sobre diferentes

aspectos do comportamento em animais submetidos ao estresse osmatico.

Assim, considerando a provavel influéncia do estresse osmético e o surgimento
de comportamentos de ansiedade e depressao, a hipotese deste trabalho é de que o
enriquecimento ambiental modula positivamente as alteragdes comportamentais

induzidas pelo estresse osmotico. Além disso, ndo ha registros na literatura dos
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efeitos do EA sobre a ingestao hidrica, explorando uma lacuna existente na literatura
de como o estresse osmodtico poderia ser influenciado pelo enriquecimento

ambiental.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais:

Investigar se o0 enriquecimento ambiental €& capaz de modular
comportamentos emocionais e cognitivos induzidos pelo estresse osmotico

decorrente da privagao hidrica em ratos.
2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar os efeitos da privacdo hidrica sobre parametros comportamentais

relacionados a ansiedade, exploragcdo e memoria;

e Determinar se o enriquecimento ambiental modifica as respostas emocionais

induzidas pelo estresse osmatico;

e Determinar se o enriquecimento ambiental modifica o desempenho cognitivo

de animais submetidos ao estresse osmoético.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais:

Ratos Wistar machos, com 21 dias de vida (p6s-desmame), acondicionados
no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram alojados
sob ciclo claro/escuro de 12-12 horas (luzes acesas as 06:00 e apagadas as 18:00),
com temperatura ambiente controlada em 22°C (variagao de mais ou menos 2°C) e
umidade dentro de 50 a 70%. Os animais tiveram acesso ad libitum a agua e a racao
padrao durante todo o periodo anterior aos protocolos experimentais. Certificado de
Aprovacdo na CEUA (Comissdo de Etica no Uso de Animais) N°: 1072240523
(Anexo A).

3.2. Alojamento:

3.2.1. Caixa padrao: Foram acomodados 4 animais em cada caixa padrao.
Essas caixas coletivas tém sua composicdo de polipropileno, dimensdes de 49 cm
de comprimento, 34 cm de largura e 16 cm de altura, sendo forradas ao fundo com
maravalha. A troca da maravalha, racdo e agua foi realizada 3 vezes por semana

sempre no mesmo horario pela manha.

3.2.2. Enriquecimento Ambiental: Cada gaiola para enriquecimento
ambiental acomodou 4 animais e contou com a presenca de 4 objetos, além de roda
de corrida e do material de ninho. Considerando essa quantidade de objetos como
um conjunto enriquecedor, foi preparado e disposto 3 conjuntos ou rotagbes para
maximizar e tornar constante a caracteristica de novidade desses artefatos, evitando
repeticbes e impedindo adaptacdes. Dentre esses objetos, foram utilizadas bolas
coloridas de borracha, pequenos sinos sonoros, tubos curtos e/ou curvados de
plastico e mais algum objeto colorido de formato diferente. A gaiola conta com 3
pisos interligados por escadas de plastico ou balango com cordas. Em um dos
andares foi mantida uma casa de plastico de cores diferentes sendo alternadas com
cestos de plastico adaptados para servir como um iglu. As dimensdes da gaiola de

enriquecimento utilizada sdo de 30 cm de comprimento, 40 cm de largura e 60 cm
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de altura. O fundo foi forrado com maravalha, trocada 3 vezes por semana no
mesmo horario pela manha. Um desses dias de troca foi fixado para substituicoes e

mudangas de posi¢des dos objetos da gaiola de enriquecimento.

As condicbes experimentais aplicadas para o presente estudo foram
embasadas em metodologias de pesquisas anteriores, os quais a execugao do
enriquecimento ambiental ocorreu com objetos e caixas mais simples em protocolos
que exibiram resultados promissores como redugao do comportamento do tipo
ansioso e promoveu maior densidade sinaptica no hipocampo ventral de ratos
adultos que passaram por separagao materna na fase neonatal (Doreste-Mendez et
al., 2019). Dessa forma, foram utilizadas gaiolas ja existentes no laboratério, de
dimensdes menores que o preconizado, e brinquedos/materiais cujo material € de

plastico ou madeira e reaproveitaveis.
3.3. Privagao Hidrica:

Este procedimento foi realizado com o intuito de induzir um estresse
osmatico pela elevacado da osmolaridade plasmatica para ativacdo do mecanismo de
ingestao hidrica (sede). Durante a 5 semana de alojamento, um grupo de animais
foi submetido ao protocolo de privacédo hidrica, com duracédo de 24 ou 48 horas, e
outro grupo seguiu sendo normohidratado (ambos em caixa padrao e gaiola de
enriquecimento). Os grupos foram, posteriormente, comparados entre si. Animais
submetidos a privagao de agua permaneceram com livre acesso ao alimento durante

todo o protocolo.
3.4. Avaliacao da Privagao Hidrica:

Para avaliar a hidratagdo dos animais submetidos as priva¢des hidricas de
24h ou de 48h e dos animais normohidratados, foi realizada a medicdo do
hematocrito, que determina a porcentagem de glébulos vermelhos no volume total
de sangue. Foi retirada uma amostra de sangue do tronco apds a eutanasia ser
realizada, com a coleta da amostra em um capilar, posteriormente centrifugada e

medida através de micro-hematocrito.
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3.5. Testes Comportamentais:

Os testes comportamentais foram realizados individualmente para todos os
grupos experimentais em diferentes sets de conjunto de animais. Durante a
realizacdo de todos os testes comportamentais, a sala experimental permaneceu
sob iluminagdo por luz vermelha, uma vez que roedores apresentam baixa
sensibilidade aos comprimentos de onda dessa faixa do espectro luminoso. Essa
condicdo minimiza a interferéncia da iluminacdo sobre o comportamento espontaneo
dos animais, reduzindo o estresse decorrente da exposicdo a luz e permitindo
adequada observacgao e registro das sessdes experimentais (Himanshu et al., 2020).
O primeiro protocolo utilizado foi o teste do campo aberto, seguido do teste do

labirinto em cruz elevado e, por fim, o teste de reconhecimento de objetos.

3.5.1. Campo Aberto: Os movimentos de cada rato foram monitorados em
uma arena quadrada (110 cm X 110 cm), fechada lateralmente por 4 paredes de 40
cm de altura e demarcada no chdo com 16 quadrantes com tamanhos iguais (20 X
20 cm). Dos 16 quadrantes, 12 ficam em contato com as paredes da arena, sendo
denominados de quadrantes laterais (ou de tigmotaxia), enquanto 4 quadrantes nao
estdo em contato com as paredes do aparato, sendo entdo denominados de
quadrantes centrais. Os animais foram colocados individualmente no centro da
arena e os comportamentos foram gravados por 5 minutos. Apds o tempo da
gravacgao do teste, o animal foi devolvido para sua caixa e a arena higienizada com
alcool 20%, evitando assim pistas com cheiro marcante para o préximo animal
submetido ao teste. As variaveis analisadas no campo aberto foram: numero de
cruzamentos nos quadrantes, numero de cruzamentos nos quadrantes periféricos,
nuamero de cruzamentos nos quadrantes centrais; tempo (%) nos quadrantes
centrais da arena e tempo (%) nos quadrantes da periferia. Além disso, foi
quantificado a frequéncia de autolimpeza (grooming) e de exploragéo vertical, aqui
chamada de ‘“levantamentos”, quando o animal se apoia somente nas patas

traseiras e se eleva para explorar o ambiente.

3.5.2. Labirinto em Cruz Elevado (LCE): O teste avalia o comportamento

do tipo ansioso dos roedores, no qual é fundamentada no principio de que o rato
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tende a explorar menos um lugar potencialmente perigoso (menos exploracdo em
bragcos abertos do aparato). A estrutura do labirinto é composta por dois bragos
abertos de madeira, cuja largura e comprimento correspondem a 10 cm e 50 cm,
respectivamente, e dois bragos fechados, cuja largura e comprimento sao iguais ao
do brago aberto, com a diferenga de possuir duas paredes pretas que cercam cada
braco lateralmente, e possuem altura de 39 cm, que ficam dispostos em forma de
cruz, numa altura de 50 cm em relagdo ao chao. Cada animal foi posicionado no
centro da plataforma de frente para o brago aberto e o tempo de gravacéao de cada
animal para exploragao no aparato foi de 5 minutos. As variaveis comportamentais
ficam divididas em espaco-temporais e etoldgicas. As variaveis espago-temporais
avaliadas sao: tempo de permanéncia nos bracos abertos e numero total de
entradas nos bragos abertos e fechados. As entradas e saidas serdo estabelecidas
como o posicionamento das quatro patas do animal dentro ou fora do braco do
aparelho. As variaveis etoldgicas avaliadas sdo: empinamentos (movimento vertical
no qual o animal mantém seu corpo erguido somente pelas patas traseiras), imersao
de cabecga/comportamento de risco (movimento exploratério de cabega/ombros
sobre a borda lateral dos bragos abertos em direcdo ao chao) e
auto-limpeza/grooming (ato de limpar qualquer parte da superficie corporal com a

lingua, dentes e/ou patas dianteiras).

3.5.3. Reconhecimento de Objetos: Conduzido em uma arena quadrada
(110 cm X 110 cm), fechada lateralmente por 4 paredes de 40 cm de altura e
demarcada no chdo com 16 quadrantes com tamanhos iguais (20 X 20 cm),
conforme protocolos previamente descritos e validados (Ennaceur e Delacour, 1988;
Antunes & Biala, 2012; Leger et al., 2013). O procedimento foi realizado em trés dias
consecutivos, com sessdes de habituagao e exploracao fixadas em 10 minutos cada.
No dia 1 (pré-teste 1), os animais foram colocados individualmente na arena, sem a
presencga de objetos, para habituagdo ao ambiente. Este procedimento visa reduzir a
ansiedade e garantir que a exploragédo subsequente seja direcionada aos estimulos
experimentais (Bevins & Besheer, 2006; Dere, Huston & De Souza Silva, 2007). No
pré-teste 2 (24 horas apds o pré-teste 1), os animais foram novamente expostos a

arena por 10 minutos, desta vez na presenca de dois objetos idénticos. Os objetos
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foram dispostos transversalmente entre si, com cerca de 5 cm de distancia das
paredes da arena, de modo a permitir livre exploracdo e evitar vieses espaciais
(Broadbent et al., 2010; Akkerman et al., 2012). No dia 3 (teste, 24 horas apds o
pré-teste 2), um dos objetos familiares foi substituido por um objeto novo, diferente
em forma e textura. Assim, os animais foram expostos simultaneamente a um objeto
familiar e um objeto novo durante 10 minutos de exploragéo. Apenas o pré-teste 2 e

o teste foram filmados para avaliagao.

O teste de reconhecimento de objetos é amplamente utilizado para avaliar
memoria de reconhecimento em roedores, explorando a tendéncia natural desses
animais de dedicar maior tempo a exploragao de estimulos novos em comparagao a
estimulos previamente familiarizados (Ennaceur; Delacour, 1988; Antunes; Biala,
2012). Durante a familiarizagdo, os animais sdo expostos a dois objetos idénticos,
permitindo a aquisicdo da informacdo e a formacdo da memoria referente aos
estimulos apresentados. Apos um intervalo de retengdo, um dos objetos é
substituido por um objeto novo, sendo entdo avaliada a capacidade do animal em
discriminar o estimulo familiar do estimulo novo. Dessa forma, o aumento da
exploracdo do objeto novo é interpretado como evidéncia de memoria de
reconhecimento preservada, enquanto a auséncia dessa preferéncia pode indicar
prejuizo nos processos de aquisicdo, retengcdo ou a lembranca da memoria
(Ennaceur; Delacour, 1988; Antunes; Biala, 2012). O desempenho nesse teste
depende principalmente da integridade funcional do hipocampo e suas conexdes
com estruturas limbicas envolvidas na preservagdao das memorias (Antunes; Biala,
2012; Leger et al., 2013).

O desempenho foi avaliado por meio da laténcia para encontro do objeto 1
(pré teste 2) e para o objeto familiar (teste), tempo de exploragéo direcionado a cada
objeto, considerando como exploragdo a aproximagao do focinho a menos de 2 cm
do objeto ou o contato direto com ele, excluindo comportamentos de escavagao ou
apoio. O indice de discriminagao foi posteriormente calculado como indicador de
memoria de reconhecimento (Antunes & Biala, 2012; Leger et al., 2013). Ele é

calculado pela férmula: ID = Tempo com objeto novo - tempo com objeto familiar /
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tempo com objeto novo + tempo com objeto familiar. Esse resultado pode variar
entre +1 e -1, em que um valor positivo indica maior tempo gasto explorando o
objeto novo, um valor negativo indica maior tempo gasto explorando o objeto

familiar, e um valor igual a zero indica auséncia de preferéncia entre os objetos.
3.7. Eutanasia

Ao final dos periodos experimentais, os animais foram anestesiados antes
do abate, e a eutanasia foi realizada por decapitagcédo utilizando guilhotina. Para a
anestesia, 0os animais receberam uma injegao intraperitoneal (ip) de uma mistura de
cetamina e xilazina (30 e 20 mg/Kg de peso corporal, respectivamente). O plano
anestésico foi considerado adequado quando os reflexos de retirada da pata, da

cauda e da palpebra estavam ausentes.
3.8. Andlise Estatistica

O software utilizado foi o Graphpad Prism Software 8.0. Na analise
estatistica foram retirados os outliers de cada grupo e para isso a férmula média + 2
vezes o desvio padrdo da meédia foi aplicada para cada conjunto de dados, e os
valores fora dos limites maximos e minimos do intervalo dado pela féormula foram
desconsiderados para analise. Para as analises, foi realizado o teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. Os resultados com distribuicdo normal foram submetidos a analise
de variancia de duas vias (ANOVA Two-Way), seguido de comparag¢des multiplas
conforme indicado em cada figura, seguido do teste post hoc de Tukey. Os dados
foram apresentados como média £ erro padrdo da média nos graficos. O nivel de

significAncia adotado foi de p<0,05.
3.9. Protocolo experimental:

3.9.1 Desenho experimental 1: Ratos foram mantidos em caixa padrdo ou de EA
por 5 semanas. Na ultima semana, 1 ou 2 dias antes do experimento, foram
submetidos, ou ndo, ao protocolo de PH. Apds esse periodo, foram feitos os testes
comportamentais de campo aberto e labirinto em cruz elevado. Ao final dos testes,

os animais foram eutanasiados e sangue coletado para analise.
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3.9.2 Desenho experimental 2: Ratos foram mantidos em caixa padrdo ou de EA
por 5 semanas. Na ultima semana, 1 ou 2 dias antes do experimento, foram
submetidos, ou ndo, ao protocolo de PH. Apds esse periodo, foi realizado o teste de
reconhecimento de objetos, sendo composto por 3 dias de experimento (pré-teste 1,
pré-teste 2 e teste). Ao final dos testes, os animais foram eutanasiados e sangue

coletado para analise.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagao da privacao hidrica

Hematocrito
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Figura 1: Avaliagdo da hidratacdo medida através do hematdcrito em animais submetidos ou nao
(normohidratados) a privacao hidrica de 24h e 48h (PH24h e PH48h, respectivamente). Os valores
foram expressos por média + EPM. O numero de animais é representado pelas formas geométricas.

Os dados foram submetidos a ANOVA Two-Way seguida do teste post hoc de Tukey. *= p<0,05.

Nos animais mantidos em ambiente enriquecido, o grupo submetido a
privacao hidrica de 48 horas apresentou valores médios de hematdcrito superiores
aos observados no grupo normohidratado e ao submetido a privagao hidrica de 24
horas. Ja nos animais alojados em ambiente padrdo, nédo foram identificadas
diferencas estatisticamente significativas entre as condi¢bes experimentais. Da
mesma forma, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os animais de
diferentes ambientes. Valor de F demonstrando a interagcéo entre o tipo de ambiente
foi F (1, 64) = 1,429, com p = 0,2363; Quanto ao fator em relagcao a hidratacao foi F
(2, 64) = 6,658, com p = 0,0024 (p < 0,05).
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4.2. Campo Aberto
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Figura 2: Analise teste do campo aberto. Numero total de cruzamentos (A), cruzamentos no centro
(B), cruzamentos na periferia (C), taxa de tempo na periferia (D), taxa de tempo no centro (E), nimero
total de levantamentos (F), nimero de levantamentos no centro (G), nimero de levantamentos na
periferia (H) e niUmero de auto-limpeza (grooming) (1). As colunas indicam, respectivamente, animais
normohidratados, animais submetidos a privagao hidrica por 24h (PH24) ou 48h (PH48), alojados em
caixas padrao ou de enriquecimento ambiental (EA). O numero de animais é representado pelas
formas geométricas. Os valores foram expressos por média £+ EPM. Os dados foram submetidos a
ANOVA Two-Way seguida do teste post hoc de Tukey.

A analise dos resultados obtidos demonstrou que a privacdo hidrica,
independentemente da duracdo da exposicdo, nao promoveu alteragdes
estatisticamente significativas nos paradmetros avaliados no campo aberto. Da

mesma forma, a exposicdo ao enriquecimento ambiental ndo modificou
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significativamente a atividade locomotora, a exploragao vertical (levantamentos), o
comportamento de autolimpeza (grooming) ou a ocupacgao das diferentes regides do

campo (cruzamentos).
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4.3. Labirinto em Cruz Elevado
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Figura 3: Analise do teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Laténcia para entrar no braco fechado
(A), entradas no brago fechado (B), tempo no brago fechado (C), entradas no brago aberto (D), tempo
no brago aberto (E), tempo no centro (F), empinamentos (G), nimero de  auto-limpeza (grooming)
(H), cruzamentos totais (l), comportamento de risco (J). As colunas indicam, respectivamente,
animais normohidratados, animais submetidos a privagdo hidrica por 24h (PH24) ou 48h (PHA48),
O numero de animais €

EPM. Os dados

alojados em caixas padrdo ou de enriqguecimento ambiental (EA).
representado pelas formas geométricas. Os valores foram expressos por média +

foram submetidos a ANOVA Two-Way seguida do teste post hoc de Tukey. *p<0,05.

Através da analise realizada, a estimulacdo osmatica induzida pela privagao
hidrica ndo promoveu alteragdes significativas nos parametros classicos do LCE,
incluindo laténcia para entrada nos bragos fechados, numero de entradas nos
bracos abertos e fechados, tempo de permanéncia nos bragos abertos, tempo de
permanéncia nos bragos fechados e tempo de permanéncia no centro. De forma

semelhante, a exposicdo ao enriquecimento ambiental também n&o resultou em
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modificagdes expressivas nos parametros anteriormente citados. Ademais, houve
diferenga estatistica no grupo padrao em relagdo as privagdes hidricas, em que a
privacao hidrica de 24 horas aumentou o comportamento de risco comparado aos

grupos normohidratados e PH48h.

4.4. Reconhecimento de Objetos
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Figura 4: Analise do teste de reconhecimento de objetos. Pré-teste - Laténcia para interagdo com
objeto 1 (A), , taxa do tempo de interagdo com objeto 1 (B), , taxa do tempo de interagdo com objeto 2
(C), indice de discriminacéo (ID) - pré-teste (D); Teste - Laténcia para interagdo com objeto novo (E),
taxa do tempo de interagdo com objeto novo (F), taxa de tempo de interagdo com objeto conhecido
(G), indice de discriminagao (ID) - teste (H). As colunas indicam, respectivamente, animais
normohidratados, animais submetidos a privagao hidrica por 24h (PH24) ou 48h (PH48), alojados em
caixas padrao ou de enriquecimento ambiental (EA). Os valores foram expressos por média + EPM.
Os dados foram submetidos a ANOVA Two-Way seguida do teste post hoc de Tukey. *p<0,05

A analise dos parametros avaliados demonstrou alteragdes estatisticamente
significativas nos grupos padrao com privagdo de 24 horas comparados aos com
privacdo de 48 horas, nos graficos A e G, em que o grupo PD-PH24h demonstrou
maior tempo de interagdo com o objeto conhecido em relagdo ao PD-PH48h, mas

também demoraram mais a ter o primeiro contato com objeto 1 (grafico A - pré teste)
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e com o objeto novo (grafico E - teste). Também foi demonstrado uma diferenca
estatisticamente significativa na analise do indice de discriminagéo do teste (grafico
H), em que o grupo padrdao normohidratado obteve um ID menor comparado ao
grupo padrao com privagao de 24 horas. Ademais, o enriquecimento ambiental ndo
demonstrou diferengas estatisticamente significativas na laténcia para interagdo com
o primeiro objeto, na porcentagem de tempo de interagdo com o objeto 1 ou com o
objeto novo, na taxa de tempo de interagdo com o objeto familiar ou no indice de

discriminacao.
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5. DISCUSSAO
5.1. Avaliagao da privagao hidrica

Os resultados do hematécrito sugerem que o prolongamento da privagao
hidrica para 48 horas foi capaz de promover alteragdes no hematécrito dos animais
submetidos ao enriquecimento ambiental. Considerando que o hematdcrito
corresponde a proporg¢ao do volume sanguineo ocupada pelas hemacias, 0 aumento
observado apés 48 horas de privagao hidrica € compativel com um processo de
hemoconcentragao decorrente da redugao do volume plasmatico, frequentemente
associado a estados de desidratagao (Guyton; Hall, 2011; Antunes-Rodrigues et al.,
2004).

A auséncia de diferengas significativas envolvendo os grupos mantidos em
alojamento padrao sugere que essas alteracbes foram discretas e possivelmente
influenciadas pela variabilidade biolégica dos animais. De modo geral, os resultados
indicam que a privagao hidrica prolongada foi capaz de produzir efeitos fisiologicos
detectaveis sobre o hematécrito, corroborando a efetividade do protocolo
experimental em induzir um desafio osmético, embora sem repercussées amplas

sobre os outros parametros avaliados.
5.2. Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado

Os testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado sdo amplamente
utilizados para avaliagdo de comportamentos relacionados a ansiedade em
roedores, além de fornecer informagdes complementares sobre exploragdo e
reatividade emocional frente a ambientes potencialmente aversivos (Prut; Belzung,
2003; Kraeuter et al., 2019; Walf; Frye, 2007). No presente estudo, a auséncia de
diferencgas significativas na maioria dos parametros avaliados em ambos os testes
sugere que a privagao hidrica, nas condi¢des empregadas, nao foi capaz de induzir

alteracdes robustas nos comportamentos relacionados a ansiedade.

Embora a privagdo hidrica represente um importante desafio homeostatico,

capaz de promover intensa ativacdo de osmorreceptores centrais, aumento da
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secregao de vasopressina e ativacdo do sistema renina-angiotensina, a mobilizagao
desses sistemas nao implica necessariamente no aparecimento de alteracdes
emocionais detectaveis por testes comportamentais classicos (Antunes-Rodrigues et
al., 2004; Mecawi et al., 2015). Roedores saudaveis apresentam elevada capacidade
adaptativa frente a desafios fisiolégicos moderados, recrutando mecanismos
compensatoérios que preservam fungdes essenciais mesmo diante da ativagdo de
sistemas associados ao estresse (McEwen, 2017). Dessa forma, os resultados
observados podem refletir a eficiéncia dos mecanismos homeostaticos ativados

durante a privagao hidrica na manutengao da estabilidade comportamental.

Krause et al. (2011) demonstraram que alteracbes no estado de hidratacao
sdo capazes de modificar respostas fisiolégicas e comportamentais relacionadas ao
estresse, embora esses efeitos nem sempre se manifestem de forma consistente em
todos os parametros avaliados. De maneira semelhante, Felintro et al. (2023)
observaram que as repercussdes comportamentais da privagao hidrica variam de
acordo com o protocolo experimental empregado, o tempo de privagado e o teste
comportamental utilizado. Em conjunto, esses achados indicam que a privagao
hidrica ndo produz respostas comportamentais uniformes, sugerindo que a
magnitude e a natureza dos seus efeitos dependem de multiplos fatores

experimentais.

Apesar da auséncia de alteragdes nos parametros classicos de ansiedade, o
aumento do comportamento de risco observado no grupo submetido a privagao
hidrica de 24 horas sugere que o estresse osmoético pode ter influenciado aspectos
mais sutis da avaliagdo emocional. O comportamento de risco é caracterizado pelo
alongamento corporal em direcdo a um estimulo potencialmente aversivo, mantendo
parte do corpo em uma regido considerada segura, sendo interpretado como um
comportamento de avaliacdo de risco associado ao conflito entre exploracao e
esquiva (Roy; Chapillon, 2004; Albrechet-Souza et al., 2007). Entretanto, como esse
resultado nao foi acompanhado por alteragdes consistentes nos demais parametros

avaliados no campo aberto e no labirinto em cruz elevado, sua interpretacéo deve
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ser realizada com cautela, ndo sendo suficiente para caracterizar um estado ansioso

generalizado.

Outro aspecto relevante € referente ao possivel envolvimento de sistemas
neuroendocrinos ndo avaliados diretamente neste estudo. Além da ativagdo dos
sistemas vasopressinérgico e renina-angiotensina, a privacdo hidrica também é
capaz de ativar o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), promovendo aumento da
secrecdo de glicocorticoides, especialmente corticosterona em roedores
(Antunes-Rodrigues et al., 2004; Mecawi et al., 2015). Alteracdes sustentadas
nesses horménios tém sido associadas a mudangas em processos emocionais e
cognitivos devido a sua agao sobre estruturas limbicas como hipocampo, amigdala e
cortex pré-frontal (Conrad, 2010; McEwen, 2017). Embora os resultados
comportamentais nao indiquem alteracbes expressivas decorrentes da privagao
hidrica, ndo se pode descartar a participacdo do eixo HPA nas adaptacdes
fisioldgicas induzidas pelo estresse osmotico, reforcando a necessidade de futuras

investigagcdes que incluam analises hormonais e neurobioldgicas.

Em relagdo ao enriquecimento ambiental, ndo foram observadas diferengas
significativas nos comportamentos relacionados a ansiedade. Embora diversos
estudos demonstrem que ambientes enriquecidos promovem aumento da
neuroplasticidade, neurogénese hipocampal, remodelamento dendritico e maior
resiliéncia frente a diferentes tipos de estressores (Van Praag; Kempermann; Gage,
2000; Baroncelli et al., 2010; Livingston-Thomas et al., 2016; Nithianantharajah;
Hannan, 2006), esses efeitos tendem a ser mais evidentes em modelos que
produzem déficits emocionais ou cognitivos mais pronunciados (Rojas-Carvajal et
al., 2020; Musuroglu et al., 2022). Considerando que os animais deste estudo nao
apresentaram alteragcdes comportamentais relevantes decorrentes da privagao
hidrica, € possivel que ndo houvesse um comprometimento suficientemente intenso
para que os efeitos protetores do enriquecimento ambiental fossem detectados.
Além disso, adaptac¢des induzidas pelo enriquecimento podem ocorrer em niveis

moleculares, celulares e sinapticos sem necessariamente resultar em mudancas
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comportamentais observaveis nos testes empregados (Zocher et al., 2021; Stephen
et al., 2025).

De maneira geral, os resultados obtidos nos testes de campo aberto e
labirinto em cruz elevado indicam que a privacao hidrica utilizada neste estudo nao
foi capaz de produzir alteragdes robustas nos comportamentos relacionados a
ansiedade, enquanto o enriquecimento ambiental ndo promoveu efeitos detectaveis
sobre esses parametros. Esses achados sugerem que, nas condigdes experimentais
empregadas, o protocolo ndo foi suficiente para induzir alteragdes comportamentais

detectaveis.

5.3. Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos € amplamente utilizado para avaliar
memodria de reconhecimento em roedores, explorando a tendéncia natural desses
animais em investigar estimulos novos por um periodo superior ao dedicado a
estimulos previamente conhecidos (Ennaceur; Delacour, 1988; Antunes; Biala,
2012). Apos a fase de familiarizagdo, € esperado que animais com memoéria de
reconhecimento preservada apresentem preferéncia espontanea pelo objeto novo,
refletida por um indice de discriminacdo positivo. Dessa forma, a validade da
interpretacido desse teste depende ndo apenas da existéncia de diferencas
estatisticas entre grupos experimentais, mas também da confirmagdao de que os
animais controles apresentem o padrao esperado de exploragdo do objeto novo
(Akkerman et al., 2012; Leger et al., 2013).

No presente estudo, embora tenham sido observadas diferengas
estatisticamente significativas em alguns parametros isolados, a interpretagao
desses achados deve ser realizada com cautela. O indice de discriminacao
observado nos animais normohidratados mantidos em ambiente padrdo nao
apresentou o comportamento esperado para um grupo controle, evidenciando baixa
ou inexistente preferéncia pelo objeto novo. Considerando que esse grupo
representa a referéncia para comparagao entre as condigdes experimentais, a

auséncia de um padrao adequado de discriminacéao limita a interpretacéo dos efeitos
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da privacado hidrica e do enriguecimento ambiental sobre a memodria de

reconhecimento.

Diversos fatores metodolégicos podem influenciar o desempenho no teste de
reconhecimento de objetos. Entre eles, podem ser destacados: a qualidade ds
animais utilizados em estudo, o intervalo entre as fases de treinamento e teste, as
caracteristicas fisicas dos objetos utilizados, diferengas na saliéncia dos estimulos,
niveis reduzidos de exploracdo espontanea e fatores ambientais capazes de
interferir na motivagao exploratéria dos animais (Akkerman et al., 2012; Antunes;
Biala, 2012; Leger et al., 2013). Quando esses fatores ndo permitem que os animais
controles demonstrem preferéncia consistente pelo objeto novo, € dificil atribuir
diferengcas observadas entre grupos a alteragbes reais dos processos de

aprendizagem ou memoria.

Nesse contexto, embora tenha sido observada diferenca estatistica no indice
de discriminagdo entre os grupos padrdo normohidratado e padrdo submetido a
privacao hidrica de 24 horas, esse resultado isolado nédo pode ser interpretado como
evidéncia de melhora da memdria de reconhecimento induzida pela privagao hidrica.
Da mesma forma, as diferengcas observadas na laténcia para interagdo e no tempo
de exploragdo do objeto conhecido também n&o foram acompanhadas por um
padrao consistente nos demais parametros avaliados, reduzindo a robustez
biolégica dessas diferengas. Assim, a significancia estatistica observada deve ser
interpretada com cuidado, uma vez que sua relevancia funcional permanece incerta
diante da auséncia de validacdo adequada do comportamento esperado no grupo

controle.

Embora existam evidéncias demonstrando que a privagdo hidrica ativa
neurdnios vasopressinérgicos dos nucleos supradptico e paraventricular, bem como
projecdes para estruturas limbicas envolvidas na cogni¢cdo (Hernandez et al., 2015;
Hernandez et al., 2016), os resultados obtidos neste estudo nao permitem
estabelecer essa relacdo. Como o protocolo comportamental ndao apresentou o

padrao esperado de discriminagcdo nos animais controle, qualquer interpretagao
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acerca da participacdo da vasopressina, da plasticidade hipocampal ou de
mecanismos compensatdrios permaneceria especulativa e extrapolaria as

evidéncias produzidas pelo presente trabalho.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho buscou investigar uma tematica ainda pouco explorada
na literatura, avaliando a interagdo entre a privacdo hidrica, um modelo de estresse
osmotico, e o enriquecimento ambiental, reconhecido por seus efeitos benéficos
sobre a plasticidade neural e o comportamento. Embora diversos estudos tenham
demonstrado efeitos do enriquecimento ambiental sobre alteragbes emocionais e
cognitivas induzidas por diferentes modelos de estresse, ainda sdo escassas as
investigagcbes que relacionam essa estratégia experimental ao contexto da privagao

hidrica.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que, nas condi¢des
experimentais empregadas, o protocolo de privagao hidrica utilizado ndao produziu
alteracbes comportamentais detectaveis pelos testes utilizados, enquanto o
enriquecimento ambiental ndo promoveu efeitos que pudessem ser detectados
sobre os parametros emocionais e cognitivos avaliados. Da mesma forma, a
exposicao ao enriquecimento ambiental ndo produziu modificacbes detectaveis nos

parametros exploratérios, emocionais ou cognitivos analisados.

Embora a hipdtese inicial previsse que o enriquecimento ambiental pudesse
atenuar possiveis efeitos comportamentais induzidos pela privacdo hidrica, os
achados sugerem que o desafio osmoético empregado ndo foi suficiente para
provocar prejuizos comportamentais robustos capazes de serem detectados pelos
parametros utilizados. Dessa forma, nao foi possivel demonstrar um efeito protetor
estatisticamente significativo do enriquecimento ambiental nas condigbes

experimentais avaliadas.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Algumas limitagdes devem ser consideradas na interpretagdo dos resultados.
A auséncia de marcadores neurobiolégicos capazes de avaliar diretamente
alteracbes em sistemas relacionados ao estresse osmoético, como a atividade
vasopressinérgica ou a concentragao de angiotensina Il, limita a compreensao dos

mecanismos envolvidos nas respostas observadas.

Dessa forma, futuros estudos poderdo aprofundar a compreensdo dessa
tematica por meio da utilizacdo de protocolos mais extensos de privagédo hidrica,
diferentes estratégias de enriquecimento ambiental e da inclusédo de analises

neuroquimicas, moleculares e histoldgicas.

Em conjunto, os resultados apresentados fornecem informagdes relevantes
para a compreensao das adaptagdes fisioldgicas e comportamentais associadas ao
estresse osmoético e reforcam a necessidade de novas investigacbes sobre os
mecanismos que relacionam homeostase hidrica, aspectos comportamentais e

plasticidade neural.
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