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A.1), do nível de exploração (B, B.1 e B.2), do comportamento repetitivo 
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(C) e de caminhada (D). 

Figura 25. Imagem representativa do hipocampo dorsal de um dos ratos do 

experimento (A) e densidade neuronal em CA1 (B), CA2 (B.1), CA3 

(B.2), CA4 (B.3), giro denteado – lâmina superior (C) e giro denteado – 

lâmina inferior (C.1). 
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RESUMO 

 

Introdução: Os transtornos do espectro autista (TEA) são caracterizados pela 

apresentação de interesse restrito, movimentos repetitivos e déficits na comunicação e na 

interação social. Afetam mais o sexo masculino e apresentam alta prevalência na 

população mundial. A exposição ao ácido valproico (AVP), durante o período 

embrionário, aumenta a incidência do transtorno e este fato tem sido utilizado para a 

geração de um modelo animal de autismo.  Pacientes e camundongos que replicam 

características do TEA apresentam déficits comportamentais e movimentos repetitivos, 

assim como uma redução na expressão do canal de cátion de potencial transitório do 

receptor da subfamília C membro 6 (Transient Receptor Potential Cation Channel 

Subfamily C Member 6 - TRPC6) e nos níveis do ácido gama-aminobutírico (Gamma-

AminoButyric Acid – GABA). O Hypericum perforatum (HP) pode agir nestas vias por 

meio do resgate das alterações comportamentais e dos níveis de TRPC6 e bloqueio da 

captação do GABA. Objetivo: Avaliar o efeito do HP nos ratos jovens expostos, no 

período pré-natal, ao AVP, por meio dos testes comportamentais (campo aberto, 

reconhecimento do novo objeto, interação social e labirinto em cruz elevado) e da 

quantificação neuronal do hipocampo. Material e Métodos: Ratas grávidas foram tratadas 

no dia embrionário 12,5 com uma injeção intraperitoneal de 600 mg/kg de AVP ou 1 

ml/100g de soro fisiológico (SF). Do dia pós-natal 24 ao 30, os filhotes machos foram 

tratados, a cada 12 horas, com 1 ml/100g de SF ou com 1g/Kg de HP, por gavagem (total 

de 14 doses). Nos dias seguintes, o comportamento dos animais foi avaliado, na sequência 

dos testes comportamentais de campo aberto, reconhecimento do objeto novo, interação 

social e labirinto em cruz elevado (um teste por dia). Finalmente, os cérebros dos animais 

foram processados em parafina, corados com hematoxilina e eosina, e analisada a 

densidade neuronal no hipocampo dorsal bilateral. Resultados: Os ratos dos grupos SF-SF 

e SF-HP (expostos ao SF no período pré-natal) apresentaram morfologia corporal normal 

enquanto 78% dos grupos expostos ao AVP pré-natal (AVP-SF e AVP-HP) apresentou 

deformidade na cauda (mais curta e com um calo). A abertura ocular ocorreu entre o 

DPN14 e 16 em todos os grupos e não foram detectadas diferenças estatisticamente 

significativas entre os quatro grupos de filhotes, na curva de peso nem no comportamento 

expresso nos testes do campo aberto, reconhecimento de objeto novo, interação social e 

labirinto em cruz elevado. Conclusões: Ratos machos jovens expostos no período pré-

natal ao AVP apresentam alterações morfológicas sem características comportamentais 
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similares às dos transtornos do espectro do autismo.  Tal condição pode ser justificada por 

uma provável ausência de suscetibilidade genética dos animais expostos ao AVP. Devido 

à ausência de reprodução das características similares às do TEA, não foi possível avaliar 

o efeito do Hipericum perforatum, que foi desprovido de efeitos adversos e 

aparentemente, foi benéfico para a aquisição de memória. 

 

Palavras - Chave: 1. Autismo; 2. Hypericum Perforatum; 3. Ácido valproico; 4. Modelo 

Animal. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Autism Spectrum Disorders (ASD) are characterized by the presence of 

restricted interest, repetitive movements and social  and communication deficits. Males are 

more affected for this condition and present high prevalence. Exposure to valproic acid 

(VPA) during the embryonic period increases the incidence of the disorder, a fact that has 

been used to obtain an animal model of autism. Patients and mice that replicate 

characteristics of ASD showed behavioral deficits and repetitive movements, as well as a 

reduction in the expression of the Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily 

C Member 6 (TRPC6) cation channel and in the Gamma-Amino Butyric Acid (GABA) 

levels. Hypericum perforatum (HP) can act on these pathways by rescuing behavioral 

changes and TRPC6 levels and blocking GABA uptake. Objective: To evaluate the effect 

of HP in juvenile rats prenatally exposed to VPA, through behavioral tests (open field, 

new object recognition, social interaction and elevated plus maze) and neuronal 

quantification of the hippocampus. Material and Methods: Pregnant rats were treated on 

embryonic day 12.5 with an intraperitoneal injection of 600 mg/kg of VPA or 1 ml/100g 

of saline solution (SS). From the 24th to the 30th postnatal day, the male pups were treated, 

every 12 hours, with 1 ml/100g of SS or with 1g/Kg of HP, by gavage (total of 14 doses). 

In the following days, the animals’ behavior was evaluated in the open field, recognition 

of the new object, social interaction and elevated plus maze tests (one test per day). 

Finally, the animals' brains were processed in paraffin, stained with hematoxylin and eosin 

and analyzed for neuronal density in the bilateral dorsal hippocampus. Results: Rats from 

the SS-SS and SS-HP groups (exposed to SS during the prenatal period) showed normal 

body morphology while 78% of the groups exposed to prenatal VPA (VPA-SS and VPA-

HP) presented deformity in the tail (shorter and with a callus). Eye opening occurred 

between DPN14 and 16 in all groups, and no statistically significant differences were 

identified, between the four groups of pups, in the weight curve or in the behavior 

expressed in the open field tests, new object recognition, social interaction and the 

elevated plus maze. Conclusions: Young male rats exposed prenatally to VPA showed 

morphological alterations without ASD-like behavioral features. Such a condition can be 

justified by an absence of genetic susceptibility of animals exposed to VPA. Due to the 

lack of reproduction of ASD-like features, it was not possible to evaluate the effect of 

Hypericum perforatum, which was devoid of adverse effects and seems to be beneficial 

for memory acquisition. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma condição heterogênea de 

manifestações comportamentais de desenvolvimento amplamente variável. É caracterizado 

por déficits na comunicação e na interação social e, aumento do interesse restrito e dos 

comportamentos repetitivos (1, 2, 3). Atualmente, o TEA possui uma prevalência mundial de 

um em cada 100 indivíduos e uma probabilidade de 4,2 meninos para   uma menina (4), 

com um notório aumento nos últimos 10 anos (5, 6).  Entretanto, consideramos que este 

aumento represente também uma manifestação de outros fatores, como conscientização, 

ampliação dos critérios diagnósticos e detecção precoce (2, 7).  

Para ser diagnosticado com TEA, uma pessoa deve mostrar evidências de 

dificuldades em cada um dos três subdomínios de comunicação social (déficits na 

reciprocidade socioemocional, nos comportamentos comunicativos não-verbais e no 

desenvolvimento, manutenção e compreensão de relacionamentos). Deve ter ou ter tido 

dificuldade em dois dos quatro diferentes comportamentos sensório-motores repetitivos e 

restritos (movimentos motores estereotipados ou repetitivos com o uso de objetos ou fala, 

insistência na mesmice, adesão inflexível às rotinas ou padrões ritualizados de 

comportamento verbal e não-verbal, interesses fixados e altamente restritos que são 

anormais em intensidade ou foco e, hiperreatividade ou hiporreatividade a informações 

sensoriais ou interesses incomuns em aspectos sensoriais do ambiente) (8).  

Segundo a quinta edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos 

Mentais, da Associação Americana de Psiquiatria (DSM-5) de 2013, o termo “espectro” 

representa a variabilidade na gravidade dos sintomas. Compreendendo indivíduos 

levemente comprometidos e de alto funcionamento, com quociente de inteligência (QI) 

normal ou elevado, que levam uma vida independente (9), a casos gravemente prejudicados 
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que requerem suporte especializado de longo prazo (7, 8), abrangendo indivíduos com 

deficiência intelectual (DI) grave e de baixo desempenho em habilidades comportamentais 

adaptativas (9).  

Os sintomas podem variar de início precoce, no primeiro ano de vida e, de 

surgimento tardio, no segundo ano de vida, com possível regressão de habilidades 

previamente adquiridas (2). A díade comportamental do TEA, que compreende déficit na 

interação social e aumento da movimentação repetitiva, apresenta-se acompanhada de 

outras comorbidades, como transtornos psiquiátricos múltiplos, ansiedade (8) depressão (10), 

transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) (11), epilepsia (12), problemas 

gastrointestinais, distúrbios do sono (13), alterações sensoriais (14), transtorno alimentar, 

dificuldade de aprendizado, DI e transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) (7).  

O TEA não possui uma única etiologia, e sim, uma série de distúrbios cerebrais 

distintos, causados por uma complexa interação entre fatores genéticos e ambientais (15). O 

fator etiológico é desconhecido em 85% dos casos (16) e pode ser identificado em apenas 

15% dos pacientes (17). 

Os fatores genéticos foram apontados de forma mais explícita, levando a uma 

grande proporção de evidências genéticas na etiologia do TEA (18, 19). Irmãos de crianças 

com TEA têm um risco de oito a 20% de desenvolver o transtorno (20,18). Este dado 

aumenta consideravelmente ao se tratar de gêmeos idênticos, com 36 a 95% de chance de 

desenvolver o TEA e, em gêmeos não idênticos a probabilidade do distúrbio diminui para 

0-30% (21, 22). 

Além disso, foi demonstrado que genes únicos podem aumentar o risco do TEA, 

como mutações em FMR1 (síndrome do X frágil), MECP2 (síndrome de Rett), 

TSC1/TSC2 (complexo de esclerose tuberosa), CNTNAP2 (displasia cortical-focal 

epiléptica), ADNP (dismorfismo facial específico) e CACNA1C (síndrome de Timothy), 



30 

 

abrangendo também anormalidades cromossômicas, como duplicações 15q11–13 herdadas 

da mãe (síndrome dup15q) (19).  

Alguns fatores ambientais associados ao TEA foram identificados, incluindo 

exposição materna a poluentes ambientais (23, 24), uso de ácido valproico (AVP), 

misoprostol e talidomida durante a gravidez (25), hipertensão, diabetes e obesidade materna 

(26), curto intervalo entre as gestações (27), baixo peso ao nascer e prematuridade (28). 

Estudos mostram que há um risco de 10,93% de crianças apresentar alguma malformação 

congênita (de qualquer tipo) (29) e um risco de 2,4 a 4,42% de desenvolverem o TEA, 

quando expostas ao AVP, no período intraútero (30).  

Exame post-mortem de encéfalos de pacientes com TEA revelou mudanças 

globais, incluindo a desorganização das substâncias cinzenta e branca, aumento do número 

de neurônios, diminuição do volume do soma neuronal e aumento do neurópilo, refletindo 

mudanças na densidade das espinhas dendríticas, vascular e glial. Com achados 

consistentes relatados no córtex pré-frontal, giro fusiforme, córtex cingulado, hipocampo, 

amígdala, cerebelo e tronco cerebral (31). 

Anormalidades no hipocampo (HC) estão relacionadas aos principais sintomas do 

TEA, como as disfunções cognitivas e o comportamento social. Assim, o HC é uma 

estrutura importante em termos de etiologia do transtorno (32). Vários estudos relataram 

reduções no tamanho neuronal com um aumento da densidade de empacotamento celular, 

bem como, a presença de arborização dendrítica menos complexa no HC de indivíduos 

com TEA. A região do corno de Ammon 1 (CA1) possui um aumento de neurônios 

piramidais, enquanto há uma migração anormal e distorção das camadas celulares no giro 

denteado (GD), indivíduos com TEA apresentam terminais axônicos inchados 

(denominados esferoides) em todas regiões do Corno de Ammon (CA1, CA2, CA3 e 

CA4) do HC (31).  
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Devido à escassez de trabalhos envolvendo seres humanos e a neuropatologia do 

TEA, os estudos utilizando os modelos animais apresentam um papel importante no 

conhecimento da fisiopatologia do transtorno. Além de replicar algumas características 

neuropatológicas observadas em estudos post mortem de indivíduos com TEA, um achado 

comum em vários modelos animais de autismo é o aumento de neurônios nas regiões do 

Corno de Ammon, a diminuição do peso cerebelar e a presença da diminuição da 

densidade pós-sináptica no HC (31). 

 

1.1 Modelos animais de TEA  

Os mecanismos responsáveis pelo TEA não são totalmente compreendidos, 

portanto, modelos animais que repliquem algumas das alterações comportamentais, 

neuroanatômicas, bioquímicas e as deficiências cognitivas podem auxiliar para a melhor 

compreensão da fisiopatologia do TEA (25, 33). Estes modelos animais devem apresentar 

manifestações clínicas típicas do TEA como os déficits sociais e os comportamentos 

repetitivos/estereotipados (34). Como qualquer outro modelo animal de transtornos 

neurobiológicos, os modelos animais de TEA foram desenvolvidos a fim de obter 

informações de forma translacional.  

 

1.1.1 Modelos associados a fatores genéticos 

Os exemplos de modelos roedores de TEA induzidos geneticamente mais comuns 

são os BTBR T + tf/J, que exibem déficits comportamentais observados em indivíduos 

com TEA (35); o FMR1 KO (knockout) que são modelos de camundongos com síndrome 

do Cromossomo X Frágil (FXS) e que representa 24% de concomitância com o TEA (36, 

37); os camundongos mutantes para Neuroliguinas 3 e 4 (Nlgn-3 e Nlgn-4), que apresentam 

mutações nos genes NLGN-3 e NLGN-4 e estão fortemente implicados no 
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desenvolvimento de distúrbios neuropsiquiátricos, como o TEA (38); os camundongos 

mutantes para a família de genes Shank (Shank-1 KO, Shank-2 KO e Shank-3 KO), os 

quais são associados aos transtornos idiopáticos do espectro autista e os camundongos 

TSC1 e TSC2 KO, que correspondem ao modelo animal de esclerose tuberosa, cuja 

desregulação nos genes TSC1 e TSC2 prejudica o crescimento e a proliferação celular de 

proteínas responsáveis pela plasticidade sináptica, o que pode levar ao fenótipo de TEA 

(39).  

  

1.1.2 Modelos associados a fatores ambientais: a exposição ao ácido valproico  

Alguns modelos animais induzidos por fatores ambientais incluem os ratos ou os 

camundongos expostos no período pré-natal à resposta imunológica materna, causada por 

infecção respiratória com o vírus influenza (40), lipopolissacarídeo (41), poli-

inosina:citosina, uma proteína sintética de cadeia dupla de ácido ribonucleico (RNA) que 

induz uma reação imune do tipo antiviral (42) ou por inflamação materna desencadeada 

pela injeção de imunógenos como interleucina-1 (IL-1) e IL-6 durante a gravidez (43). 

Características similares às do TEA também foram encontradas nos roedores expostos no 

período pré-natal a alguns fármacos, tais como, AVP, talidomida, misoprazol (44) e ácido 

propanoico (25). 

 Dos modelos induzidos por fatores ambientais, acima citados, os ratos e os 

camundongos expostos no período pré-natal ao AVP são os mais amplamente estudados 

(45, 46, 47, 48, 49). Conforme demonstrado na Figura 1, na última década, o número de 

pesquisas utilizando estes modelos aumentou consideravelmente, devido a sua forte 

relevância etiológica e facilidade de obtenção (50). 
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Figura 1. Número de artigos indexados, por ano, na plataforma PUBMED que contém os 

descritores “animal model”, “autism” e “valproic acid”. Busca realizada em 01/08/2023. 

 

O AVP é um medicamento anticonvulsivante e estabilizador de humor, prescrito 

principalmente para tratar a epilepsia, o transtorno bipolar (51) e as crises de enxaquecas 

(52). Este medicamento atravessa a placenta e pode passar pelo leite materno (44), portanto, 

durante anos tem sido associado a diversos efeitos teratogênicos (53), como a ocorrência de 

malformações congênitas, que incluem defeitos nas características faciais, como saliência 

frontal, ponte nasal plana, testa larga, hipoplasia do terço médio da face, estreitamento 

bitemporal, orelhas rotacionadas posteriormente, lábios finos e longos, além de 

malformações da tecido cardíaco, dos membros e dos dedos (54).  

Experimentos com roedores indicaram que a exposição materna ao AVP, durante o 

período gestacional, tem efeito adverso permanente sobre o desenvolvimento neurológico 

e comportamental dos filhotes, mimetizando déficits neuroanatômicos e comportamentais 

associados ao TEA (25). Há relatos dos efeitos teratogênicos nos animais expostos ao AVP, 

tais como a redução dos fetos vivos, do peso e do comprimento corpóreo, a ocorrência de 

fetos com atraso na abertura dos olhos (55), com exencefalia, com fenda craniofacial 
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completa, com dilatação e consequente aumento dos ventrículos cerebrais e, com 

malformações nas vértebras, especialmente na região cervical (56). 

O modelo animal do AVP foi proposto por Rodier e colaboradores (1996), que 

utilizaram o medicamento no período pré-natal para posterior avaliação morfológica do 

sistema nervoso central (SNC) (57). Desde então, vários protocolos têm sido adotados com 

diferenças pontuais nos dias de aplicação e posologia da droga, conforme demonstrado no 

Quadro 1.  

 

Quadro 1. Características dos protocolos de indução de comportamentos similares aos do 

TEA, por aplicação por via intraperitoneal de uma dose de AVP, durante o período pré-

natal, em ratos ou camundongos, realizados em diferentes estudos. 

Estudo 

(Referência) 

Dia 

embrionário 

de aplicação  

Espécie/Cepa Dose  

(mg/Kg) 

64 12,5 Rato / Wistar 350  

58, 61  12,5 Rato / Sprague Dawley ou Wistar 400  

60  12,5 Rato / Wistar 500  

65 11,5 Rato/Wistar 500  

63 11 Camundongo / Swiss mice 500  

48, 59, 62,66 12,5 Rato / Wistar 600  

 

 

Os animais expostos ao AVP atendem aos critérios de validade para o modelo 

animal de TEA. Este apresenta validade de construção, que se refere à replicação do 

agente causador e dos mecanismos da desordem no humano e no animal; de face, que se 

refere à replicação das características do transtorno no humano e no animal e; validade 

preditiva, que se refere à capacidade do modelo de permitir identificar drogas que possam 

ser benéficas para os seres humanos e de demonstrar a resposta que o humano apresentará 

quando exposto a estes medicamentos (19, 50). 
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A administração de AVP aumenta as espécies reativas de oxigênio (EROs), que 

danificam a estrutura do ácido desoxirribonucleico (DNA) de fita dupla (67). Durante 

estágios iniciais de desenvolvimento, o sistema antioxidante embrionário é imaturo, 

portanto, o embrião é mais propenso a danos por estresse oxidativo, resultando em 

anomalias na estrutura e no desenvolvimento do tubo neural do feto (68).  

Também, o AVP atua como um inibidor não seletivo das histonas desacetilases de 

classe I (69), no momento do fechamento do tuno neural. Em particular, a modulação da 

estrutura da cromatina controlada pelas histonas desacetilases é importante para a 

regulação da transcrição e diferenciação das células-tronco neurais. Portanto, após a 

exposição ao AVP, as funções que envolvem essas células podem estar comprometidas 

(70), as quais já foram associadas a prejuízos comportamentais em pacientes com TEA (71, 

72).  

Além disso, foi observado níveis diminuídos de glutamato descarboxilase (GAD) 

65 e 67, que são isoformas da GAD, uma enzima responsável pela síntese do ácido γ-

aminobutírico (GABA), no cerebelo de ratos expostos ao AVP no período pré-natal, 

resultando na diminuição deste neurotransmissor. Por sua vez, o GABA possui um papel 

crítico na maturação de redes neurais no encéfalo em desenvolvimento. Então, qualquer 

alteração nos níveis deste neurotransmissor pode interromper o circuito neuronal em 

desenvolvimento e resultar em fenótipos comportamentais do tipo autista (73).  

 

1.2 Testes comportamentais 

  O TEA é um distúrbio específico em humanos e alguns aspectos fenotípicos podem 

ser reproduzidos por modelos animais (50). Para qualquer modelo animal ser rotulado como 

um modelo de TEA, o animal deve espelhar ao menos dois aspectos da sintomatologia do 

TEA (74). Levando-se em consideração as observações clínicas em humanos, é possível 
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detectar sintomas semelhantes ao TEA nos modelos animais por meio de abordagens 

comportamentais (75). 

A exploração é um dos comportamentos mais ativos nos ratos, porém, nos animais 

que replicam a sintomatologia do TEA há uma notória diminuição deste aspecto. Também 

é possível identificar o aumento dos comportamentos repetitivos em ratos expostos ao 

AVP no período intraútero (75, 76), um maneira de avaliar este comportamento de forma 

translacional se dá por meio da utilização do teste de campo aberto (77), o qual consiste em 

observar como o animal reage a um novo ambiente, avaliando comportamentos 

exploratórios, locomotores e repetitivos.  

Déficits de memória e aprendizagem já foram encontrados em pacientes com TEA 

(78). Para a avalição da retenção de memória no modelo animal de AVP (79), usa-se o teste 

de reconhecimento de novos objetos, que é baseado na diferença do tempo, entre animais 

controle e AVP, em explorar o objeto novo ao invés do familiar (80). Visto que os roedores 

possuem uma preferência inata por novidades, este teste consiste na substituição de um 

objeto familiar por um novo objeto.   

 Os roedores são espécies altamente sociais e, por isso são testados para interação e 

preferência social. Para a análise deste comportamento, usa-se o teste de interação social 

(75), que consiste em observar a interação social entre um rato experimental e um rato 

desconhecido, de mesmo sexo e de menor idade (81). Déficits na sociabilidade já foram 

demonstrados no modelo animal de autismo induzido por AVP (45).  

O labirinto em cruz elevado é um teste comportamental cujo objetivo é observar 

como animais reagem em situações de risco e de ansiedade. O teste é baseado nas 

tendências naturais dos roedores de evitar lugares abertos ou elevados, contrabalançados 

com sua curiosidade inata para explorar áreas desconhecidas. Portanto, um rato menos 
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ansioso visitará com mais frequência os braços abertos, enquanto um rato com ansiedade 

elevada tenderá a passar mais tempo nos braços fechados do aparato (33).  

 

1.3 Opções terapêuticas 

As opções atuais de tratamento para o TEA incluem medicamentos e intervenções 

não farmacológicas (82, 83). Dentre as opções não farmacológicas, podemos citar, o uso da 

musicoterapia (84), massagem corporal (85), terapias comportamentais cognitivas, sociais e 

psicológicas (82, 86), suplementação nutricional (87); dieta com restrição de triptofano (88) e 

uso de terapias da análise do comportamento aplicada (ABA) (89).  

As opções medicamentosas para crianças com TEA são muito limitadas, devido à 

heterogeneidade do transtorno e provocam muitos efeitos adversos (90). Risperidona e 

Aripiprazol são os medicamentos mais utilizados, aprovados pela Federal Drug 

Administration (FDA) para o tratamento dos sintomas associados ao TEA, ambas as 

drogas são usadas para tratar a irritabilidade e a agressividade (91). No entanto, 22% dos 

pacientes que utilizam estes medicamentos têm o risco de desenvolvimento de efeitos 

adversos, incluindo aumento do apetite, ganho de peso, congestão nasal, fadiga, tontura, 

constipação e diarreia (91, 92), sendo que este risco, em pacientes com TEA, pode chegar até 

50% (86, 93, 94).  Além disso, medicamentos antipsicóticos são responsáveis por danos 

multissistêmicos (35). 

 Drogas como metilfenidato, atomoxetina (95), agmatina (96), anandamida (97) e 

canabivarina (98) apresentaram efeitos benéficos nos modelos animais de TEA. Porém as 

terapias farmacológicas disponíveis têm níveis variáveis de eficácia e são capazes de 

diminuir os efeitos dos comportamentos disruptivos associados à condição, como o TDAH 

e a ansiedade (94, 99), ao invés de atuar nos sintomas centrais do TEA (100). Portanto, novos 
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medicamentos necessitam serem testados e aprovados para o uso em pacientes com TEA e 

consequente tratamento do transtorno.   

 

1.3.1 Hypericum perforatum 

A erva de São João, Hypericum perforatum (HP), é uma planta medicinal 

popularmente conhecida. Apresenta efeitos ansiolítico, sedativo, antipsicótico, 

antidepressivo, anticonvulsivante, antidiabético e analgésico. Também mostrou ser 

benéfica em modelos experimentais, no tratamento da dependência do álcool, da nicotina e 

da cafeína (101) e melhorar alguns aspectos cognitivos, como a aquisição e a consolidação 

da memória (102). Portanto, o HP possui efeitos no SNC, evidenciados terapeuticamente.  

A erva de São João contém grande variedade de compostos biologicamente ativos, 

sendo a hipericina e a hiperforina as principais responsáveis por seu efeito terapêutico (103). 

A hipericina inibe in vitro as monoaminas oxidases do tipo A e B, nas mitocôndrias do 

encéfalo de ratos (101, 104). Possui propriedades antivirais e antibacterianas fotoinduzidas e 

efeitos antiproliferativos e citotóxicos em diversas linhas tumorais (105).  

A hiperforina atua, in vivo e in vitro, na inibição da recaptação de serotonina, de 

norepinefrina e de dopamina, as quais estão envolvidas na regulação do humor. Além 

disso, atua como antagonista serotoninérgica do receptor 5-HT3 e 5-HT4 e, inibidor do 

crescimento de células tumorais por indução da apoptose (104).  

Um estudo, no qual três pacientes do sexo masculino, diagnosticados com TEA 

apresentaram melhora na irritabilidade, nos comportamentos repetitivos e na fala após a 

administração da erva de São João durante quatro semanas, com dosagem de 20 mg/dia 

(106). 

Camundongos com deficiência na expressão do gene que codifica o canal de cátion 

de potencial transitório do receptor da subfamília C membro 6 (Transient Receptor 
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Potential Cation Channel Subfamily C Member 6 - TRPC6) apresentam comportamento 

ansioso e depressivo e redução da excitabilidade dos neurônios piramidais da região CA1 

do hipocampo e das células granulares do GD (107). Pacientes com TEA apresentam 

mutações com redução da função desse gene. Esta redução pode ser resgatada pela 

complementação de TRPC6, por meio do tratamento com a hiperforina, que é uma das 

substâncias responsáveis pelo efeito terapêutico do HP, sugerindo então que os pacientes 

com TEA podem se beneficiar com o uso da erva de São João (108).  

Estudos demonstram diminuição GABAérgica em modelo animal de TEA 

induzido por AVP (73) e em pacientes com o transtorno (109). Portanto, reparar os déficits de 

GABA seria uma ferramenta importante para o alívio dos sintomas associados ao TEA. E 

um dos efeitos do HP é o bloqueio da captação do GABA, o que resulta no aumento deste 

neurotransmissor no SNC (110).  

Neste contexto, nosso estudo avaliou os efeitos da administração da erva de São 

João em um modelo experimental de autismo induzido por exposição intraútero ao AVP. 

Espera-se que as alterações dos principais parâmetros comportamentais replicados por 

modelos animais de TEA e que o distúrbio neuronal do HC sejam revertidos pelo uso do 

Hypericum perforatum; por ser um bloqueador da captação de GABA, o que aumentaria 

este neurotransmissor no SNC e, por conter alta concentração de hiperforina, um agonista 

de TRPC6, o que aumentaria a expressão do gene codificante. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Verificar o efeito do extrato de Hypericum perforatum (erva de São João), nas 

manifestações comportamentais e na quantidade neuronal, no modelo animal de 

Transtorno do Espectro do Autismo induzido por exposição pré-natal ao ácido valproico. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

Verificar o efeito da administração do extrato de Hypericum perforatum no modelo 

animal de TEA, induzido por exposição pré-natal ao AVP, por meio da avaliação dos 

seguintes parâmetros: 

2.2.1 Comportamentos estereotipados e exploratórios, com o teste de campo 

aberto; 

2.2.2 Avaliação da memória, pelo teste de reconhecimento do novo objeto; 

2.2.3 Comportamento social por meio do teste de interação social; 

2.2.4 Ansiedade, com o teste de labirinto em cruz elevado; 

2.2.5 Densidade neuronal hipocampal. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Aspectos Éticos e Animais  

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas 

éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) do 

Brasil e seguindo as orientações do Animal Research: Reporting of In vivo Experiments 

(ARRIVE). Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto (FAMERP) sob o protocolo de número 

03/2017 (Anexo A). 

Para compor os casais genitores foram utilizados 59 ratos Wistar fêmeas (de 58 a 

136 dias de idade) e 22 ratos Wistar machos (de 60 a 191 dias de idade), provenientes do 

Biotério Central da Universidade de São Paulo (USP). Estes animais passaram no mínimo 

14 dias no Centro de Bioterismo da FAMERP (período de quarentena). Após este período 

foram mantidos no Biotério de Experimentação do Laboratório de Fisiologia Experimental 

da FAMERP, em condições controladas de luminosidade (luz das 7h00 às 19h00) e 

temperatura (23 ± 2 ºC), alojados em caixa de polietileno autoclavável, com tampa de 

arame de aço inox, com dimensões de 47 x 34 x 16 cm, forradas com maravalha e limpas 

três vezes por semana, com acesso livre a ração Nuvilab CR-1 e água mineral, trocadas 

diariamente. 

Para a função de ratos de interação (Teste de Interação Social) foram utilizados 

filhotes submetidos às mesmas condições de cuidado dos ratos experimentais, porém 

mantidos em um local separado, sem contato social ou ultrassonoro com os demais 

animais.   

O extrato seco da erva de São João 0,3% utilizado foi fabricado pela empresa 

Levviale, com data de fabricação 07/06/2020 e validade 06/06/2023. Lote interno número 
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20K20-B0155-070340. Para a composição do extrato seco, foram utilizados a erva com as 

flores. Foi armazenado em alíquotas de 0,15 g do extrato que, no dia da aplicação foi 

diluído em 1,2 mL de soro fisiológico (SF).  

O ácido valproico, droga utilizada para a indução dos comportamentos do tipo 

autista em ratos, foi obtido do laboratório Santa Cruz Biotechnology (SC-202378; lote 

L1420). O AVP foi armazenado em alíquotas de 0,18 g, em temperatura de ± 4 ºC. No dia 

de aplicação da droga, a alíquota foi diluída em SF para um volume final da solução de 0,3 

mL. 

 

3.2 Aleatorização e estudo cego 

Para o cálculo amostral foi utilizado o software G*Power, com um tamanho do 

efeito de 0,80, uma probabilidade de erro de 0,05 e um poder de 0,95 (59).  

A escolha do tratamento das mães foi realizada por meio da randomização simples 

(111). Para a definição do tratamento dos filhotes e da ordem em que ocorreria este 

tratamento (para evitar que um mesmo rato fosse sempre o primeiro a ser tratado e, dessa 

forma levar ao aumento do estresse nos demais) em cada dia e horário, foi realizada uma 

aleatorização utilizando o aplicativo <omnicalculator.com>. O tratamento dos filhotes foi 

realizado por membros da equipe, de forma que a pesquisadora responsável pelo estudo 

não tinha conhecimento dos animais tratados com HP ou SF (estudo cego).   

Ademais, para evitar qualquer viés, todos os animais foram nomeados com letras e 

números, de forma que no momento da análise comportamental e morfológica a 

pesquisadora não tinha conhecimento dos grupos experimentais dos ratos.  
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3.3 Delineamento Experimental 

  As fêmeas foram colocadas juntamente com os machos durante 12h, das 20h00 às 

8h00. Na manhã seguinte, era realizada a análise citológica e, caso observada a presença 

de espermatozoides no esfregaço vaginal (Figura 2), considerava-se dia embrionário 0 

(E0) e as fêmeas eram colocadas em caixas individuais. No E12,5 ás 14h30, estas fêmeas 

foram tratadas por via intraperitoneal (IP) com: 1) SF: 1 mL/100g de solução salina a 

0,9% (grupo SF) ou 2) AVP: 600 mg/kg de AVP dissolvido em solução salina a 0,9% 

(grupo AVP). 

 

Figura 2. Espermatozoides no esfregaço vaginal das fêmeas, corados por Violeta Cristal e 

fotografados na objetiva de 40x.  

 

As ninhadas foram padronizadas em até 10 filhotes e a prole permaneceu junto à 

mãe por 21 dias, quando ocorreu o desmame da ninhada. Neste dia os machos foram 

alocados em caixas com três a quatro irmãos. Do dia pós-natal (DPN) 10 ao 16 foi 

verificada a abertura dos olhos, os animais foram pesados no DPN 14, 28 e 36 e, sua saúde 

foi avaliada diariamente por observação dos ratos e sem a interação direta com os animais.  

Ao completarem 24 dias de vida, os animais foram tratados por via oral (gavagem 

– Figura 3) com: 1) SF: solução salina a 0,9% na dose de 10 mL/Kg ou 2) HP: erva de São 

João (Hypericum perforatum), diluída em solução salina 0,9% na dose de 1g/Kg (112). A 
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administração ocorreu a cada 12 horas durante sete dias consecutivos (DPN 24 ao DPN 

30). 

 

Figura 3. Aplicação de gavagem nos ratos, translacionalmente refere-se a via oral dos 

seres humanos, já que o conteúdo contido na cânula é empurrado diretamente no esôfago 

dos animais, de modo que a droga perfaça todo o caminho da administração oral.  

 

No dia seguinte à aplicação da última dose do tratamento, iniciaram-se os testes 

comportamentais. Os animais foram submetidos individualmente a cada teste, os quais 

ocorreram na seguinte sequência: Campo Aberto (CA – DPN 31), Reconhecimento do 

Objeto Novo (RON – DPN 32), Interação Social (IS – DPN 33) e Labirinto em Cruz 

Elevado (LCE – DPN 34). Na Figura 4 é apresentada a linha experimental. 
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Figura 4. Linha temporal do estudo que avaliou o efeito do HP em ratos expostos, no 

período pré-natal ao AVP.  As abreviações indicam: SPMTZ: espermatozoides; E: dia 

embrionário; DPN: dia pós-natal; CA: campo aberto; RON: reconhecimento do objeto 

novo; IS: interação social; LCE: labirinto em cruz elevado; AVP: ácido valproico; SF: 

soro fisiológico; HP: Hypericum perforatum; n: número amostral. 

 

3.4 Testes comportamentais  

Os testes comportamentais ocorreram do DPN 31 ao 34, entre as 7h00 e as 13h00. 

Foram realizados em uma sala isolada com baixa intensidade de luminosidade, para evitar 

o estresse dos animais, e temperatura mantida em 23 ± 2 ºC. Os testes foram gravados por 

uma mini-câmera sq – 12, da marca Quelima, para posterior análise.  

Os animais foram levados individualmente até a sala teste em caixas pequenas 

convencionais (20 x 30 x 13 cm). Ao término da gravação cada animal foi levado para a 

sua caixa moradia e o aparato e os objetos utilizados foram limpos com álcool 70%. Para a 

realização dos testes de CA, RON e IS foi utilizado um mesmo aparato com dimensões de 
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60 cm x 40 cm x 50 cm (comprimento x largura x altura), com iluminação de 17 lux no 

centro, 11 lux no canto superior esquerdo, 17 lux no canto superior direito, 7 lux no canto 

inferior esquerdo e 11 lux no canto inferior direito do aparato medidos pelo aplicativo 

<Lux Ligth Meter>. 

 

3.4.1 Campo Aberto 

O teste de campo aberto (CA) foi utilizado para avaliar a atividade exploratória e 

locomotora, o tempo de movimentos repetitivos e a ansiedade dos animais experimentais.  

Para a quantificação da atividade exploratória, realizamos a contagem do tempo em que o 

animal passou explorando o aparato (farejando) e o tempo em que o animal realizou a 

elevação (animal sobre as patas posteriores). A avaliação do tempo de autolimpeza foi 

utilizada para averiguarmos o comportamento repetitivo dos animais. E a preferência nas 

localidades do aparato (tempo em que o animal esteve no centro ou na periferia), foi 

utilizada para quantificarmos o nível de ansiedade dos animais de cada grupo 

experimental. Autores sugerem que a diminuição do tempo na área central (área quadrada 

de 625 cm2) do aparato de campo aberto, reflete a um aumento da ansiedade (113).  

Antes do início de cada teste o animal foi levado para a sala de gravação em uma 

caixa convencional pequena e mantido na bancada por 15 minutos (período de 

habituação). Finalizado este tempo, o animal foi colocado no centro do aparato (Figura 5) 

e iniciado o teste, com duração de 20 minutos. Após o teste os animais retornaram às suas 

caixas moradias no biotério. 
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Figura 5. Representação da vista superior do aparato utilizado para realizar os testes de 

campo aberto (CA), reconhecimento de objetos novos (RON) e interação social (IS). A 

figura, elaborada utilizando ferramentas gráficas do Biorender, mostra um rato 

experimental durante o teste de CA. 

 

3.4.2 Reconhecimento do Objeto Novo 

No DPN 32, os animais foram submetidos ao teste de reconhecimento de objetos 

novos (RON). Neste teste foi analisado o tempo em que o rato explorou o objeto familiar 

ou o novo objeto. Como os roedores têm uma preferência inata por novidades, um roedor 

que se lembra do objeto familiar passará mais tempo explorando o novo objeto (114). Em 

nosso estudo avaliamos a memória de curto prazo dos animais, pois a sessão teste iniciou-

se logo após 10 minutos da sessão treino.  

O teste foi divido em duas fases: fase 1 de treinamento e fase 2 de teste (Figura 6). 

Na fase de treinamento os animais foram apresentados a dois objetos iguais (A+B – latas 

de refrigerante com dimensões de 13,9 cm de altura e 5,7 cm de largura), ficando livres 

para explora-los durante 10 minutos. Após este tempo, os animais retornaram para as suas 

caixas moradias. 

Passados no mínimo 60 minutos, o mesmo animal retornou à sala de gravação e 

iniciou-se a fase de teste, na qual os ratos foram expostos novamente a um dos objetos 

utilizados na fase 1 e um novo objeto (C – caixa de madeira medindo 10,5 cm de altura x 7 

cm de largura), ficando livre para explora-los durante 10 minutos. Todos os objetos 
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estavam a aproximadamente 6 cm de distância das paredes do aparato e o rato era 

colocado em frente ao novo objeto (48). Após o teste os animais retornaram para as suas 

caixas moradias no biotério.   

 

Figura 6. Teste de reconhecimento de objetos novos (RON) durante (A): fase de 

treinamento e (B): fase de teste. Figura elaborada utilizando ferramentas gráficas do 

Biorender. 

 

Durante a análise foi quantificado o tempo em que o animal fez contato direto com 

o objeto novo ou com o objeto de treino. Foi considerada atividade exploratória o ato de 

cheirar ou tocar o objeto com o focinho, não foi considerada exploração a permanência ou 

deslocar-se no entorno do objeto. Calculamos também o índice de discriminação dos 

objetos nos animais experimentais o qual consiste na razão entre a diferença do tempo de 

exploração e o tempo total de exploração dos objetos (48). Nesse parâmetro valores 

próximos a 1 representam os animais que são capazes de discriminar o objeto novo do 

familiar, enquanto valores próximos a 0 ou -1 representam os animais que não 

discriminaram os objetos apresentados. 
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3.4.3 Interação Social 

No DPN 33 foi realizado o teste de interação social (IS). Primeiramente, os ratos 

de interação eram levados à sala de gravação, onde permaneceram durante todo o teste. 

Cada animal experimental foi habituado à sala por cinco minutos, em seguida levado ao 

aparato, no qual havia uma caixa transparente, no meio de uma das paredes, vazia e limpa 

com altura de 13 cm e largura de 25 cm, por mais cinco minutos. O animal experimental 

foi retirado do aparato e o rato de interação colocado na caixa. Em seguida foi recolocado 

o rato experimental na extremidade oposta a caixa e o teste iniciado, com duração de 10 

minutos (Figura 7).  

 

Figura 7. Ratos durante o teste de interação social (IS). O esquema representa o aparato 

contendo a caixa utilizada para abrigar o rato de interação durante o teste. Figura 

elaborada utilizando ferramentas gráficas do Biorender. 

 

Para a análise comportamental foi avaliado o tempo em que o rato teste 

permaneceu na zona ou fora da zona de interação, a qual consistiu em uma área com 6 cm 

de largura em cada lado em torno da caixa de interação. Também avaliamos o índice de 

IS, que consiste na razão da diferença do tempo de permanência na zona ou for a da zona 

de IS pelo tempo de permanência nas duas zonas (48). Valores próximos a 1 representam 

animais que tiveram preferência por interagir com o animal de interação, enquanto valores 

próximos a -1 representam os animais que não apresentaram preferência social. 
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3.4.4 Teste Labirinto em Cruz Elevado 

O aparato consiste em dois braços abertos de 50 × 10 cm e dois braços fechados de 

50 × 10 × 40 cm com um telhado aberto, de modo que os dois braços fiquem opostos, 

elevado a uma altura de 50 cm do chão (116) (Figura 8). A luminosidade no aparato de LCE 

foi de 16 e 21 lux nas extremidades dos braços fechados (BF), de 51 e 60 lux nas 

extremidades dos braços abertos (BA) e, 51 lux no centro. Após o período de habituação 

de 15 minutos, o rato foi colocado no centro do aparato, de frente para um braço aberto, 

podendo explorar o labirinto livremente durante os cinco minutos do teste.  

O teste foi utilizado para observar o comportamento do tipo ansioso, por meio da 

avaliação do tempo e da quantidade de vezes em que o animal permaneceu e entrou nos 

BA ou BF do aparato, animais menos ansiosos tendem permanecer mais tempo e a entrar 

mais vezes nos BA do LCE. Além deste comportamento, também foram quantificados o 

tempo de head-dipping e de exploração no fim do BA, bem como o tempo de exploração, 

de elevação, de autolimpeza e de caminhada de cada rato experimental no teste de LCE. 

 

Figura 8. Rato no braço aberto, durante o teste de LCE para a avaliação da ansiedade dos 

animais experimentais. Figura elaborada utilizando ferramentas gráficas do Biorender. 
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3.5 Análise histológica 

3.5.1 Perfusão e preparação do tecido 

No DPN 36 ou 37, os ratos experimentais foram anestesiados com tiopental sódico 

(100 mg/kg) por via intraperitoneal e, perfundidos por via intra-cardíaca, com 50 ml de 

solução salina 0,9%, seguidos de 200 ml de paraformaldeído 4%. Os cérebros foram 

removidos e mergulhados em solução de paraformaldeído 4%. Após, no mínimo, sete dias 

foi realizado o processamento histológico do tecido (desidratados em concentração 

crescente de etanol – 70 a 100% - e clarificadas em xilol) e consequente inclusão em 

parafina, para a obtenção dos blocos que, utilizando micrótomo, foram cortados em 

secções de 6 m de espessura e os cortes colocados em lâminas previamente gelatinizadas.  

 

3.5.2 Coloração 

 As lâminas histológicas foram submetidas à coloração por Hematoxilina e Eosina 

(HE), seguindo o seguinte protocolo: desparafinização em xilol, hidratação dos cortes em 

álcool com concentração decrescente, coloração do núcleo com hematoxilina por um 

minuto, diferenciação, coloração do citoplasma com eosina durante 10 segundos, 

hidratação dos cortes, clarificação e montagem.  

 

3.5.3 Contagem neuronal  

Imagens do hipocampo dorsal esquerdo foram capturadas em ampliação de ×40 

usando o sistema de escâner de lâminas (Olympus VS120 - S5). A contagem de neurônios 

foi realizada em quatro regiões do HC (CA1, CA2, CA3 e CA4) e nas lâminas superior 

(GD-s) e inferior (GD-i) do GD, nas secções coronais dos cérebros correspondentes às 

coordenadas  anteroposterior (AP) de -4.16 a -4.52 mm, com relação ao bregma (117). 
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Para a quantificação dos neurônios foram feitas imagens da secção estudada 

usando o software OlyVIA 2.9 com dimensões de 20 µm da área escaneada. Estas imagens 

foram abertas no ImageJ 1.8 e, em cada imagem foram delimitadas cinco áreas de 50 µm2 

para a contagem de neurônios em CA1, 2, 4 e GD e, três áreas de 50 µm2 para a contagem 

de neurônios em CA3 (Figura 9). Para esta quantificação foram usados sete animais do 

grupo SF-SF, cinco SF-HP, cinco AVP-SF e, seis AVP-HP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Imagem da camada de células piramidais do campo 1 do Corno de Ammon (CA1) do 

hipocampo (HC) de um dos ratos experimentais. A imagem mostra áreas de 50 µm2 que foram 

usadas para quantificar os neurônios (setas). Cinco áreas em CA1, 2, 4 e nas lâminas superior e 

inferior do giro denteado (GD) e, três áreas em CA3. 

 

3.6 Análise Estatística  

Para verificar as diferenças entre os períodos do desenvolvimento foram utilizadas 

a análises de variância (ANOVA) de medidas repetidas como “post hoc”, o teste 

Bonferroni. Nas demais análises, o teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar 

normalidade entre os grupos experimentais. Para os dados não paramétricos foi conduzida 

a análise com o teste Kruskal-Wallis como “post hoc”, o de Dunn’s. Para os dados 

paramétricos foi utilizado o Anova e, Tukey como “pos-hoc”. As análises estatísticas 
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foram feitas em planilhas e gráficos do GraphPad Instat 8.0. O nível de significância 

adotado foi de 5% (p  0,05). Os dados foram apresentados em gráficos dot-plot e, os 

resultados das análises comportamentais e morfológicas expressos em média e desvio 

padrão (±). 
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4 RESULTADOS 

 

Foram utilizados 59 ratos Wistar fêmeas (de 58 a 136 dias) e 22 ratos Wistar 

machos (de 60 a 191 dias). Estes ratos foram colocados para acasalar num total de 155 

vezes, porém em 62 acasalamentos foram encontrados espermatozoides na citologia 

vaginal (E0), então obtivemos 40% de sucesso nos acasalamentos dos ratos. No dia E12,5, 

26 fêmeas foram tratadas com SF e 36 fêmeas foram tratadas com AVP, após este 

tratamento 42,3% das ratas SF e 47,2% das ratas AVP sofreram abortos. Além disso, no 

grupo AVP houve uma porcentagem de 31,57% de canibalismo, fato que não ocorreu no 

grupo SF. O número total de ninhadas experimentais foram 15 SF e 13 AVP, com a 

obtenção de 113 filhotes machos experimentais (31 filhotes SF-SF; 32 filhotes SF-HP; 25 

AVP-SF e 25 AVP-HP). Não houve diferenças estatisticamente significativas na 

quantidade total de animais ao nascer e, nem no número de filhotes machos ou fêmeas, 

nascidos de mães SF ou AVP (Figura 10). 

 

Figura 10.  Quantidade de animais nascidos por ninhada (A). Número de filhotes machos 

e fêmeas nascidos por rata (B). SF: soro fisiológico; AVP: ácido valproico. Valores 

expressos como média ± DPM. 

 

 Em nosso estudo não observamos diferenças estatísticas significantes entre os 

grupos experimentais quanto à data de abertura dos olhos, que variou entre os DPNs 14 e 
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17 (apenas uma ninhada do grupo AVP abriu os olhos no DPN 13) e nem em relação ao 

peso corpóreo nos DPNs 14, 28 e 36. Efeitos teratogênicos foram vistos nos animais 

tratados com AVP, sendo a alteração morfológica da cauda (78%) o mais comum. Além 

disso, foi visto que 12% (6) dos animais apresentaram cromodacriorreia e, um animal 

AVP apresentou alteração morfológica congênita nas patas dianteiras (Figura 11).  

Ademais, apenas um filhote AVP sofreu canibalismo dos seus irmãos e, outro filhote 

também AVP, morreu após a aplicação do HP. 

 

Figura 11. Avaliação morfológica de ratos expostos no período pré-natal ao AVP ou ao 

SF e, tratados durante a fase pós-natal com Hypericum perforatum (HP) ou soro 
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fisiológico (SF). Parâmetros avaliados: abertura dos olhos (A); peso corpóreo (B); dobra 

caudal (C); presença da cromodacriorreia (D) e alteração das patas dianteiras (E). DPN: 

dia pós-natal. 

 

4.1 Testes Comportamentais 

4.1.1 Campo Aberto 

 Não foram detectadas diferenças estatisticamente significativas nos parâmetros 

comportamentais avaliados e nem nas preferências das localidades do aparato (Figura 12). 

 

Figura 12. Comportamento no teste do CA, realizado no DPN 31 de ratos expostos no 

período pré-natal ao AVP ou ao SF e tratados durante a fase pós-natal com HP ou SF. As 

figuras indicam a avaliação da: A e A.1, atividade exploratória, B, locomoção, C tempo de 

movimentos repetitivos e, D e D.1 ansiedade. 
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 O perfil comportamental também foi analisado considerando-se como “n” amostral 

a ninhada, que indica resultado similar ao observado na análise que considerou indivíduos 

como unidade amostral (Figura 13).  

 

Figura 13. Perfil comportamental no teste de CA de ninhadas de ratos expostos no 

período pré-natal ao AVP ou ao SF e tratados durante a fase pós-natal com HP ou SF. As 

figuras indicam a avaliação da: A e A.1, atividade exploratória, B, locomoção, C tempo de 

movimentos repetitivos e, D e D.1 ansiedade. 

 

Quantificamos também, o número de farejamentos e de elevações (animal sobre as 

patas posteriores) realizados durante os cinco primeiros minutos de teste, para avaliar a 

capacidade dos animais em explorar um novo ambiente. Não obtivemos diferenças 
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estatisticamente significativas, entre os grupos experimentais, em nenhuma das análises 

(análise individual de cada animal e análise do emparelhamento da ninhada – Figura 14).    

 

Figura 14. Atividade exploratória de um novo ambiente no teste do CA, de ratos (A e 

A.1) e ninhadas (B e B.1) expostos no período pré-natal ao AVP ou ao SF e tratados 

durante a fase pós-natal com HP ou SF. 

 

 Foi realizada nos animais SF-SF, AVP-SF sem alteração da cauda e AVP-SF com 

cauda alterada, a comparação da presença de alteração fenotípica da cauda em conjunto 

com os parâmetros comportamentais no teste de CA (Figura 15). No entanto, não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os animais AVP com ou sem alteração da cauda.  
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Figura 15. Comportamento no campo aberto dos animais expostos no período pré-natal ao 

AVP ou ao SF e tratados no período pós-natal com SF com e sem alteração da cauda. Os 

parâmetros comportamentais avaliados foram: a atividade exploratória (A e A.1) e a 

locomoção (B), o tempo de movimentos repetitivos (C), a ansiedade (D e D.1) e a 

capacidade de explorar um novo ambiente (E e E.1). 
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4.1.2 Reconhecimento do Objeto Novo 

O grupo AVP-SF realizou um maior tempo de contato com o objeto novo, em 

relação aos animais SF-HP (p < 0,05 – Figura 16). Na análise do índice de discriminação, 

não observamos diferenças estatísticas entre os grupos.  

          

Figura 16. Tempo de contato com o objeto novo ou o objeto de treino, durante o teste de 

reconhecimento do novo objeto, de ratos expostos no período pré-natal ao AVP ou ao SF 

e, tratados durante a fase pós-natal com HP ou SF. Também é mostrado o índice de 

discriminação dos objetos. (*) p=0,01. 

  

Ao avaliarmos o emparelhamento por ninhada dos animais não observamos 

diferenças estatisticamente significativas no tempo em que exploram o objeto novo ou o 

familiar. No entanto, o grupo SF-HP apresentou um maior índice de discriminação em 

relação aos demais grupos experimentais (SF-SF: p<0,0001; AVP-SF: p=0,0104; AVP-

HP: p<0,0001 - Figura 17). 
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Figura 17. Comportamento no teste de RON de ninhadas de ratos expostos no período 

pré-natal ao AVP ou ao SF e tratados durante a fase pós-natal com HP ou SF. À esquerda, 

gráfico do tempo de contato com o objeto novo, no centro, tempo de contato com o objeto 

de treino; e índice de discriminação dos objetos, à direita. (*) p=0,01. (***) p<0,0001. 

 

Os animais AVP-SF com alteração da cauda tiveram um maior tempo de contato 

com o novo objeto do que os animais SF-SF e, não foram encontradas diferenças 

estatísticas significantes no índice de discriminação destes animais (Figura 18).  
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Figura 18. Comportamento no teste de RON, de ratos expostos no período pré-natal ao 

AVP ou SF e, tratados com SF no período pós-natal, considerando a morfologia da cauda. 

Somente foi detectada alteração da cauda em animais expostos ao AVP.  (*) p= 0,0110. 

 

4.1.3 Interação Social 

 No teste de interação social os parâmetros avaliados não apresentaram diferenças 

estatisticamente significantes (Figura 19). 

      

Figura 19. Avaliação da sociabilidade de ratos expostos no período pré-natal ao AVP ou 

ao SF e, tratados durante a fase pós-natal com HP ou SF. Comparação do tempo de 

permanência na zona de interação, fora da zona de interação e o índice de interação social. 

 

 Para a exclusão de fatores intrínsecos e extrínsecos individuais avaliamos a 

ninhada. Quanto à sociabilidade verificamos que as ninhadas com animais AVP-HP 

passam menos tempo fora da zona de interação do que ninhadas com animais SF-HP 

(Figura 20).  
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Figura 20. Avaliação da sociabilidade de ninhadas de ratos expostos no período pré-natal 

ao AVP ou ao SF e, tratados durante a fase pós-natal com HP ou SF. Comparação do 

tempo de permanência na zona de interação, fora da zona de interação e o índice de 

interação social. (*) p=0,01. 

 

Na análise da alteração da cauda não foi possível observar diferenças estatísticas 

nos parâmetros avaliados (Figura 21). 

   

Figura 21. Avaliação da interação social dos animais com e sem alteração da cauda, 

expostos no período pré-natal ao AVP e tratados no período pós-natal com SF e, 

comparados ao grupo SF-SF. 
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4.1.4 Labirinto em Cruz Elevado 

 No teste de LCE não observamos diferenças entre os grupos experimentais quanto 

ao comportamento ansioso e estereotipa dos animais, também não observamos diferenças 

no tempo de exploração, de elevação e de head-dipping. Por fim, avaliamos o tempo em 

que cada animal passou caminhando durante o teste e observamos uma diminuição deste 

parâmetro nos animais AVP-HP em relação aos demais grupos experimentais (Figura 23).  

Nenhuma diferença estatística foi observada no emparelhamento das ninhadas dos 

grupos experimentais (Figura 24) e na análise da alteração morfológica da cauda (Figura 

25). Durante a execução do teste de LCE quatro ratos experimentais, todos tratados com 

AVP, caíram do aparato. 
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Figura 22. Comportamento no teste do labirinto em cruz elevado de ratos expostos no 

período pré-natal ao AVP ou ao SF e, tratados durante a fase pós-natal com HP ou SF. 

Avaliação do comportamento do tipo ansioso (A e A.1), do nível de exploração (B, B.1 e 

B.2), do comportamento repetitivo (C) e de caminhada (D). (***) p= <0,0001.    
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Figura 23. Comportamento no teste no LCE de ninhadas de ratos expostos no período 

pré-natal ao AVP ou ao SF e, tratados durante a fase pós-natal com HP ou SF. Avaliação 

do comportamento do tipo ansioso (A e A.1), do nível de exploração (B, B.1 e B.2), do 

comportamento repetitivo (C) e de caminhada (D). 
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Figura 24. Avaliação comportamental no LCE dos animais, com e sem alteração da 

cauda, expostos no período pré-natal ao AVP ou SF e, tratados no período pós-natal com 

SF. Avaliação do comportamento do tipo ansioso (A e A.1), do nível de exploração (B, 

B.1 e B.2), do comportamento repetitivo (C) e de caminhada (D). 
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4.2 Contagem neuronal 

Não observamos diferenças significativas ao quantificarmos o número de 

neurônios do hipocampo, nas secções coronais AP de -4.16 a -4.52 mm, com relação ao 

bregma (117), nas sub-regiões do HC em CA1, CA2, CA3, CA4, GD-s e GD-i (Figura 25). 
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Figura 25. Imagem representativa do hipocampo dorsal de um dos ratos do experimento 

(A) e densidade neuronal em CA1 (B), CA2 (B.1), CA3 (B.2), CA4 (B.3), giro denteado – 

lâmina superior (C) e giro denteado – lâmina inferior (C.1). 
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5 DISCUSSÃO 

 

Considerando os resultados obtidos propusemos que alguns fatores do ambiente 

poderiam influenciar nos parâmetros comportamentais do tipo autista de modelos animais, 

o que resultou em um artigo já publicado (Apêndice A). Também, a discussão dos 

resultados divergentes quanto a replicapilidade do modelo animal exposto ao AVP será o 

escopo de um artigo a ser publicado (Apêndice B). 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é representado por um grupo heterogêneo 

de manifestações comportamentais de desenvolvimento amplamente variável, com 

etiologia multifatorial (15). Os desafios terapêuticos são muitos, visto que as opções atuais 

de tratamento medicamentoso são limitadas, focam nas comorbidades e provocam muitos 

efeitos adversos. Nesse contexto, o presente estudo avaliou os efeitos do Hypericum 

perforatum (HP) em um modelo experimental de TEA, que apresenta os critérios de 

validade, de face e de construto (50). Pesquisas envolvendo aspectos comportamentais de 

modelos roedores aumentaram nos últimos anos, assim como, a preocupação relacionada à 

replicabilidade de seus estudos (118). 

No processo de geração das ninhadas do modelo, o número de acasalamentos entre 

os ratos e a taxa de prenhes são escassos na literatura. Em um estudo, a taxa de aborto em 

fêmeas tratadas com 600 mg/kg de AVP foi de 54,1% (119), contrapondo a uma 

porcentagem menor obtida no presente estudo, tanto nos animais controle quanto nos 

tratados. É sabido que o estresse pré-natal aumenta o risco de aborto, tanto por alterações 

ambientais quanto por exposição a medicamentos. O estresse pré-natal ambiental 

(aumento da luz, calor e contenção da rata grávida) é associado a 35,70% de canibalismo 

(120), similar à proporção do nosso estudo com exposição medicamentosa. Não observamos 
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diferenças na quantidade total de animais ao nascer, e nem na quantidade de machos ou 

fêmeas nascidas em cada ninhada, corroborando com a literatura (119).  

Para verificar o processo de maturação dos filhotes monitoramos a data de abertura 

dos olhos e não observamos diferenças significativas, porém a literatura traz que há uma 

tendência de abertura ocular atrasada nos animais AVP (55). Estudos demonstram que os 

animais expostos no período pré-natal ao AVP são mais leves em relação aos do grupo 

controle (55, 119). Em nosso estudo, como em outro, não foi possível observar diferenças 

significativas em relação ao peso corpóreo dos animais do grupo AVP (121). 

É possível verificar se houve a biodisponibilidade do AVP aos filhotes no período 

intraútero por meio da presença de alguma teratogenia. Estudos demonstraram que ratos 

expostos no E11 ao E12,5, a doses de 350 a 800 mg/kg de AVP, replicam a maioria das 

anormalidades anatômicas e comportamentais do tipo autista (45, 48, 57, 73). Qualquer 

alteração durante o referido período é suficiente para induzir características morfológicas, 

neurodesenvolvimentais e comportamentais que se assemelham ao autismo em humanos, 

pois este período coincide com o momento do fechamento do tubo neural de ratos (119). 

Pesquisadores observaram que alguns animais expostos ao AVP no período 

intraútero exibiam malformação física; 9% exibiam dobras nas caudas e 4% dos animais, a 

ocorrência de cromodacriorreia (119). Em nosso estudo 78% dos animais apresentaram 

alteração da cauda e 12% a cromodacriorreia. Estes eventos são congruentes com a 

ocorrência de malformações físicas em alguns pacientes expostos ao AVP durante o 

período embrionário e, evidenciam a biodisponibilidade do composto aos fetos no 

momento do fechamento do tubo neural, indicando seus efeitos tóxicos e teratogênicos (54, 

70). 
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5.1 Testes Comportamentais 

Todos os testes comportamentais realizados, apesar de certas diferenças na 

execução, são amplamente utilizados para verificar parâmetros comportamentais 

replicados pelo modelo animal, análogo ao comportamento do TEA em seres humanos (75).  

 

5.1.1 Campo Aberto 

O teste de CA possui pequenas diferenças entre os protocolos, como o material do 

aparato e o tempo de execução (122, 123, 124). Estudos demonstram que os animais AVP 

apresentam menor permanência na área central do aparato, diminuição da atividade 

exploratória, aumento da locomoção e do tempo de autolimpeza (45, 121 125).  No entanto, 

nossos animais não apresentaram um aumento da ansiedade e dos comportamentos 

repetitivos, avaliados por meio do teste de CA. Como uma forma de excluir a 

variabilidade individual do rato realizamos os testes estatísticos com as médias das 

ninhadas de cada grupo. Também, não obtivemos valores significantes. 

A fim de avaliarmos se a alteração da cauda representa um marcador fenotípico de 

animais que replicam as características do TEA, avaliamos as diferenças comportamentais 

de cada parâmetro entre os animais com e sem alteração da cauda. Porém, não 

encontramos diferenças relevantes em nenhum dos parâmetros avaliados, assim, a 

alteração fenotípica da cauda parece não ser um marcador de animais que replicam o TEA.  

 

5.1.2 Reconhecimento do Objeto Novo 

 Estudos mostram que os animais expostos ao AVP apresentam uma preferência 

pelo contato com objeto familiar. Alguns autores realizam a fase de treinamento, por cinco 

ou dez minutos, em dois dias anteriores a fase de teste. No dia seguinte ocorre a gravação 

com um período de 60 minutos entre o treino e o teste (112, 113). Em nosso trabalho não 
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observamos diferenças na preferência do animal pelo objeto novo ou familiar, talvez no 

nosso protocolo os animais não conheciam de fato os objetos apresentados, já que os ratos 

eram liberados a explorar livremente os objetos por 10 minutos no dia do teste. O índice 

de discriminação avaliado no teste de RON não apresentou diferenças estatísticas, 

corroborando com os valores apresentados por cada animal.  

Na avaliação da ninhada e consequente exclusão de fatores individuais, não 

observamos diferenças estatísticas entre o tempo de exploração dos objetos. Os animais 

SF-HP apresentaram um maior índice de discriminação em relação aos demais grupos 

experimentais, evidenciando o efeito benéfico do HP nos aspectos cognitivos dos animais 

(102) e, mostrando também que, a média da ninhada é uma análise importante para 

verificarmos a totalidade dos comportamentos realizados pelos animais. 

 Ao avaliarmos o RON com a alteração fenotípica da cauda, observamos que os 

animais controle tiveram um menor tempo de contato com o objeto novo, em comparação 

com os animais de cauda alterada, evidenciando que a alteração da cauda não é um fator 

determinante para a replicação dos comportamentos do tipo autista em ratos.  

 

5.1.3 Interação Social 

 Déficits na sociabilidade de animais expostos ao AVP já foram demonstrados (112), 

no entanto não observamos esta diferença com o tratamento realizado, corroborando com 

o achado no índice de interação social.  

Ao avaliarmos a média de cada ninhada observamos que os animais SF-HP 

passaram mais tempo fora da zona de interação em relação aos animais AVP-HP, o que 

não corrobora com outros estudos. Na literatura o teste foi realizado em dois dias 

consecutivos, sendo que no primeiro, o animal era adaptado ao aparato, por cinco minutos 

e, no segundo dia era colocado o cilindro vazio com posterior gravação do teste (112). 
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Como em nosso protocolo, o teste de IS ocorreu no mesmo aparato utilizado nos dois dias 

anteriores. Optamos por não realizar o dia de habituação e sim, uma fase de habituação ao 

aparato com duração de cinco minutos. Talvez este dia de habituação, seja crucial para 

evidenciar o comportamento social do animal durante o teste. Na análise da alteração 

fenotípica da cauda, não observamos alterações significativas. 

 

5.1.4 Labirinto em Cruz Elevado 

Dentre os testes comportamentais realizados, o de LCE é o mais padronizado entre 

os laboratórios de pesquisa experimental (119, 126). Animais expostos ao AVP evitam áreas 

abertas do aparato, devido ao aumento do nível da ansiedade e diminuem todos os 

parâmetros exploratórios (exploração, elevação, exploração no final do BA e head 

dipping) (122, 127). Desse modo, apresentam um maior tempo e número de entradas nos BF 

do labirinto, o que não foi observado no presente estudo. 

Para a verificação da atividade locomotora dos ratos durante o teste de LCE 

avaliamos o tempo de caminhada e, observamos que há uma diminuição deste parâmetro 

no grupo AVP-HP. Por não haver outros parâmetros locomotores alterados nos demais 

testes, não podemos inferir que seja o medo extremo, mas talvez uma reação restrita a um 

novo ambiente. Na avaliação da ninhada e da alteração fenotípica da cauda, também não 

observamos alterações significativas.  

 Um fator ambiental a ser considerado é a luminosidade durante o teste, pois tem 

sido relatado que baixos níveis de iluminação levam a uma maior exploração dos BAs do 

aparato e que em ambientes iluminados (3 a 300 lux – medidos no centro do aparato) os 

animais evitam esta localidade, com menor porcentagem de entradas e de tempo gasto no 

BA (128). Em nosso protocolo, a luminosidade do centro foi de 51 lux, então, 
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aparentemente nossos animais evitaram os BAs do aparato por conta da alta luminosidade 

durante o teste. 

 

5.2 Contagem neuronal 

A exposição pré-natal ao AVP induz alterações estruturais no HC dos animais, 

levando a uma descontinuidade da camada de células granulares e diminuição do número 

de neurônios no GD (129) e em CA1 (130). Não encontramos as referidas alterações em nosso 

estudo. Já nas demais sub-regiões (CA1, CA2 e CA3), um estudo não encontrou 

diferenças na quantidade neuronal (129), o que condiz com o nosso achado. 

 

5.3 Considerações Finais 

A etiologia do TEA não é totalmente compreendida; assim modelos animais que 

repliquem as manifestações clínicas presentes no espectro são de suma importância para 

avanços na compreensão da fisiopatologia e do tratamento do transtorno. Tais modelos 

podem ser de induzidos geneticamente (35) ou por fatores ambientais (44). Contudo, é 

importante avaliarmos e questionarmos a reprodutibilidade dos modelos. 

Neste estudo o modelo animal de autismo induzido por fatores ambientais, AVP, 

parece não ter sido reproduzido. Visto que os animais não apresentaram, no teste de CA, 

um aumento da ansiedade, avaliado por meio do tempo de permanência na área central (113, 

121) e aumento dos comportamentos repetitivos, avaliados por meio do tempo de 

autolimpeza (45, 125). Também não apresentaram uma maior preferência pelo contato com 

os objetos familiares (131) e nem déficits na sociabilidade (45, 115), avaliados no teste de 

RON e de IS, respectivamente. Além disso, não apresentaram aumento no número de 

entradas e no tempo gasto nos BAs do LCE, para avaliação do comportamento do tipo 

ansioso (33).   
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Entretanto, nossos animais entraram em contato com o AVP. Tal condição pode ser 

comprovada pela existência da alta taxa de efeitos teratogênicos como as alterações da 

cauda (78%) e a cromodacriorreia (12%); similar ao observado na literatura (55, 119). Na 

literatura há estudos com o modelo experimental de TEA exposto ao AVP e replicação das 

características do transtorno (122, 127, 130).  Os estudos são realizados em diferentes 

condições experimentais, bem como, em diferentes origens genéticas das espécies, talvez 

estes pontos sejam a explicação para os nossos achados.  

Não há um consenso sobre as formas corretas de analisar e estimar a 

replicabilidade dos estudos (132, 133). Porém problemas e diferenças são observados nos 

trabalhos, reforçando ainda mais a necessidade de protocolos mais padronizados em que a 

composição das soluções/suspensões dos fármacos e o background genético dos animais 

sejam descritos da forma mais precisa possível para aumentar a comparabilidade e a 

reprodutibilidade dos estudos (134). 

Uma variedade de fatores genéticos e ambientais tem sido associada ao TEA, mas 

nenhum é absolutamente específico para o desenvolvimento do espectro (135). Fatores 

ambientais foram associados ao risco de 14% a 22% de desenvolver o TEA, porém aos 

fatores genéticos o risco atribuído é de cerca de 80% (135, 136). Assim, ressalta-se a 

importante contribuição dos fatores genéticos.  Inclusive, a Academia Americana de 

Pediatria e o Colégio Americano de Genética Médica e Genômica recomendam testes 

genéticos para indivíduos diagnosticados com TEA, visando o correto Aconselhamento 

Genético para as famílias (137, 138, 139). 

Neste contexto, a aparente não reprodução do modelo animal de autismo induzido 

por fatores ambientais, pode ser justificada pela não suscetibilidade genética dos animais 

expostos ao AVP. Assim, será que estudos que reproduziram o modelo utilizaram animais 

com certa suscetibilidade ao composto? Uma proposta seria comparar geneticamente os 
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nossos animais com animais expostos ao AVP e que replicaram a características 

comportamentais do tipo autista. 

Apesar de não ser possível avaliarmos os efeitos do HP nos comportamentos do 

tipo autista replicados no modelo animal por exposição ao AVP, é interessante 

ressaltarmos que o composto não possuiu efeitos adversos, já que o grupo SF-HP foi 

similar ao grupo controle (SF-SF), em todos os parâmetros analisados. Inclusive, o HP 

aumentou o índice de discriminação nos ratos controle, evidenciando um efeito benéfico 

do composto. 
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6 CONCLUSÃO 

 

É notório que os animais entraram em contato com o ácido valproico, comprovado 

pela existência dos efeitos teratogênicos, como a alteração morfológica da cauda e a 

ocorrência de cromodacriorreia. No entanto, nossos animais não replicaram os 

comportamentos do tipo autista, pois não foram observados aumento das estereotipias, 

preferência pelo objeto familiar, déficits na sociabilidade e aumento da ansiedade. Assim, 

provavelmente, os animais do estudo não possuíam susceptibilidade genética ao composto. 

Logo, não foi possível avaliar o efeito do Hypericum perforatum nestes animais. 
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A R T I C L E  I N F O   

 
Keywords: 
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A B S T R A C T   
 

Environmental enrichment (EE) is known to produce experience-dependent changes in the brains and behaviors of 

rodents, and it has therefore been widely used to study neurodevelopmental disorders, including autism. Current 

studies show significant protocol variation, such as the presence of running wheels, number of cage- mates, 

duration of enrichment, and the age of the animals at the beginning and end of the enrichment in- terventions. EE 

has been shown to have prominent positive effects in animal models of idiopathic and syndromic autism, but little 

is known about the ideal type of EE and the most efficient protocols for reversing autism spectrum disorder (ASD) 

behaviors modeled in rodents. This review presents evidence that social enrichment is the most effective way to 

rescue typical behaviors, and that variables such as onset, duration, and type of in- duction in the ASD model are 

important for EE success. Understanding which EE protocols are most beneficial for reversing ASD behaviors 

modeled in rodents opens up possibilities for the potential treatment of neuropsychiatric disorders characterized by 

behavioral deficits, such as autism. 
 

 

 

1. Introduction 

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental condition 

characterized by deficits in communication and social interaction in 

addition to increased restricted interest and repetitive behaviors (Kodak 

and Bergmann, 2020). According to Zeidan et al. (2022), the worldwide 

incidence of ASD is 1 in every 100 individuals, with 4.2 affected boys for 

every girl. 

The brain mechanisms responsible for autism are not fully under- 

stood, making animal models that replicate ASD behavioral and cogni- 

tive phenotypes invaluable tools to better understand ASD’s 

pathophysiology (Tania et al., 2014). An ideal animal model of autism 

exhibits face, construct, and predictive validity, thereby recapitulating 

ASD-associated features in humans, including behavior, etiology, and 

the predictive power of interventions, respectively (Nestler and Hyman, 

2010). 

The most common examples of genetically induced rodent models of 

autism are BTBR T tf/J (BTBR), which exhibit behavioral deficits with face 

validity to the main symptoms observed in individuals with ASD (Zhao 

et al., 2022); Fmr1 KO (knockout) mouse model of Fragile X 

Chromosome syndrome (FXS), which presents with of autism and in- 

tellectual disability (Kazdoba et al., 2014); mice mutant for neuro- ligin3/4 

(Nlgn3 and Nlgn4), which in humans are strongly implicated in 

development of   neuropsychiatric disorders such as autism (Tabuchi et 

al., 2007); mutant mice for the Shank gene family and Tcs1/Tsc2 genes that 

show deregulation of proteins linked to synaptic plasticity, which can 

result in autistic-like traits (Jiang and Ehlers, 2013; Wesseling et al., 2017). 

The most widely used rodent models induced by environmental factors are 

rats and mice prenatally exposed to valproic acid (VPA) or maternal 

immune infection. The VPA animal model was described in 1996 for the 

study of ASD (Rodier et al., 1996, 1997). These animals recapitulate deficits 

in sociability and increased repetitive behavior, which are present in 

children with ASD (Schlickmann and Fortunato, 2013). Studies in maternal 

immune activation models have demon- strated that both infections and 

inflammation in pregnancy can result in injury to neurons and neural 

progenitor cells directly, or indirectly through oXidative stress-associated 

microglia and astrocyte activation, as observed in ASD (Al-Haddad et al., 

2019; Bjørklund et al., 2020). 

These animal models must show the typical clinical manifestations of 
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Fig. 1.  PRISMA flowchart study selection stages. 
 

ASD, such as social deficits and repetitive/stereotyped behaviors (Iwata, 

2019). Decreased behaviors of approaching, caring, chasing, lying under or 

over, smelling, peeking, following, anogenital exploring, threatening, 

attacking, and biting one another are seen as deficits in social interac- tion. 

On the other hand, an increase in behaviors such as self-cleaning and 

pacing in circles are examples of repetitive/stereotyped behaviors 

(Tordjman et al., 2007; Iwata et al., 2010). 

In addition to understanding the pathophysiology of ASD, animal models 

can provide clues to novel therapeutic approaches, either pharmacological 

or behavior-oriented. These encompass what is termed environmental 

enrichment (EE), an experimental paradigm introduced over 75 years ago 

to decipher how gene-environment interactions change the structure and 

function of the brain throughout an animal’s life. Enriched environments 

are generally characterized by the presence of physical objects and 

opportunities for social interaction, resulting in physical and social 

enrichment, respectively (Elliott and Grunberg, 2005). Therefore, EE can 

be considered a rich external source of stimuli and a mechanism for 

changing brain plasticity patterns based on indi- vidual behavior, since 

each animal in an enriched environment will have a slightly different set 

of experiences (Kempermann, 2019). 
Physical enrichment strategies for rodent models involve structural 

modifications such as increased space and resources that allow for ex- 

ercise, play, and exploration (Stewart and Bayne, 2004). These include 

bedding enriched with natural materials (parchments and fiber-based 

paper), plastic tunnels, wooden objects, ropes, racing wheels, balls, ramps, 

ladders, and other appropriately sized toys. Social enrichment allows 

animals to be housed in groups, whenever possible. Although social 

enrichment is easier to implement, there are situations in which animals 

must be individually housed, and in such cases, physical enrichment is 

particularly useful (Johansson and Ohlsson, 1996). 

Other contexts can also be considered EE, such as sensory stimulation and 

nutritional supplementation. The first is related to the application of 

innocuous stimuli in a controlled environment (Schaffler et al., 2019). The 

second refers to dietary intervention, used in animal models and in humans 

to attenuate ASD-associated behavioral deficits (Nolan et al., 2022). 

The effects of EE have been shown to improve phenotypes associated with 

neurodegenerative diseases, brain injury, and other psychiatric 

disorders in animal models (van Praag et al., 2000; Will et al., 2004; 

Nithianantharajah and Hannan, 2006; Laviola et al., 2008; Solinas et al., 

2010). Hence, EE allow researchers to study the neurobiology of ASD 

through modification of the environment. However, among a variety of 

EE protocols, there is no answer as to which strategy is most effective in 

reversing typical ASD behaviors. Therefore, this review aims to answer 

the following question: "Which type of EE is most effective for reversing 

typical ASD behaviors in a rodent model of autism?". 

2. Material and methods 

This study presents a literature review carried out in duplicate and 

independently, following the PRISMA protocol, used for systematic re- 

views (Page et al., 2021). PubMed, Cochrane, and Lilacs databases in 

Portuguese and English from October 2019 to January 2021 were uti- lized 

for this review. The descriptors selected for the search were: “Animal 

model,” “Rat,” “Rodent,” “Mouse,” “Mice, "ASD,” “Autism,” “Autism 

spectrum disorder,” “Autistic behavior,” “Autistic disorder,” “Pervasive 

developmental disorder,” “Enrichment,” “Environmental intervention,” 

“Nutritional enrichment,” “Social enrichment,” “Physical enrichment” and 

“Sensorial enrichment” with combinations between them using “AND” 

with no lower date limit. Zotero and Mendeley reference managers were 

used to organize collected data and exclude duplicate articles. 

The inclusion and exclusion criteria were applied during the study 

selection stages. The inclusion criteria were empirical articles that included 

experiments with rodent animal models of syndromic and non- syndromic 

autism obtained by genetic or environmental induction, which presented 

the ASD behavioral dyad (social deficits and repetitive behaviors). 

EXclusion criteria were samples that did not involve the replication of 

autism in rodent animal models; articles with only genetic analysis results, 

microbiota, and drug tests; and studies on animals that did not exhibit the 

autism dyad. 

After retrieving articles from the databases, steps were applied to select 

the studies. The first step involved reading the titles and abstracts, and the 

second involved reading the articles in full and discussing them. For each of 

these steps, the agreement index between researchers was calculated, 

based on the following formula: number of agreements/ 
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Table 1 

Information regarding the ASD animal model of the evaluated studies. 

similar to that of humans; (2) Complexity: the more complex the test 

system, the more likely that the relevant mechanisms are included; (3) 

Author (year) Species, ASD 

model and sex 

Syndromic or non-syndromic/ 

genetic or environmental 

induction 

Score Disease simulation: methods to induce the disease of interest, according to 

its etiology; (4) Predictivity: similarity with human characteristics, when 

exposed to a type of treatment; and (5) Face validity: similarity of one or 

a set of disease symptoms (Denayer et al., 2014).

Schneider et al. 

(2006) 

Yang et al. (2011) 

 
 
 
Reynolds et al. 

- Wistar Rats 

- VPA 

- Males 

- BTBR and 

C57BL/6J (B6) 

mice 

- BTBR 

- Males and 

Females 

- Non-syndromic 

- Environmental 

 
- Non-syndromic 

- Genetic 

15  

16 
3. Results 

The articles were collected from the Lilacs and PubMed databases, as 

the Cochrane database had no articles listed with the study descriptors. 

PRISMA flowchart in Fig. 1 summarizes the number of articles identi- 
fied, screened, and included in the final review. 

- C57BL/6J and 

(2013) BTBR mice 

- BTBR 

- Males 

- Non-syndromic 

- Genetic 
  Most of the 14 studies analyzed made use of male rodent models of 

non-syndromic ASD. Seven studies used models generated via environ- 

mental induction, and seven studies used models generated via genetic 
Pietropaolo et al. 

(2014) 

Favre et al. 

(2015) 

Raza et al. (2015) 

- C57BL/6J 

- Fmr1-KO 

- Males 

- Wistar Rats 

- VPA 

- Males 

- Long-Evans rats 

- VPA 

- Males and 

Females 

- Syndromic 

- Genetic 

 
- Non-syndromic 

- Environmental 

 
- Non-syndromic 

- Environmental 

16 induction. Among the environmental models, the most used was mice 

with intrauterine exposure to VPA, while the most used genetic models 

15 were BTBR and Fmr1-KO mice for investigating non-syndromic and 

syndromic ASD, respectively. The most adopted method for studying the 

reversal of the ASD behavioral dyad was social enrichment, which 
14 mostly involved placing animal models with standard animals in equal 

proportion for at least 40 days after the beginning of the post-weaning 
period. 

Oddi et al. (2015) - Fmr1-KO mice 

- Fmr1-KO 

- Syndromic 

- Genetic 

15 When   considering the   ASD behavioral dyad,   SB was   the   most 
reversed after EE, however, STE was less evaluated in the selected 

Garbugino et al. - Males studies.   The   most   common   morphofunctional   findings   in   the   NS 
- Oprm1 mice 

(2016) - Oprm1 μ-KO 

- Males and 

- Non-syndromic 

- Genetic 
15 following EE were increased expression of dopamine and its receptors, 

BDNF and its TRKb receptor, EAAT2, GluN2B, CaMKII, and nuclear c- 

Kentner et al. Females Fos, increased dendritic column density, decrease of morphological 
- Sprague- 

(2016) Dawley rats 

- LPS 
- Males 

- Non-syndromic 

- Environmental 

 abnormalities in the brain, in addition to normalization of neuro- 

inflammatory factors such as CD11b, CD45 and IL-1B. 
Data extraction from the articles is summarized in Tables 1 and 2. 

Yamaguchi et al. 

(2017) 

Acosta et al. 

- CD1 mice 

- VPA 

- Males 

- Non-syndromic 

- Environmental 

14 Table 1 describes aspects related to the ASD experimental model, such as 

the species, sex sample number, whether syndromic or not, the method 
of induction (genetic or environmental), and the model validity score. 

- Cubs CF1 

(2018) - VPA 

- Males and 

- Non-syndromic 

- Environmental 
14  Table 2 shows the data referring to the experimental protocol of each 

study, including the experimental groups, type of EE, duration, enrich- 

Campolongo Females ment protocol, outcome (with or without reversal of the ASD behavioral 
- CF1 mice 

et al. (2018) - VPA 

- Non-syndromic 

- Environmental 

15 dyad), and morphofunctional findings in the NS. 

 
Hulbert et al. 

(2018) 

 

 
Queen et al. 

(2020) 

- Males 

- Shank3 mice 

4e4-22 

- Shank3 4e4-22 

- Males and 

Females 

- BTBR mouse 

- BTBR 

- Males and 

Females 

 
- Non-syndromic 

- Genetic 

 

 
- Non-syndromic 

- Genetic 

15 4.  Discussion 

Social enrichment was the most used EE in non-syndromic models and 

in studies on reversing the ASD behavioral dyad. Most studies 

16 (Schneider et al., 2006; Yang et al., 2011; Pietropaolo et al., 2014; Favre 

et al., 2015; Yamaguchi et al., 2017; Acosta et al., 2018; Campolongo 

et al., 2018; Hulbert et al., 2018) started the enrichment at PND 21–22, 

the post-weaning period, and this protocol remained for at least 40 days. 

VPA: valproic acid. LPS: gram negative endotoXin lipopolysaccharide. CF1: 

CrlFcen:CF1 outbred strain. Oprm1 μ-KO: μ-opioid receptor knockout mice. 

BTBR: BTBR T + tf/J. CD1: ICR., Fmr1-KO: FMRP translational regulator 1 
knockout mice, Oprm1: μ-opioid receptor mice. 

 
(number of agreements number of disagreements) 100. A third researcher 

participated in each step to decide on discordant studies. 

The studies were analyzed regarding the model species and sex used, ASD 

model (syndromic or non-syndromic; genetic or environmental induction), 

sample number (n), and validity score of the animal model (Denayer et al., 

2014). Regarding methodology, the experimental groups, type of EE, 

period in postnatal day (PND), and enrichment protocol and its effects, 

morphofunctional findings in the nervous sys- tem (NS) and reversal of 

the ASD behavioral dyad were evaluated. 

A scoring system ranging from 1 to 4 was used to compose the model 

validity score under five criteria: (1) Species: the closer a species comes to 

humans, the more likely it is that the pathophysiology of the disease is 

An autism animal model must mirror the symptomatology of the disorder 

(Mabunga et al., 2015), so observation of the social deficit/- stereotypy 

behavioral dyad is extremely important. Among the evalu- ated studies, 

only siX performed such observation (Schneider et al., 2006; Yang et al., 

2011; Pietropaolo et al., 2014; Favre et al., 2015; Campolongo et al., 2018; 

Queen et al., 2020), out of which only three showed reversal of the 

behavioral dyad after different types and pro- tocols of enrichment 

(Schneider et al., 2006; Pietropaolo et al., 2014; Campolongo et al., 2018). 

No relationship was found between the type of enrichment and of 

induction. 

Two studies (Yang et al., 2011; Favre et al., 2015) showed improvement in 

social deficits but not in stereotypy. Considering that both studies started 

enrichment soon after weaning (PND 21 and 23, respectively), social 

deficits may be more susceptible to reversal than stereotypies, since these 

behaviors are regulated by different genetic factors  and  therefore  may  

respond  variably  to  treatments  (Happé  and Ronald, 2008). 
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Table 2 

Design of the EE protocol with the main findings of the behavioral and morphofunctional analyses. 

Author (year) EXperimental 

Groups/n1
 

Enrichment type and 

period (PND)1
 

Enrichment protocol1 Reversal of the 

ASD behavioral dyad 

Morphological/functional findings in the 

NS after enrichment1, 2
 

Schneider et al. 

(2006) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Yang et al. (2011) 

 
 
 
Reynolds et al. 

(2013) 

 
 
 
Pietropaolo 

et al. (2014) 

 
 
 
 
 
 

Favre et al. 

(2015) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Oddi et al. (2015) 

 
 
 

Raza et al. 

(2015) 

 
 
 

Garbugino 

et al. (2016) 

4 groups: 

SAL-STD 

SAL-ENR 

VPA-STD 

VPA-ENR 

n = 5–8/groups 

 
 
 
 
 

3 groups: 

B6 + B6 BTBR + 

BTBR BTBR + B6 

n = 96–128/ 

groups 

4 groups: 

C57BL/6J–STD 

C57BL/6J-ENR 

BTBR–STD 

BTBR–ENR 

n = 7–8/groups 

4 groups: 

FMR1-WT 

–CONT FMR1-

WT-N- 3PUFAs 

FMR1-KO 

–CONT FMR1-

KO-N- 3PUFAs 

n = 23–24/ 
groups 

6 groups: 

SAL-ST SAL-

UE SAL-PE 

VPA-ST 

VPA-UE 

VPA-PE 

n = 18/groups 

 
 

 
4 groups: FMR1- 

WT-STD FMR1-

WT-ENR FMR1-

KO-STD FMR1-KO-

ENR n = 6–13/ 

groups 

4 groups: 

CONT-NST 

CONT-ST 

VPA-NST 

VPA-ST 

n = 32–46/ 

groups 

4 groups: 

Oprm1-WT-L 

Oprm1-WT- L + 

L 

Oprm1-KO-L 

Oprm1-KO- 

1) Sensory 

- 14 days 

(PND 7–21) 

2) Social and 

physical 

- 13 days 

(PND 22–35) 

 
 
 
 
 
 
Social 

- Cohort 1 for 40 days 

(PND 21–61) 

- Cohort 2 for 20 days 

(PND 21–41) 

 
Social and physical- 30 

days (PND 49–79) 

 
 
 
Nutritional 

- 69 days 

(PND 21–90) 

 
 
 
 
 
 
Physicist and social 

- 100 days 

(PND 23–123) 

 
 
 
 
 
 
 

 
Social 

- 21 days (PND 0–21) 

 
 
 
 
Sensory 

- 18 days 

(PND 3–21) 

 
 
 
Social 

- 34 days 

(E15 to PND 28) 

1) The male pups were submitted to the multisensory 

stimulation protocol, which included individual 

placement of the pup on surfaces with different 

temperatures and textures (wood, glass, paper 

towels), righting reflex training, negative geotaxis 

and swimming in an aquarium. The full procedure 

lasted 25 min per day. 

2) The standard pups were kept 5 to each small cage 

(60 × 38 × 20 cm) and the enrichment pups were 

kept 12 to each larger cage (60 × 60 × 40 cm) 
filled with toys (wheels, ladders, plastic tunnels, 

wooden shelters, labyrinths, blocks of construction and 

swings) which were changed every 2 days when cage 

cleaning was performed. 

Male and female pups were separated by sex and housed 

in three different groups. Enrichment consisted of 

housing 2 BTBR and 2 B6 animals, for the two cohorts. 

 
The pups were kept in groups of 3–4 in a standard cage, or 

in groups of 8 in an enriched cage. The enriched cage 

consisted of two extra floors and various toys, including 

wheels and tunnels that were 

changed every 5 days to add an element of novelty. 

 
At weaning, pups were exposed to one of two dietary 

conditions. 

 
 
 
 
 
 

The ST environment contained 3 animals per cage, with 

a bed and cardboard tube in a common room, treated by 

several caregivers. The enriched environment was 

divided into an unpredictable enriched environment 

(UE) defined by exchange of stimuli twice a week, in 

part, totaling 4 different configurations, and a 

predictable and enriched environment (PE) that had a 

constant adjustment with the same set of enriching 

elements (without changing identity). The two 

environments took place in an isolated room, 

manipulated by the same experimenters, where the 

animals were housed 6 per large cage with ethologically 

positive multimodal stimuli including wheels, toys, 

treats and odors. 

Mothers and their pups were kept isolated (STD) or 

with the addition of another non-lactating female 

(ENR). 

 
 
 
The animals were exposed to tactile stimulation (ST) 

three times a day (9:00 a.m., 1:00 p.m. and 4:00 p.m.) for 

15 min. 

 
 
 
Upon completing 15 days of pregnancy, the females 

were housed individually (L) or with another pregnant 

female (L + L), and kept that way until weaning. 

SB: yes STE: 

yes 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
SB: yes, for both 

cohorts. 

STE: no, for both 

cohorts. 

 
SB: Not evaluated 

STE: yes 

 
 
 
SB: yes STE: 

yes 

 
 
 
 
 
 

SB: yes, only for 

VPA in PE 

environment STE: 

no 

 
 
 
 
 
 

 
SB: yes STE: 

Not 

evaluated 

 
 
 
SB: Not evaluated 

STE: no 

 
 
 

SB: yes STE: 

Not 

evaluated 

Not evaluated 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Not evaluated 

 
 
 
 
Not evaluated 

 
 
 
 
In KO animals: 

- Decrease of CD11b and CD45 in 

CA1, which was rescued with the N- 

3PUFAs diet 

- Increase of IL-1B in CA3, which 

was reduced after the enriched diet 

In KO and WT animals: 

- Decrease of IL-1B in the PFC, which 

was rescued with the N-3PUFAs diet 

 
In VPA-PE animals: 

- Increased expression of GluN2B in 

the somatosensory cortex and in the 

amygdala and of CaMKII in the 

dorsal-anterior hippocampus. 

 
 
 
 
 
 

In FMR1-KO-ENR animals: 

- Correction of morphological 

abnormalities of dendritic spines of 

hippocampal neurons 

- Decreased filopod-like dendritic 

spines 

In VPA-ST animals: 

- Increased apical dendritic 

branching of pyramidal cells in 

mPFC, which is reduced in VPA-NST 

animals. 

 
Not evaluated 

 
 
 
 
(continued on next page) 



C.R.S. Caires and A.L. Bossolani-Martins Behavioural Processes 211 (2023) 104915 
 

 

 
Table 2 (continued ) 

Author (year) 

 
 

 
Kentner et al. 

EXperimental 

Groups/n1
 

 
L + L 

n = 3–5/groups 

Enrichment type and 

period (PND)1
 

Enrichment protocol1 Reversal of the 

ASD behavioral dyad 

Morphological/functional findings in the 

NS after enrichment1, 2
 

(2016) 

 
 
 
 

 
Yamaguchi 

et al. (2017) 

 
 
 
 

 
Acosta et al. 

(2018) 

 
 
 
 

 
Campolongo et al. 

(2018) 

 
 
 

Hulbert et al. 

(2018) 

 
 
 
 
 
 
Queen et al. 

(2020) 

6 groups: 

SAL–STD SAL 

– CN SAL – 

ENR LPS – STD 

LPS – CN LPS – 

ENR 

n = 7–9/groups 

4 groups: 

CD1–STD 

CD1–ENR 

VPA-STD 

VPA-ENR 

n = 32/groups 

 

4 groups: 

SAL-SAL 

SAL-VPA 

VPA-SAL 

VPA-VPA 

n = 5–7/groups 

 

4 groups: 

- SAL-SAL 

-SAL-VPA 

-VPA-SAL 

-VPA-VPA n = 

15–22/ 

groups 

6 groups: Shank3 

4e4-22: 

+/+ STD 

+/- STD 

-/- STD 

+/+ ENR 

+/— ENR 

—/— ENR n = 
4–15/ 
groups 

2 groups: 

BTBR-STD 

BTBR-ENR 

n = 8–10/ 

groups 

Social and physical 

- 42 days 

(PND 50–92) 

 
 
 
 

Physicist 

- 28 days 

(PND 21–49) 

 
 
 
 

Social 

- 39 days (PND 

21–60) 

 
 
 

 
Social 

- 39 days 

(PND 21–60) 

 
 
 
Physical and Social: 10 

days (PND 10–20) 

- Social: 

39 days 

(PND 21–60) 

 
 
 
 
Physicist 

- 119 days 

(PND ~ 28–147) 

Rats were randomized to 3 different conditions: 

- STD: standard cage with tube, chew bone and 

Nestlets, housing 2 animals per cage. 

- CN: larger cage with tube, chew bone and nestlets, 

housing 4 per cage. 

- ENR: multi-level cage with new toys, tubes, chew 

bone, Nestlets, ramps, housing 4 animals per cage. The 

arrangement of toys and tubes were changed twice a 

week along with cagemates. 

The pups were housed in groups of 5–6 animals per 

cage in a standard or enriched environment. This 

consisted of large plastic boXes 

(65 cm × 35 cm × 30 cm), containing two racing 
wheels (15.2 cm in diameter), two types of nesting 

materials and a variety of objects, including toys, 

tunnels and hiding places, which were reorganized 

twice a week, with the aim of creating a new 

environment. 

At weaning, SAL or VPA pups were kept with mates on the 

same or other prenatal treatment 

 
 
 
 

 
Male pups from one treatment (saline or VPA) were 

kept with other pups from the same treatment (4–5 

animals) or the opposite (ratio of 2:3 animals). 

 
 
 
One (STD) or two (ENR), lactating and litters per cage 

were placed. The ENR environment contained various 

objects and toys, which were rotated daily and changed 

weekly to maintain freshness. After weaning, the rats 

were housed with same-sex cagemates, with seven 

animals per cage (ENR) and five animals per cage (STD). 

 

 
Three or five animals were maintained in a standard or 

enriched environment, respectively. In the latter the 

cages were larger, supplemented with racing wheels, 

igloos, toys, tunnels, maze and nesting material. 

SB: no STE: 

Not 

evaluated 

 
 
 
 

SB: yes STE: 

Not 

evaluated 

 
 
 
 

SB: no STE: 

Not 

evaluated 

 
 
 
 

SB: Yes, for all 

groups except 

VPA-VPA. 

STE: yes, except 

VPA-VPA group. 

 
SB: Not evaluated 

STE: Yes to 

the animals -/- 

 
 
 
 

 
SB: no 

STE: no 

In LPS-CN and ENR animals: 

- Increased BDNF in the 

hippocampus 

In LPS-ENR animals: 

- Increase of TrkB and EAAT2 in the 

PFC 

 

 
In VPA-ENR animals: 

- Increased dendritic column density 

in the CA1 and BDNF region of the 

hippocampus 

 
 
 

VPA-VPA animals, compared to the control, 

presented: 

- Elevated levels of DA in the striatal 

region 

- Differences in DA turnover in the 

dorsal striatum 

- Increased volume of the caudate 

nucleus 

- Increased expression of DRD3 

In VPA-VPA animals: 

- Increased number of c-Fos and DA 

positive nuclei in Piriform cortex 

layer 2 compared to SAL-SAL mice. 

 

 
Not evaluated 

 
 
 
 
 
 

In BTBR-ENR animals: 

- Females did not show changes in 

the expression of neurotrophic 

factors 

- Males showed increased BDNF in 

the hypothalamus 

- Increase of TrkB in the 

hypothalamus, hippocampus and 

amygdala. 
 

(1) SAL: saline; STD: standard; ENR: enriched; LPS: gram negative endotoXin lipopolysaccharide; KO: knockout; WT: wild type; PND: postnatal day. 

(2) BDNF: Brain-derived neurotrophic factor; CA1: first region in the hippocampal circuit; CA3: third region in the hippocampal circuit; CaMKII: Calcium-calmodulin 

(CaM)-dependent protein kinase I; CD11b: Conventional dendritic cell 2; CD45: cluster of differentiation 45; DA: dopamine; DRD3: Do pamine D3 Receptor; EAAT2: 

EXcitatory amino acid transporter 2; GluN2B: NMDA receptors containing the GluN2B subunit; IL-1B: Interleukin-1B; mPFC: medial prefrontal cortex; N-3PUFAs: 

omega-3 polyunsaturated fatty acids; PFC: prefrontal cortex; TrkB: tyrosine receptor kinase B. 

 
EXposure to EE in early postnatal life was crucial for the improve- ment 

of sociability in animals. The reversal of this type of deficit occurred in 

most studies (Schneider et al., 2006; Yang et al., 2011; Pietropaolo et al., 

2014; Favre et al., 2015; Oddi et al., 2015; Garbugino et al., 2016; 

Yamaguchi et al., 2017; Campolongo et al., 2018), excepting Kentner et 

al. (2016) and Queen et al. (2020), who did not show improvement in 

sociability (treatment started at PND 50 and PND 28, respectively). 

Eight studies (Reynolds et al., 2013; Oddi et al., 2015; Raza et al., 2015; 

Garbugino et al., 2016; Kentner et al., 2016; Acosta et al., 2018; 

 
Yamaguchi et al., 2017; Hulbert et al., 2018) assessed at least one of the 

typical behavioral parameters of ASD. In studies by Reynolds et al. (2013), 

Oddi et al. (2015), Garbugino et al. (2016), Yamaguchi et al. (2017), and 

Hulbert et al. (2018), the animals showed a significant improvement in the 

evaluated parameters; this was not observed in the study by Acosta et al. 

(2018), which used the VPA model under a social enrichment protocol 

performed for 39 days (PND 21–60). When comparing this finding with 

those of Oddi et al. (2015) and Garbugino et al. (2016), we observed that 

genetic animal models were more sus- ceptible to the reversal of ASD 

behaviors. This may have occurred 
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because in genetically induced models, ASD behaviors derive from a single 

mutation, while in environmental induction they are influenced by a 

number of complex variables. These include genotype of the mother/pups 

and its interaction with the environmental stressor, and the amount of 

stressors absorbed by each pup according to intrauterine position. Thus, 

phenotype reversal could be more effective in monogenic models due to 

their lower inherent complexity. 

In addition to behavioral parameters, morphofunctional variables are 

widely evaluated after EE protocols. These outcomes were analyzed in 

most studies with the exception of Schneider et al. (2006), Yang et al. 

(2011), Reynolds et al. (2013), Garbugino et al. (2016), and Hulbert 

et al. (2018). The most common morphofunctional findings were 

changes in several parameters relevant for the neurobiology of ASD. 

These included increased expression of dopamine, BDNF/TRKb, EAAT2, 

GluN2B, CaMKII, and nuclear c-Fos, increased dendritic column density, 

decreased brain abnormalities and normalization of CD11b, CD45 and 

IL1-B. 

The rise in dopamine and its receptors is related to the rescue of social  

behavior  (Pavăl  and  Micluția,  2021;  Campolongo  et  al.,  2018). 

Interestingly, despite using a similar EE strategy, Acosta et al. (2018), 

observed an increase in dopamine without reversal of sociability. This 

indicates that more robust relationships between these variables must be 

found before appointing dopamine as a marker of sociability in these 

models. 

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin that is 

critical for brain development and function and acts through trans- 

membrane receptors, such as the specific high-affinity tyrosine kinase B 

(TrkB) receptor (Correia et al., 2010). Blood, serum, and brain samples 

from individuals with ASD showed increased levels of BDNF compared to 

controls, indicating the involvement of the BDNF/TrkB pathway in 

autism (Nelson et al., 2001; Perry et al., 2001; Connolly et al., 2006). In 

studies by Kentner et al. (2016) and Queen et al. (2020), an increase in 

BDNF/TrkB and non-reversal of social deficits and stereotypes were also 

found, which may be related to the late implementation of enrichment. 

EAAT2 is a glutamate transporter, and any pathological dysfunction or 

loss causes high, neurotoXic levels of extracellular glutamate (Roth- stein et 

al., 1993). This increase has been implicated in range of neurological 

disorders, including amyotrophic lateral sclerosis, Alz- heimer’s disease, 

Parkinson’s disease, schizophrenia, epilepsy, and autism (Petr et al., 2013; 

Silvestrin et al., 2013; Garcia-Esparcia et al., 2018; Mironova et al., 2018). 

These observations are in accordance with Kentner et al. (2016), who 

found increased levels of EAAT2 in the pre- frontal cortex and non-

reversal of SB after EE. 

Decreased expression of GluN2B, a subunit of NMDA receptors, has been 

associated with shortening of neuronal dendrites (Bahry et al., 2021) and 

reduced synaptic connection, which impairs the development of normal 

and functional circuits. In the study by Favre et al. (2015), after applying 

the EE protocol, an increase in GluN2B expression and reversal of the social 

deficit were found, evidencing the benefit of EE and associating this marker 

with the pathogenesis of ASD (Roullet et al., 2010; Etherton et al., 2011; 

Bostrom et al., 2015; De Filippis et al., 2015). 

c-Fos plays an important role in neurogenesis, therefore, it has been used 

as a marker for neuronal activity. c-fos -/- mice show behavioral changes 

such as learning difficulties, hyperactivity, and abnormal sexual behavior 

(Velazquez et al., 2015). Therefore, an increase in this marker suggests the 

normalization of neuronal activity and rescue of behavioral changes, as 

observed by Campolongo et al. (2018) after applying the EE protocol. 

The enrichment can also be considered an environmental stimulus that 

influences the increase in dendritic spines and, consequently, the dendritic 

column. Rescue of the dendritic architecture is important because dendritic 

abnormalities are often associated with ASD (Gao and Penzes, 2015; Lin et 

al., 2016; Varghese et al., 2017). Notably, studies that evaluated dendritic 

spines/columns (Oddi et al., 2015; Yamaguchi et al., 2017) observed the 

recovery of social behavior in animal models 

of both syndromic or non-syndromic ASD. 

Increased levels of the neuroinflammatory factors CD8b, CD11b and CD45 

have already been associated with children and the BTBR animal model of 

ASD (Wang et al., 2019; Ahmad et al., 2020; Uddin et al., 2020). 

Pietropaolo et al. (2014) observed the rescue of social deficits and 

stereotypies associated with a decrease in neuroinflammatory fac- tors 

after EE, suggesting that it plays an important role in the remission of the 

neuroinflammatory and behavioral mechanisms of ASD. 

In summary, for the success of EE, some variables must be taken into 

account, such as early start (around PND 21), duration (protocols lasting 

30–40 days), and the genetic induction of the rodent model of ASD. Social 

enrichment proved to be more effective in reversing the ASD behavioral 

dyad than the other studied enrichment types. Finally, compared to 

stereotyped behaviors, social deficits are more likely to be reversed after 

applying EE protocols. 
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Apêndice B. Artigo a ser submetido a revista “Biological Psychiatry” (Fator de impacto: 
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Resumo 

 

Introdução: Os transtornos do espectro autista são caracterizados pela presença de 

interesse restrito, movimentos repetitivos e déficits sociais. Afetam mais o sexo masculino 

e, apresentam alta prevalência na população mundial. A exposição ao ácido valproico 

(AVP), durante o período embrionário, aumenta a incidência do transtorno. Com isso, 

avaliamos a replicabilidade do modelo animal de autismo induzido por AVP, por meio das 

análises comportamentais utilizadas para avaliar as características do tipo autista nos 

animais. Métodos: Ratas grávidas, no dia embrionário 12,5, receberam uma injeção 

intraperitoneal de 600 mg/kg de AVP ou 1 ml/100g de solução salina a 0,9% (SS). E, do 

dia pós-natal (DPN) 31 ao 34 o comportamento dos animais foi avaliado. Resultados: não 

foram detectadas diferenças estatisticamente significativas, entre os grupos, na curva de 

peso, a idade de abertura dos olhos, nem no comportamento expresso nos testes do campo 

aberto, de interação social e do labirinto em cruz elevado. Conclusões: Os animais 

entraram em contato com o AVP, comprovado pela existência dos efeitos teratogênicos, 

porém não replicaram os comportamentos do tipo autista. Não há um consenso sobre as 

formas corretas de analisar e estimar a replicabilidade dos estudos, entretanto, esse estudo 

ressalta a necessidade de protocolos mais padronizados em que a composição das 

soluções/suspensões dos fármacos e o background genético dos animais sejam descritos da 

forma mais precisa possível para aumentar a comparabilidade e a reprodutibilidade dos 

estudos.  
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1. INTRODUÇÃO 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma condição heterogênea de 

manifestações comportamentais de desenvolvimento amplamente variável. É caracterizado 

por déficits na comunicação e na interação social e, aumento do interesse restrito e dos 

comportamentos repetitivos (1, 2, 3). Atualmente, o TEA possui uma incidência mundial de 

um em cada 100 indivíduos e uma probabilidade de 4,2 meninos para uma menina (4), com 

um notório aumento nos últimos 10 anos (5, 6). Não possui uma única etiologia, e sim, uma 

série de distúrbios cerebrais distintos, causados por uma complexa interação entre fatores 

genéticos e ambientais (7). O fator etiológico é desconhecido em 85% dos casos (8) e pode 

ser identificado em apenas 15% dos pacientes (9). 

Os fatores genéticos foram apontados de forma mais explícita, levando a uma 

grande proporção de evidências genéticas na etiologia do TEA (10, 11). Alguns fatores 

ambientais associados ao TEA foram identificados, incluindo exposição materna a 

poluentes ambientais (12, 13), uso de ácido valproico (AVP), misoprostol e talidomida 

durante a gravidez (14), hipertensão, diabetes e obesidade materna (15), curto intervalo entre 

as gestações (16), baixo peso ao nascer e prematuridade (17).  

Os mecanismos cerebrais responsáveis pelo autismo não são totalmente 

compreendidos, portanto, modelos animais que repliquem algumas das alterações, 

comportamentais do TEA como os déficits sociais e os comportamentos 

repetitivos/estereotipados (18), neuroanatômicas, bioquímicas e as deficiências cognitivas 

podem auxiliar para a melhor compreensão da fisiopatologia do TEA (14, 19).   

Dos modelos animais induzidos por fatores ambientais, os ratos e os camundongos 

expostos no período pré-natal ao AVP são os mais amplamente estudados (20, 21, 22, 23, 24).  O 

AVP é um medicamento anticonvulsivante e estabilizador de humor, prescrito 

principalmente para tratar a epilepsia, o transtorno bipolar (25) e as crises de enxaquecas 

(26). Este medicamento atravessa a placenta e pode passar pelo leite materno (27), portanto, 

durante anos tem sido associado a diversos efeitos teratogênicos (28), como a ocorrência de 

malformações congênitas, que incluem defeitos nas características faciais, além de 

malformações do tecido cardíaco, dos membros e dos dedos de pacientes com TEA (29). 

Estudos mostram que há um risco de 10,93% de crianças apresentarem alguma 

malformação congênita (de qualquer tipo) (30) e um risco de 2,4 a 4,42% de desenvolverem 

o autismo, quando expostas ao AVP, no período intraútero (31).  

Como qualquer outro modelo animal de transtornos neurobiológicos, os modelos 

animais de TEA foram desenvolvidos para obter informações e fazer previsões do 
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transtorno em humanos. O autismo é um distúrbio específico em humanos e a maioria dos 

sintomas pode ser reproduzido por modelos animais (32). Para qualquer modelo animal ser 

rotulado como um modelo de autismo, o animal deve espelhar ao menos dois aspectos da 

sintomatologia do TEA (33). Levando-se em consideração as observações clínicas em 

humanos, é possível detectar sintomas semelhantes ao TEA nos modelos animais, por 

meio de abordagens comportamentais (34). 

Pesquisas envolvendo aspectos comportamentais de modelos roedores aumentaram 

nos últimos anos. O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a replicabilidade do modelo 

animal de autismo induzido por AVP, por meio dos parâmetros comportamentais que 

analisam as características do tipo autista nos animais. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Animais  

Ratos Wistar machos e fêmeas não irmãos obtidos do biotério central da 

Universidade de São Paulo, USP, Brasil foram mantidos no biotério de experimentação do 

laboratório de Fisiologia Experimental, da Faculdade de Medicina de Rio Preto, 

FAMERP, Brasil. Todos os animais foram alojados em caixas de polietileno com 

dimensões de 47 cm x 34 cm x 16cm com tampa de aço inox. As caixas foram 

higienizadas três vezes por semana e forradas com maravalha autoclavável. Os animais 

foram mantidos em condições controladas de luz (fase luz 07 am às 07 pm) e temperatura 

(23 ± 2 °C), com disponibilidade para consumo à vontade de ração e água filtrada. Os 

protocolos foram realizados de acordo com as normas éticas do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA) do Brasil e seguindo as orientações do 

Animal Research: Reporting of In Vivo Experimentos (ARRIVE). Este estudo foi 

aprovado pelo Comitê local de ética no uso de animais (CEUA – FAMERP, nº 03/2017).  

 

2.2. Protocolo experimental 

Após completarem 60 dias de vida, os animais foram colocados para acasalar das 

08 pm às 08 am e, após foi verificada a gravidez, por meio da avaliação da presença de 

espermatozoides no esfregaço vaginal. Este dia foi considerado o dia embrionário 0 (E0) e 

estas fêmeas foram mantidas isoladas em caixas individuais. No dia E12,5 as ratas prenhes 

foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais: AVP (n=13), que recebeu 

600 mg/kg de ácido valproico (Santa Cruz Biotechnology - SC-202378) diluídos em 
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solução salina e, grupo salina (SS; n=15), tratado com 1 ml/kg de solução salina a 0,9%, 

por via intraperitoneal. 

No dia pós natal (DPN) 01, todas as ninhadas foram padronizadas com um máximo de 

10 filhotes cada. Os filhotes foram desmamados no DPN 21 e separados em caixas 

contendo irmãos do mesmo sexo (2 - 4 irmãos/caixa). Entre DPN 31 e 34, todos os filhotes 

machos foram incluídos no estudo e expostos a um teste comportamental por dia, na 

seguinte sequência: campo aberto (CA), interação social (IS) e labirinto em cruz elevado 

(LCE). O delineamento experimental está exemplificado na Figura 1. 

 

2.3 Parâmetros de desenvolvimento  

A data de abertura dos olhos foi verificada diariamente do DPN 06 ao 16. Nos DPNs 

14, 28 e 36 os animais foram pesados para análise do peso corpóreo. No DPN 21 os ratos 

foram desmamados e avaliados quanto à presença de alguma teratogenia.  

 

2.4 Testes comportamentais 

Os testes comportamentais ocorreram das 7 am à 01 pm em uma sala isolada 

acusticamente, com temperatura controlada de 21±2 °C. A sala continha uma iluminação 

tênue, com duas lâmpadas brancas localizadas em cima do aparato a 1,65 m do chão.  Os 

animais foram transportados do biotério à sala de teste em caixas brancas. Antes do início 

das gravações os ratos foram aclimatados individualmente por 15 minutos na sala de teste 

e, ao final de cada teste o aparato foi completamente limpo com etanol 70% para remoção 

dos odores. Adicionalmente, o comportamento de todos os animais foi registrado em 

vídeo, para análise posterior. Nos testes de CA e IS foi utilizado o mesmo aparato. 

 

2.4.1 Campo aberto 

O aparato consistia em uma caixa preta, vazia e limpa (50 cm x 50 cm x 50 cm). O 

animal foi colocado no centro do aparato e durante 20 minutos foi registrada a duração dos 

seguintes comportamentos: autolimpeza e a permanência do animal no centro (área 

quadrada de 625 cm2) do aparato. Quantificamos também o número de farejamentos e de 

elevações (animal sobre as patas posteriores) realizados durante os cinco primeiros 

minutos de teste, para avaliar a capacidade dos animais em explorar um novo ambiente.  
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2.4.2. Interação social  

Foi utilizada uma versão modificada do protocolo proposto por BANERJEE e 

colaboradores (2014) (35). No meio de uma das paredes do aparato foi colocada uma caixa 

de acrílico transparente (base quadrada com 15 cm de lado, 27 cm de altura e paredes com 

furos). O rato experimental foi colocado na parede oposta e de frente à caixa vazia durante 

cinco minutos. Após o término deste tempo ele foi retirado e colocado o rato de interação 

dentro da caixa. Em seguida foi recolocado o rato experimental e iniciado o teste, com 

duração de 10 minutos. A região em torno do cilindro (6 cm) foi denominada zona de 

interação e, avaliamos o tempo em que o animal esteve dentro ou fora deste local. 

 

2.4.3. Labirinto em cruz elevado 

O aparato consiste em dois braços abertos de 50 cm×10 cm e dois braços fechados de 

50 cm×10 cm com paredes de 40 cm de altura, elevado a 50 cm do chão (36). Os ratos 

foram colocados no centro do labirinto, de frente para um braço aberto, podendo explorar 

o aparato por cinco minutos. Foi registrada a duração dos comportamentos de head 

dipping (mergulhar a cabeça para baixo na borda do braço aberto), o tempo total no BA e 

de entradas nessa mesma localidade. Bem como o tempo de autolimpeza, exploração e 

elevação.   

  

2.5. Análise histológica 

No DPN 36 ou 37, os ratos foram anestesiados com 100 mg/kg de tiopental sódico 

por via intraperitoneal e perfundidos por via intra-cardíaca com 50 ml de solução salina 

0,9%, seguidos de 200 ml de paraformaldeído (PFA) 4%. Os cérebros foram removidos e 

deixados no PFA 4% por no mínimo sete dias, após este tempo foi realizado o 

processamento histológico e inclusão na parafina. Os blocos foram cortados com 

micrótomo em secções de 6 m de espessura e, os cortes colocados em lâminas 

previamente gelatinizadas. As quais foram submetidas à coloração por Hematoxilina e 

Eosina (HE), seguindo o seguinte protocolo: desparafinização em xilol, hidratação dos 

cortes em álcool com concentração decrescente, coloração com hematoxilina por um 

minuto, diferenciação, coloração com eosina durante 10 segundos, hidratação dos cortes, 

clarificação e montagem.  
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Imagens do hipocampo dorsal foram capturadas em ampliação de ×40 usando o 

sistema de escâner de lâminas (Olympus VS120 - S5). A contagem de neurônios foi 

realizada em CA1, CA2, CA3 e CA4 e nas lâminas superior (GD-s) e inferior (GD-i) do 

giro denteado (GD), nas secções correspondentes às coordenadoas antero-posterior (AP) 

de -4.16 a -4.52 mm, com relação ao bregma (37). Para a quantificação dos neurônios foram 

feitas imagens usando o software OlyVIA 2.9 com dimensões de 20 µm da área escaneada. 

Estas imagens foram abertas no ImageJ 1.8 e, em cada imagem foram delimitadas cinco 

áreas de 50 µm2 para a contagem de neurônios em CA1, 2, 4 e GD e, três áreas de 50 µm2 

para a contagem de neurônios em CA3. Para esta quantificação foram usados sete animais 

do grupo SS e cinco AVP.  

 

2.6. Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.00. 

ANOVA de duas vias com medidas repetidas foi utilizado para calcular a diferença 

estatística dos pesos dos grupos experimentais, seguido do teste post-hoc Bonferroni. Foi 

utilizado o teste de Shapiro-Wilk, para verificar se as variáveis registradas apresentaram 

distribuição normal. Para os dados paramétricos foi utilizado o “T test” e, para os não 

paramétricos, o teste de “Mann-Whitney”. O nível de significância adotado foi p ≤ 0,05. 

Os dados foram representados em gráficos dot plot com mediana interquartil range e, na 

tabela para a apresentação dos pesos, os resultados foram representados em média ± 

desvio padrão. 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Efeito do AVP nos parâmetros de desenvolvimento 

Ao todo, 81 animais do biotério central da USP (22 machos e 59 fêmeas) foram 

acasalados para a obtenção de 56 filhotes machos experimentais (SS=31 e AVP=25). 

Todos os animais apresentaram boa condição de saúde ao longo do experimento. A 

aplicação de AVP ocorreu em 36 ratas grávidas e 17 sofreram aborto. 78% dos ratos AVP 

apresentaram dobras na cauda e não houve diferenças estatisticamente significativas entre 

os grupos na data de abertura dos olhos, na quantidade de filhotes por ninhada e nem no 

peso corpóreo. Com o aumento da idade os animais aumentaram de peso (Tabela 1). 
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3.2. Efeito do AVP nos parâmetros comportamentais 

Não foram detectadas, no teste de campo aberto, diferenças estatisticamente 

significativas no tempo de autolimpeza, nem na permanência no centro do aparato e na 

capacidade de exploração de um novo ambiente (Figura 2).  

No teste de interação social nenhum dos parâmetros avaliados apresentaram 

diferenças estatisticamente significantes (Figura 3). 

No teste de LCE não observamos diferenças entre os grupos experimentais quanto 

ao comportamento ansioso e estereotipa dos animais, também não observamos diferenças 

no tempo de exploração, de elevação e de head-dipping (Figura 4). 

Na contagem celular não foram observadas diferenças significativas ao 

quantificarmos o número de neurônios do hipocampo, em CA1, CA2, CA3, CA4, GD-s e 

GD-i, todas em AP3 (Figura 5). 

 

4. DISCUSSÃO  

A etiologia do TEA não é totalmente compreendida, assim modelos animais que 

repliquem as manifestações clínicas presentes no espectro são de suma importância para 

avanços na compreensão da fisiopatologia e do tratamento do transtorno. Tais modelos 

podem ser de induzidos geneticamente (38) ou por fatores ambientais (27). Neste estudo o 

modelo animal de autismo induzido por exposição a um fator ambiental (AVP), parece 

não ter sido reproduzido.  

Pois os animais não apresentaram, no teste de CA, um aumento da ansiedade, 

avaliado por meio do tempo de permanência na área central (36, 39) e dos comportamentos 

repetitivos, avaliados por meio do tempo de autolimpeza (20, 34, 40, 41, 42) que é análoga a este 

comportamento. Além disso, no referido teste, também avaliamos a exploração que é um 

dos comportamentos mais ativos nos ratos, estudos demonstram que nos animais que 

replicam a sintomatologia do TEA há uma notória diminuição deste aspecto (34, 40). Fato 

este, que também não foi reproduzido em nosso estudo. Também não apresentaram 

déficits na sociabilidade (20, 43), avaliado no teste de IS. Além disso, não apresentaram 

aumento no número de entradas e no tempo gasto nos BAs do LCE, para avaliação do 

comportamento do tipo ansioso (19).   

Entretanto, nossos animais entraram em contato com o AVP. Tal condição pode ser 

comprovada pela existência da alta taxa de efeitos teratogênicos como as alterações da 

cauda (78%) e a cromodacriorreia (12%); similar ao observado na literatura (44, 45). Na 



117 

 

 

literatura há estudos com o modelo experimental de TEA exposto ao AVP e replicação das 

características do transtorno (46, 47, 48).  Os estudos são realizados em diferentes condições 

experimentais, bem como, em diferentes origens genéticas das espécies, talvez estes 

pontos sejam a explicação para os nossos achados.  

Não há um consenso sobre as formas corretas de analisar e estimar a 

replicabilidade dos estudos (49, 50). Porém problemas e diferenças são observados nos 

trabalhos, reforçando ainda mais a necessidade de protocolos mais padronizados em que a 

composição das soluções/suspensões dos fármacos e o background genético dos animais 

sejam descritos da forma mais precisa possível para aumentar a comparabilidade e a 

reprodutibilidade dos estudos (51). 

Uma variedade de fatores genéticos e ambientais tem sido associada ao TEA, mas 

nenhum é absolutamente específico para o desenvolvimento do espectro (52). Fatores 

ambientais foram associados ao risco de 14% a 22% de desenvolver o TEA, porém aos 

fatores genéticos o risco atribuído é de cerca de 80% (52, 53). Assim, ressalta-se a 

importante contribuição dos fatores genéticos.  Inclusive, a Academia Americana de 

Pediatria e o Colégio Americano de Genética Médica e Genômica recomendam testes 

genéticos para indivíduos diagnosticados com TEA, visando o correto Aconselhamento 

Genético para as famílias (51, 52, 53). 

Neste contexto, a aparente não reprodução do modelo animal de autismo induzido 

por fatores ambientais, talvez possa ser justificada pela não suscetibilidade genética dos 

animais expostos ao AVP. Assim, será que estudos que reproduziram o modelo utilizaram 

animais com certa suscetibilidade ao composto? Uma proposta seria comparar 

geneticamente os nossos animais com animais expostos ao AVP e que replicaram a 

características comportamentais do tipo autista. 
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Legendas de tabelas e figuras 

 

Tabela 1. Efeito da exposição ao AVP ou ao SS no período intraútero na quantidade de 

dias para a abertura dos olhos, no quantidade de animais por ninhada e no peso corpóreo, 

de ratos Wistars machos. Onde: (n) número experimental, (DPN) dia pós natal, (SS) grupo 

solução salina e (AVP) grupo ácido valproico. 

 

Figura 1. Linha temporal do estudo que avaliou ratos expostos ao AVP no período pré-

natal.  As abreviações indicam: SPMTZ: espermatozoides; E: dia embrionário; DPN: dia 

pós-natal; CA: campo aberto; NOR: reconhecimento do objeto novo; IS: interação social; 

LCE: labirinto em cruz elevado; AVP: ácido valproico; SS: soro fisiológico; n: número 

amostral. Created with BioRender.com 

 

Figura 2. Perfil comportamental dos grupos experimentais quanto ao comportamento 

repetitivo (A), a ansiedade de acordo com a localização no aparato (B) e, a capacidade de 

exploração (C e D) no teste de campo aberto. 

 

Figura 3. Avaliação da sociabilidade de ratos expostos no período pré-natal ao AVP ou a 

SS. Comparação do tempo de permanência na zona de interação (A), fora da zona de 

interação (B) e o índice de interação social (C). 

 

Figura 4. Comportamento no teste do labirinto em cruz elevado de ratos expostos no 

período pré-natal ao AVP ou ao SS. Avaliação do comportamento do tipo ansioso (A e B), 

do comportamento repetitivo (C) e do nível de exploração (D, E e F).    

 

Figura 5. Densidade neuronal em CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D), giro denteado – 

lâmina inferior (E) e giro denteado – lâmina superior (F). 
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Tabelas e figuras 

 

Tabela 1. 

Grupo Abertura dos 

olhos 

n/ninhada Peso - g (DPN) 

14 28 36 

SS 14,71±0,9 9,73±2,18 27,16±3,17 77,54±8,68 125,38±15,06 

AVP 14,68±1,18 9,46±2,63 33,32±49,46 76,84±11,68 125,36±14,51 

 

Figura 1. 

 

Figura 2. 

 

 

Figura 3. 
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Figura 2. 

 

 

Figura 3. 

 

 

Figura 4. 
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Figura 5. 
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ANEXO 

 

Anexo A. Licença de aprovação do CEUA 

 


