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Abstract. Effects of immobilization-induced stress on pregnant rats. The stress is a social problem. The exposure of pregnant rats
to stress can cause maternal physiological and behavioral changes. The purpose of this work was investigate the stress effect on the
reproductive performance in Wistar rats submitted to immobilization from the first to the 20th day of gestation. The day on which
spermatozoa were found in the vaginal smear was considered as day 0 of gestation. The pregnant rats were individually caged and
randomly distributed in two groups; control group: animals without immobilization-induced stress and experimental group: animals
submitted to immobilization induced-stress 1 hour/day, inside a contensor (PVC tube). Following treatment the maternal body
weight gain, pre and post-implantation loss, mean of live fetuses, reabsorption index, intrauterine deaths, as well as fetal and
placental mean weight were evaluated. The number of corpora lutea, implantations and reabsorptions was counted. Besides the
percentage of adequate (AGA), small (SGA) and large (LGA) newborn related to gestational age was evaluated. The results showed
increased number of total reabsorption as well as body fetal weight and number of life fetus reduction. All the newborns were small
to gestation age (SGA).The immobilization-induced stress on pregnant rats interfere both with performance reproductive in rats
and with  fetal developmental.
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Resumo. O estresse é um fator social preocupante que leva a alterações maternas, tanto fisiológicas como comportamentais. A
proposta deste estudo foi investigar os efeitos do estresse no desempenho reprodutivo de ratas Wistar, submetidas à imobilização
do primeiro ao 20º dia de prenhez.  O dia no qual o espermatozóide foi encontrado no esfregaço vaginal foi considerado o dia 0 de
gestação. As ratas prenhes foram colocadas em gaiolas individualizadas e aleatoriamente distribuídas em dois grupos; grupo
controle: animais não submetidos à indução de estresse por imobilização; grupo experimental: animais submetidos ao estresse por
imobilização, 1h/dia, dentro de um contensor (tubo de PVC). Após o tratamento obtiveram-se registros do ganho de peso materno,
perdas pré e pós-implantações, média de fetos vivos, índice de reabsorções, mortes intra-uterinas, assim como, peso médio dos
fetos e das placentas. O número de corpos lúteos, implantações e reabsorções foi contado. Além disso, foi avaliado o percentual de
recém-nascidos pequenos (PIP), adequados (AIP) e grandes (GIP) para a idade gestacional. Os resultados mostraram aumento no
número de reabsorções assim como redução no peso fetal e no número de fetos vivos. Todos os recém-nascidos foram pequenos
para a idade gestacional (PIP). O estresse induzido por imobilização em ratas prenhes, interfere tanto no desempenho reprodutivo
das ratas  como no desenvolvimento fetal.

Palavras-chave: estresse, imobilização, desempenho reprodutivo, gestação, rato.
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INTRODUÇÃO

Todos os animais respondem a estímulos como
manipulação física e  traumas, com diferentes
comp onente s de  ordem neural, humora l ou
metabólica visando a manutenção ou a reposição
da homeostase. As alterações impostas por estes
estímulos são geralmente denominadas como
respostas ao estresse (WAGNER, 1991).

O estresse pode ser definido como uma reação
do organismo a forças deletérias e que, geralmente,
se manifestam por alterações neuroendócrinas ou
adrenocorticais. O estresse em animais pode ser
considerado de dois tipos: o estresse mental, o qual
pode ser desencadeado por um meio-ambiente hostil
ou não familiar; e o estresse físico ou participatório,
que pode ser causado por técnicas de contenção,
anestésicos ou cirurgias (STOTT,1981; MUIR, 1990).

A imobilização é uma das técnicas usadas para
induzir estresse em ratos e foi utilizada por BAJKOVA

(1988), BHARIHOKE  et al. (2000), ALMEIDA et al. (2000),
RAÍ et al. (2003), BELTRAME et al.(2006). Os autores
observaram redução no peso corporal dos animais
estressados por imobilização e alterações nas funções
reprodutivas. Estudos em fêmeas têm evidenciado
que as alterações hormonais devido ao estresse
crônico causam problemas reprodutivos, tais como
anestro, ciclo estral irregular, cistos ovarianos,
puberdade tardia, mortalidade embrionária e baixa
taxa de ovulação (SCHOELTEN & LIPTRAP, 1978; BARD et
al.,1982; HENNESSY & WILLIAMSON, 1983; LOPEZ-
CALDERON et al., 1990; VARLEY, 1991; TSUMA et al., 1998).

As respostas ao estresse classicamente conhecidas
incluem a ativação do eixo hipotálamo-pituitária-
adrenal (HPA), que provoca a liberação do hormônio
liberador de corticotrofina (CRH) e a subseqüente
liberação de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH)
e de glicocorticóides pelo córtex da adrenal (GUYTON,
2002). O eixo reprodutivo é inibido em todos os níveis
por vários componentes do eixo HPA. Os hormônios
liberados em resposta ao estresse alteram as funções
reprodutivas através do eixo hipotálamo–pituitária-
gonadal (HPG), inibindo a secreção de hormônio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) e, conseqüentemente,
interferindo na liberação do hormônio folículo-

estimulante (FSH) e do hormônio luteinizante (LH)
e alterando o efeito estimulatório da gonadotrofina
na secreção de esteróides sexuais.

O estresse é um problema social freqüente no
mundo moderno e se torna mais grave quando ocorre
durante a gravidez. É comum ouvirmos que o estado
emocional da mãe, durante a gestação, influi no futuro
bem estar emocional da criança que vai nascer ou,
outras vezes, determinar até a interrupção da gravidez.
DAL BELLO et al. (2005) aplicaram, em ratas grávidas,
estresse utilizando uma caixa de Skinner onde as ratas
recebiam choques de intensidade de 0,5 mA e duração
de 3 segundos, do 13º ao 20º dia de gestação. O
estresse, sob estas condições, levou a uma redução
de ingestão de alimento e maior dificuldade em
conseguir sucesso na gestação e no parto.

Estudo re trospectivo em se re s humanos
(WEINSTOCK, 2001) sugere que estresse crônico,
durante gravidez, está associado com os níveis
elevados de hormônio liberador de corticotrofina
(CRH), de hormônio adreno-corticotrófico (ACTH)
e de cortisol. Esses hormônios podem aumentar a
probabilidade do nascimento de prematuros, de
atrasos no desenvolvimento, infertilidade e anomalia
de comportamento nas crianças.

Muitas evidências associam a ansiedade materna
ao nascimento prematuro e também ao baixo peso
ao nascimento. Alterações nos níveis hormonais
també m podem causar a lte raçõe s no
desenvolvimento embrio-fetal (KHERA, 1987).

DIEGO et al. (2006) observaram que quanto maior
o nível de problemas relacionados à depressão e
ansiedade, apresentados pela mulher, menor era o
tamanho de seus fetos. Os autores observaram,
ainda, que os níveis elevados de cortisol estavam
diretamente ligados a níveis mais altos de estresse e
também a uma menor estimativa do peso fetal.

Neste trabalho, avaliou-se, de forma experimental,
o desempenho reprodutivo de ratas Wistar, submetidas
a estresse por contenção do 1º ao 20º dia de prenhez.

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se ratas Wistar, nulíparas, sexualmente
maduras, com peso variando entre 170 e 230g. Os
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animais, provenientes do Biotério Central do Centro
de Ciências Biológicas, UEL, foram mantidos durante
os p e ríodos de  aclimatação (se te  d ia s) e
experimental, no laboratório do Departamento de
Histologia em uma sala com temperatura ambiente
controlada (22ºC ± 2ºC) e ciclo claro-escuro de 11
a 13 horas. As ratas foram alojadas, individualmente,
durante a prenhez, em gaiolas de polipropileno com
tampas metálicas. Água e ração foram oferecidas ad
libitum durante todo o período experimental.

As ratas (n=20) foram colocadas na presença de
machos (2:1) sempre no final da tarde. Na manhã
seguinte, foi coletado material vaginal de cada fêmea. A
cópula foi confirmada pela presença de espermatozóides
no esfregaço vaginal  e pelo diagnóstico de que a fêmea
se encontrava no estro.O dia em que os espermatozóides
foram encontrados no lavado vaginal foi considerado
dia zero (dia 0) de prenhez (DAMASCENO et al., 2008). As
ratas com suposta prenhez constituíram os grupos
Controle (GC) e Experimental (GExp), cada um
constituído por 10 animais.

As ratas do grupo experimental (GExp) foram
imobilizadas diariamente, do 1º ao 20º dia de
prenhez, das 10:00 às 11:00 horas. A contenção foi
realizada dentro de um contensor (tubo de PVC)
com 5cm de diâmetro e 24 cm de comprimento,
colocado sobre a bancada (fig.1).

As ratas do grupo controle (GC) foram mantidas
em suas gaiolas durante todo o período experimental,
em ambiente  adequado, se m quaisque r
interferências no manejo.

No 21º dia de prenhez as ratas foram eutanasiadas,
pela manhã, por dose letal de uma solução contendo
Cloridrato de Cetamina, 10% (Ketamina) na proporção

de 80mg/Kg p.c. e Cloridrato de Xilasina (Anasedan)
na dose de 10mg/Kg p.c. As ratas foram pesadas,
calculou-se o ganho de peso materno total (Peso final
– Peso inicial) e, em seguida, submetidas à laparotomia.
O útero gravídico foi pesado com seus conteúdos.
Foram obtidos registros do número de fetos vivos e
mortos, peso fetal individual e de suas respectivas
placentas, número de sítios de  implantação
(SALEWSKI,1964), reabsorções e de corpos lúteos.

Foram calculadas as taxas de perdas pré-implantação
(Número de corpos lúteos - nº de implantação / Número
de corpos lúteos  X 100) e de pós-implantação (Número
de implantações – nº de fetos vivos/nº de implantação X
100) (DAMASCENO  et al., 2008).

O índice placentário (peso da placenta/peso feto X
100) e o potencial de fertilidade (Número de implantações/
nº de corpos lúteos X 100) também foram calculados.

Os recém-nascidos foram separados de suas
placentas, pesados e classificados como pequeno
(PIP), adequado (AIP) ou grande (GIP) para idade
de prenhez, em relação à média mais ou menos 1,7
desvio padrão do grupo controle (RUDGE et al., 1998).

Todos os procedimentos realizados neste estudo
foram aprovados pe lo  Comitê  de  Ética em
Experimentação Animal da UEL.

Análise estatística
Para análise estatística de variáveis paramétricas com

distribuição normal, como ganho de peso materno,
peso do útero gravídico, peso fetal, peso da placenta,
número de fetos vivos, número de corpos lúteos,
número de implantações e número de reabsorções foi
utilizado o teste t de Student para comparação entre
dois grupos. Para análise de variáveis não paramétricas,
como  perdas pré e  pós implantação e índice
placentário foi utilizado o teste de Mann-Whitney para
comparação de dois grupos. O nível de significância
estatística foi considerado quando p ❣ 0,01.

RESULTADOS

O ganho percentual de peso das ratas submetidas
ao estresse por contenção durante a gestação foi
avaliado no 21º dia de prenhez. Os resultados
mostraram que  embora as fêmeas do grupoFigura 1 . Rata prenhe sob contenção no tubo de PVC.
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experimental tenham tido menor ganho de peso que
as do grupo controle , esta dife rença não foi
significativa (tab.1).

O estresse por contenção reduziu,significativamente,
tanto o número de implantações como o número de
fetos vivos e aumentou, significativamente, o número
de reabsorções nas ratas do grupo experimental em
relação ao grupo controle (tab.1). O número de
corpos lúteos, apesar de não significativo, também
estava reduzido nas fêmeas estressadas. A média dos
pesos fetais das ratas do grupo estressado no 21º
dia de prenhez foi estatisticamente menor que a
média dos pesos dos fetos das ratas do grupo
controle . O mesmo se observou no peso das
respectivas placentas (tab.2). A proporção do peso
de  cada p lacenta  em relação ao feto (índice
placentário) foi maior nas fêmeas estressadas em
relação às do grupo controle. (tab.2). Apesar da
redução no potencial de fertilidade e aumento nas
perdas pré e pós implantação nas ratas do grupo
experimental em relação às do grupo controle, estas
diferenças não foram significativas (tab.1).

A análise da classificação do peso dos recém-
nascidos mostrou que todos os fetos (100%) foram
pequenos para a idade de prenhez (PIP) no grupo
experimental (fig.2).

GC GExp
(n=10) (n=10)

Ganho de peso materno (g) 86,60 ± 5,79 78.70 ± 4,42
Útero gravídico (g) 61,25 ± 1,74 40,53 ± 1,75#
Nº. Fetos vivos 11,90 ± 0,57 9,70 ± 0,37*
Nº. Corpos lúteos 13,50 ± 0,45 11,60 ± 0,80
Nº. Implantações 12,70 ± 0,30 10,50 ± 0,56*
Nº. Reabsorções 0,10 ± 0,32 0,80 ± 0,82*
Potencial de Fertilidade (%) 94,68 ± 2,65 91,86 ± 3,59
Perda Pré-implantação (%) 5,31± 3,66 8,13 ± 3,59
Perda Pós-implantação (%) 3,85 ± 2,36 6,78 ± 6,47

Variáveis Analisadas

Tabela 1. Variáveis analisadas na avaliação da ação do estresse por
contenção sobre o desempenho reprodutivo de ratas prenhes. Os
valores são expressos por Média ± DP (* p<0,01 e # p< 0,0001).

Tabela 2.  Pe so dos fetos  e  respe ctivas placentas, dos  grupos
controle e experimental. Os valores são expressos por Média ±
DP (* p<0,01 e  # p< 0,0001).

GC GExp

Peso fetal (g) 3,58 ± 0,15 2,70 ± 0,55#

Peso placenta (g) 0,52 ± 0,02 0,43 ± 0,02*
Índice Placentário (%) 14,58 ± 0,68 20,06 ± 1,26#
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Figura 2. Classificação dos RN: Adequado para idade gestacional
(AIP) = peso entre 3,34 a 3,83g e pequeno para idade gestacional
(PIP) =  peso abaixo de 3,33g, inclusive.

DISCUSSÃO

Analisar as repercussões de um estímulo estressor
sobre a gestação é importante para a compreensão
da fisiopatologia de doenças correlacionadas ao
estresse que acontecem no binômio materno-fetal.
Avaliar os efeitos decorrentes do estresse pode evitar
o desencadeamento de processos que levam aos
distúrbios materno e neonatal.

A imobilização consiste num forte estímulo
estressante para os animais. Este modelo foi utilizado
por vários autores em  diferentes estudos (BAJKOVA,
1988 ; ALMEIDA et al., 2000; RAÍ et al., 2003 e BELTRAME

et al., 2006). Redução no peso dos animais foi um
dos efeitos constatados pelos autores após estímulo
estressor. Da mesma forma obse rvamos uma
redução, embora não significativa, no ganho de peso
das ratas estressadas.

A ação dos hormônios liberados em resposta ao
estresse no eixo hipotálamo-pituitária-gonadal pode
interferir na secreção de esteróides sexuais e atuar
adversamente nas funções reprodutoras de roedores
submetidos ao estresse. O desempenho reprodutivo
das ratas estressadas foi significantemente diferente
das fêmeas controles. Por exemplo, o índice de
implantação  e  o número d e  fe tos  vivos  foi
significativamente menor e o número de reabsorções
foi maior nas fêmeas estressadas em relação às
fêmeas controles. As perdas pré e pós-implantação
também foram maiores nas fêmeas estressadas,
embora esse aumento não tenha sido significativo
em relação às do grupo controle. Estes dados e, de
acordo com outros estudos com animais (LOPEZ-
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nos mecanismos das trocas materno-fetais.
Os possíveis efeitos nocivos causados pelo

estresse se instalarão quanto mais cedo ocorrer a
estimulação aversiva, mas ainda é uma incógnita se
tais efeitos repercutirão no desenvolvimento de
doenças futuras.

Diante do exposto, acreditamos que este estudo
no qual submetemos ratas prenhes a estímulo
estre ssante  crônico, repre sentado aqui pe la
imobilização, pode contribuir com estudos do
estresse como causador de restrição no crescimento
uterino e, ainda subsidiar estudos futuros sobre
como esta  alte ração pode  influencia r no
desenvolvimento posterior destes fetos.
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