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RESUMO 

 

O isolamento social (IS) está relacionado a efeitos neurocomportamentais adversos 

e alterações neuroquímicas, particularmente quando ocorrem em estágios iniciais do 

desenvolvimento. Por outro lado, o enriquecimento ambiental (EA) parece reduzir os 

comportamentos semelhantes à ansiedade e depressão, bem como aumentar os 

níveis de serotonina no córtex pré-frontal e hipocampo em roedores. O objetivo 

deste estudo foi revisar sistematicamente os efeitos do IS e EA sobre 

comportamentos emocionais e alguns componentes do sistema serotoninérgico em 

ratos após o desmame. Dois autores realizaram busca independente nas bases de 

dados eletrônicas Medline/PubMed, LILACS, Scopus, Web of Science, EMBASE e 

Sigle via Open Gray. A primeira etapa do processo de seleção dos artigos consistiu 

da leitura dos artigos pelo título e resumo. Posteriormente foi realizada a leitura dos 

artigos na íntegra. Foram incluídos nesta revisão, estudos experimentais primários 

que submeteram ratos ao IS, EA e condição social normal após o desmame. O risco 

de viés dos estudos selecionados foi avaliado considerando as recomendações do 

SYRCLE's Risk of Bias. O índice Kappa foi calculado para medir o grau de 

concordância entre os revisores durante a etapa de seleção dos artigos, bem como 

na etapa de avaliação do risco de viés. Foram incluídos 11 artigos na presente 

revisão sistemática. Os resultados apontaram que os animais expostos ao IS 

apresentaram menor índice comportamental de habituação e menor resposta de 

enfrentamento a situações de estresse incontrolável. Por outro lado, o EA promoveu 

redução do comportamento semelhante á depressão e aumento na quantidade de 

serotonina no hipocampo e córtex pré-frontal dos roedores. Desta forma, os 

estímulos ambientais durante o período crítico do desenvolvimento foram 

associados à melhor resposta emocional bem como a maiores nÍveis de serotonina 

em regiões encefálicas a longo prazo. 

 

Palavras-chave: enriquecimento ambiental; sistema serotoninérgico; isolamento 

social; ansiedade; depressão. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Social isolation (SI) is related to adverse neurobehavioral effects and neurochemical 

changes, particularly when they occur in early stages of development. On the other 

hand, environmental enrichment (EE) appears to reduce anxiety and depression-like 

behaviors and increase serotonin levels in the prefrontal cortex and hippocampus in 

rodents. The objective of this study was to systematically review the effects of SI and 

EE on emotional behaviors and some components of the serotonergic system in rats 

after weaning. Two authors independently searched the electronic databases 

Medline/PubMed, LILACS, Scopus, Web of Science, EMBASE, and Sigle via Open 

Gray. The first stage of the article selection process consisted of reading the articles 

by title and abstract. Subsequently, the full-text articles were read. Primary 

experimental studies that subjected rats to SI, EE, and normal social condition after 

weaning were included in this review. The risk of bias of the selected studies was 

evaluated considering the recommendations of SYRCLE's Risk of Bias. The Kappa 

index was calculated to measure the degree of agreement between reviewers during 

the article selection stage, as well as during the bias risk assessment stage. Eleven 

articles were included in this systematic review. The results showed that animals 

exposed to SI presented a lower behavioral index of habituation and a lower coping 

response to uncontrollable stress situations. On the other hand, EE promoted a 

reduction in depression-like behavior and an increase in serotonin levels in the 

hippocampus and prefrontal cortex of rodents. Thus, environmental stimuli during the 

critical period of development were associated with better emotional response as well 

as higher long-term levels of serotonin in brain regions. 

 

Keywords: environmental enrichment; serotonergic system; social isolation; anxiety; 

depression.  
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1 INTRODUÇÃO 

  

O isolamento social (IS) é uma condição ambiental adversa que repercute 

sobre os comportamentos sociais, especialmente quando ocorre nos períodos 

iniciais do desenvolvimento (BEGNI et al., 2020). No entanto, deve-se considerar 

que o IS a longo prazo também pode causar impactos negativos na plasticidade 

encefálica, bem como em diferentes contextos do desenvolvimento cognitivo e 

emocional (FONES; PORKESS, 2008).  

O período de crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso é caracterizado 

por uma série de eventos biológicos como proliferação e diferenciação celular, migração 

de neurônios, proliferação de axônios, glicogênese, mielinização e sinaptogênese 

(MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). Em roedores, o período de 

desenvolvimento do sistema nervoso ocorre desde a gestação até as três primeiras 

semanas pós-natais (RICE e BARONE, 2000). Durante os períodos críticos, os 

organismos ficam vulneráveis à exposição de estímulos ambientais adversos 

(CAMERON; DEMERATH, 2002). Assim, o modelo de criação em IS no início da 

vida e adolescência é considerado uma exposição ambiental ao estresse 

(YORGASON et al., 2016) que pode resultar em alterações neurocomportamentais 

(FONES; PORKESS, 2008; BRENES; FORNAGUERA; SEQUEIRA, 2020), 

moleculares, estruturais e funcionais em diferentes áreas do encéfalo (BIGGIO et 

al., 2019).  

Do ponto de vista neuroquímico, a serotonina (5-HT) é uma monoamina que 

participa de muitos processos fisiológicos (ŻMUDZKA et al., 2018), incluindo a 

regulação das emoções e comportamentos (ŻMUDZKA et al., 2018; 

MUCHIMAPURA; MARSDEN, 2004). Além disso, os fatores ambientais repercutem 

diretamente na disponibilidade de 5-HT (BONNIN e LEVITT, 2012).  Como a 5-HT é 

um importante sinalizador no encéfalo fetal durante os períodos críticos do 

desenvolvimento (VOLPICELLI et al., 2014), mudanças em sua disponibilidade 

podem levar à distúrbios na sinalização dos receptores serotoninérgicos (BONNIN; 

LEVITT, 2012; BRUMMLETE et al., 2017) e alterações neurocomportamentais 

(VELASQUEZ; GOEDEN; BONNIN, 2013). 

Em termos neurocomportamentais, o IS foi associado a comportamentos 

semelhantes à ansiedade e depressão (IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016), bem 

como a alterações no metabolismo da serotonina (BRENES; FORNAGUERA; 
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SEQUEIRA, 2020). Assim, o IS parece alterar o turnover de 5-HT (BRENES et al, 

2008a; BRENES et al., 2009) e influenciar na responsividade dos receptores 

serotoninérgicos (MARSDEN, KING e FONE, 2011). Adicionalmente, estudos ainda 

demonstraram que roedores submetidos ao IS apresentaram redução na 

transcrição gênica dos receptores 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2A, 5-HT2C, 5-HT3A, 5-HT6 e 

5-HT7 no córtex pré-frontal; redução na expressão dos receptores 5-HT1B, 5-HT2A e 

5-HT2C no hipotálamo e mesencéfalo; aumento na expressão do receptor 5-HT6 no 

hipocampo (BIBANCOS et al., 2007; GRIGORYAN, PAVLOVA e ZAICENKO, 2022) 

e redução nos níveis de 5-HT na amígdala (KANEDA et al., 2020). Desta forma, as 

diferenças nos níveis de serotonina podem ocorrer em função de mudanças na 

sensibilidade dos seus receptores no encéfalo (WALKER et al., 2019).  

O enriquecimento ambiental (EA) é uma estratégia de modificação ambiental 

que expõe animais de laboratório a novidades e potencializa estímulos sensoriais, 

físicos e cognitivos (GIRBOVAN; PLAMONDON, 2013). Esses estímulos ambientais 

são potentes indutores de neurogênese e neuroplasticidade (DAVIM; SILVA; 

VIEIRA, 2021). Assim, o EA parece reduzir comportamentos semelhantes à 

ansiedade e depressão (PENA et al., 2006; BRENES et al., 2009), bem como 

aumentar os níveis de 5-HT no córtex pré-frontal e hipocampo (BRENES et al, 

2008b; BRENES et al., 2009) em roedores. Esses dados sugerem que o EA pode 

ser uma intervenção não farmacológica (REDOLAT et al., 2021) capaz de atenuar 

os efeitos causados pelo IS. Assim, este trabalho utilizará uma busca sistemática da 

literatura como ferramenta para investigar os efeitos do IS e EA após o desmame 

sobre os comportamentos semelhantes à ansiedade e depressão e componentes 

do sistema serotoninérgico em ratos.  

.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Fatores Ambientais e Plasticidade Fenotípica 

 

O período de crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso é caracterizado 

por uma série de eventos biológicos (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002) que 

devem estabelecer sistemas corticais eficientes e especializados (TOOLEY; 

BASSETT; MACKEY, 2021). Em roedores, o período crítico para o 

desenvolvimento do sistema nervoso ocorre desde a gestação e se estende até as 

três primeiras semanas pós-natais. Em humanos, a maturação neural ocorre, 

principalmente, na fase pré-natal (RICE; BARONE, 2000). Na fase de 

desenvolvimento, ocorre o aumento da proliferação das células neuroepiteliais, 

gliais e basais para que ocorra uma adequada formação de órgãos e tecidos 

(HARDWICK et al., 2015). Simultaneamente, ocorre a migração das células para 

seus destinos finais e diferenciação celular para originar os neurônios funcionais 

(HARDWICK et al., 2015). Essas etapas são altamente reguladas e envolvidas na 

neurogênese (SHOHAYEB et al., 2018). 

A formação de conexões neuronais também é importante durante a fase de 

desenvolvimento (BUDDAY; STEINMANN; KUHL, 2015). Durante a sinaptogênese, 

ocorrem processos bioquímicos e modificações morfológicas nos elementos pré e 

pós-sinápticos (RICE; BARONE, 2000).  Os primeiros dendritos aparecem como 

pequenas protuberâncias neuronais e, quando maduros, aumentam a possibilidade 

de conexões sinápticas com axônios vizinhos (TIERNEY; NELSON, 2009). Assim, 

com a expansão da conectividade, os axônios organizam e multiplicam seus ramos 

(BUDDAY; STEINMANN; KUHL, 2015) para conectar neurônios em diferentes 

regiões encefálicas (FORBES; GALLO, 2017). 

A mielinização é o processo final envolvido no desenvolvimento do encéfalo 

(TIERNEY; NELSON, 2009). Entretanto, em humanos e roedores, a mielinização 

progride até a adolescência (RICE; BARONE, 2000). Nesse processo, células gliais 

denominadas oligodendrócitos, envolvem os axônios dos neurônios para formar 

bainhas de mielina no sistema nervoso central (RICE; BARONE, 2000; 

WILLIAMSON; LYONS, 2018). Por outro lado, as células de Schwann mielinizam as 

células no sistema nervoso periférico (RICE; BARONE, 2000). Com isso, os axônios 

mielinizados transmitem informações rápidas e sincronizadas (TAU; PETERSON, 
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2010; WILLIAMSON; LYONS, 2018) que são essenciais para desenvolver 

habilidades motoras, sensoriais e cognitivas (GOLDSTEIN et al., 2021). 

Durante os períodos críticos de desenvolvimento do sistema nervoso, os 

organismos ficam vulneráveis aos estímulos ambientais (CAMERON; DEMERATH, 

2002; VOSS et al., 2017). Assim, os fatores ambientais adversos podem interferir na 

cascata dos processos de desenvolvimento (RICE; BARONE, 2000). Tais 

repercussões, por vezes, não podem ser revertidas em período posterior 

(MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002).  

O IS constitui um estímulo ambiental de estresse que pode provocar alterações 

neurocomportamentais (FONES; PORKESS, 2008; MATSUMOTO et al., 2019; 

BRENES; FORNAGUERA; SEQUEIRA, 2020). O início da vida e a pré-

adolescência em roedores são considerados períodos críticos para os efeitos do IS 

(LUKKES et al., 2012) por serem fases do desenvolvimento onde ocorrem 

maturação encefálica e organização dos circuitos neuroquímicos (GOGTAY et al., 

2004). Curiosamente, o IS parece reduzir a atividade do receptor serotoninérgico pré-

sináptico (5-HT1B) no hipocampo de roedores avaliados após o desmame 

(MUSHIMAPURA; MASON; MARSDEN, 2003). Neste sentido, modificações na 

sinalização de 5-HT parecem determinar uma suscetibilidade às alterações sociais 

e comportamentais (BRUMMELTE et al., 2017). Portanto, alterações na 

disponibilidade de 5-HT durante os períodos críticos parecem repercutir no 

desenvolvimento encefálico (BRUMMELTE et al., 2017, SODHI; SANDERS-BUSH, 

2004) e oferecem uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento humano (BRUMMELTE et al., 2017). 

  

2.2 Serotonina e Desenvolvimento 

 

A 5-HT é uma monoamina sintetizada a partir da enzima triptofano hidroxilase 

(TPH), responsável em converter o aminoácido triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-

HTP) (PAWLUSKI, LI e LONSTEIN, 2019). Este produto é descarboxilado pela L-

aminoácido descarboxilase aromático e convertido em 5-HT (LAM et al., 2008) nos 

neurônios serotoninérgicos presentes nos núcleos da rafe do tronco encefálico 

(HANSWIJK et al., 2020). Após ser armazenada nas vesículas sinápticas, a 5-HT é 

liberada no espaço extracelular e, posteriormente, ligada aos seus receptores pós-

sinápticos (Figura 1) (HANSWIJK et al., 2020). A sinalização de 5-HT é encerrada 
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pela sua recaptação através do transportador de serotonina (SERT) (LAM et al., 

2008). De volta à célula pré-sináptica, a 5-HT é metabolizada pela enzima 

monoamina oxidase (MAO-A) (AZMITIA, 2012; PAWLUSKI, LI e LONSTEIN 2019; 

LAM et al., 2008) e, posteriormente, oxidada em ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) 

(LAM et al., 2008). No entanto, quando a recaptação é bloqueada, a 5-HT pode 

permanecer biodisponível no espaço extracelular (AZMITIA, 2012).  

 

Figura 1 - Síntese de serotonina. 

 

Abreviaturas: 5-HT = serotonina; VMAT = transportador de monoamina vesicular.  
Fonte: adaptado de Golan (2009). 

 

A 5-HT interage com 7 classes (5-HT1 a 5-HT7) de receptores que incluem 15 

subtipos (PUNDA et al., 2021) em várias regiões do encéfalo e, assim, participa de 

muitos processos fisiológicos (ŻMUDZKA et al., 2018), incluindo a regulação das 

emoções e comportamentos (ŻMUDZKA et al., 2018; MUCHIMAPURA; MARSDEN, 

2004). Além disso, durante o desenvolvimento, essa monoamina participa de 

processos como proliferação, migração, diferenciação e sinaptogênese (BONNIN e 

LEVITT, 2012), bem como atua na autorregulação de neurônios no sistema 
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serotoninérgico e em outros circuitos neuronais encefálicos (BORUE; CHEN; 

CONDRON, 2007). 

Nos mamíferos, a 5-HT também desempenha papel no desenvolvimento 

encefálico devido ao aparecimento precoce dos neurônios serotoninérgicos e sua 

ampla distribuição nas regiões terminais (WHITAKER-AZMITIA, 2001). Em 

humanos, os neurônios serotoninérgicos são evidentes a partir da quinta semana 

gestacional (SUNDSTROM et al., 1993). Os níveis de 5-HT aumentam até os 2 anos 

de idade e reduzem para atingir os níveis encontrados em adultos durante o quinto 

ano de vida (SODHI; SANDERS-BUSH, 2004).  Por outro lado, em roedores, os 

neurônios serotoninérgicos surgem a partir do décimo dia de gestação (LEVITT; 

RAKIC, 1982).  

A plasticidade durante o período de gestação e lactação é importante para que 

o encéfalo em desenvolvimento se adapte às mudanças ambientais (SHAH et al., 

2018).  No entanto, estas fases abrem uma lacuna para que fatores externos 

eventualmente comprometam os circuitos neuronais (SHAH et al., 2018).  Como a 5-

HT é um importante sinalizador no encéfalo fetal durante os períodos críticos do 

desenvolvimento (VOLPICELLI et al., 2014), sua disponibilidade alterada pode levar 

à interrupção na sinalização de seus receptores (BONNIN; LEVITT 2012, 

BRUMMLETE et al., 2017), bem como influenciar a expressão ou função de SERT 

com repercussões a longo prazo (DAWS; GOUKD, 2011). Assim, a disponibilidade 

de 5-HT pode ser afetada por distúrbios genéticos ou fatores ambientais (BONNIN; 

LEVITT, 2012) que resultam em uma série de distúrbios neuropsiquiátricos de 

origens no desenvolvimento (VELASQUEZ; GOEDEN; BONNIN, 2013). 

Inicialmente, postulava-se que a 5-HT se originava do sangue materno 

(DAYER, 2014). Entretanto, já é conhecido que o precursor de triptofano, originado 

da mãe gestante, é convertido em 5-HT na placenta e, posteriormente, entregue à 

circulação fetal (BONNIN; LEVITT, 2012). Como o triptofano não pode ser 

sintetizado de forma endógena, dietas com baixo teor de triptofano podem diminuir a 

síntese de 5-HT durante a gestação e lactação, bem como induzir comportamentos 

desadaptativos, incluindo sintomas semelhantes à ansiedade e depressão (SHAH et 

al., 2018). Estudo realizado com camundongos CD1 identificou que a prole de mães 

expostas a uma dieta deficiente de triptofano associada à ingestão de corticosterona 

apresentou aumento significativo de comportamentos relacionados à ansiedade, 

redução de serotonina no córtex pré-frontal e redução de seu turnover no hipocampo 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnbeh.2018.00114/full#B91
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(ZORATTO et al., 2013). Assim, a depleção de triptofano na dieta promove lesões 

nos circuitos serotoninérgicos, altera a transmissão e produção de 

neurotransmissores, bem como promove alterações plásticas a longo prazo nos 

neurônios piramidais do córtex pré-frontal durante o desenvolvimento (SODHI; 

SANDERS-BUSH, 2004). 

Adicionalmente, o eixo de serotonina fetal é altamente influenciado pela dieta 

materna (YE et al., 2021), por exposições ambientais (MIGLIARINI et al., 2013) e 

pela administração de fármacos que inibem seletivamente a recaptação da 

serotonina (DAYER, 2014). Com isso, fatores que interfiram na disponibilidade pré-

natal de serotonina, podem retardar a neurogênese (SODHI; SANDERS-BUSH, 

2004) e levar a mudanças duradouras que podem acarretar distúrbios 

neurocomportamentais (MIGLIARINI et al., 2013). 

 

2.3 Isolamento Social, Serotonina e Comportamentos Emocionais 

 

O IS é uma condição estressante que promove efeitos neurocomportamentais 

antagônicos em humanos, primatas não-humanos e roedores (HARLOW et al., 

1965; PERSKY et al., 1966; FONE; PORKESS, 2008). O processo de criação de 

roedores isolados em laboratórios envolve o alojamento em gaiolas individuais com 

contato visual, auditivo e olfativo com outros animais na mesma condição (FONE; 

PORKESS, 2008). No entanto, esses roedores não possuem a interação social com 

animais da mesma ou de outra ninhada e são manuseados apenas na troca de 

material de cama (FONE; PORKESS, 2008). Assim, o IS age como um estressor 

ambiental e pode afetar negativamente o sistema serotoninérgico (BOOIJ et al., 

2015). Com isso, é provável que o desenvolvimento de sistemas envolvidos na 

regulação de humor e ansiedade seja suscetível a perturbações na vida adulta em 

decorrência de experiências adversas no início da vida (LUKKES et al., 2009). 

A associação entre o IS durante o período inicial de desenvolvimento e os 

comportamentos emocionais tem sido descrita. Por exemplo, ratos machos 

(Sprague-Dawley) isolados após o desmame e mantidos nessa condição por 84 dias 

apresentaram comportamentos semelhantes à ansiedade observados pelo aumento 

do consumo de sacarose (BRENES, 2008b). Outro estudo evidenciou que ratos 

machos Sprague-Dawley isolados do DPN22 ao DPN32 também apresentaram 

comportamentos relacionados à ansiedade com menor entrada nos braços abertos 
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do labirinto em cruz (PASCUAL et al., 2013). De fato, roedores imediatamente após 

o desmame requerem informações sensoriais, como o contato social e estímulos 

ambientais (MUCHIMAPURA; MARSDEN, 2004). No entanto, quando estas 

informações são insuficientes para o adequado desenvolvimento do hipocampo 

podem ocorrer alterações permanentes na função dos neurotransmissores, como a 

serotonina, o que resulta em alterações estruturais e comportamentais a longo prazo 

(MUCHIMAPURA; MARSDEN, 2004). Estudo em roedores Sprague-Dawley machos 

evidenciou que os animais isolados por 30 dias apresentaram uma desregulação 

emocional e comportamental evidenciada pelo aumento da locomoção no teste de 

campo aberto, aumento da mobilidade no teste de nado forçado e aumento do 

consumo de sacarose (BRENES; FORNAGUERA; SEQUEIRA-CARDOSO, 2020). 

Além disso, esses animais apresentaram uma redução na concentração de 5-HT, 

aumento dos níveis de ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), bem como aumento no 

turnover de 5-HT no hipocampo (BRENES; FORNAGUERA; SEQUEIRA-

CARDOSO, 2020).  

Adicionalmente, estudo com camundongos C57BL/6J isolados socialmente 

após o desmame evidenciou redução na transcrição dos receptores 5-HT7 no córtex 

pré-frontal e 5-HT6 no hipocampo (BIBANCOS et al., 2006). Houve ainda, redução 

na transcrição dos receptores 5-HT1B, 5-HT2A e 5-HT2C no hipotálamo e mesencéfalo 

(BIBANCOS et al., 2006). Esses resultados indicam uma importante interação entre 

o ambiente social e desinibição comportamental (BIBANCOS et al., 2006). Assim, o 

IS pode interferir diretamente na disponibilidade de serotonina, na transmissão 

serotoninérgica que poderia modificar a plasticidade do organismo, além de 

promover alterações morfológicas, fisiológicas e funcionais duradouras (GALINDO et 

al., 2015; DAUBERT; CONDRON, 2010).  

 

2.4 Enriquecimento Ambiental e Comportamentos Emocionais 

 

O EA é uma estratégia de modificação ambiental que expõe animais de 

laboratórios a novidades que potencializam o estímulo sensorial (GIRBOVAN; 

PLAMONDON, 2013; BROWNE; FLETCHER; ZEEB, 2016; SPARLING et al., 2010), 

físico e cognitivo (GIRBOVAN; PLAMONDON, 2013; SPARLING et al., 2010). No 

geral, os animais são mantidos em gaiolas maiores e coletivas com objetos coloridos 

de diferentes formas e texturas, bem como são expostos a atividades físicas através 

http://www.frontiersin.org/people/u/422964
http://www.frontiersin.org/people/u/422964
http://www.frontiersin.org/people/u/422964
http://www.frontiersin.org/people/u/422964
http://www.frontiersin.org/people/u/422964
http://www.frontiersin.org/people/u/422964
http://www.frontiersin.org/people/u/422964
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das rodas de corrida, túneis e plataformas (VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 

2000; SPARLING et al., 2010). Assim, a substituição rotineira dos objetos presentes 

nas gaiolas é um componente essencial da condição enriquecida (DIAMOND, 2001). 

Por outro lado, a idade, o tempo em que os animais são expostos ao enriquecimento 

e os testes utilizados podem influenciar as respostas comportamentais a curto e 

longo prazo (GIRBOVAN; PLAMONDON, 2013).  

O EA promove modificações anatômicas e moleculares no encéfalo de 

roedores (ALWIS; RAJAN, 2013). Do ponto de vista anatômico, o EA aumenta a 

espessura do córtex cerebral (DIAMOND, 2001) pelo aumento das células nervosas 

e aumento no número e comprimento dos dendritos e espinhas dendríticas 

(DIAMOND et al., 1964). Adicionalmente, as alterações moleculares incluem o 

aumento nos níveis dos fatores de crescimento nervoso e endotelial, bem como do 

fator neurotrófico derivado do cérebro (BNDF) (ICKES et al. 2000; BALL; 

MERCADO; ORDUÑA, 2019). Estudo mostrou que os efeitos positivos na cognição, 

memória e plasticidade neuronal de ratos expostos ao EA podem estar associados 

ao aumento dos níveis centrais de mBNDF (GIACOBBO et al., 2019). Desta forma, 

sugere-se que o BNDF é um mediador molecular da plasticidade sináptica (CAO et 

al., 2014) que assume papel importante na maturação dos neurônios (ICKES et al., 

2000; BALL; MERCADO; ORDUÑA, 2019), na neurogênese (LIU; NUSSLOCK, 

2018) e está associado com as interações comportamentais entre o organismo e 

ambiente (TYLER et al., 2002; LIU; NUSSLOCK, 2018). 

A neurogênese do hipocampo que ocorre no giro denteado é um processo 

plástico regulado por inúmeros sinais químicos e fatores ambientais (BENARROCH, 

2013). Embora a neurogênese do hipocampo esteja comprometida com o 

envelhecimento, a exposição ao EA parece intensificar esse processo independente 

da idade (SPEISMAN et al., 2013). Estudo evidenciou que uma exposição de no 

mínimo 3 semanas ao EA pode induzir modificações na neurogênese em 

camundongos adultos (LEGER et al., 2015). Adicionalmente, foi relatado que uma 

rápida exposição diária ao EA em ratos adultos, resultou em aumento das células 

recém-geradas no giro denteado, bem como melhora da memória de 

reconhecimento a longo prazo (BRUEL-JUNGERMAN et al., 2005). Esses resultados 

podem ser explicados pela variação de objetos e brinquedos ofertados no EA, 

proporcionando maior exploração do animal e melhora na capacidade de memorizar 

(BRUEL-JUNGERMAN et al., 2005). Neste sentido, embora não existam evidências 
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concretas sobre as vias moleculares envolvidas nos precursores neurogênicos 

iniciais, sugere-se que o EA possa atuar na via de sinalização do fator de 

crescimento de fibroblastos (FGF) para aumentar a neurogênese do hipocampo 

adulto (GROŃSKA-PĘSKI; GONÇALVES; HÉBERT, 2021). 

Do ponto de vista neuroquímico, existe uma associação entre o EA e o sistema 

serotoninérgico. Ratos machos Sprague-Dawley submetidos ao EA após o 

desmame apresentaram aumento dos níveis de 5-HT no córtex pré-frontal (DPN114) 

(BRENES et al., 2008b) e no hipocampo (DPN70) (BRENES et al., 2009). Vale 

salientar que os efeitos nas concentrações de monoaminas podem variar de acordo 

com a duração do EA (LEGER et al., 2015), bem como pela variação no tamanho da 

gaiola, idade e espécie do animal (SIMPSON; KELLY, 2011). Além disso, os 

mecanismos compensatórios de normalização dos níveis serotoninérgicos no córtex 

aparecem após períodos prolongados de EA (LEGER et al., 2015). Isso poderia 

explicar a ausência de alterações no sistema serotoninérgico observadas em 

camundongos expostos ao EA durante 5 semanas (LEGER et al., 2015). Os 

mecanismos regulatórios envolvidos no aumento da 5-HT em roedores expostos ao 

EA ainda não são elucidados (BRENES et al., 2008b). De fato, parece haver um 

aumento de serotonina pelos terminais axônicos, bem como um aumento das fibras 

que inervam o córtex dos animais (BRENES et al., 2008b). Outra suposição, seria a 

relação entre aumento de 5-HT e uma maior expressão do BNDF, demonstrando 

que o BNDF é capaz de manter a sobrevivência dos neurônios serotoninérgicos 

(BRENES et al., 2008b).  

Alterações decorrentes do IS podem ser atenuadas ou revertidas após 

modificações no ambiente de roedores (BRENES; FORNAGUERA; SEQUEIRA, 

2020). Estudos demonstraram que o EA reduziu comportamentos semelhantes a 

ansiedade e depressão (PENA et al., 2006; BRENES et al., 2009), bem como 

promoveu melhorias na estrutura neural (PENA et al., 2006). Animais idosos que 

foram expostos ao EA logo após o desmame apresentaram uma diminuição de 

comportamentos relacionados à ansiedade e depressão, observados pelo maior 

tempo no braço aberto do labirinto em cruz (MORA-GALLEGOS et al., 2018) e 

movimentos vigorosos com as patas dianteiras no teste de nado forçado (SAENZ et 

al., 2006; BRENES et al., 2008b; MOSAFERI et al., 2015). Dessa forma, animais 

inseridos em ambientes com poucos estímulos sensoriais parecem apresentar 

comprometimento no desenvolvimento cognitivo e emocional (DAVIM; SILVA; 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2020.00804/full#B113
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VIEIRA, 2021). Sendo assim, o EA pode ser uma estratégia utilizada para reduzir a 

expressão fenotípica de comportamentos semelhantes à ansiedade e depressão, 

bem como aumentar os níveis encefálicos de 5-HT em ratos após o desmame. 
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3 HIPÓTESE 

 

O isolamento social aumenta a expressão fenotípica de comportamentos 

semelhantes a ansiedade e depressão, bem como reduz a disponibilidade sináptica 

encefálica de serotonina em ratos. Por outro lado, o enriquecimento ambiental 

parece ser uma estratégia de intervenção ambiental que promove redução nos 

comportamentos emocionais e aumenta a disponibilidade de serotonina em várias 

regiões encefálicas. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Identificar os efeitos do isolamento social e do enriquecimento ambiental 

sobre comportamentos emocionais e componentes do sistema serotoninérgico em 

ratos após o desmame. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

Em prole de ratos submetida ao isolamento social e ao enriquecimento 

ambiental: 

- Verificar a expressão fenotípica de comportamentos semelhantes a ansiedade 

e depressão;  

- Identificar efeitos sobre componentes do sistema serotoninérgico encefálico 

(conteúdo de serotonina, transportador de serotonina, receptores do sistema 

serotoninérgico); 

- Avaliar o risco de viés dos estudos; 

- Reunir os protocolos de enriquecimento ambiental utilizados nos estudos. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Tipo de Estudo  

 

Trata-se de uma revisão sistemática de estudos primários submetida e 

protocolada na plataforma International Prospective Register of Systematic Reviews 

– PROSPERO sob o número CRD42020200881 (ANEXO 1) e descrita segundo as 

recomendações Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-

Analyses - PRISMA (PAGE et al., 2021).  

 

5.2 Critérios de Elegibilidade 

 

Foram considerados elegíveis os estudos experimentais primários que 

avaliaram grupos de ratos submetidos ao IS, EA e condição social normal após o 

desmame. Por outro lado, foram inelegíveis os estudos que utilizaram roedores 

transgênicos, estudos ex-vivo, estudos in vitro ou em estudos in silico. Além disso, 

foram desconsiderados os trabalhos que não utilizaram ambiente controle. Os 

artigos selecionados com base em leitura integral foram incluídos de acordo com as 

características determinadas para o PICO (população, intervenção, comparação e 

desfechos) (Quadro 1).  

 

Quadro 1 - Critérios de elegibilidade dos estudos 

 Critérios de inclusão Critérios de exclusão 

População (P) Ratos Estudos com roedores 

transgênicos e camundongos.  

 

Intervenção (I) Animais expostos ao 

isolamento social (1 animal por 

gaiola) ou enriquecimento 

ambiental (mais de 2 animais 

por gaiola + objetos 

estimulantes) após o 

desmame. 

Estudos que utilizaram estresse, 

restrição alimentar, interferência 

de agentes externos no 

ambiente enriquecido e estudos 

que não realizaram o 

experimento após o desmame. 
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Comparação (C) Ambiente controle (gaiola de 

tamanho normal contendo de 

2-5 animais por gaiola) 

 

Estudos que não utilizaram 

ambiente controle.  

 

Desfechos (O) Desfechos primários: 

comportamentos semelhantes 

a ansiedade e depressão.  

 

Desfechos secundários: 

avaliação dos componentes do 

sistema serotoninérgico no 

cérebro (conteúdo, 

transportador e receptores de 

serotonina). 

 

Nenhum.  

Parâmetros de 

publicação  

Não houve restrição de data e 

idioma dos artigos. 

Nenhum. 

Fonte: A autora (2023). 

 

5.3 Estratégias de Busca 

 

As buscas bibliográficas foram realizadas em abril de 2021 e atualizadas em 

julho de 2022 nas seguintes bases de dados eletrônicas, sem restrições de idioma e 

ano de publicação: MEDLINE/PubMed, LILACS, Scopus, Web of Science, EMBASE 

e Sigle via open gray. Para cada uma das bases de dados utilizadas, foram criadas 

estratégias de buscas específicas. Os termos “social isolation”, “behavior” e “rat” 

foram utilizados de acordo com a descrição do Health Sciences Descriptors (DeCS) e 

Medical Subject Headings (MESH). Os termos “environmental enrichment”, “enriched 

environment”, “anxiety” e “depression” foram utilizados de acordo com os descitores 

e Emtree para a plataforma EMBASE e como termos independentes, conforme 

descrito no Quadro 2. 
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Quadro 2 - Estratégias de buscas utilizadas no DeCS, MESH e Emtree 

Base de dados Estratégias de buscas 

MEDLINE/PubMed (("environmental enrichment") OR ("enriched 

environment")) AND (behavior) 

 

LILACS ("environmental enrichment") OR ("enriched 

environment") AND (behavior) 

 

Web of Science (((TS=(environmental enrichment)) OR 

TS=(enriched environment)) AND TS=(social 

isolation)) AND TS=(rat) 

 

EMBASE (('environmental enrichment'/exp OR 'environmental 

enrichment' OR 'enriched environment') AND 

behavior OR anxiety OR depression) AND 'social 

isolation' NOT human 

 

SCOPUS ( TITLE-ABS-KEY ( "environmental 

enrichment" )  OR  TITLE-ABS-KEY ( "enriched 

environment" )  AND  TITLE-ABS-

KEY ( behavior )  AND  TITLE-ABS-KEY ( "social 

isolation" )  AND NOT  TITLE-ABS-KEY ( human ) )  

 

SIGLE via open gray "environmental enrichment" OR "enriched 

environment" AND "social isolation" 

Fonte: A autora (2023). 

Dois revisores (RPBS e ILP) realizaram as buscas independentemente. Na 

primeira fase, os estudos foram selecionados por meio de seus títulos e resumos de 

acordo com os critérios de inclusão e exclusão. Na segunda fase, os estudos 

selecionados foram lidos na íntegra para inclusão ou exclusão definitiva, conforme 

resultado da revisão sistemática. Após a seleção dos artigos, os dois revisores se 

reuniram para comparar os achados. O terceiro revisor (LCMG) foi consultado em 

casos de divergências que não foram resolvidas em reunião de consenso.  
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5.4 Extração de dados 

 

Foram obtidas informações referentes a título, autoria, revista e ano de 

publicação dos artigos selecionados por pesquisadores independentes através de 

formulário padronizado. Posteriormente, foram extraídos dados referentes à 

metodologia: espécie utilizada; número de grupos experimentais; tamanho das 

gaiolas utilizadas para compor os grupos; duração do isolamento social e da 

exposição ao ambiente enriquecido; elementos utilizados para enriquecer o 

ambiente e condições padrão de biotério. Os dados primários referentes ao 

comportamento semelhante à ansiedade e depressão foram avaliados por estudos 

que utilizaram testes como labirinto elevado em cruz, campo aberto, teste do nado 

forçado ou qualquer outro teste usado para avaliar esses comportamentos. O 

sistema serotoninérgico foi avaliado pelos estudos que utilizaram imunorreatividade 

ou expressão gênica de componentes do sistema serotoninérgico (expressão gênica 

em uma certa quantidade de proteína cerebral em relação a um conteúdo conhecido 

de proteína - geralmente -actina) ou expressão proteica (dada pelo tamanho das 

bandas reativas em uma membrana de nitrocelulose) ou o conteúdo total de 

serotonina no orifício ou parte do encéfalo (quantificado em nanogramas/conteúdo 

total de proteína encefálica). 

Os dados foram extraídos dos textos, gráficos e tabelas e progressivamente 

arquivados em tabelas destinadas a descrever as características, variáveis 

analisadas/resultados e avaliação do risco de viés. Em todas as tabelas estão 

descritos os nomes dos autores e ano de publicação dos artigos. Para 

esquematização dos resultados foram usadas 3 tabelas: a primeira tabela descreve 

informações referentes ao início e duração das condições de alojamento; a segunda 

tabela mostra os dados dos testes comportamentais e dos achados emocionais; a 

terceira tabela apresenta os dados referentes à concentração de serotonina.  

 

5.5 Risco de viés 

 

O risco de viés dos estudos incluídos para revisão foi avaliado conforme 

ferramenta SYRCLE’s Risk of Bias (HOOIJMANS et al., 2014) que classifica o risco 

de viés como “alto”, “baixo” ou “incerto”. Dois revisores (RPBS e RKBS) avaliaram de 

forma independente os seguintes domínios: randomização, características basais 
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similares entre os grupos, sigilo de alocação, alojamento aleatório, cegamento de 

participantes e pessoal, avaliação de resultados aleatórios, cegamento de avaliação 

de resultados, dados de resultados incompletos, descrição seletiva do desfecho e 

outras fontes de viés. As divergências foram resolvidas em uma reunião de 

consenso. 

 

5.6 Tratamento de dados 

 

Os resultados foram apresentados na forma de síntese descritiva, utilizando 

valores absolutos e relativos (porcentagens) para o risco de viés. Para avaliar o grau 

de concordância entre os revisores, foi aplicado o índice Kappa durante a seleção 

dos artigos, bem como na etapa de avaliação do risco de viés. O quadro resumo da 

avaliação do risco de viés foi realizado no software Review Manager® versão 5.3. 

Os autores dos trabalhos incluídos foram consultados para esclarecimento sobre 

dados quantitativos ou para detalhes adicionais. No entanto, devido à ausência de 

retorno por parte dos mesmos, tornou-se inviável a possibilidade de aplicar 

metanálise na presente revisão. 
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6 RESULTADOS  

 

A pesquisa realizada nas bases de dados eletrônicas identificou 4613 estudos 

no MEDLINE/PubMed, LILACS, Web of Science, EMBASE, SCOPUS e Sigle via 

Open Gray. Destes, 829 artigos foram removidos por duplicata nas bases. Após a 

análise do título e resumo, 3755 artigos foram excluídos por não estarem em 

concordância com os critérios de elegibilidade. Posteriormente, após a leitura 

completa dos 29 artigos selecionados, 11 foram incluídos como resultados desta 

revisão por atenderem aos critérios de inclusão (Figura 2) (Kappa = 0,71; indica 

concordância substancial).   
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Figura 2 - Fluxograma do processo de seleção de estudos baseado no PRISMA 2020. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

 

 

 

Registros identificados por meio de 
pesquisa no banco de dados  

(n = 4613) 
MEDLINE/PubMed = 2537; LILACS = 

629; Web of Science = 221; EMBASE = 
1058; SCOPUS = 147; Sigle via Open 

Gray = 21 
 

 

Registros removidos por 
duplicata 
(n = 829) 

 

Registros selecionados 
(n = 3784) 

Registros excluídos (n = 3755) 
Razão #1 Não ser artigo original 
Razão #2 Não ter utilizado isolamento social e 
enriquecimento ambiental  
Razão #3 Não ser estudo com animais  
 

Artigos avaliados por 
elegibilidade 

(n = 29) 
 

Artigos completos excluídos (n = 18) 
Razão #4 Roedores geneticamente modificados 
Razão #5 Estudo que não realizou o 
experimento após o desmame 
Razão #6 Estudo transgeracional 
Razão #7 Não incluiu todos os grupos 
experimentais 
Razão #8 Outras estratégias associadas (ex. 
estresse, restrição alimentar, interferência de 
fatores externos em condições enriquecidas). 

 

Estudos incluídos na 
revisão 
(n=11) 

 

Identificação de estudos por meio de bancos de dados e registros 
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6.1 Principais Características dos Estudos 

 

Os dados gerais referentes às condições de ambiente estão descritos na 

Quadro 3. Dos onze artigos selecionados, a maioria utilizou ratos Sprague-Dawley 

machos (SAENZ et al., 2006; BRENES et al., 2008a; BRENES et al., 2008b; 

BRENES et al., 2009; PASCUAL et al., 2013; ARNDT et al., 2015; MORA-

GALLEGOS et al., 2018), um artigo avaliou ratos machos Long-Evans (HELLEMANS 

et al., 2004), dois estudos utilizaram ratos machos Wistar (MOSAFERI et al., 2015 e 

TANÁS et al., 2015) e um avaliou ratos Wistar de ambos os sexos (YILDIRIM et al., 

2012). Os animais foram distribuídos em diferentes condições de alojamento 

(controle, isolamento e enriquecimento) entre a idade do desmame e o período de 

adaptação que correspondeu ao 21º e o 30º dia pós-natal. 

 

Quadro 3 - Características gerais dos estudos incluídos na revisão sistemática 

Autor (ano) População 
Condições gerais de IS e 

EA 

  Início das 

condições 

sociais  

Duração 

Hellemans et al. (2004) Long-Evans (Machos) DPN21 12 semanas 

Saenz et al. (2006) Sprague-Dawley (Machos) DPN22-24 11 semanas 

Brenes et al. (2008)a Sprague-Dawley (Machos) DPN30 84 dias 

Brenes et al. (2008)b Sprague-Dawley (Machos) DPN30 84 dias 

Brenes et al. (2009) Sprague-Dawley (Machos) DPN28 42 dias 

Yildirim et al. (2012) Wistar (Machos e fêmeas) DPN21 6 semanas 

Pascual et al. (2013) Sprague-Dawley (Machos) DPN22 10 dias 

Mosaferi et al. (2015) Wistar (Machos) DPN21 73 dias 

Arndt et al. (2015) Sprague-Dawley (Machos) DPN21 30 dias 

Tanás et al. (2015) Wistar (Machos) DPN24 73 dias 

Mora-Gallegos et al. (2018) Sprague-Dawley (Machos) DPN30 72 dias 

DPN= dia pós-natal; EA= enriquecimento ambiental; IS= isolamento social. 
Fonte: A autora (2023). 
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A duração das condições de alojamento variou entre 10 a 42 dias (BRENES et 

al., 2009; YILDIRIM et al., 2012; PASCUAL et al., 2013; ARNDT et al., 2015) e 72 a 

84 dias (HELLEMANS et al., 2004; SAENZ et al., 2006; BRENES et al., 2008a; 

BRENES et al., 2008b; MOSAFERI et al., 2015; TANÁS et al., 2015; MORA-

GALLEGOS et al., 2018). O período em que os animais foram expostos aos testes 

experimentais variou entre 1 a 6 dias (BRENES et al., 2009; YILDIRIM et al., 2012; 

PASCUAL et al., 2013; TANÁS et al., 2015; MOSAFERI et al., 2015; ARNDT et al., 

2015) e de 42 a 69 dias (BRENES et al., 2008a; BRENES et al., 2008b; SAENZ et 

al., 2006; MORA-GALLEGOS et al., 2018). Apenas um dos artigos não mencionou a 

idade que iniciou os testes comportamentais (HELLEMANS et al., 2004). 

 

6.2 Avaliação do Risco de Viés dos Estudos  

 

Os dados referentes à avaliação do risco de viés dos artigos selecionados 

estão apresentados na Figura 3 (Kappa = 0,98; indica concordância quase perfeita). 

A maioria dos estudos randomizaram os animais dos grupos experimentais 

(HELLEMANS et al., 2004; SAENZ et al. 2006; BRENES et al., 2008a; BRENES et 

al., 2008b; BRENES et al., 2009; PASCUAL et al., 2013; ARNDT et al., 2015; 

MORA-GALLEGOS et al., 2018), relataram informações das características basais 

similares entre os grupos (HELLEMANS et al., 2004; SAENZ et al., 2006; BRENES 

et al., 2008a; ARNDT et al., 2015; MOSAFERI et al., 2015; TANÁS et al., 2015; 

MORA-GALLEGOS et al., 2018) e alojamento aleatório (HELLEMANS et al., 2004; 

SAENZ et al., 2006; BRENES et al., 2008a; BRENES et al., 2008b; BRENES et al., 

2009; PASCUAL et al., 2013; ARNDT et al., 2015 e MORA-GALLEGOS et al., 2018). 

Nenhum dos estudos mencionou sobre o sigilo de alocação dos animais. Apenas 

Arndt et al. (2015) e Mosaferi et al. (2015) relataram cegamento do investigador 

durante as intervenções. Por outro lado, somente Mosaferi et al. (2015) relatou 

cegamento do investigador na avaliação dos resultados. Por fim, a maioria dos 

estudos (81,8%) foram classificados com risco de viés incerto na descrição dos 

desfechos encontrados (BRENES et al. 2008a; BRENES et al. 2008b; BRENES et 

al. 2009; YILDIRIM et al. 2012; PASCUAL et al. 2013; ARNDT et al. 2015; 

MOSAFERI et al. 2015; TANÁS et al. 2015; MORA-GALLEGOS et al. 2018).  
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Figura 3 - Avaliação do risco de viés, seguindo as recomendações da ferramenta 

SYRCLE. A) Risco de viés dos estudos com seus respectivos resultados. B) Risco 

de viés dos estudos e suas respectivas porcentagens em cada item da avaliação. 
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6.3 Comportamentos emocionais 

 

Para compreender o impacto das condições ambientais sobre os aspectos 

emocionais, os artigos realizaram alguns testes comportamentais que estão 

descritos na Quadro 4. Para identificar comportamentos semelhantes à ansiedade, 

foram utilizados o teste de labirinto em cruz elevado (HELLEMANS et al., 2004; 

PASCUAL et al., 2013; YILDIRIM et al., 2012; MOSAFERI et al., 2015; TANÁS et al., 

2015; MORA-GALLEGOS et al., 2018; BRENES et al., 2009), teste do campo aberto 

(BRENES et al., 2008b; TANÁS et al., 2015; MOSAFERI et al., 2015; MORA-

GALLEGOS et al., 2018; BRENES et al., 2009), condicionamento do medo (MORA-

GALLEGOS et al., 2018), caixa preta-branca (HELLEMANS et al., 2004) e teste de 

interação social (TANÁS et al., 2015). Para avaliar comportamentos semelhantes à 

depressão, foram realizados testes de nado forçado (SAENZ et al., 2006; BRENES 

et al., 2008b; BRENES et al., 2009; YILDIRIM et al., 2012; MOSAFERI et al., 2015; 

ARNDT et al., 2015) e teste de preferência à sacarose (SAENZ et al., 2006; 

BRENES et al., 2008a; YILDIRIM et al., 2012).     

Os Testes de Labirinto em Cruz foram realizados entre o DPN33 e DPN103. 

Houve aumento do comportamento semelhante à ansiedade no grupo IS no estudo 

de Pascual et al. (2013). Por outro lado, Brenes et al. (2009), encontrou aumento do 

comportamento semelhante à ansiedade no grupo EA no DPN60 (maior número de 

entradas nos braços fechados e de cruzamentos nos braços). Ao contrário, dois 

estudos evidenciaram parâmetros para o efeito ansiolítico nos animais submetidos 

ao EA (HELLEMANS et al., 2004; MORA-GALLEGOS et al., 2018). Dois artigos não 

encontraram diferenças entre os grupos estudados (TANÁS et al., 2015; YILDIRIM 

et al., 2012). Quando avaliado o Stretch-Attend Posture (SAP), Mora-Gallegos et al. 

(2018) não encontrou diferença entre os animais em IS ou EA. Um estudo associou 

os resultados do labirinto em cruz apenas com o comportamento exploratório sem 

especificar comportamento semelhante à ansiedade (MOSAFERI et al., 2015).  

Em relação ao Teste do Campo Aberto, estudos observaram uma melhor 

habituação ao ambiente dos testes nos animais submetidos ao EA, através da 

redução de frequência do cruzamento do campo (crossing) e do comportamento 

exploratório (rearing), bem como pelo aumento da duração de autolimpeza 

(gromming) (BRENES et al., 2008b; MORA-GALLEGOS et al., 2018). 

Adicionalmente, Brenes et al. (2009), também identificou uma melhor habituação ao 
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ambiente nos animais do grupo EA através do aumento no tempo de gromming no 

DPN62.  

Dois artigos não encontraram diferenças entre as condições de ambiente e 

comportamentos semelhantes à ansiedade através do Teste da Caixa Preta e 

Branca (HELLEMANS et al., 2004), Teste de Campo Aberto e Teste de Interação 

Social (TANÁS et al., 2015). Por outro lado, foi observado comportamento 

semelhante à ansiedade e menor adaptação a situações de perigo em animais IS no 

DPN90 através do teste de condicionamento do medo (MORA-GALLEGOS et al., 

2018).  

Dos estudos que utilizaram o Teste de Preferência à Sacarose, um identificou 

comportamentos semelhantes à depressão pelo aumento da ingestão de solução de 

sacarose (ml) (BRENES et al., 2008a) e água (ml) (BRENES et al., 2008a; YILDIRIM 

et al., 2012) em animais expostos ao IS. Por outro lado, comportamento depressivo 

através do aumento da ingestão de sacarose foi observado tanto no grupo IS quanto 

no EA (YILDIRIM et al., 2012). Em contrapartida, um efeito antidepressivo foi 

encontrado no DPN94 em animais expostos ao EA, através da redução no 

percentual de preferência à sacarose (BRENES et al., 2008a).  

O Teste de Nado Forçado demonstrou resultados homogêneos. Estudos 

identificaram comportamentos depressivos em animais IS, através do aumento da 

imobilidade (BRENES et al., 2008a; MOSAFERI et al., 2015) e pela redução do 

mergulho (diving) e esforço (struggling) (YILDIRIM et al., 2012). Além disso, Yildirim 

et al. (2012) também encontrou comportamento semelhante à depressão no grupo 

AE e IS pelo aumento da imobilidade. Por outro lado, efeitos antidepressivos foram 

percebidos nos animais submetidos ao EA através dos comportamentos analisados 

no Teste de Nado Forçado, sendo eles: aumento do nado (swimming), (BRENES et 

al., 2008b; BRENES et al., 2009) aumento do mergulho (diving) (BRENES et al., 

2008b; SAENZ et al., 2006) e aumento da escalada (climbing) (BRENES et al., 

2008b; SAENZ et al., 2006; ARNDT et al., 2015).   
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Quadro 4 - Efeito do isolamento social e enriquecimento ambiental sobre os comportamentos emocionais de ratos 

 TESTE DE CAMPO ABERTO   

Autor (ano) Parâmetros avaliados Idade dos 

experimentos 

Resultados analisados Interpretação dos resultados 

Brenes et al. (2008)b Grooming DPN37  ↑ duração no grupo EA     Melhor habituação 

DPN65 ↑ duração no grupo EA     Melhor habituação 

DPN93 ↑ duração no grupo EA     Melhor habituação 

DPN107 ND - 

Crossing DPN37  ↓ frequência no grupo EA  Melhor habituação 

DPN65 ↓ frequência no grupo EA Melhor habituação 

DPN93 ↓ frequência no grupo EA Melhor habituação 

DPN107 ↓ frequência no grupo EA Melhor habituação 

Rearing DPN37  ↓ frequência no grupo EA Melhor habituação  

DPN65 ND - 

DPN93 ND - 

DPN107 ↑ frequência no grupo IS     Efeito do estresse na natação (PND106) 

Brenes et al. 2009 Crossing DPN62 ↑ frequência no grupo IS Menor habituação 

Rearing DPN62 ND - 

Grooming DPN62 ↑ tempo no grupo EA Melhor habituação 

Tanás et al. (2015) Locomoção DPN104 ND - 

Rearing  DPN104 ND - 

Mora-Gallegos et al. 

(2018) 

Locomoção DPN28 ND - 

DPN58 ↓ distância ao longo do campo 

aberto no grupo EA  

Melhor habituação 

DPN88 ↓ distância ao longo do campo Melhor habituação 
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aberto no grupo EA 

Rearing DPN28 ND - 

DPN58 

 

 ↓ frequência e tempo de 

rearing no grupo EA 

Melhor habituação 

DPN88 ND - 

Grooming DPN28 ND - 

DPN58 ↑ no grupo EA Melhor habituação  

DPN88 ↑ no grupo EA Melhor habituação 

 LABIRINTO EM CRUZ 

ELEVADO 

   

Autor, ano Parâmetros avaliados Idade dos 

experimentos 

Resultados analisados Interpretação dos resultados 

Hellemans et al. (2004) Tempo em braços abertos 

(%) 

NI ↑ nos grupos EA e IS+EA ↓ comportamento semelhante à ansiedade 

 

Número de entradas em 

braços abertos 

NI ↑ nos grupos IS+EA e EA ↓ comportamento semelhante à ansiedade 

Brenes et al. 2009 Tempo gasto nos braços 

abertos (%) 

DPN60 ND - 

Tempo gasto nos braços 

fechados (%) 

DPN60 ND - 

Tempo gasto na área central 

(%) 

DPN60 ND - 

Número de entrada nos 

braços abertos (frequência) 

DPN60 ND - 

Número de entrada nos DPN60 ↑ no grupo EA ↑ comportamento semelhante à ansiedade 
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braços fechados (frequência) 

Total de cruzamento os 

braços (frequência) 

DPN60 ↑ no grupo EA ↑ comportamento semelhante à ansiedade 

Yildirim et al. (2012) Tempo gasto nos braços 

abertos 

DPN70 ND 

 

- 

Frequência de entrada nos 

braços 

DPN70 ND 

 

- 

Pascual et al. (2013) Entrada nos braços abertos 

(%) 

DPN33-34 ↓ no grupo IS 

 

↑ comportamento semelhante à ansiedade 

 

Tanás et al. (2015) Tempo total gasto nos 

braços abertos e fechados 

DPN103 

 

ND  - 

 

Número de entradas nos 

braços abertos e fechados 

DPN103 ND - 

Mosaferi et al. (2015) Tempo nos braços abertos DPN93 ↑ no grupo IS em relação ao 

grupo controle  

Comportamento exploratório 

% Entrada nos braços 

abertos 

DPN93 ↑ nos grupos IS e EA  Comportamento exploratório 

Total de entrada nos braços DPN93 ↑ no grupo controle Maior atividade locomotora 

Mora-Gallegos et al. 

(2018) 

Stretch -Attend Posture 

(SAP) 

DPN29 ND - 

DPN89 ↑  no grupo controle ↑ comportamento semelhante à ansiedade 

Head-Dipping (HD) DPN29 ND - 

DPN89 ↑ no grupo EA ↓ comportamento semelhante à ansiedade 

Tempo nos braços abertos DPN29 ND - 

DPN89 ND - 

Tempo nos braços fechados DPN29 ND - 
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DPN89 ND - 

 CONDICIONAMENTO DO 

MEDO 

   

Autor, ano Parâmetros avaliados Idade dos 

experimentos 

Resultados analisados Interpretação dos resultados 

Mora-Gallegos et al. 

(2018) 

Rearing DPN90 ↑ no grupo IS 

 

↑ Resposta ansiosa e reativa 

Grooming DPN90 ND - 

Freezing DPN90 ↓ no grupo IS ↓ Adaptação à situações perigosas 

 CAIXA PRETA/BRANCA    

Autor, ano Parâmetros avaliados Idade dos 

experimentos 

Resultados analisados Interpretação dos resultados 

Hellemans et al. (2004) Tempo gasto em cada 

compartimento 

NI ND - 

Número de entradas no 

compartimento branco 

NI ND - 

 TESTE DE PREFERÊNCIA 

À SACAROSE 

   

Autor, ano Parâmetros avaliados Idade dos 

experimentos 

Resultados analisados Interpretação dos resultados 

Saenz et al. (2006) Ingestão de água (ml) Semanas (6 e 

10) 

↑ no grupo EA    ↑ comportamento semelhante à depressão 

Brenes et al. (2008)a Consumo de sacarose (ml) DPN66  

 

↑ no grupo IS em relação ao 

grupo EA  

↑ comportamento semelhante à depressão 

 

DPN94 ↑ no grupo IS em relação ao ↑ comportamento semelhante à depressão 
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 grupo controle  

DPN109 ND  - 

Ingestão de água (ml) DPN66  ND - 

DPN94 ND - 

DPN109 

 

↑ no grupo IS em relação ao 

grupo EA 

↑ comportamento semelhante à depressão 

 

Preferência à sacarose (%) DPN66  ND - 

DPN94 ↓ no grupo EA  ↓ comportamento semelhante à depressão 

DPN109 ND - 

Yildirim et al. (2012) Consumo de sacarose (ml) DPN70 ↑ no grupo IS e EA  Resposta de enfrentamento alterada em 

situação de estresse 

Ingestão de água (ml) DPN70 ↑ no grupo IS e ↓ no grupo EA  Resposta de enfrentamento alterada em 

situação de estresse 

Preferência à sacarose (%) DPN70 ND - 

 TESTE DE NADO 

FORÇADO 

   

Autor, ano Parâmetros avaliados Idade dos 

experimentos 

Resultados analisados Interpretação dos resultados 

Saenz et al. (2006) Climbing  Semana (11) ↑ no grupo EA    ↓ comportamento semelhante à depressão 

Diving Semana (11) ↑ no grupo EA    ↓ comportamento semelhante à depressão 

Brenes et al. (2008)b Imobilidade DPN106 ↑ tempo no grupo IS    ↑ comportamento semelhante à depressão 

Swimming and climbing DPN106 ↑ tempo no grupo EA    ↓ comportamento semelhante à depressão 

Diving DPN106 ↑ tempo no grupo EA    ↓ comportamento semelhante à depressão 

Brenes et al. 2009 Imobilidade 

 

DPN64-65 ↓ tempo no grupo EA (PND65) Resposta de enfrentamento diante de uma 

situação de estresse incontroláve 
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Swimming DPN64-65 ↑ tempo no grupo EA (DPN64-

65) 

↓ comportamento semelhante à depressão 

Climbing DPN64-65 ↑ tempo em todos os grupos  ↓ comportamento semelhante à depressão 

Yildirim et al. (2012) Diving  DPN70 ↓ no grupo IS  ↑ comportamento semelhante à depressão 

Struggling  DPN70 ↓ no grupo IS ↑ comportamento semelhante à depressão 

Imobilidade DPN70 ↑ nos grupos EA e IS  ↑ comportamento semelhante à depressão 

Arndt et al. (2015) Imobilidade – pré teste (Exp. 

II) 

DPN56-61 ND - 

Swimming – pré teste (Exp. 

II) 

DPN56-61 ↑ no grupo controle em 

relação ao grupo IS 

↑ comportamento de fuga  

Climbing – pré teste (Exp. II) DPN56-61 ↑ no grupo EA ↓ comportamento semelhante à depressão 

Swimming – pré teste (Exp. 

II) 

DPN56-61 ND - 

Imobilidade – pré teste (Exp. 

III) 

DPN56-61 ND 

 

- 

Swimming – pré teste (Exp. 

III) 

DPN56-61 ND - 

Climbing – pré teste (Exp. III) DPN56-61 ↑ no grupo EA em relação ao 

grupo controle 

↓ comportamento semelhante à depressão 

NI = nenhuma informação; ND = sem diferença; DPN = dia pós-natal; EA = enriquecimento ambiental; IS = isolamento social 
Fonte: A autora (2023). 
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6.4 Resultados Relacionados a Serotonina 

 

Apenas dois artigos avaliaram os níveis de serotonina nos experimentos 

(BRENES et al., 2008b; BRENES et al., 2009). Os estudos avaliaram as 

concentrações de serotonina (5-HT), ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) e turnover 

de serotonina (5-HTt) no córtex pré-frontal (CPF) e estriado ventral (EV) (BRENES et 

al., 2008b), bem como no hipocampo (BRENES et al., 2009) (Quadro 5). As 

concentrações de 5-HT estiveram aumentadas no córtex e hipocampo em animais 

expostos ao EA (BRENES et al., 2008b e BRENES et al., 2009). Ratos submetidos 

ao IS apresentaram aumento nas concentrações de 5-HTt no córtex (BRENES et al., 

2008b) e hipocampo (BRENES et al., 2009). Além disso, houve redução na 

concentração de 5-HT no EV em animais nas mesmas condições de IS (BRENES et 

al., 2008b).  

 

Quadro 5 - Avaliação de componentes serotoninérgicos identificados nos estudos 

Autor, ano Técnica 

utilizada 

Parâmetros 

avaliados 

Região avaliada Resultados 

Brenes et al. 

(2008)b 

HPLC-EC 5-HT Córtex pré-frontal ↑ no grupo EA 

 

Estriado ventral  ND 

5-HIAA Córtex pré-frontal ND 

 

Estriado ventral  ND 

5-HIAA/5-HT Córtex pré-frontal ↑ no grupo IS 

 

Estriado ventral  ↓ no grupo EA 

Brenes et al. 

(2009) 

HPLC-EC 5-HT Hipocampo ↑ no grupo EA 

5-HIAA Hipocampo ND 

5-HTt Hipocampo ↑ no grupo IS 

HPLC-EC = cromatografia líquida acoplada com detecção eletroquímica; 5-HT = serotonina; 5-HIAA = 
ácido 5-hidroxiindolacético; 5-HTt = turnorver de 5-HT; EA = enriquecimento ambiental; IS = 
isolamento social; ND = nenhuma diferença. 
Fonte: A autora (2023). 
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Quadro 6 - Características gerais do ambiente enriquecido nos estudos incluídos 

Ator (ano) Tamanho da gaiola Número de 

animais por 

gaiola 

Características 

 

Frequência de trocas 

de objetos 

Hellemans et al. 

(2004) 

75x75x180 cm altura 12 Três níveis ligados por rampas com 

várias rodas e brinquedos. 

Quinzenal 

Saenz et al. (2006) 120x70x70 cm altura 15 Piso retangular de aço inox com níveis 

de árvores, paredes e teto cobertos 

com tela metálica (furos de 2,54 cm). 

Objetos de plástico não mastigáveis, 

dois tubos de PVC e roda de corrida. 

A cada 2 dias 

Brenes et al. (2008)a 120x70x100 cm altura 15 Objetos de plástico não mastigáveis e 

dois tubos de PVC, cinco comedouros 

e duas garrafas de água. 

1 ou 2 dias 

Brenes et al. (2008)b 120x70x100 cm altura 15 Objetos de plástico não mastigáveis e 

dois tubos de PVC, cinco comedouros 

e duas garrafas de água. 

1 ou 2 dias 

Brenes et al. (2009) 120x70x100 cm altura 15 Objetos de plástico não mastigáveis e 

dois tubos de PVC, cinco comedouros 

e duas garrafas de água. 

1 ou 2 dias 
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Yildirim et al. (2012) Três grandes caixas de 

acrílico (30×30×50 cm) 

6 Três grandes caixas de acrílico foram 

conectadas entre si por meio de túneis 

rearranjados. As caixas continham 

diferentes comedouros, garrafas de 

água, duas rodas de corrida, escadas 

para subir e uma variedade de objetos 

estimulantes. 

3 vezes por semana 

Pascual et al. (2013) 100x100x100 cm altura 14 Rampas, túneis, rodas e cordas para 

escalar. 

- 

Mosaferi et al. (2015) 63x88x82 cm altura 5 Duas rodas de corrida, dois 

comedouros, duas garrafas de água e 

com vários brinquedos, vários tipos de 

escadas e tubos de PVC, objetos 

(bolas, argolas e um bloco de prato 

com furos) de plástico não mastigável. 

Semanalmente 

Arndt et al. (2015) 

 

60×120×45 cm altura 10 Equipado com 14 objetos não tóxicos 

(brinquedos infantis, canos de PVC, 

etc.) 

Sete dos objetos eram 

trocados diariamente e 

os brinquedos eram 

trocados 

semanalmente. 
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Tanás et al. (2015) 61×41×21 cm altura Criado em 

pares 

 

Vários objetos (pequena escada de 

metal, bola de pingue-pongue padrão 

de 40 mm, tijolo de madeira, ratos de 

pelúcia em tamanho natural). 

Quando necessário 

Mora-Gallegos et al. 

(2018) 

120x70x100 cm altura 15 Objetos de plástico não mastigáveis, 

tubos de PVC, dispensadores de 

alimentos e garrafinhas de água. 

Pelo menos duas 

vezes por semana 

Fonte: A autora (2023). 
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7 DISCUSSÃO 

 

Os principais resultados encontrados nesta revisão sistemática apontam os 

efeitos de diferentes condições de alojamento (ambiente controle, isolamento social 

e enriquecimento ambiental) após o desmame sobre os comportamentos emocionais 

e a expressão de componentes do sistema serotoninérgico.   

Em relação aos testes comportamentais, os resultados relacionados ao 

comportamento exploratório e de ansiedade mostraram que os animais expostos ao 

EA apresentaram melhor índice comportamental de habituação em comparação com 

os animais controle e IS. O EA após o desmame reduziu a atividade locomotora, 

diminuiu os comportamentos de rearing e crossing, bem como aumentou o 

comportamento de grooming no campo aberto. A rápida habituação observada em 

animais submetidos ao EA também foi observada em outros estudos (SCHRIJVER 

et al., 2002; ROJAS-CARVAJAL et al., 2018). Adicionalmente, os efeitos 

comportamentais são evidentes quando a habituação acontece nos estágios iniciais 

do desenvolvimento (MORA-GALLEGOS et al., 2018), devido maior interação ao 

novo ambiente nos animais submetidos ao EA (VARTY et al., 2000). Embora 

animais submetidos ao IS expressem hiperatividade em novos ambientes e 

demorem mais tempo para se habituar (FONES; PORKESS, 2008), Tanás et al. 

(2015) não encontraram diferenças na habituação e no comportamento de 

ansiedade em roedores, independentemente das condições de criação. Os autores 

alegaram que os seus experimentos não produziram efeitos por duas situações, 

sendo elas: devido à pequena amostra de animais (n=6 por grupo) ou devido ao fato 

da gaiola enriquecida possuir pouca variedade de objetos e terem sido trocados com 

menor frequência (TANÁS et al., 2015) (Ver Tabela suplementar).  

Existem discordâncias sobre o efeito da condição de alojamento no 

comportamento de ansiedade avaliado pelo labirinto em cruz elevado. Parker e 

Morinan (1986) relataram que a manutenção de animais em diferentes condições de 

alojamento (IS ou EA), por períodos curtos de até 3 semanas, pode estar 

diretamente relacionada ao aumento do comportamento semelhante à ansiedade. 

No entanto, deve-se considerar que o comportamento semelhante à ansiedade 

também pode aparecer em consequência de manter os roedores em condições 

adversas durante a janela crítica de desenvolvimento (LUKKES et al., 2009).  Um 

estudo demonstrou efeito ansiolítico pelo maior tempo gasto nos braços abertos do 
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labirinto em animais submetidos ao EA desde o desmame (HELLEMANS et al., 

2004). Por outro lado, Mosaferi et al. (2015) encontraram efeitos ansiolíticos 

demonstrados pelo aumento do tempo gasto nos braços abertos em animais 

expostos ao IS (DPN93). Um ponto que deve ser considerado é que o tempo gasto 

nos braços abertos do labirinto em cruz pode não ser um determinante do 

comportamento ansiogênico, uma vez que animais isolados podem apresentar maior 

tempo gasto na área aberta como uma tentativa de fuga das pequenas gaiolas onde 

foram alojados (MOSAFERI et al., 2015).   

Ao analisar outros parâmetros do labirinto em cruz, Brenes et al. (2009) 

descreveram maior comportamento semelhante à ansiedade no grupo submetido ao 

EA, devido à maior frequência de entrada dos animais nos braços fechados e maior 

número de cruzamento entre os braços (DPN60). No entanto, respostas de 

ansiedade observadas em animais EA também podem ser indicativas de uma maior 

capacidade em detectar perigos e ameaças no ambiente (MOSAFERI et al., 2015). 

Questões metodológicas também podem ter influenciado nesses resultados. Por 

exemplo, estudo demonstrou que a intensidade de luz ambiental interfere no 

comportamento exploratório de ratos no labirinto em cruz elevado (BECERRA; 

PARRA; MORATO, 2005). Os mesmos autores relataram que roedores testados sob 

níveis baixos de iluminação (0 e 1 lux), apresentaram maior exploração no ambiente 

pelo aumento de entradas e tempo de permanência nos braços abertos (BECERRA; 

PARRA; MORATO, 2005). Nesta revisão, apenas dois estudos informaram o tipo e 

intensidade da luz utilizada (BRENES et al., 2009; TANAS et al., 2015). Brenes et al. 

(2009) utilizaram duas lâmpadas vermelhas de 25W (aproximadamente 200 luxes), 

enquanto Tanás et al. (2015) utilizaram uma luz vermelha (100 lux). Ambos os 

estudos não encontraram diferenças nas condições de criação e exploração pela 

entrada dos braços abertos. Os dados sugerem que a intensidade de luz pode ter 

interferido na visão do animal e, consequentemente, na possível evitação dos braços 

abertos (BECERRA; PARRA; MORATO, 2005).  

A duração do IS pode ser determinante para a expressão fenotípica do 

comportamento semelhante à depressão (BRENES et al., 2020). No entanto, em 

todos os estudos revisados, o tempo de duração do IS foi suficiente para produzir 

esses efeitos. No teste de nado forçado o animal apresenta um intenso 

comportamento de nado e escalada na tentativa de fuga e, posteriormente, reduz 

consideravelmente os movimentos apenas para manter a cabeça acima da água 
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(SLATERRY; CRYAN, 2012; BELOVICOVA et al., 2017). Desta forma, o aumento da 

imobilidade no teste de nado forçado é um forte indicador de sintomas semelhantes 

a depressão em roedores (YANKELEVITCH-YAHAV et al., 2015). Nos estudos 

avaliados, as condições de habituação afetaram os parâmetros de imobilidade, 

natação, escalada e mergulho. Observou-se maior imobilidade nos animais expostos 

ao IS (BRENES et al., 2008b; MOSAFERI et al., 2015), sugerindo um desespero 

comportamental e prejuízo na tentativa de fuga devido a sintomas semelhantes a 

depressão. Por outro lado, a escalada e o mergulho são considerados 

comportamentos eficazes na tentativa de fuga (YANKELEVITCH-YAHAV et al., 

2015). Assim, a maioria dos estudos incluídos identificaram aumento do 

comportamento de escalada (SAENZ et al., 2006; BRENES et al., 2008b; 

MOSAFERI et al. 2015; ARDNT et al., 2015) e mergulho em ratos expostos ao EA 

(BRENES et al., 2008b). Os achados confirmam que o EA contribui para uma melhor 

resposta de enfrentamento em situação de estresse. Adicionalmente, o EA parece 

estar envolvido com uma maior plasticidade neural e neurogênese em animais (KOH 

et al., 2007), bem como com a redução de estados semelhantes a depressão por 

aumentar os níveis de serotonina no hipocampo (BRENES et al., 2009).  

Animais submetidos ao IS apresentaram desregulação emocional no Teste de 

preferência a Sacarose (BRENES et al., 2008a; YILDIRIM et al., 2012). A ingestão 

de sacarose foi maior nos animais IS (BRENES et al., 2008a), o que indica uma 

alteração no limiar de recompensa devido maior necessidade em experimentar 

sensações gratificantes (BRENES et al., 2020; ACERO-CASTILLO et al., 2021). Em 

contrapartida, Yildirim et al. (2012) observaram maior consumo de sacarose em 

animais IS e EA, indicando que o estresse causado por outros testes 

comportamentais afetou diretamente o resultado nos animais submetidos ao EA. 

Em nível neuroquímico, o EA aumentou a concentração de 5-HT no hipocampo 

(BRENES et al., 2009) e no córtex pré-frontal (BRENES et al., 2008b). No entanto, 

ainda não está bem esclarecido qual o mecanismo regulatório envolvido no aumento 

da quantidade de 5-HT nos animais expostos ao AE (BRENES et al., 2008b). Por 

outro lado, o IS é considerado um agente estressor que consegue reduzir as 

concentrações de 5-HT e, ao mesmo tempo, aumentar sua taxa de renovação no 

hipocampo (BRENES et al., 2020; KRUPINA et al., 2020) e córtex pré-frontal 

(BRENES et al., 2008b). Uma alteração no turnover de 5-HT e em seu metabólito 5-

HIAA, pode sugerir que animais IS apresentam maior utilização de 5-HT e, 
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consequentemente, não pode ser compensada pelo aumento de sua biossíntese 

(BRENES et al., 2009). Isto acontece devido à disfunção na atividade pré-sináptica 

de 5-HT ou redução nas fibras de 5-HT no hipocampo (BRENES et al., 2009). Por 

outro lado, estudo de Krupina et al. (2020), não encontrou diferença nos valores de 

5H-T e no turnover de 5-HT no córtex pré-frontal e corpo estriado de animais 

expostos ao IS. Assim, o desenvolvimento dos sistemas neuroquímicos envolvidos 

na regulação do humor, estresse e ansiedade pode ser suscetível a alterações 

provenientes de eventos adversos no início da vida (FONE; PORKEES, 

2008; LUKKES et al., 2009). Porém, são necessários mais estudos que avaliem os 

efeitos das diferentes condições ambientais sobre os mecanismos envolvidos nas 

alterações neuroquímicas. 

Em relação ao risco de viés, todos os estudos foram classificados como 

“incertos” em 50% ou mais dos quesitos avaliados. Isso significa que os estudos não 

descreveram todas as informações suficientes. Fatores como horário, iluminação, 

tempo e a ordem em que os testes são realizados podem influenciar na 

interpretação dos resultados comportamentais (GULINELLO et al., 2019). No estudo 

de Yildirim et al. (2012) foi relatado mais de um teste realizado no DPN70, porém os 

autores não descreveram se os mesmos animais foram utilizados em ambos os 

testes. Adicionalmente, Hellemans et al. (2004), foi o único estudo que não relatou o 

dia em que os testes foram realizados. Com isso, sugere-se que exista uma 

padronização e melhor detalhamento das metodologias de artigos que envolvam 

comportamentos emocionais para minimizar os vieses e proporcionar uma melhor 

reprodutibilidade. 
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8 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou que o isolamento social induziu fenótipo 

relacionado à ansiedade e depressão em ratos, o qual foi inferido através da 

redução do comportamento exploratório e menor resposta de enfrentamento às 

situações adversas. Por outro lado, o ambiente enriquecido promoveu redução do 

comportamento semelhante à depressão e aumento da concentração de 5-HT no 

hipocampo e córtex pré-frontal em roedores. Assim, os estímulos ambientais durante 

o período crítico de desenvolvimento parecem interferir nos comportamentos 

emocionais e nas atividades de neurotransmissores na prole adulta. 
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Abstract 

Social isolation (SI) is related to adverse neurobehavioral effects and neurochemical changes, 

particularly when they occur in early stages of development. On the other hand, 

environmental enrichment (EE) appears to reduce anxiety and depression-like behaviors and 

increase serotonin levels in the prefrontal cortex and hippocampus in rodents. The objective 

of this study was to systematically review the effects of SI and EE on emotional behaviors 

and some components of the serotonergic system in rats after weaning. Two authors 

independently searched the electronic databases Medline/PubMed, LILACS, Scopus, Web of 

Science, EMBASE, and Sigle via Open Gray. The first stage of the article selection process 

consisted of reading the articles by title and abstract. Subsequently, the full-text articles were 

read. Primary experimental studies that subjected rats to SI, EE, and normal social condition 

after weaning were included in this review. The risk of bias of the selected studies was 

evaluated considering the recommendations of SYRCLE's Risk of Bias. The Kappa index was 

calculated to measure the degree of agreement between reviewers during the article selection 

stage, as well as during the bias risk assessment stage. Eleven articles were included in this 

systematic review. The results showed that animals exposed to SI presented a lower 

behavioral index of habituation and a lower coping response to uncontrollable stress 

situations. On the other hand, EE promoted a reduction in depression-like behavior and an 

increase in serotonin levels in the hippocampus and prefrontal cortex of rodents. Thus, 

environmental stimuli during the critical period of development were associated with better 

emotional response as well as higher long-term levels of serotonin in brain regions. 

Keywords: "environmental enrichment"; "serotonergic system"; "social isolation"; "anxiety"; 

"depression". 
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1. Introduction 

Recently, distancing and social isolation (SI) have been recommended to prevent the 

propagation of infection caused by the pathogen called Severe Acute Respiratory Syndrome 

Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) (Debanjan and Mayank, 2020). However, it should be 

considered that long-term IS can cause negative effects on brain plasticity, as well as in 

different contexts of cognitive and emotional development (Mumtaz et al., 2018). 

Series of biological events such as proliferation, cell differentiation, neurons migration, axonal 

proliferation, glycogenesis, myelination and synaptogenesis characterize the critical period for the 

growth and development of the nervous system (Morgane et al., 2002). In rodents, this period 

occurs from gestation to the first three postnatal weeks (Rice and Barone, 2000). During 

critical periods, organisms are more vulnerable to exposure to adverse environmental stimuli 

(Cameron and Demerath, 2002). Thus, exposure to SI in early life and adolescence is 

considered a stress inducer (Yorgason et al., 2016) that can result in neurobehavioral 

changes (Fones and Porkess, 2008; Brenes et al., 2020), molecular, structural and functional 

changes in different areas of the brain (Biggio et al., 2019).  

Serotonin (5-HT) is a monoamine that participates in many physiological processes 

(Żmudzka et al., 2018), including the regulation of emotions and behavior (Żmudzka et al., 

2018; Muchimapura and Marsden, 2004). Environmental factors can directly affect the 

availability of 5-HT (Bonnin and Levitt, 2012). As 5-HT is an important neurotropic and 

signaling factor that acts in the brain during critical periods of development (Volpicelli et al., 

2014), changes in the availability of this monoamine can lead to changes in the signaling of 

its receptors (Bonnin and Levitt, 2012; Brummelte et al., 2017). 

In neurobehavioral terms, SI has been associated with anxiety- and depression-like 

behaviors (Ieraci et al., 2016), as well as changes in serotonin metabolism (Brenes et al., 

2020). Thus, SI appears to alter the 5-HT turnover (Brenes et al., 2008a; Brenes et al., 2009) 
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and influence the responsiveness and binding receptors (Marsden et al., 2011). Additionally, 

studies have also shown that rodents submitted to SI showed a reduction in gene transcription 

of 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2A, 5-HT2C, 5-HT3A, 5-HT6, and 5-HT7 receptors in the 

prefrontal cortex; reduction in expression of 5-HT1B, 5-HT2A, and 5-HT2C receptors in the 

hypothalamus and midbrain; increase in 5-HT6 receptor expression in the hippocampus 

(Bibancos et al., 2007; Grigoryan et al., 2022) and reduction in 5-HT levels in the amygdala 

(Kaneda et al., 2020). In this context, changes in the availability of 5-HT in specific regions 

may be associated with differences in the responsiveness of brain serotonergic receptors 

(Walker et al., 2019). 

Environmental enrichment (EE) is an environmental modification strategy that exposes 

laboratory animals to novelties and enhances sensory, physical and cognitive stimuli 

(Girbovan and Plamondon, 2013). These environmental stimuli are potent inducers of 

neurogenesis and neuroplasticity (Schaeffer, 2010). Thus, EE appears to reduce anxiety- and 

depression-like behavior (Pena et al., 2006; Brenes et al., 2009), as well as increase 5-HT 

levels in the prefrontal cortex and hippocampus (Brenes et al., 2008b; Brenes et al., 2009) in 

rodents. These data suggest that EE may be a non-pharmacological intervention (Schaeffer, 

2010) capable of attenuating the effects caused by SI. Thus, this review performed a 

systematic literature search as a tool to investigate the effects of SI and EE after weaning on 

anxiety- and depression-like behavior and components of the serotonergic system in rats. 

 

2. Methodology 

2.1. Type of study 

This is a systematic review of primary studies submitted and protocolad on the platform 

International Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO) under the number 

CRD42020200881 (Annex 1) and described according to the recommendations of the 
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Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Page et al., 

2021). 

2.2.  Eligibility Criteria 

Primary experimental studies that used subgroups of rats submitted to SI, EE and normal 

social condition after weaning were considered eligible. On the other hand, studies that used 

transgenic rodents, ex vivo studies, in vitro studies or in silico studies were ineligible. In 

addition, works that did not use a control environment were disregarded. Articles selected 

based on full reading were included according to the characteristics determined for PICO 

(population, intervention, comparison and outcomes) (Table 1). 

 

Table 1. Eligibility criteria  

 Inclusion criteria Exclusion criteria 

Population (P) Rats Studies with transgenic rodents and 

mice. 

Intervention (I) Animals exposed to social isolation 

(1 animal per cage) or 

environmental enrichment (more 

than 2 animals per cage + 

stimulating objects) after weaning. 

Studies that were use stress, feed 

restriction, interference of external 

agents in enriched conditions and 

studies that were not use 

experimental environments after 

weaning. 

Comparison (C) Control environment (regular size 

cage containing 2-5 animals/cage) 

Studies that don’t used environment 

control. 

Outcomes (O) Primary outcomes: behaviors related 

to anxiety and depression. 

Secondary outcomes: evaluation of 

components of the serotonin system 

in the brain (serotonin content; 

serotonin transporter; serotonin 

receptors). 

None.  

Publication 

parameters  

There was no restriction of articles 

date and languages. 

None. 
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2.2. Search Strategy 

The bibliographic searches were carried out in April 2021 and updated in July 2022 in the 

following electronic databases, no language and year of publication restrictions: 

MEDLINE/PubMed, LILACS, Scopus, Web of Science, EMBASE and Sigle via open gray. 

For each of the databases used, specific search strategies were created. The terms “social 

isolation”, “behavior” and “rat” were used according to the description of the Health Sciences 

Descriptors (DeCS) and Medical Subject Headings (MESH). The terms “environmental 

enrichment”, “enriched environment”, “anxiety” and “depression” were used according to the 

Emtree descriptors for the EMBASE platform and as independent terms, as described in table 

2. 

 

Table 2. Terms used in DeCS, MESH and Emtree. 

Data base Search strategies 

MEDLINE/PubMed "environmental enrichment" OR "enriched environment" 

AND behavior 

LILACS "environmental enrichment" OR "enriched environment" AND 

behavior 

Web of Science TS=(environmental enrichment) OR TS=(enriched 

environment) AND TS=(social isolation) AND TS=(rat) 

EMBASE 'environmental enrichment'/exp OR 'environmental 

enrichment' OR 'enriched environment' AND behavior OR 

anxiety OR depression AND 'social isolation' NOT human 

SCOPUS TITLE-ABS-KEY ( "environmental 

enrichment" )  OR  TITLE-ABS-KEY ( "enriched 

environment" )  AND  TITLE-ABS-

KEY ( behavior )  AND  TITLE-ABS-KEY ( "social 

isolation" )  AND NOT  TITLE-ABS-KEY ( human )   

SIGLE via open gray "environmental enrichment" OR "enriched environment" AND 

"social isolation" 
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Two reviewers (RPBS and ILP) performed the searches independently. In the first 

phase, studies were selected for inclusion through their titles and abstracts according to the 

inclusion and exclusion criteria. In the second phase, the selected studies were read in full for 

definitive inclusion or exclusion, according to the results of the systematic review. After 

selecting the articles, the two reviewers met to compare the findings. The third reviewer 

(LCMG) was consulted in cases of disagreements that were not resolved in a consensus 

meeting. 

 

2.3.  Data extraction 

The information regarding the title, authorship, journal and year of publication of the 

selected articles was obtained through a standardized form. Posteriorly, data regarding the 

methodology were extracted: species used, number of experimental groups, size of cages used 

to compose the groups, duration of social isolation and exposure to the enriched environment, 

elements used to enrich the environment and standard bioterium conditions. The primary data 

regarding anxiety and depression-like behavior were evaluated by studies that used tests such 

as elevated plus maze, open field, forced swim test or any other test used to evaluate these 

behaviors. The serotonergic system was evaluated by studies that used immunoreactivity or 

gene expression of components of the serotonergic system (gene expression in a certain 

amount of brain protein relative to a known protein content, usually actin) or protein 

expression (given by the size of the reactive bands on a nitrocellulose membrane) or the total 

serotonin content in the orifice or part of the brain (quantified in nanograms/total brain protein 

content). 

Data were extracted from texts, graphs and tables and progressively filed into tables 

designed to describe the characteristics, analyzed variables/results and risk of bias assessment. 

In all tables the names of the authors and year of publication of the articles are described. To 
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schematize the results, 3 tables were used: the first table describes information regarding the 

start and duration of the accommodation conditions; the second table shows behavioral test 

data and results of emotional findings; the third table presents the data referring to the 

concentration of serotonin. 

 

2.4.  Risk of bias 

The risk of bias of the studies selected for review was evaluated according to the 

recommendations of the SYRCLE’s Risk of Bias tool (Hooijmans et al., 2014) that classifies 

the risk of bias as “high”, “low” or “unclear”. Two reviewers (RPBS and RKBS) rated the 

following items: random sequence generation, baseline characteristics, allocation 

concealment, random housing, blinding of participants and personnel, random outcome data, 

blinding of outcomes assessment, incomplete outcome data, selective reporting, other bias. 

The disagreements were resolved in a consensus meeting. 

 

2.5. Data processing 

The results were presented in the form of a descriptive synthesis, using absolute and 

relative values (percentages) for the risk of bias. To assess the degree of agreement between 

reviewers, the Kappa index was applied during the selection of articles, as well as in the risk 

of bias assessment stage. The summary chart of the risk of bias assessment was performed 

using the Review Manager® software, version 5.3. The authors of the articles included were 

consulted for clarification on quantitative data or for additional details. However, due to the 

absence of feedback from them, it became unfeasible to apply meta-analysis in this review. 
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3. Results 

The search performed in electronic databases identified 4,613 studies in 

MEDLINE/PubMed, LILACS, Web of Science, EMBASE, SCOPUS and Sigle via Open 

Gray. Of these, 829 articles were removed due to duplicates in the bases. After analyzing the 

title and abstract, 3,755 articles were excluded for not meeting the eligibility criteria. 

Posteriorly, after the complete reading of the 29 selected articles, 11 were included in this 

review because they met the inclusion criteria (Figure 1) (Kappa = 0.71; indicates substantial 

agreement). 
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Figure 1. Flowchart of the selection process of studies included according to PRISMA 2020.

Identification of studies via databases and registers 

Records screened 

(n = 3784) 

Records excluded (n = 3755) 

Reason #1 Not an original article 

Reason #2 Not a study that used social isolation 

and environmental enrichment 

Reason #3 Not an animal study  

 

Phase 2: Full-text articles 

assessed for eligibility 

(n = 29) 

 

Studies included in review 

(n=11) 

 

Full-text articles excluded (n = 18) 

Reason #4 Rodents genetically modified 

Reason #5 Study that did not perform the 

experiment after weaning 

Reason #6 Transgenerational study 

Reason #7 Did not include all experimental 

groups 

Reason #8 Other associated strategies (eg. stress, 

food restriction, interference from external agents 

under enriched conditions. 

 

Phase 1: Records identified through database 

searching  

(n = 4613) 

MEDLINE/PubMed = 2537; LILACS = 629; 

Web of Science = 221; EMBASE = 1058; 

SCOPUS = 147; Sigle via Open Gray = 21 

 

Duplicate records removed 

              (n = 829) 
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3.1. Main characteristics of the studies 

The general data related to environmental conditions are described in Table 3. Of the 

eleven articles selected, most used male Sprague-Dawley rats (Saenz et al., 2006; Brenes et 

al., 2008a; Brenes et al., 2008b; Brenes et al., 2009; Pascual et al., 2013; Arndt et al., 2015; 

Mora-Gallegos et al., 2018), one article evaluated male Long-Evans rats (Hellemans et al., 

2004), two studies used male Wistar rats (Mosaferi et al., 2015; Tanás et al., 2015) and one 

evaluated Wistar rats of both sexes (Yildirim et al., 2012). The animals were distributed in 

different housing conditions (control, isolation and enrichment) between weaning age and the 

adaptation period that corresponded to the 21st and 30th postnatal day. 

The duration of housing conditions ranged from 10 to 42 days (Brenes et al., 2009; 

Yildirim et al., 2012; Pascual et al., 2013; Arndt et al., 2015) and 72 to 84 days Hellemans et 

al., 2004; Saenz et al., 2006; Brenes et al., 2008a; Brenes et al., 2008b; Mosaferi et al., 2015; 

Tanás et al., 2015; Mora-Gallegos et al., 2018). The period that the animals were exposed to 

the experimental tests ranged from 1 to 6 days (Brenes et al., 2009; Yildirim et al., 2012; 

Pascual et al., 2013; Tanás et al., 2015; Mosaferi et al., 2015; Arndt et al., 2015) and from 42 

to 69 days (Brenes et al., 2008a; Brenes et al., 2008b; Saenz et al., 2006; Mora-Gallegos et al., 

2018). Only one of the articles did not mention the age at which behavioral tests started 

(Hellemans et al., 2004). 

 

3.2. Assessment of the quality of studies 

The data referring to the assessment of the risk of bias of the selected articles are shown 

in figure 2 (Kappa = 0.98; indicates almost perfect agreement). Most studies have randomized 

animals from experimental groups (Hellemans et al., 2004; Saenz et al., 2006; Brenes et al., 

2008a; Brenes et al., 2008b; Brenes et al., 2009; Pascual et al., 2013; Arndt et al., 2015; 

Mora-Gallegos et al., 2018), reported information on similar baseline characteristics between 



92 

 

groups (Hellemans et al., 2004; Saenz et al., 2006; Brenes et al., 2008a; Arndt et al., 2015; 

Mosaferi et al., 2015; Tanás et al., 2015; Mora-Gallegos et al., 2018) and random housing 

(Hellemans et al., 2004; Saenz et al., 2006; Brenes et al., 2008a; Brenes et al., 2008b; Brenes 

et al., 2009; Pascual et al., 2013; Arndt et al., 2015; Mora-Gallegos et al., 2018). None of the 

studies mentioned about animal allocation concealment. Only Arndt et al. (2015) and 

Mosaferi et al. (2015) reported blinding of participants and personnel during intervention 

measures. On the other hand, only Mosaferi et al. (2015) reported blinding of outcomes 

assessment. Finally, most studies (81.8%) were classified as having uncertain risk of bias in 

the description of the outcomes found (Brenes et al., 2008a; Brenes et al., 2008b; Brenes et 

al., 2009; Yildirim et al., 2012; Pascual et al., 2013; Arndt et al., 2015; Mosaferi et al., 2015; 

Tanás et al., 2015; Mora-Gallegos et al., 2018). 
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Figure 2. Risk of bias assessment, following the recommendations of the SYRCLE tool. A) Risk of 

bias studies with their respective results. B) Risk of bias of the studies and their respective percentages 

in each assessment item. 
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3.3. Emotional behaviors 

To understand the impact of environmental conditions on emotional aspects, the articles 

performed some behavioral tests that are described in Table 4. To identify anxiety-like 

behaviors, were used the elevated plus maze test (Hellemans et al., 2004; Pascual et al., 2013; 

Yildirim et al., 2012; Mosaferi et al., 2015; Tanás et al., 2015; Mora-Gallegos et al., 2018; 

Brenes et al., 2009), open field test (Brenes et al., 2008b; Tanás et al., 2015; Mosaferi et al., 

2015; Mora-Gallegos et al., 2018; Brenes et al., 2009), fear conditioning test (Mora-Gallegos 

et al., 2018), black/white box (Hellemans et al., 2004) and social interaction test (Tanás et al., 

2015). To assess depression-like behaviors, were used the forced swimming test (Saenz et al., 

2006; Brenes et al., 2008b; Brenes et al., 2009; Yildirim et al., 2012; Mosaferi et al., 2015; 

Arndt et al., 2015) and a sucrose preference test (Saenz et al., 2006; Brenes et al., 2008a; 

Yildirim et al., 2012).     

The plus maze test was performed between PND33 and PND103. There was an increase 

in anxiety-like behavior in the SI group (Pascual et al., 2013). On the other hand, Brenes et al. 

(2009), found increased anxiety-like behavior in the EE group on PND60 (greater number of 

entries in closed arms and crossings in arms). On the contrary, two studies showed parameters 

for the anxiolytic effect in animals submitted to EE (Hellemans et al., 2004; Mora-Gallegos et 

al., 2018). Two articles did not find differences between the groups studied (Tanás et al., 

2015; Yildirim et al., 2012). When evaluating the Stretch-Attend Posture (SAP), Mora-

Gallegos et al. (2018) found no difference between animals in SI or EE. One study associated 

plus maze results only with exploratory behavior without specifying anxiety-like behavior 

(Mosaferi et al., 2015). 

Regarding the open field test, studies have observed a better habituation to the 

environment in animals submitted to EE, by reducing the frequency of crossing and rearing, 

as well as by increasing the duration of gromming (Brenes et al., 2008b; Mora-Gallegos et al., 



95 

 

2018). Additionally, Brenes et al. (2009) also identified a better habituation to the 

environment in the animals of the EE group through the increase in the gromming time in the 

PND62. 

Two articles found no differences between environmental conditions and anxiety-like 

behaviors using the black and white box test (Hellemans et al., 2004), open field test and 

social interaction test (Tanás et al., 2015). On the other hand, anxiety-like behavior and less 

adaptation to dangerous situations were observed in SI animals in the PND90 through the fear 

conditioning test (Mora-Gallegos et al., 2018). 

Of the studies that used the sucrose preference test, one identified anxiety-like behaviors 

by increasing the intake of sucrose solution (ml) (Brenes et al., 2008a) and water (ml) (Brenes 

et al., 2008a e Yildirim et al., 2012) in socially isolated animals. On the other hand, 

depressive behavior through increased sucrose intake was observed in both SI and EE groups 

(Yildirim et al., 2012). An antidepressant effect was found on PND94 in animals exposed to 

EE, through the reduction in the percentage of preference to sucrose (Brenes et al., 2008a). 

The forced swimming test showed homogeneous results. Studies have identified 

depressive behaviors in SI animals, due to increased immobility (Brenes et al., 2008a; 

Mosaferi et al., 2015) and reduced diving and struggling (Yildirim et al., 2012). Furthermore, 

Yildirim et al. (2012) also found depressive behavior in the EE and SI groups due to increased 

immobility. On the other hand, antidepressant effects were perceived in animals submitted to 

EE through the behaviors analyzed in the forced swimming test, namely: increase in 

swimming (Brenes et al., 2008b; Brenes et al., 2009), diving (Brenes et al., 2008b; Saenz et 

al., 2006) and climbing (Brenes et al., 2008b; Saenz et al., 2006; Arndt et al., 2015).   
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3.4. Results related to serotonin 

Only two articles evaluated serotonin levels in the experiments (Brenes et al., 2008b; 

Brenes et al., 2009). The studies evaluated the concentrations of serotonin (5-HT), 5-

hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) and serotonin turnover (5-HTt) in the prefrontal cortex 

(PFC) and ventral striatum (VS) (Brenes et al., 2008b), as well as in the hippocampus (Brenes 

et al., 2009) (Table 4). The 5-HT concentrations were increased in the cortex and 

hippocampus in animals exposed to EE (Brenes et al., 2008b; Brenes et al., 2009). Rats 

submitted to SI showed an increase in 5-HTt concentrations in the cortex (Brenes et al., 

2008b) and hippocampus (Brenes et al., 2009). In addition, there was a reduction in the 

concentration of 5-HT in the EV in animals under the same isolation conditions (SI) (Brenes 

et al., 2008b). 

Table 2. General characteristics of the studies included in the systematic review 

Author (year) Population General conditions of SI and EE 

  Start of social 

condition  

Duration of social 

condition 

Hellemans et al. (2004) Long-Evans (Males) PND21 12 weeks 

Saenz et al. (2006) Sprague-Dawley (Males) PND 22-24 11 weeks 

Brenes et al. (2008)a Sprague-Dawley (Males) PND30 84 days 

Brenes et al. (2008)b Sprague-Dawley (Males) PND30 84 days 

Brenes et al. (2009) Sprague-Dawley (Males) PND28 42 days 

Yildirim et al. (2012) Wistar (Males and females) PND21 6 weeks 

Pascual et al. (2013) Sprague-Dawley (Males) PND22 10 days 

Mosaferi et al. (2015) Wistar (Males) PND21 73 days 

Arndt et al. (2015) Sprague-Dawley (Males) PND21 30 days 

Tanás et al. (2015) Wistar (Males) PND24 73 days 

Mora-Gallegos et al. (2018) Sprague-Dawley (Males) PND30 72 days 

PND = post-natal day; C = control; EE = environmental enrichment; SI = social isolation. 
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Table 3. Effects of social isolation and environmental enrichment on the behavior patterns of rats.  

 OPEN FIELD TEST   

Author (year) Parameters evaluated Age of experiments Results analyzed Interpretation of results 

Brenes et al. (2008)b Grooming PND37  ↑ duration in EE group     Faster habituation in EE group 

  PND65 ↑ duration in EE group    Faster habituation in EE group  

  PND93 ↑ duration in EE group     Faster habituation in EE group  

  PND107 ND - 

 Crossing PND37  ↓ frequency in EE group  Faster habituation in EE group  

  PND65 ↓ frequency in EE group Faster habituation in EE group  

  PND93 ↓ frequency in EE group Faster habituation in EE group 

  PND107 ↓ frequency in EE group Faster habituation in EE group 

 Rearing  PND37  ↓ frequency in EE group Faster habituation in EE group  

  PND65 ND - 

  PND93 ND - 

  PND107 ↑ frequency in SI group Effect of swimming stress (PND106) 

Brenes et al. 2009 Crossing PND62 ↑ frequency in SI group Less habituation 

 Rearing PND62 ND - 

 Grooming PND62 ↑ time in EE group Better habituation 

Tanás et al. (2015) Locomotion PND104 ND - 

 Rearing  PND104 ND - 

Mora-Gallegos et al. (2018) Locomotion PND28 ND - 
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  PND58 ↓ locomotion along OFT in group 

EE 

Faster habituation in EE group 

  PND88 ↓ locomotion along OFT in group 

EE  

Faster habituation in EE group 

 Rearing PND28 ND - 

  PND58 

 

 ↓ frequency and time of rearing in 

group EE 

Faster habituation in EE group 

  PND88 ND - 

 Grooming PND28 ND - 

  PND58 ↑ in EE group Faster habituation in EE group 

  PND88 ↑ in EE group Faster habituation in EE group 

 ELEVATED PLUS MAZE    

Author (year) Parameters evaluated Age of experiments Results analyzed Interpretation of results 

Hellemans et al. (2004) Time in open arms (%) NI ↑ in EE group ↓ anxiety-like behavior 

 Number of open-arm entries NI ↑ in EE group ↓ anxiety-like behavior 

Brenes et al. 2009 Time spent in open arms (%) PND60 ND - 

 Time spent in closed arms (%) PND60 ND - 

 Time spent in central area (%) PND60 ND - 

 Number of entries in open arms 

(frequency) 

PND60 ND - 

 Number of entries in closed PND60 ↑ in EE group ↑ anxiety-like behavior in EE group 
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arms (frequency) 

 Total arms crossings (frequency) PND60 ↑ in EE group ↑ anxiety-like behavior in EE group 

Yildirim et al. (2012) Time spent in the open arms PND70 ND - 

 Frequency of the arm entries PND70 ND - 

Pascual et al. (2013) Open arm entries (%) PND33-34 ↓ in IS group ↑ anxiety-like behavior 

Tanás et al. (2015) Total time spent in the open 

arms and closed arms  

PND103 

 

ND  - 

 

 Number of entries to the open 

arms and closed arms 

PND103 ND - 

Mosaferi et al. (2015) Time in open arms PND93 ↑ in SI group IS than control group  Exploratory behavior 

 % Open Arms entries PND93 ↑ in SI and EE groups  Exploratory behavior 

 Total Arms entries PND93 ↑ in control group Higher locomotor activity  

Mora-Gallegos et al. (2018) Stretch -Attend Posture (SAP) PND29 ND - 

  PND89 ↑  in control group ↑ anxiety-like behavior 

 Head-Dipping (HD) PND29 ND - 

  PND89 ↑ in EE group ↓ anxiety-like behavior 

 Time in open arms PND29 ND - 

  PND89 ND - 

 Time in closed arms PND29 ND - 

  PND89 ND - 
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 SOCIAL INTERACTION 

TEST 

   

Author (year) Parameters evaluated Age of experiments Results analyzed Interpretation of results 

Tanás et al. (2015) Social play mean PND40 ND  - 

  PND61 ND - 

 

 

 FEAR CONDITIONING 

TEST 

   

Author (year) Parameters evaluated Age of experiments Results analyzed Interpretation of results 

Mora-Gallegos et al. (2018) Rearing PND90 ↑ in SI group 

 

↑ anxious and reactive response in SI 

rats 

 Grooming PND90 ND - 

 Freezing PND90 ↓ in SI group ↓ adaptation to dangerous situations  

 BLACK/WHITE BOX    

Author (year) Parameters evaluated Age of experiments Results analyzed Interpretation of results 

Hellemans et al. (2004) Time spent in each compartment  NI ND - 

 Number of re-entries into the 

white  

NI ND - 
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 SUCROSE PREFERENCE 

TEST 

   

Author (year) Parameters evaluated Age of experiments Results analyzed Interpretation of results 

Saenz et al. (2006) Water intake (ml) Weeks (6 and 10) ↑ in EE group    ↑ anxiety-like behavior in EE group 

Brenes et al. (2008) a Sucrose consumption (ml) PND66  ↑ in SI group than EE group ↑ depressive-like behavior  

  PND94 ↑ in SI group than control group  ↑ depressive-like behavior 

  PND109 ND  - 

 Water consumption (ml) PND66  ND - 

  PND94 ND - 

  PND109 ↑ in SI group than EE group ↑ depressive-like behavior 

 Preferência à sacarose (%) PND66  ND  

  PND94 ↓ in EE group  ↓ depressive-like behavior  

  PND109 ND - 

Yildirim et al. (2012) Sucrose consumption (ml) PND70 ↑ in SI and EE groups Altered coping response to stress 

situation  

 Water consumption (ml) PND70 ↑ in SI group and ↓ in EE group  Altered coping response to stress 

situation  

 Sucrose preference (%) PND70 ND - 

 FORCED SWIMMING TEST    

Author, year Parameters evaluated Age of experiments Results analyzed Interpretation of results 

Saenz et al. (2006) Climbing  Week (11) ↑ in EE group    ↓ depression-like behaviors 
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 Diving Week (11) ↑ in EE group    ↓ depression-like behaviors  

Brenes et al. (2008)b Immobility PND106 ↑ time in SI group    ↑ depressive-like behavior 

 Swimming and climbing PND106 ↑ time in EE group    ↓ depressive-like behavior 

 Diving PND106 ↑ time in EE group ↓ depressive-like behavior  

Brenes et al. 2009 Immobility 

 

PND64-65 ↓ time of immobility in EE group 

(PND65) 

Coping-stress response in front of an 

uncontrollable stress situation  

 Swimming PND64-65 ↑ time of swimming in EE  group 

(DPN64-65) 

↓ depression-like behaviors 

 

 Climbing PND64-65 ↑ time of climbing in all groups 

from days 1 to 2 

↓ depression-like behaviors  

Yildirim et al. (2012) Diving  PND70 ↓ in SI group ↑ depression-like behaviors 

 Struggling  PND70 ↓ in SI group ↑ depression-like behaviors 

 Immobility PND70 ↑ in EE and SI groups  ↑ depression-like behaviors  

Arndt et al. (2015) Imobilidade – pretest (Exp. II) PND56-61 ND - 

 Swimming – pretest (Exp. II) PND56-61 ↑ in control group than SI group ↑ escape-directed behavior 

 Climbing – pretest (Exp. II) PND56-61 ↑ in EE group ↓ depression-like behaviors 

 Swimming – pretest (Exp. II) PND56-61 ND - 

 Immobility – pretest (Exp. III) PND56-61 ND - 

 Swimming – pretest (Exp. III) PND56-61 ND - 

 Climbing – pretest (Exp. III) PND56-61 ↑ in EE group than control ↓ depression-like behaviors 

NI = no information; ND = no diference; PND = post-natal day; EE = environmental enrichment; SI = social isolation 
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Table 4. Evaluation of serotonergic components. 

Author, year Technique used Parameter evaluated Region assessed Result 

Brenes et al. (2008)b HPLC-EC 5-HT PFC ↑ in group EE 

VS ND 

5-HIAA PFC ND 

VS ND 

5-HIAA/5-HT PFC ↑ in group SI 

VS ↓ in group EE 

Brenes et al. (2009) HPLC-EC 5-HT Hippocampus ↑ in group EE 

5-HIAA Hippocampus ND 

5-HTt Hippocampus ↑ in group SI 

HPLC-EC = liquid chromatography coupled with electrochemical detection; 5-HT = serotonin; 5-HIAA = 5-hydroxyindoleacetic acid; 5-HTt = 

5-HT turnover; PFC = prefrontal cortex; VS = ventral striatum; C = control; EE = environmental enrichment; SI = social isolation; ND = no 

difference 
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4. Discussion 

The main results found in this systematic review point to the effects of different housing 

conditions (control environment, social isolation and environmental enrichment) after 

weaning on emotional behavior and the expression of serotonergic system components. 

Regarding behavioral tests, the results related to exploratory and anxiety behavior 

showed that the animals exposed to the EE had a better behavioral index of habituation 

compared to the control and SI animals. The EE after weaning reduced locomotor activity and 

rearing and crossing behavior, as well as increased grooming behavior in the open field. The 

rapid habituation observed in animals submitted to EE was also observed in other studies 

(Schrijver et al., 2002; Rojas-Carvajal et al., 2018). Additionally, behavioral effects are 

evident when habituation occurs in the early stages of development (Mora-Gallegos et al., 

2018), due to the greater interaction with the new environment in animals submitted to EE 

(Varty et al., 2000). Although animals submitted to SI express hyperactivity in new 

environments and take longer to habituate (Fones and Porkess, 2008). Tanás et al. (2015) 

found no differences in habituation and anxiety behavior in rodents, regardless of rearing 

conditions. The authors claimed that their experiments did not produce effects for two 

reasons: 1) due to a small sample of animals (n=6 per group) or 2) because the enriched cage 

had little variety of objects and they were changed less frequently (Tanás et al., 2015) (See 

Supplementary Material). 

The studies showed disagreements on the effect of housing conditions on anxiety-like 

behavior assessed by the elevated plus maze. Parker and Morinan (1986) reported that 

keeping animals in different housing conditions (SI or EE) for short periods of up to 3 weeks, 

may be directly related to increased anxiety-like behavior. However, it should be considered 

that anxiety-like behavior may also appear due to keeping rodents in adverse conditions 

during the critical developmental window (Lukkes et al., 2009). One study demonstrated an 
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anxiolytic effect due to the longer time spent in the open arms of the plus maze in animals 

submitted to EE since weaning (Hellemans et al., 2004). However, Mosaferi et al. (2015) 

found anxiolytic effects by increasing the time spent in open arms in animals exposed to SI 

(PND93). A point that should be considered is that the time spent in the open arms of the plus 

maze may not be a determinant of anxiogenic behavior, since isolated animals may spend 

more time in the open area as an attempt to escape from the small cages where they were 

housed (Mosaferi et al., 2015).   

When analyzing other parameters of the plus maze, Brenes et al. (2009) described higher 

anxiety-like behavior in the group submitted to EE, due to the higher frequency of entry of 

animals into closed arms and the higher number of crossings between the arms (PND 60). 

However, the anxiety responses observed in the EE animals may also be indicative of a 

greater capacity to detect dangers and threats in the environment (Mosaferi et al., 2015). 

Methodological issues may also have influenced these results. A study demonstrated that the 

intensity of ambient light interferes with the exploratory behavior of rats in the elevated plus 

maze (Garcia et al., 2005). The same authors reported that rodents tested under low lighting 

levels (0 and 1 lx), showed greater exploration in the environment by the increase entries and 

time spent in open arms (Garcia et al., 2005). In this review, only two studies reported the 

type and intensity of light used (Brenes et al., 2009; Tanas et al., 2015). Brenes et al. (2009) 

used two 25 wats red lamps (approximately 200 lx), while Tanás et al. (2015) used a red light 

(100 lux). Both studies found no differences in the conditions of creation and exploration by 

the entrance of open arms. Both studies found no differences in the conditions of creation and 

exploration by the entrance of open arms. The data suggest that the light intensity has 

interfered with the animal's vision and, consequently, in the possible avoidance of open arms 

(Garcia et al., 2005). 
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The duration of social isolation may be a determinant for the phenotypic expression of 

depression-like behavior (Brenes et al., 2020). However, in all reviewed studies, the duration 

of SI was sufficient to produce these effects. The increased immobility in the forced swim test 

is a strong predictor of depression-like symptoms in rodents (Yankelevitch-Yahav et al., 

2015). Thus, in the evaluated studies, habituation conditions affected immobility, swimming, 

climbing, and diving parameters. Higher immobility was observed in animals exposed to SI 

(Brenes et al., 2008b; Mosaferi et al., 2015), suggesting behavioral despair and impaired 

escape attempts due to depression-like symptoms. Alternatively, climbing and diving are 

considered effective behavior in the escape attempt to depression-like symptoms 

(Yankelevitch-Yahav et al., 2015). Thus, most of the included studies identified increased 

climbing behavior (Saenz et al., 2006; Brenes et al., 2008b; Mosaferi et al. 2015 e Ardnt et al., 

2015) and diving in rats exposed to EE (Brenes et al., 2008b). The findings confirm that AE 

contributes to a better coping response in a stressful situation. Further, EE seems to be 

involved in higher neural plasticity and neurogenesis in animals (Koh et al., 2007), as well as 

with the reduction in depression-like states by increasing serotonin levels in the hippocampus 

(Brenes et al., 2009). 

The animals submitted to SI showed emotional dysregulation in the Sucrose Preference 

Test (Brenes et al., 2008a; Yildirim et al., 2012). Sucrose intake was higher in SI animals, 

which indicates a change in the reward threshold due to the greater need to experience 

rewarding sensations (Brenes et al., 2020; Acero-Castillo et al., 2021). Alternatively, Yildirim 

et al. (2012) observed higher sucrose consumption in SI and EE animals, indicating that the 

stress caused by other behavioral tests directly affected the result in animals submitted to EE. 

At a neurochemical level, the EE increased the concentration of 5-HT in the hippocampus 

(Brenes et al., 2009) and prefrontal cortex (Brenes et al., 2008b). However, the regulatory 

mechanism involved in the increase in the amount of 5-HT in animals exposed to AE is still 
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unclear (Brenes et al., 2008b). However, the SI is considered a stressor agent that manages to 

reduce 5-HT concentrations and, simultaneously, increase its turnover rate in the 

hippocampus (Brenes et al., 2020; Krupina et al., 2020) and the prefrontal cortex (Brenes et 

al., 2008b). An alteration in the turnover of 5-HT and in its 5-HIAA metabolite may suggest 

that SI animals have a greater use of 5-HT and, consequently, cannot be compensated by the 

increase in its biosynthesis (Brenes et al., 2009). This happens due to dysfunction in 

presynaptic 5-HT activity or reduction in 5-HT fibers in the hippocampus (Brenes et al., 

2009). Even so, the study by Krupina et al. (2020), found no difference in 5H-T values and 5-

HT turnover in the prefrontal cortex and striatum of animals exposed to SI. Thus, the 

development of neurochemical systems involved in mood, stress and, anxiety regulation may 

be susceptible to changes arising from adverse events in early life  (Fone and Porkess, 

2008; Lukkes et al., 2009). However, further studies are needed to assess the effects of 

different environmental conditions on the procedures involved in neurochemical changes. 

In terms of the risk of bias, all studies were classified as “uncertain” in 50% or more of 

the considered questions. This means that the studies did not describe enough information. 

Factors such as lighting, time, and the order in which the tests are performed can influence the 

interpretation of behavioral results (Gulinello et al., 2018). In the study by Yildirim et al. 

(2012) was reported more than one test performed on the PDN70, but the authors did not 

describe whether the same animals were used in both tests. Moreover, the study by Hellemans 

et al. (2004) was the only one that did not report the day the tests were performed. With this, 

there be a standardization and better detailing of the methods of articles that involve 

emotional behavior to minimize biases and provide better reproducibility. 
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5. Conclusion 

This systematic review demonstrated that social isolation reduced exploratory behavior and 

coping response to adverse situations associated with the induction of phenotype related to 

anxiety and depression in rats. Alternatively, the enriched environment promoted an 

antidepressant effect and increased 5-HT concentration in the hippocampus and prefrontal 

cortex in rodents. Thus, environmental stimuli during the critical period of development 

appear to interfere with emotional behavior and neurotransmitter activity in adult rat 

offspring. 
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Supplementary table. General characteristics of the enriched environment  

Author, year Box size Number of 

animals per 

cage 

Characteristics 

 

Frequency of object 

exchanges 

Hellemans et al. (2004) 75x75x180 cm height 12 Three levels were connected by ramps with 

several wheels and toys. 

Bi-weekly 

Saenz et al. (2006) 120x70x70 cm height 15 The rectangular stainless-steel floor with tree 

levels, walls and roof covered with metal wire 

netting (2.54 cm holes). Non-chewable plastic 

objects (three fast track and four crawl balls), 

two PVC tubes, and a small running wheel. 

Each 2 days 

Brenes et al. (2008)a 120x70x100 cm 

height 

15 Non-chewable plastic objects and two PVC 

tubes, five food dispensers and two water 

bottles. 

1 or 2 days 

Brenes et al. (2008)b 120x70x100 cm 

height 

15 Non-chewable plastic objects and two PVC 

tubes, five food dispensers and two water 

bottles. 

1 or 2 days 

Brenes et al. (2009) 120x70x100 cm 

height 

15 Non-chewable plastic objects and two PVC 

tubes, five food dispensers and two water 

bottles. 

1 or 2 days 

Yildirim et al. (2012) Three large acrylic 6 Three large acrylic boxes were connected to 3 times per week 
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boxes (30×30×50 cm) each other via re-arrangeable tunnels. The 

boxes contained different food dispensers, 

water bottles, two running wheels, climbing 

ladders, shelter and a variety of stimulating 

objects. 

Pascual et al. (2013) 100x100x100 cm 

height 

14 Ramps, tunnels, wheels, and ropes to climb. - 

Mosaferi et al. (2015) 63x88x82 cm height 5 Two running wheels, two food dispensers, two 

water bottles and with a variety of toys, several 

types of stairs and PVC tubes, objects (balls, 

rings and a block of plate with predrilled holes) 

made of non-chewable plastic. 

Weekly 

Arndt et al. (2015) 

 

60×120×45 cm height 10 Equipped with fourteen non-toxic objects 

(children’s toys, PVC pipe, etc.) 

Seven of the objects 

were changed daily 

and all of the toys 

were changed weekly. 

Tanás et al. (2015) 61×41×21 cm height Pair-reared 

 

Several objects (small metal ladder, standard 

40 mm Ping-Pong ball, wooden brick, natural 

size plush mouse). 

When needed 

Mora-Gallegos et al. 

(2018) 

120x70x100 cm 

height 

15 Non-chewable plastic objects, PVC tubes, food 

dispensers and water bottles. 

At least twice a week 
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