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“Drugs can reduce comorbid symptoms, but do not directly improve social communication. 

Creation of a supportive environment that accepts and respects that the individual is different 

is crucial.” 

 

                                                                    Lai, Lombardo & Baron-Cohen, 2013. The Lancet.                   



RESUMO 

 

O Autismo ou Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um transtorno do 

neurodesenvolvimento caracterizado por prejuízos na interação e comunicação sociais, com 

padrões restritos e repetitivos de comportamentos, interesses e atividades. Possui etiologia 

multifatorial, envolvendo fatores genéticos e ambientais e com prevalência global em 

aumento constante. Como os fatores ambientais mostraram forte relação com o autismo, 

estudos que utilizam insultos e fatores de risco ambientais tornaram-se fundamentais. Desse 

modo, o presente estudo induziu, através do isolamento neonatal, endofenótipos do TEA com 

diferenças entre sexos em roedores, focando em prejuízos da sociabilidade, principais 

sintomas presentes no transtorno e fundamentais para o diagnóstico. Trata-se de um estudo 

desenvolvimental misto, realizado na infância e periadolescência de machos e fêmeas. Foram 

utilizados casais de Rattus norvegicus, de linhagem Wistar, para fins de reprodução e 

posterior utilização dos filhotes para experimentação. Após o nascimento, os neonatos foram 

divididos, aleatoriamente, em 4 grupos: controle, isolamento social, isolamento social salina e 

isolamento social Risperidona. O tratamento com salina ou Risperidona foi realizado por via 

oral (v. o.). Os testes comportamentais realizados foram agregação social, campo aberto, 

ajuda pró-social, empatia/contágio emocional e comportamento de brincadeira. Após os 

testes, uma parte dos animais foi perfundida para as análises histopatológicas e outra parte foi 

eutanasiada para retirada de áreas cerebrais envolvidas no TEA (córtex frontal, corpo estriado 

e hipocampo) para análises bioquímicas. Os resultados mostraram que o isolamento neonatal 

é capaz de induzir endofenótipos do autismo com diferenças entre os sexos, como presença de 

comportamentos repetitivos e estereotipados, hiperatividade locomotora, respostas de 

ansiedade em novos ambientes, além de prejuízos na empatia e redução da frequência de 

comportamentos de brincadeira. Este estudo mostrou que o isolamento neonatal pode ser 

utilizado para investigar a influência dos fatores ambientais na gênese do TEA, além de abrir 

caminhos para novas investigações e perspectivas para estudos da fisiopatologia do autismo, 

bem como de novas estratégias terapêuticas. 

 

Palavras-chave: Transtorno do Espectro Autista. Interação social. Isolamento neonatal. 

Endofenótipos. Diferenças entre sexos. Ratos. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Autism or Autistic Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized 

by impaired social interaction and communication, with restricted and repetitive patterns of 

behavior, interests, and activities. It has a multifactorial etiology, involving genetic and 

environmental factors and with global prevalence in constant increase. As environmental 

factors were strongly related to autism, studies that use insults and environmental risk factors 

have become critical. Thus, the present study induced, through neonatal isolation, 

endophenotypes of ASD with gender differences in rodents, focusing on social impairment, 

main symptoms present in the disorder and fundamental for diagnosis. This is a mixed 

developmental study conducted in childhood and periadolescence of males and females. 

Wistar Rattus norvegicus pairs were used for breeding purposes and subsequent use of pups 

for experimentation. After birth, neonates were randomly divided into 4 groups: control, 

social isolation, saline social isolation, and Risperidone social isolation. Treatment with saline 

or Risperidone was orally (o.v). Behavioral tests were social aggregation, open field, 

prosocial help, empathy / emotional contagion and play behavior. After the tests, part of the 

animals was perfused for histopathological analysis and part was euthanized to remove brain 

areas involved in the ASD (frontal cortex, striated body and hippocampus) for biochemical 

analysis. The results showed that neonatal isolation can induce autism endophenotypes with 

gender differences, such as the presence of repetitive and stereotyped behaviors, locomotor 

hyperactivity, anxiety responses in new environments, as well as impaired empathy and 

reduced frequency of play behaviors. This study showed that neonatal isolation can be used to 

investigate the influence of environmental factors on the genesis of ASD, in addition to 

opening the way for further investigations and perspectives for studies of the pathophysiology 

of autism, as well as new therapeutic strategies. 

 

Key words: Autistic Spectrum Disorder. Social interaction. Neonatal isolation. 

Endophenotypes. Sex differences. Rats. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Transtorno do Espectro Autista (TEA) 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) foi descrito, pela primeira vez, em 1943, 

por Leo Kanner. Trata-se de um transtorno do neurodesenvolvimento caracterizado por 

prejuízos na interação e na comunicação social, padrões restritos e repetitivos de 

comportamentos, interesses e atividades, hiperatividade, hipersensibilidade sensorial, déficits 

no desenvolvimento da linguagem verbal e não-verbal, além da dificuldade no processamento 

de informações emocionais (KANNER, 1943; APA, 2013). O autismo vem se tornando um 

transtorno cada vez mais comum e apresenta diferentes níveis de gravidade e sintomas, por 

isso a denominação de espectro autista.  

 

1.1.1 Epidemiologia 

O avanço nos estudos e consequente evolução nos critérios diagnósticos, 

juntamente com o desenvolvimento de ferramentas especializadas mostram que a prevalência 

do transtorno vem crescendo. Em 2018, o governo dos Estados Unidos divulgou os números 

de prevalência do TEA atualizados: 1 para 59 crianças. A prevalência anterior era de 1 para 

cada 68, registrando aumento de 15% (BAIO et al., 2018) Dados epidemiológicos globais 

mostram que o autismo é quatro vezes mais comum no sexo masculino (GARCIA-PEÑAS, 

2009; BAIO et al., 2018), além de ser menos prevalente em crianças negras, ainda que essa 

prevalência também esteja em queda, refletindo uma maior conscientização e triagem dessas 

minorias (BAIO, 2012; BAIO et al., 2018). 

No Brasil, poucos estudos de prevalência do TEA foram desenvolvidos. Como a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) considera a estimativa de que, aproximadamente, 1% 

da população mundial esteja dentro do espectro autista, estima-se que o Brasil possua cerca de 

2 milhões de habitantes com o transtorno (PAULA et al., 2011; RIOS; ANDRADA, 2015). 

A suscetibilidade masculina ao TEA pode estar associada a quantidade de 

hormônios androgênicos no estágio inicial do desenvolvimento cerebral, mais 

especificamente na fase de divisão celular e de desenvolvimento de neurônios (QUARTIER et 

al., 2018). Porém, estudos sobre autismo no sexo feminino levantam questionamentos 

importantes acerca da eficácia das ferramentas de diagnóstico para meninas, que 

consequentemente implicam na prevalência do transtorno. Mulheres com autismo, em sua 

maioria, apresentam formas graves do transtorno (BEDFORD et al., 2019), mas podem 

camuflar eficazmente os prejuízos sociais, adaptativos e de comunicação. As demandas e 
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pressões sociais sobre o sexo feminino podem ensiná-las a sobreviver com os sintomas, 

fazendo com que as ferramentas de diagnóstico mais utilizadas não sejam sensíveis a meninas 

(RATTO et al., 2018). Outra hipótese sobre a prevalência masculina do autismo está 

relacionada com a regulação de proteínas do tipo adenilil ciclase III (AC3, ADCY3) que agem 

no cérebro, dado que essa regulação é mais rígida no cérebro feminino, possivelmente 

prevenindo o desenvolvimento do autismo em mulheres (ZHOU et al., 2019). 

 

1.1.2 Diagnóstico 

O diagnóstico do TEA pode ser feito ainda em fases precoces da infância, por 

volta do terceiro ano de vida (MANDELL et al., 2005). Utilizando ferramentas mais 

modernas e sofisticadas, dados mostram que com 14 meses de idade já é possível realizar o 

diagnóstico (PIERCE et al., 2019). É importante ressaltar que os critérios para diagnosticar 

TEA estão em constante alteração nos grandes manuais. O Manual Diagnóstico e Estatístico 

de Transtornos Mentais 5 (DSM V) trouxe mudanças importantes nos critérios diagnósticos 

do autismo (VOLKMAR; REICHOW, 2013), propondo maior flexibilidade e amplitude na 

identificação dos sintomas e, consequentemente, aumentando a sensibilidade na avaliação do 

desenvolvimento social da criança. Um diagnóstico abrangente de autismo envolve a 

observação do comportamento infantil, da fala e da linguagem, entrevistas parentais para fins 

de investigação de histórico familiar, exames médicos diversos e a utilização de testes 

cognitivos (NYE; BRICE, 2005; MILLWARD et al., 2008; REICHOW; VOLKMAR, 2010; 

REICHOW; STEINER; VOLKMAR, 2013).  

A avaliação diagnóstica pode utilizar ainda testes genéticos e exames de 

neuroimagem como ressonância magnética e eletroencefalograma (EEG). Estudos mostraram 

que dados fornecidos por EEG podem auxiliar na identificação de autismo com precisão já 

aos três meses de vida (BOSL et al.,2018; O’REILLY et al., 2017). Desse modo, o 

diagnóstico precoce é fundamental para um prognóstico eficaz no autismo. 

 

1.1.3 Etiologia 

Devido o largo e complexo espectro de sintomas associados ao TEA, não se pode 

atribuir uma única etiologia ao transtorno. O TEA é classificado como um transtorno de forte 

base genética pela alta concordância entre gêmeos monozigóticos e baixa em gêmeos 

dizigóticos (GARCIA-PEÑAS, 2009). Genes envolvidos na codificação de proteínas 

relacionadas com migração neuronal, diferenciação, proliferação e adesão celular constituem 

a predisposição genética ao TEA, mas a nenhum gene específico é atribuída a 
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responsabilidade por desencadear o autismo (ARNDT et al., 2005; VORSTMAN et al., 

2017).  

Estudos genéticos mostraram que mutações no gene Shank3, envolvido na 

organização da estrutura das espinhas dendríticas, importantes estruturas pós-sinápticas, 

podem desencadear prejuízos na linguagem e na comunicação social (DURAND et al., 2007; 

MONTEIRO; FENG, 2017). Além disso, esse gene pode estar envolvido com a conectividade 

neuronal no córtex pré-frontal, volume da massa cinzenta, distúrbios do sono em 80% dos 

pacientes diagnosticados e síndrome de Phelan-McDermid, quadro clínico que agrava os 

sintomas do autismo, fazendo com que esse gene ganhe importância no desenvolvimento de 

modelos animais genéticos de autismo (INGIOSI et al., 2019; PAGANI et al., 2019). 

Análises de cérebros post-mortem, utilizando genômica unicelular, mostraram 

alterações na sinalização sináptica de neurônios excitatórios da camada superior do córtex e 

no estado molecular da micróglia, dados que contribuem com os estudos que mostraram que a 

desregulação de genes específicos em neurônios de projeção cortical possui correlação com a 

gravidade do TEA (VELMESHEV et al., 2019). Outros estudos genéticos mostraram que as 

proteínas SYNGAP 1  e MET, bem como os genes CYFIP 1, CNTN 5 e EHMT 2 também 

estão envolvidos com o autismo (CRESON et al., 2019; FRIAS et al., 2019; BACHMANN et 

al., 2019; DENEAULT et al.,2019). 

Existem várias hipóteses que relacionam o TEA à patógenos, considerando a ação 

de fatores ambientais somada às predisposições genéticas e fortalecendo a ideia de que 

alterações epigenéticas durante o desenvolvimento podem ser causa primária do autismo 

(ARNDT et al., 2005; GARDENER; SPIELGEMAN; BUKA, 2011; MAMIDALA et al., 

2013). Dados mostraram que fatores genéticos representam, aproximadamente, 35-40% das 

variáveis que contribuem para o transtorno, sendo os demais 60-65% relacionados a fatores 

ambientais pré-natais, perinatais e pós-natais (FROEHLICH-SANTINO et al., 2014). 

Sofrimento fetal agudo, longa duração do parto, prematuridade, infecção pré-natal do trato 

urinário, infecção respiratória pós-natal, infecção pré-natal por rubéola, uso de drogas como 

talidomida, etanol e ácido valpróico, níveis elevados de agrotóxicos e poluição do ar 

configuram variáveis associadas ao TEA (HADJKACEM et al., 2016; BROWN et al., 2018; 

GUO et al., 2018). 

Nos mais diversos estudos, fatores ambientais mostraram forte relação com o 

TEA, provavelmente induzindo mudanças epigenéticas (NICOLINI; FAHNESTOCK, 2017), 

destacando a importância de produzir modelos animais de TEA que sejam ambientalmente 

induzidos e não farmacológicos, que possuam maior generalização para as diversas 
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populações e maior valor translacional. Além disso, o TEA produz sintomas bastante 

semelhantes a outros transtornos, como a esquizofrenia, tornando o diagnóstico difícil 

(ZUGNO et al.,2013; FORD et al., 2019). Variantes genéticas comuns contribuem para a 

suscetibilidade ao TEA, a partir de fenótipos com arquiteturas genéticas significativamente 

sobrepostas, como os de esquizofrenia e depressão grave, evidenciando a similaridade entre 

esses transtornos (GROVE et al., 2019). Assim, há carência de modelos capazes de reproduzir 

endofenótipos específicos, principalmente os prejuízos precoces na sociabilidade, tão 

característicos do TEA.  

Estudos trouxeram dados que corroboram a hipótese da importância dos fatores 

pré-natais no autismo. O uso de antidepressivos inibidores da recaptação de serotonina (IRSS) 

na gestação está envolvido no nascimento de uma prole que apresenta uma hiperativação de 

receptores serotoninérgicos no córtex pré-frontal, área implicada na modulação dos 

comportamentos sociais (YU et al., 2019). Além disso, mulheres com síndrome do ovário 

policístico, carência de vitamina D e zinco possuem risco elevado de ter filho com autismo 

(CHERSKOV et al., 2018; YATES et al., 2018; HA et al., 2018). 

Existe ainda a relação entre a idade dos genitores e o risco de desenvolver 

autismo. Dados mostram que filhos de pais jovens apresentam maior risco para desenvolver 

transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) e síndrome de Tourette e filhos de 

pais com idade mais avançada possuem maior risco para transtorno obsessivo compulsivo 

(TOC) e autismo (JANECKA et al., 2018). 

Desse modo, tanto a predisposição genética como a influência do ambiente, 

principalmente no período pré-natal e início da infância, precisam ser consideradas nos 

estudos que abordam alterações morfológicas, histológicas e neuronais do encéfalo que 

atingem o desenvolvimento cognitivo e social na infância (PARDO; EBERHART, 2007) 

(FIGURA 1). 

 

Figura 1: Fatores genéticos e ambientais que influenciam o desenvolvimento intrauterino e 

nascimento precoce podem alterar trajetórias neurobiológicas e de neurodesenvolvimento que 

determinam o quadro clínico do TEA.  
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Adaptado de Pardo e Eberhart, 2007 

 

1.1.4 Comorbidades  

O TEA está associado à deficiência intelectual (SIMONOFF et al., 2008; WHITE 

et al., 2009), irritabilidade, agressividade, inconformidade, hiperatividade, dificuldades na 

atenção e na concentração, transtornos do humor, com ênfase na depressão, ansiedade e 

epilepsia (em 20% dos pacientes) (VOLKMAR; REICHOW, 2013). Estudos mostram que 

traços autistas também elevam o risco de ideação suicida (PELTON; CASSIDY, 2017). 

A epilepsia é um importante preditor de alterações nos circuitos neuronais 

excitatórios e inibitórios e é comumente associada ao autismo, podendo chegar a 40% as 

chances do paciente diagnosticado com TEA desenvolver epilepsia ao longo da vida, com 

crises que ocorrem em maior frequência na infância, até os 5 anos de idade, e na adolescência, 

após os 10 anos de idade (TURK et al., 2009; TUCHMANN et al., 2011). Como as crises 

epiléticas comprometem os circuitos neuronais a cada episódio, prejuízos na linguagem e na 

sociabilidade podem ser observados já nos primeiros anos de vida. Além disso, a epilepsia 

tem alta correlação com a morbidade e a mortalidade de pacientes diagnosticados com TEA 

(TUCHMANN et al., 2002). Estudos recentes mostraram que quanto mais prematuras forem 

as convulsões, mais sinapses serão precocemente ativadas, podendo contribuir para alterações 

no desenvolvimento neurológico dos pacientes com autismo (SUN et al.,2018). 

 

1.1.5 Fisiopatologia  

Diversos estudos de variadas abordagens mostram a existência de padrões 

morfológicos capazes de caracterizar o autismo. Observou-se o aumento do volume cerebral 

nos primeiros anos de vida, alterações nos núcleos de nervos cranianos, déficit na quantidade 

de células de Purkinje, hipoplasia de estruturas do tronco cerebral, bem como alterações no 
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córtex frontal e no lobo temporal, mais especificamente na amígdala e no hipocampo 

(SCHULTZ, 2005). Pacientes diagnosticados com TEA e submetidos à ressonância magnética 

mostraram aumento no volume da amígdala no início da infância, que é normalizado mais 

tarde, além da redução no número de neurônios também na amígdala (BAUMAN et al., 

2005). Outro estudo constatou que o encéfalo de pacientes diagnosticados com autismo cresce 

rapidamente no período pós-natal em um primeiro momento, seguido por uma desaceleração 

desse crescimento de acordo com a idade. Após isso, na fase de pré-adolescência, uma 

degeneração neuronal foi observada em algumas regiões cerebrais, além de alterações 

estruturais do hipocampo, lobo temporal e amígdala (COURCHESNE et al.,2007).  

Aumento relativo do peso médio do cérebro de crianças com TEA e aumento no 

número total de neurônios no córtex pré-frontal (cerca de 60% quando comparado aos demais 

grupos) também foram importantes achados para o estudo do autismo. A hipótese dos autores 

deste estudo é de que pacientes diagnosticados com TEA podem estar suscetíveis a alterações 

em mecanismos que regulam o ciclo celular e a apoptose na fase embrionária, fase em que 

ocorre bastante neurogênese (COURCHESNE et al., 2011). Também foram realizados 

estudos com encéfalos post mortem de pacientes com autismo que mostraram aumento no 

padrão de distribuição celular no córtex pré-frontal (CASANOVA et al.,2006) e diminuição 

no número de células de Purkinje no cerebelo (AMARAL et al.,2008). Além disso, neurônios 

de pacientes com TEA mostraram diferentes padrões de crescimento e se desenvolvem mais 

rapidamente (SCHAFER et al., 2019). 

Os primeiros estudos sobre TEA mostraram que a fisiopatologia dos transtornos 

parecia ser resultado de déficits na funcionalidade de várias estruturas encefálicas, ressaltando 

a diminuição da atividade do córtex pré-frontal e da amígdala, que estão intrinsecamente 

relacionadas aos comportamentos de interação social, funções executivas, linguagem e 

emoções. Porém, os resultados obtidos em modelos animais estão fazendo com que a hipótese 

do aumento da funcionalidade cortical venha ganhando espaço, dado que o autismo pode ser 

uma síndrome de hipersensibilidade ao ambiente, hipótese baseada em estudos que 

demonstraram aumento da atividade do córtex pré-frontal médio, amígdala e córtex 

somatosensorial, causada por insulto ou alteração genética em estágios do desenvolvimento 

embrionário (MARKRAM et al., 2007). 

Modelos animais de autismo mostraram um aumento da excitabilidade neuronal 

no córtex somatosensorial e no córtex pré-frontal médio, justificando assim os prejuízos na 

interação social e na atenção, bem como comportamentos repetitivos (RINALD et al.,2008). 

Aumento na densidade de espinhas dendríticas nos lobos frontal, parietal e temporal foi 
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encontrado em cérebros post mortem de pacientes diagnosticados com autismo (HUTSLER et 

al., 2010). 

Estudos utilizando ressonância magnética encontraram uma diminuição das 

respostas no córtex pré-frontal ventromedial em crianças com TEA, possível evidência de que 

os cérebros dessas crianças não codificam o valor da interação social (KISHIDA et al., 2019) 

e a conectividade entre amígdala e córtex pré-frontal ventrolateral é reduzida em pacientes 

com autismo, podendo justificar a ocorrência de comportamentos disruptivos, como 

agressividade, irritabilidade e inconformismo (IBRAHIM et al., 2019). 

Além do córtex pré-frontal, o hipocampo também é uma área cerebral que possui 

relação com o TEA, devido seu papel fundamental na formação das memórias, aprendizagem 

e emoções (BANNERMAN et al., 2004; YAMAMURO et al., 2010). Estudos mostram que a 

plasticidade sináptica e os níveis do Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF) estão 

alterados no hipocampo, resultados que contribuem para justificar os prejuízos cognitivos e 

comportamentais do TEA (NG et al., 2019; FUENTEALBA et al., 2019). 

As sinapses neuronais também são importantes para a patogênese do TEA, 

acarretando prejuízos funcionais e cognitivos, como epilepsia, deficiência intelectual e 

TDAH, além de estarem envolvidas em outros transtornos neuropsiquiátricos, como 

esquizofrenia, transtorno bipolar e transtorno obsessivo-compulsivo (GILBERT; MAN, 

2017). Desse modo, a sinaptopatologia no TEA é amplamente estudada, sobretudo, através da 

quantificação da densidade de marcadores sinápticos, para buscar entender de que forma a 

disfunção sináptica ocorre e se existe predomínio de mecanismos excitatórios ou inibitórios 

em áreas cerebrais específicas, principalmente no córtex pré-frontal e hipocampo (KELLER 

et al., 2017; GUANG et al., 2018).   

Pesquisas também demonstraram que a participação do GABA em mecanismos de 

disfunção da excitabilidade neuronal no autismo é fundamental, mais especificamente dos 

interneurônios GABAérgicos parvalbumina positivos (PV+), visto que possuem papel 

essencial na geração de padrões oscilatórios corticais pela forte ação inibitória e por serem 

células de disparo rápido com baixa taxa de acomodação. Modelos animais de autismo 

mostraram redução de PV+ no córtex somatosensorial e animais knockout para esses 

interneurônios apresentaram padrões observados no autismo (GONCHAR et al., 2007; 

GOGOLLA et al.,2009; XU et al.,2010). Além disso, dados mostram que há aumento de 

respostas neurais no córtex cingulado anterior na antecipação do estímulo doloroso, 

evidenciando a hipersensibilidade de pacientes com autismo à dor (GU et al., 2017). 

 



25 

 

 

1.1.6 Tratamento 

Algumas estratégias são utilizadas no tratamento dos sintomas do autismo, 

baseadas no controle desses sintomas em cada paciente e, consequentemente, na combinação 

de vários fármacos, visto que TEA não possuem farmacoterapia padrão de tratamento. 

Fármacos psicotrópicos são comumente prescritos para sintomas comportamentais, 

principalmente os antipsicóticos atípicos, como Aripiprazol e Risperidona, que se mostram 

eficazes na redução da agressividade, da irritabilidade, dos comportamentos estereotipados e 

da hiperatividade, sendo a Risperidona o fármaco de primeira escolha (JI; FINDLING, 2015; 

GOEL et al., 2018).  

Lítio também pode ser eficaz na melhora dos prejuízos sociais característicos do 

TEA, na ansiedade e nos comportamentos depressivos, além de prevenir a diminuição da 

neurogênese no hipocampo (WU et al., 2014). É importante salientar que a farmacoterapia 

possui muitos efeitos adversos e é bastante limitada, provavelmente por ainda existirem 

controvérsias acerca da gênese do autismo, carecendo de estudos que busquem fármacos mais 

específicos e que se preocupem com a redução dos efeitos adversos. 

Desse modo, estratégias cada vez mais modernas têm sido desenvolvidas para 

auxiliar no tratamento do TEA, como o uso de realidade virtual para melhorar a percepção e 

ações sensório-motoras (BANSAL et al., 2019) e o tratamento com óleo de cannabis (CBD) 

que, segundo as evidências, melhorou significativamente sintomas como convulsões, tiques, 

depressão, hiperatividade e agressividade em pacientes com autismo (SCHLEIDER et al., 

2019). 

Estudos tem buscado investigar também a relação entre microbiota 

gastrointestinal e TEA, visto que os pacientes diagnosticados com autismo demonstram 

alterações quantitativas e qualitativas da flora intestinal, que acarretam uma série de doenças 

do trato gastrointestinal (DE ANGELIS et al., 2013; TOMOVA et al., 2015, STRATI el at., 

2017). A terapia de transferência de microbiota pode alterar o ecossistema intestinal e reduz 

em até 50% os sintomas do autismo, visto que as doenças gastrointestinais estão 

correlacionadas com a gravidade dos TEA (KANG et al., 2017). Além disso, diversos estudos 

já demonstraram a relação do autismo com a carência de vitaminas importantes para o 

desenvolvimento e determinantes para o risco do transtorno ainda na gestação, ressaltando a 

importância das medidas preventivas, como o uso de suplementação vitamínica a base de 

vitamina D, zinco e probióticos (DOLSKE et al., 1993; WONG; SMITH, 2006; LAMMERT 

et al., 2018).  
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Complexos vitamínicos à base de ômega 3 e vitamina D também tem sido 

utilizados no tratamento de sintomas do TEA. Exames demonstraram que existe deficiência 

desses compostos em pacientes com autismo, dando importância à investigação de fatores 

nutricionais e sua potencial relação com risco para TEA (INFANTE et al., 2018). 

A ocitocina também desempenha um importante papel na regulação dos 

comportamentos sociais. Trata-se de um neuropeptídeo que, quando em déficit, pode estar 

envolvido com a etiologia do TEA (DAI et al., 2018). Estudos mostram evidências de que o 

tratamento com spray nasal de ocitocina melhora o reconhecimento da emoção em 

adolescentes diagnosticados com TEA, sugerindo que uma intervenção precoce pode 

melhorar a comunicação e a interação social dos jovens com autismo (GUASTELLA et al., 

2010; PAGANI et al., 2020). Desse modo, investigar o sistema ocitocinérgico e suas 

influências no TEA são fundamentais para a compreensão e consequente tratamento do 

transtorno (BARTZ; HOLLANDER, 2008; QUATTROCKI; FRISTON, 2014). 

Juntamente com a farmacoterapia, a intervenção psicoterápica também produz 

resultados positivos no tratamento dos sintomas do autismo. Existem programas de 

intervenção comportamental que visam abordar as áreas que necessitam ser desenvolvidas no 

indivíduo com TEA, realizando treino de habilidades sociais. Esse treino, baseado em 

condicionamento operante, busca reforçar comportamentos desejados e, consequentemente, 

diminuir a frequência de comportamentos inapropriados, demonstrando eficácia na 

comunicação e no gerenciamento dos comportamentos-problema no TEA (VISMARA; 

ROGERS, 2010). Esse tipo de intervenção tem sido bastante questionada, visto que se propõe 

a ensinar comportamentos socialmente aceitáveis, mantendo o indivíduo com autismo 

limitado a aceitação social (GRUSON-WOOD, 2016; KIRKHAM, 2017).  

Desse modo, condutas que focam na estimulação somatosensorial e das funções 

psíquicas estão sendo utilizadas, como musicoterapia e arteterapia, que possuem evidências de 

melhora na atenção conjunta e no desempenho escolar (WARWICK; ALVIN, 1991) e a 

criação de ambientes interativos, que utilizam agentes socialmente inteligentes (robôs) para 

auxiliar na melhora da linguagem, cognição social e aprendizagem por imitação 

(DAUTENHAHN; WERRY,2004). Além disso, a terapia familiar, baseada em estratégias da 

psicoeducação, também tem sido bastante utilizada, visto que utiliza uma abordagem que 

integra a família, buscando criar flexibilidade nos modos de lidar com os comportamentos e 

emoções do paciente com autismo (SOLOMON; CHUNG, 2012). 

Em estudos sobre neuroplasticidade, praticar atividade física e estar inserido em 

um ambiente que promove desafios, moldando processos de aprendizagem, podem ser 
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estratégias terapêuticas para minimizar sintomas em diversos transtornos (VAN PRAAG, 

2008). Logo, o enriquecimento ambiental consiste em um esquema experimental que 

possibilita o estudo de eventos que envolvem a neuroplasticidade nas diversas regiões 

cerebrais, em diferentes espécies de diversas faixas etárias (LORES-ARNAIZ et al., 2006; 

SALE, CENNI et al., 2007), propiciando aumento da interação social, além de possibilitar a 

prática de atividade física voluntária. Vale ressaltar que fazer modificações frequentes no 

ambiente enriquecido, como a troca dos objetos por novos objetos, bem como mudanças na 

posição, são características essenciais deste paradigma experimental, visto que possibilitam a 

construção de novos mapas espaciais e a modulação da plasticidade no hipocampo 

(NITHIANANTHARAJAH; HANNAH, 2006). 

Além da neuroplasticidade, o enriquecimento ambiental possibilita a neurogênese, 

aumento de neurotrofinas, aumento da sobrevivência neuronal, sinaptogênese e proliferação 

celular, indução de cascatas de sinalização e modificações na árvore dendrítica em variadas 

regiões cerebrais (VAN PRAAG et al., 2000; ROSSI et al., 2006; MOHAMMED et al., 2002; 

FAHERTY et al., 2003). 

 

1.2 Modelos Animais de TEA 

Para buscar compreender a gênese do autismo, estudos utilizam modelos animais 

diversos. Existem modelos que utilizam animais geneticamente modificados, manipulando 

genes como, por exemplo, o estudo com camundongos knockout CNTNAP2 que demonstram 

prejuízos na interação social, comportamento repetitivo e hiperatividade (PEÑAGARIKANO 

et al., 2011).  

Além desses, existem os modelos que focam na neuroanatomia, lesionando 

regiões envolvidas nos transtornos, como hipocampo e estruturas do sistema límbico, como 

amígdala, acarretando em alterações na interação social, ausência de expressão facial e de 

comportamento emocional, além de comportamento repetitivo e agressividade (SWEETEN et 

al., 2002).  

Modelos farmacológicos também são propostos como modelos animais de 

autismo, como a exposição in utero ao ácido valpróico (VPA) em roedores (SCHNEIDER; 

PRZEWLOCKI, 2005; BROMLEY et al., 2008; NADEBAUM et al., 2011) e à toxinas, como 

talidomida e álcool (KLAUCK, 2006).  Modelos de infecções pré-natais, bacterianas e virais, 

utilizam lipopolissacarídeo (LPS), vírus influenza e ácido poliinosinico-policitidílico 

(PolyI:C) injetados em diferentes vias em roedores (KIRSTEN et al., 2012).  
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O VPA é uma droga de alto poder de regulação da expressão gênica no período de 

neurogênese, podendo causar alterações nos genes relacionados ao neurodesenvolvimento. 

Além disso, o VPA apresenta efeitos teratogênicos quando administrado em altas doses no 

primeiro trimestre da gestação, causando alterações cognitivas, má formações em crianças e, 

em alguns casos, autismo (ARDINGER et al., 1988; CHRISTIANSON et al., 1994; 

WILLIAMS et al., 2001). No modelo animal de autismo mais utilizado em estudos, a 

administração de ácido valpróico é feita por volta do 12° dia da gestação dos roedores, antes 

do fechamento do tubo neural (INGRAM et al., 2000), promovendo alterações 

comportamentais e fisiológicas similares àquelas observadas em autistas (ROBERT; ROSA, 

1983; DILIBERTI et al., 1984). Desse modo, o ácido valpróico possui efeitos neurotóxicos, 

interferindo no metabolismo do ácido fólico e aumentando os riscos de má formação do tubo 

neural (VORHEES, 1987; EMMANOUIL-NIKOLOUSSI et al., 2004). De modo 

complementar, estudos mostraram alterações na anatomia cerebral de autistas, sugerindo que 

a origem do TEA ocorra ainda no período pré-natal. 

Nos modelos animais de neuroinflamação, como o tratamento com LPS, foi 

observada a importância da ativação imune materna para o desenvolvimento cerebral do feto 

(PATTERSON, 2002; MELTZER; VAN DE WATER, 2017). A prole apresentou expressão 

gênica, comportamentos e fisiologia similares aos de pacientes diagnosticados com 

esquizofrenia e autismo, como prejuízo sensório-motor, déficit no teste de inibição pré-pulso 

e redução de receptores dopaminérgicos no córtex pré-frontal quando adultos (MEYER et al., 

2007; SMITH et al., 2007). Além disso, houve redução do comportamento de brincar dos 

filhotes e da interação social quando adultos (KIRSTEN et al., 2010).  

 

1.3 Neuroinflamação e Estresse Oxidativo no TEA 

Evidências mostram que a neuroinflamação no TEA é mediada pelas células da 

glia e que, em condições inflamatórias, essas células contribuem para a perda de funções 

sinápticas, desencadeando o transtorno (LI et al., 2019). Além disso, resultados 

neurodesenvolvimentais e comportamentais da exposição materna ao VPA em primatas não-

humanos apresentaram astrócitos positivos para GFAP no córtex pré-frontal (do inglês, glial 

fibrillary acidic protein, proteína fibrilar ácida da glia) (ZHAO et al., 2019). 

A disfunção microglial no cérebro em desenvolvimento também demonstrou 

relação com o TEA, através do desequilíbrio excitatório versus inibitório das sinapses 

(KOYAMA; IKEGAYA, 2015; KIM et al., 2017). Usando imunohistoquímica para 

marcadores específicos de micróglia, como o IBA 1, um estudo com primatas não-humanos 
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forneceu evidências da existência de micróglia ativada em pacientes com TEA, demonstrando 

neuroinflamação (ICHINOHE et al., 2019). 

TEA também está associado a produção de um perfil de citocinas pró-

inflamatórias específicas. Estudos pós-natais demonstraram a relação entre TEA e ambiente 

através de alterações nos níveis de interleucinas (IL), principalmente IL 6 (TURBÉ et al., 

2019; SAGHAZADEH et al., 2019).  

Estudos também mostram que o estresse oxidativo está aumentado no TEA, ainda 

que não seja conhecido o mecanismo específico de indução entre estresse oxidativo e 

inflamação (PARKER et al., 2017; YUI et al., 2016). No TEA, o estresse oxidativo foi 

observado a nível de membrana e através da mensuração de produtos da peroxidação lípida. 

Os marcadores da peroxidação lipídica estão elevados no TEA, evidenciando um aumento do 

estresse oxidativo no transtorno (CHAUHAN; CHAUHAN, 2006). 

 

1.4 Teoria Motivacional do TEA 

As interações sociais são fundamentais para a adaptação de numerosas espécies, 

além de proporcionarem aprendizagem. Logo, a sociabilidade agrupa reconhecimento social, 

interesse pelo contato social e, consequentemente, formação de vínculo. Vários fatores são 

essenciais para a estrutura e estabelecimento das relações sociais que definem as sociedades e 

muitos transtornos neuropsiquiátricos são caracterizados por prejuízos no comportamento 

social, como depressão, TEA, transtorno bipolar e esquizofrenia (KAIDANOVICH-BEILIN 

et al., 2011). Além das hipóteses que relacionam o autismo com déficits na cognição social e 

na teoria da mente, outras hipóteses focam na relevância dos fatores motivacionais para o 

TEA. A hipótese motivacional aponta fatores comportamentais, como orientação social, 

função de recompensa, busca por interação e manutenção social, e evolutivos, como 

adaptação e aptidão individual para cooperar com o grupo e propõem um modelo que abrange 

os níveis comportamental, biológico e evolutivo (CHEVALLIER et al., 2012). 

Segundo a teoria da motivação social no autismo, a nível comportamental, há 

prejuízos na atenção social, que privam a criança de experiências fundamentais para uma 

aprendizagem social adequada (MUDY; NEAL, 2001; DAWSON et al., 2005). A orientação 

social, a busca pelo contato com os outros, o gosto pelo contato e, consequentemente, a 

manutenção social são interrompidos no TEA (OSTERLING et al., 2002; KLIN et al., 2002; 

RIBY; HANCOCK, 2008; NAKANO et al., 2010; ELSABBAGH et al., 2012). Além disso, 

pouco contato visual, distanciamento social, déficit de atenção para a fala, orientação pouco 

frequente para o próprio nome, menor predisposição para colaborar, fazer amizades e menor 
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sensibilidade à recompensa social também configuram prejuízos comportamentais 

característicos do autismo (BAON-COHEN; WHEELWRIGHT, 2003; LIEBAL et al., 2008; 

DEMURIE et al., 2011). Estudos mostram que baixa emissão de gestos de saudação e 

despedida, menor ênfase à reputação e baixa influência das impressões dos outros indicam 

déficits na manutenção social (HOSON; LEE, 1998; IZUMA et al., 2011; CHEVALLIER et 

al., 2012). Vale ressaltar que padrões não-sociais em crianças pequenas são um preditor 

robusto de autismo (PIERCE et al., 2011) e anedonia social seletiva em adolescentes possui 

correlação positiva com a gravidade do TEA (CHEVALLIER et al., 2012). 

Em nível biológico, o circuito orbitofrontal-estriado-amígdala apresenta prejuízos 

em seu funcionamento no autismo (BAHEVALIER; LOVELAND, 2006). Pesquisas mostram 

que os déficits sociais resultam de prejuízos na função recompensadora dos estímulos sociais 

(DAWSON et al., 2005) e que há desregulação do sistema ocitocinérgico no autismo (MODI; 

YOUNG, 2011).  

 

1.5 Isolamento neonatal e TEA 

Estudos evidenciam que as relações sociais primárias influenciam no 

desenvolvimento dos filhotes, principalmente a relação com a mãe, que geralmente é o 

primeiro contato social da criança (LEVINE, 2001). Características da interação social entre 

criança e seus cuidadores podem ser importantes para o neurodesenvolvimento de indivíduos 

com alto risco para TEA (WAN et al., 2012). Além disso, várias teorias sobre a gênese do 

autismo consideram a gestação e a relação mãe-bebê (BROWN et al., 2018; YATES et al., 

2018).  

Evidências também demonstram que características do ambiente pós-natal podem 

atuar como mediadores entre a predisposição genética para TEA e o desenvolvimento do 

endofenótipo do transtorno, modulando também a gravidade do endofenótipo apresentado 

(MANDY; LAI, 2016). Essa capacidade de modulação pode ser evidenciada também pela 

quantidade de indivíduos diagnosticados com TEA na infância que mostraram posterior 

melhora dos sintomas na vida adulta (15-25%) (GOH; PETERSON, 2012). Além disso, 

alguns sinais apresentados nos primeiros meses de vida parecem ser marcadores precoces do 

desenvolvimento de TEA, como redução do contato visual e da atenção para cenas sociais, 

prejuízos no engajamento social e comportamentos atípicos (ELSABBAGH et al., 2012; 

CHAWARSKA et al., 2013; JONES; KLIN, 2013; GREEN et al., 2015). 

Partindo da importância do comportamento social para o desenvolvimento do 

indíviduo e da significativa influência de alterações ambientais benéficas no endofenótipo de 
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TEA, estudos têm contribuído para o esclarecimento da relação entre transtornos do 

neurodesenvolvimento e ambiente pós-natal, supondo que prejuízos no ambiente social 

possam também exercer efeitos moduladores na gravidade do transtorno (BRENES et al., 

2016). Bebês prematuros que necessitaram de incubadora após o nascimento apresentaram 

alterações na estrutura cerebral e no neurodesenvolvimento semelhantes às alterações 

observadas no TEA, tornando indispensável o desenvolvimento de estudos que relacionam 

TEA e ambiente pós-natal (PINEDA et al., 2014; LAGERCRANTZ, 2017). 

Como o enriquecimento ambiental demonstra efeitos positivos na modulação do 

TEA (YANG et al., 2011; REYNOLDS et al., 2013), levando ao desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas para crianças com TEA que utilizam estímulos sensoriais (WOO et 

al., 2015), o isolamento social, com consequente empobrecimento de estímulos sensoriais, 

produz alterações que devem ser consideradas nos transtornos do neurodesenvolvimento.  

Estudos mostram que ratos criados em isolamento exibem diversos tipos de 

comportamentos estereotipados (SCHRIJVER et al., 2002) e que o estresse precoce causado 

pelo isolamento social provoca alterações neuroquímicas e na morfologia neuronal que levam 

à maior suscetibilidade a transtornos do neurodesenvolvimento (REINWALD et al., 2018). 

Outros dados também evidenciaram os efeitos comportamentais e neuroquímicos desse tipo 

de estresse (ROBBINS et al., 1996; HALL, 1998) e a relação com sintomas da esquizofrenia 

que também podem ser observados no autismo (GEYER et al.,1993). 

Evidências têm utilizado protocolos diversos de isolamento social em animais 

para induzir comportamentos observados no autismo, visto que trata-se de um estresse que 

provoca alterações comportamentais a longo prazo produzidas nos primeiros eventos da vida. 

Animais separados das mães durante 180 minutos diários, do 2º ao 21º dia de vida, 

apresentaram comportamentos depressivos, déficits cognitivos e hiperatividade do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), prejuízos esses mantidos na vida adulta (AISA et al., 

2007), resultados também obtidos após realização de protocolo que propõe 180 minutos 

diários de isolamento social nos 14 primeiros dias de vida, acrescidos de aumento de peso 

corporal, insulina e glicemia (VARGAS et al., 2016). O isolamento social precoce realizado 

nos nove primeiros dias de vida, durante uma hora por dia, também foi capaz de desencadear 

comportamentos observados no autismo na prole, como comportamentos repetitivos e 

sociabilidade prejudicada, além de estar associado a comportamentos ansiosos e depressivos e 

alterações neurológicas, como desregulação sináptica no hipocampo e prejuízos na 

neurogênese (WU et al., 2014). Além disso, o isolamento por 90 minutos diários nos 11 
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primeiros dias de vida e por uma hora diariamente nos 9 primeiros dias pós-natais 

encontraram os mesmos resultados (BAHI et al., 2016; TAN et al., 2018). 

Propor estudos com animais que possuem relevância clínica é fundamental, visto 

que trata-se de um espectro de transtornos humano (CRAWLEY, 2004) no qual o 

endofenótipo clínico é bastante heterogênio e abrange diversos comportamentos (KAZDOBA 

et al., 2016). Vários estudos já mostraram que a quantidade e qualidade dos cuidados 

maternos recebidos durante período pós-natal são capazes de influenciar comportamentos 

como agressividade, habilidades para criar vínculos sociais e desenvolvimento de 

psicopatologias diversas (JAFFEE; PRICE, 2012). Assim, dentro de uma perspectiva 

translacional, este estudo procurou induzir, ambientalmente, alguns endofenótipos e 

alterações neurofisiológicas observadas no TEA, com foco em comportamentos e habilidades 

sociais, utilizando um protocolo inovador de isolamento neonatal em roedores. O tratamento 

utilizado após a manipulação ambiental consistiu na administração de Risperidona, 

antipsicótipo atípico de primeira escolha amplamente prescrito para minimizar sintomais do 

TEA, visto que é disponibilizado para a população pelo o Sistema Único de Saúde (SUS). 
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

Diversos estudos já mostraram que animais manipulados em período neonatal 

apresentaram alterações comportamentais, neurofisiológicas e morfológicas nas fases 

seguintes do desenvolvimento. Desse modo, neste estudo, o insulto ambiental e os testes de 

sociabilidade foram realizados durante as fases de infância e adolescência dos animais, 

considerando a repercussão dos efeitos do isolamento neonatal já nos períodos iniciais de 

vida, bem como a fase do desenvolvimento em que o diagnóstico é realizado, o que ressalta a 

especificidade do presente estudo.  

Fatores ambientais também estão envolvidos no TEA, destacando a importância 

de estudos pré-clínicos que considerem o papel do ambiente como mediador importante para 

desencadear o transtorno. O modelo mais utilizado, de indução do TEA por ácido valpróico 

durante a gestação de roedores, mesmo sendo bastante validado, possui limitações quanto a 

generalização, por ser restrito à administração desse fármaco em mulheres gestantes, 

dificultando a translação do modelo para diversas populações. 

Considerando a complexidade do ambiente e do TEA, os endofenótipos 

relacionados à sociabilidade desse transtorno não se mostram tão complexos e evidentes nos 

modelos tradicionalmente utilizados. Partindo disso, utilizar uma indução genuinamente 

ambiental, mais focada em mecanismos motivacionais, é fundamental para auxiliar a 

compreensão do transtorno. 

Considerando o valor translacional deste estudo, o insulto ambiental utilizado 

ainda pode contribuir com as investigações feitas acerca de quadros como depressão pós-

parto, prejuízos na saúde mental de bebês prematuros que necessitam de incubadora e 

comportamentos atípicos em crianças que sofreram abandono por parte da mãe. 

No tocante ao foco em comportamentos sociais, o TEA parece se diferenciar de 

outros transtornos em razão dos prejuízos nas habilidades sociais demonstrados já na primeira 

infância. Desse modo, focar em testes que buscam observar e medir essses comportamentos 

tão importantes para o desenvolvimento saudável, e que estão prejudicados no transtorno em 
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questão, é de extrema importância para o estudo do TEA, além de contribuir para a 

especificidade do transtorno em modelos animais. 

Diante desses dados, propor modelos animais que abordam fatores de risco 

ambientais para reproduzir endofenótipos do autismo e investir em variados testes de 

sociabilidade pós indução podem elucidar fatores idiossincráticos do TEA.  

 

 

3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Produzir endofenótipos e alterações neuroinflamatórias do TEA através do isolamento 

neonatal e avaliar os prejuízos nos comportamentos sociais utilizando testes de sociabilidade. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Produzir endofenótipos de comportamentos semelhantes aos observados em 

humanos diagnosticados com autismo, utilizando o isolamento neonatal em ratos; 

 Avaliar comportamentos como atividade locomotora, ajuda pró-social, 

empatia/contágio emocional e comportamento de brincar, que encontram-se 

alterados no TEA; 

 Produzir e avaliar alterações no estresse oxidativo, neuroinflamação das células 

gliais e disfunção sináptica, induzidas pelo isolamento neonatal, no córtex pré-

frontal; 

 Avaliar os efeitos da Risperidona no tratamento dos sintomas induzidos pelo 

isolamento neonatal. 
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4 MATERIAIS E MÉTODO  

4. 1 Animais 

Como se trata de um estudo desenvolvimental e o protocolo foi iniciado logo após 

o nascimento, primeiramente, foram utilizados 16 animais Rattus norvegicus, de linhagem 

Wistar, sendo 8 machos e 8 fêmeas, para fins de reprodução e posterior utilização dos filhotes 

para experimentação. Ratos foram selecionados para este estudo devido sua predominância 

em estudos que mostram a relação entre prejuízos nos comportamentos sociais e TEA (WIN-

SHWE et al., 2018; HIRSCH et al., 2020).  Os animais eram provenientes do biotério do 

Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), da Universidade Federal 

do Ceará (UFC).  

No que se refere aos cuidados com os animais, este estudo seguiu os princípios 

éticos da experimentação animal, estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará (UFC) sob o número de registro 

2891120318. 

 

4. 2 Drogas 

As seguintes drogas foram utilizadas: Ketamina (Vetanarcol ®), Xilazina (Rompum 

®) e Risperidona (Sandoz ®). 

 

4. 3 Protocolo Experimental  

Os animais foram monitorados e manuseados desde o momento pré-cópula, 

passando pela gestação das fêmeas e pelo nascimento dos filhotes, a fim de realizar o 

acompanhamento das ninhadas para posterior distribuição dos animais entre os grupos, para 

garantir uma gestação saudável para as fêmeas e proporcionar a habituação dos animais aos 

experimentadores. 



36 

 

Em seguida, foram separados por casal, de modo que cada casal ocupava uma 

gaiola-viveiro, a fim de estimular o cruzamento. O dia em que foram postos juntos foi 

contabilizado como dia zero de gestação, sendo o dia seguinte considerado como o primeiro 

de gestação e assim sucessivamente. A partir daí, a gestação foi acompanhada 

sistematicamente. Neste estudo, as fêmeas eram inexperientes e jovens, estavam em fase de 

maturidade sexual e a produção dos filhotes ocorreu de forma empírica, visto que a duração 

do ciclo estral já é conhecida e bem estabelecida (de 4 a 5 dias), sendo realizado o 

acasalamento monogâmico. Desse modo, o macho era posto na gaiola da fêmea, 

permanecendo por até 7 dias, para garantir que a cópula ocorreu devidamente. 

As fêmeas prenhas foram alojadas individualmente em gaiolas viveiro até o parto, 

sob condições ideais. Além disso, algumas estratégias foram utilizadas buscando reduzir a 

possibilidade de rejeição dos filhotes por parte da mãe, como manuseio da fêmea em períodos 

anteriores ao cruzamento e durante a gestação, evitar tocar os filhotes logo após o parto, 

quando ainda estão envoltos em sangue, e na presença da mãe, manuseio rápido dos filhotes 

para troca de caixa e enriquecimento da gaiola da fêmea prenha com algodão, a fim de 

auxiliar na produção dos ninhos (NEVES, 2013). 

Após o nascimento, os neonatos foram divididos, igualmente, em 4 grupos: grupo 

controle (CON), grupo isolamento neonatal (ISO), grupo isolamento neonatal salina (ISO + 

SAL) e grupo isolamento neonatal Risperidona (ISO + RIS) (TABELA 1). Para os testes de 

empatia/ contágio emocional e ajuda pró-social, foram utilizados 10 animais que não fizeram 

parte dos grupos experimentais, mas participaram dos testes. Foi realizado manuseio e 

monitoramento dos animais durante todo o protocolo, a fim de assegurar a saúde, reduzir o 

estresse e controlar alterações sobretudo no peso. 

Durante todo o estudo, os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 

12:12 horas (luz acesa das 7h às 19h), em ambiente com umidade e temperatura controladas 

(22-23°C), água e ração ad libitum e só saíram das gaiolas-viveiro para a realização dos 

experimentos e para serem pesados diariamente. Os procedimentos experimentais foram 

realizados durante a fase clara do ciclo.  

 

Tabela 1. Grupos, número de animais e tratamento. 
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No sétimo dia de vida, foi realizada a sexagem dos filhotes de todos os grupos 

para padronização das ninhadas; machos e fêmeas fizeram parte deste estudo. Cada grupo era 

constituído, inicialmente, por 14 animais (8 fêmeas e 6 machos). Porém, como trata-se de um 

protocolo que interfere no desenvolvimento de um sistema imunológico saudável, ocorreu 

perda de animais, conforme o previsto (HOFER, 1975; GIORDANO et al., 1984). Além 

disso, o protocolo de isolamento neonatal utilizado neste estudo é inovador e abrange desde o 

período pós-natal até a periadolescência, visto que não há um consenso acerca da duração do 

protocolo e dos dias de vida específicos em que é realizado (HALL, 1998). 

Nos grupos de isolamento neonatal, ainda no dia do nascimento, o protocolo de 

isolamento foi iniciado, após a primeira mamada, visto que consiste em um estudo de 

transtornos do desenvolvimento.  

O isolamento ocorreu da seguinte forma: do dia zero (dia do nascimento) ao 

sétimo dia de vida, os animais foram isolados diariamente pelo período de 60 minutos, 

retornando depois para a caixa ninho; do oitavo ao décimo oitavo dia de vida, a duração do 

isolamento aumentou para 180 minutos diários. Após o desmame, que ocorreu em torno do 

décimo oitavo dia, os animais foram isolados definitivamente e permaneceram desse modo até 

o final do protocolo experimental, com 44 dias de vida, visto que trata-se de um protocolo de 

estresse crônico, focado nas fases de infância e periadolescência dos animais (ANDERSEN, 

2003). Vale ressaltar que consiste em um isolamento sobretudo somestésico, contínuo e 

gradativo, que utilizou caixas-viveiro com grade, esterilizadas e sem cama (maravalha) (WU 

et al., 2014; TAN et al., 2018). O grupo controle não foi exposto ao estresse descrito.  
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No grupo isolamento de tratamento farmacológico, foi utilizado um antipsicótico 

atípico de segunda geração, usado como primeira escolha para minimizar sintomas do autismo 

(principalmente no Sistema Único de Saúde- SUS), a Risperidona. A dose utilizada 

correspondeu a 3mg/kg (UCHIDA et al., 2007; GRANT; FITTON, 2012) dissolvidas em 

solução salina de 0,9% de NaCl contendo 1% de ácido acético, administrada via oral e 

diariamente, por gavagem, a partir do 18º dia de vida até o final do protocolo. O grupo 

isolamento solução salina foi tratado apenas com 0,9% de NaCl. A farmacoterapia utilizada 

neste estudo buscou preservar o valor translacional, considerando o modo como essas 

abordagens são utilizadas em humanos diagnosticados com TEA, onde o peso corporal e a 

fase do desenvolvimento possuem relevância para o ajuste da dose e a eficácia do tratamento.  

Os testes de comportamento foram realizados durante e após o protocolo de 

isolamento social desenvolvido. Finalizados os testes comportamentais, os animais foram 

eutanasiados e os cérebros dissecados para a retirada do córtex pré-frontal e realização das 

análises do estresse oxidativo (n=6) (TBARS e Nitrito). Para as análises imunohistoquímicas 

(n=4/grupo), os animais foram anestesiados e perfundidos transcardiacamente com 

paraformaldeído a 4% em PBS (tampão fosfato 0,1 M contendo salina 0,9 %, pH 7,4). Os 

cérebros foram removidos, fixados em formol tamponado a 10% por 24 h e posteriormente 

crioprotegidos em sacarose a 30% em PBS a 4º C. Em seguida, foram feitos os cortes 

histológicos para análise da expressão de micróglia (IBA 1) e densidade de marcadores 

sinápticos (sinaptofisina) (FIGURA 2).  

 

Figura 2. Desenho experimental. 
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4. 4 Testes Comportamentais 

Durante e após o isolamento neonatal e os tratamentos em seus respectivos 

grupos, os testes a seguir foram iniciados, avaliando funções específicas (TABELA 2). Todos 

os testes foram devidamente filmados e os vídeos posteriormente analisados. 

 

Tabela 2. Testes, parâmetros e funções avaliadas. 

 

 

4.4.1  Agregação Social (SCHANK; ALBERTS, 2000) 

Trata-se de um parâmetro para avaliar interação social em idade precoce. Foi 

realizado no décimo primeiro dia de vida dos animais, fase em que a abertura dos olhos é 

recente e os animais são prioritariamente guiados pelo olfato. Consiste em colocar uma dupla 

de irmãos, do mesmo sexo, por cinco minutos, nas extremidades de uma arena de acrílico pré-

aquecida a 30°C (simulando a temperatura da gaiola-viveiro), a fim de mensurar o período de 

latência para o encontro dos irmãos e, consequentemente, o tempo de interação após o 

encontro (FIGURA 3).  

 

 Figura 3. Arena da Agregação Social. 
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Fonte: Laboratório de Neurociências e Comportamento (LNC). 

 

4.4.2  Campo Aberto (HALL, 1934) 

O teste do campo aberto foi utilizado para analisar o estado emocional dos 

animais. Foi realizado em uma arena quadrada (30 x 30 x 15cm) de acrílico, cercada e possui 

duração de cinco minutos. O tamanho da arena utilizada foi similar ao tamanho de uma arena 

para camundongos, visto que os animais deste estudo foram submetidos a testes nas fases de 

infância e adolescência, em que possuem tamanho e peso semelhantes aos de camundongos 

adultos. O piso da arena é divido em nove quadrantes iguais (FIGURA 4), permitindo que a 

atividade locomotora e exploratória do animal seja mensurada pela quantificação dos 

cruzamentos (crossings) entre os quadrantes, além de possibilitar que as entradas na zona 

periférica sejam também mensurados, bem como explorações verticais (rearings) e 

comportamentos de auto-limpeza (grooming). 

 

Figura 4. Arena do Campo Aberto 

 

Fonte: Laboratório de Neurociências e Comportamento (LNC). 

 

4.4.3 Ajuda Pró-Social (Bartal et al., 2011) 
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 O aparato consiste em uma arena quadrada, similar a arena de campo aberto, 

contendo, em seu centro, uma caixa restritora, de acrílico e em formato cilíndrico, possuindo 

orifícios que permitem a ventilação interna. É fechada por uma porta que só pode ser aberta 

por fora (FIGURA 5). Essa caixa foi utilizada para aprisionar um animal, de modo que outro 

animal livre na arena possa libertá-lo, através da abertura da porta, que foi a medida de ajuda 

pró-social. Esse experimento requer uma sessão de habituação no dia que antecede o início do 

teste (duração de 10 minutos, com a caixa restritora vazia e sem porta), devido à sensibilidade 

do paradigma ao estresse, além de necessitar de, pelo menos, dez dias (uma sessão 

experimental/dia, logo dez sessões, cada uma durando 10 minutos) para que os animais 

aprendam o mecanismo de abertura da caixa restritora e demonstrem comportamento de ajuda 

ao libertar o coespecífico aprisionado. 

 

Figura 5. Caixa restritora para ajuda pró-social. 

 

Fonte: Bartal e colaboradores, 2011. 

   

4.4.4  Empatia/ Contágio Emocional (ROSALES et al.,2002) 

Um aparato de medo condicionado adquirido por observação, chamado caixa de 

comunicação, foi utilizado para avaliar o compartilhamento de medo entre os animais. O 

aparato é composto por 16 compartimentos, separados por paredes de acrílico transparente. 

As paredes evitam que os animais tenham contato físico, mas conservam visão, audição e 

olfato, permitindo que o animal interaja com outros de compartimentos vizinhos (FIGURA 6). 

O piso é revestido por uma grade que emite choques, feita de aço inoxidável. No interior dos 

compartimentos dos animais observadores, os pisos são cobertos com EVA, ou seja, não 

transmite corrente elétrica. Um choque elétrico de 8 mA por 10 segundos é fornecido por um 

eletroestimulador acoplado à caixa de comunicação, com intervalos de 60 segundos, durante 1 
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hora. Após a habituação ao aparato, um animal observador foi exposto a um animal 

demonstrador que recebe choques, para que haja detecção de respostas emocionais ao 

desconforto do demonstrador, como o freezing. É realizado em sessão única com duração de 

20 minutos.  

 

Figura 6. Caixa de comunicação (A) e diagrama esquemático da disposição dos animais no 

aparato (B; D= demonstrador, animal que recebe o choque, ESTRESSE/CONT= animal que 

observa o outro levando choque). 

 

Fonte: Laboratório de Farmacologia da Inflamação e do Câncer (LAFICA). 

 

4.4.5 Comportamento de brincar (HOMBERG et al., 2007) 

As brincadeiras são atividades motoras frequentes em animais saudáveis quando 

estão em grupo e foram mensuradas através da quantificação de comportamentos como atacar, 

rolar, boxear, rearing social, pular, perseguir e cheirar, que configuram o repertório de brincar 

dos animais (FIGURA 7). Para isso, os animais foram colocados em gaiolas com maravalha, 

separados por sexo, em grupos de seis animais/gaiola. Esses comportamentos foram 

observados e filmados na fase escura do ciclo dos animais, das 18 às 23h, visto que trata-se de 

animais de hábitos noturnos, no 43° dia de vida.  

 

Figura 7. Comportamento de brincar (atacar e rolar). 
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Fonte: Hamilton e colaboradores, 2014. 

 

 

 

4.5 Análise Histopatológica  

Após a anestesia, os animais foram perfundidos através do coração, pelo 

ventrículo esquerdo, com salina gelada (8º-10ºC), seguido de paraformaldeído (PFA)  a 4% 

em PBS. Os cérebros foram removidos e pós-fixados com formol tamponado por 24 (vinte e 

quatro) horas. Após esse período, foram armazenados em solução crioprotetora de sacarose a 

30%. O tecido foi cortado no criostato e montado em lâminas silanizadas. Os cortes 

histológicos de 10µm do córtex pré-frontal foram submetidos à análise da expressão de 

micróglia, através do marcador IBA 1 (Wako®) e densidade de marcadores sinápticos, 

através da sinaptofisina (abcam ®).  

O protocolo de imunohistoquímica utilizado segue os seguintes passos: 

recuperação antigênica, bloqueio da peroxidase endógena, bloqueio de ligações inespecíficas, 

incubação com anticorpo primário, ligação com o polímero Dual Link System Envision + 

Dako®, preparação do diaminobenzidina (DAB), desidratação e montagem das lâminas. 

Para a recuperação antigênica, as lâminas foram incubadas em tampão citrato pH 

6.0 (10 mM) por 15 minutos, em banho maria (90ºC). Após o banho, as lâminas foram 

colocadas para esfriar por 30 minutos, a fim de retornar a temperatura ambiente. Em seguida, 

foram lavadas três vezes em tampão fosfato-salino (PBS), 2 minutos por lavagem. 

No bloqueio da peroxidase endógena, as lâminas foram incubadas em solução de 

10 % de metanol +  1,05 % de água oxigenada + PBS 1x (40 ml de metanol + 4,2 ml de água 

oxigenada + 400 ml de PBS (1x), em temperatura ambiente, por 1 hora. Posteriormente, as 

lâminas foram lavadas duas vezes em PBS, 5 minutos por lavagem. 

Para o bloqueio de ligações inespecíficas, as lâminas foram incubadas por 2 horas 

em solução de 10% de soro de cavalo + 1% de triton + PBS (1x) (40 ml de soro de cavalo + 
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4ml de triton + 400 ml de PBS (1x). Em seguida, o excesso da solução foi retirado das 

lâminas e a incubação em anticorpo primário foi iniciada. Para essa etapa, primeiramente, foi 

utilizada a Dako Pen®, caneta demarcadora, para delimitar a área das fatias. Após a 

demarcação, o anticorpo primário foi diluído em solução de bloqueio (soro de cavalo + triton 

+ PBS (1x)). Para IBA 1 e sinaptofisina, a concentração utilizada foi de 1:250. 

 Posteriormente, as fatias foram cobertas com o anticorpo 

primário diluído (em média, 300 μl por lâmina) e permaneceram overnight em geladeira.  

No dia seguinte, as lâminas foram retiradas da geladeira, para atingir temperatura 

ambiente, o anticorpo primário foi retirado e foram lavadas em PBS 3 vezes, sendo postas 

para secar em seguida. Como IBA 1 e sinaptofisina eram anti-rabbit e anti-mouse, 

respectivamente, a ligação foi feita com o polímero Dual Link System Envision + Dako® (em 

média, 300 μl por lâmina), por 30 minutos. Logo após, o polímero foi retirado, as lâminas 

foram lavadas 3 vezes em PBS, posteriormente secas e o DAB foi preparado. Para preparar o 

DAB, foram utilizados 1ml de substrato Buffon (tampão) + DAB + Chromger (1 gota) em 

ambiente escuro, pois o DAB é fotossensível. Para a revelação, o DAB foi colocado nas fatias 

até que atingissem a coloração castanha, em média por 2 minutos. Posteriormente, as lâminas 

foram lavadas em água destilada, a fim de cessar a reação, e postas para secar. Para a 

montagem, foram mergulhadas em xilol e montadas com entellan (Merck, Alemanha). 

Para a quantificação das células coradas, ss lâminas foram visualizadas em um 

microscópio (Nikon Eclipse Ni) com aumento de 100x. Foram selecionadas 4 fatias de cada 

animal, aleatoriamente, e a quantificação das células coradas foi realizada em todas as 

imagens utilizando o software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA) com um gride de 1000, 

por densidade óptica. Foi calculada a média dos valores por animal, e os resultados expressos 

como número de células.  

 

4.6 Análise do Estresse Oxidativo 

  

4.6.1 Determinação da peroxidação lipídica 

A atividade antioxidante foi medida pela dosagem das substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) (DRAPER; HADELY,1990), um indicador de peroxidação 

lipídica. No dia do ensaio, 60 μL do homogenato (10% em tampão fosfato) de córtex e 

hipocampo foi introduzido em tubo de ensaio e centrifugado a 1200 rotações por minuto 

(rpm) 4ºC por 30 minutos. Após a centrifugação, 100 μL de ácido perclórico a 35% foi 

adicionado para interromper a peroxidação e, centrifugado novamente a 5000 rpm 4°C por 10 
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minutos, o sobrenadante foi retirado e a este foi adicionado 50μl de ácido tiobarbitúrico 1,2%. 

Posteriormente, levado ao banho de água por 30 minutos a uma temperatura variável de 95-

100°C. A solução, foi retirada e colocada para esfriar a temperatura ambiente. Após esfriar, 

150 μL da solução foi adicionada nos poços da placa de ELISA e foi feita a leitura em 535 

nm. A curva padrão foi obtida mediante leitura de várias concentrações de malonaldialdeído 

(MDA) padrão e os resultados foram expressos em concentração (μM). 

 

4.6.2 Determinação da concentração de nitrito/nitrato 

Nesse ensaio, o reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em água 

bidestilada, sulfanilamida 1% em ácido fosfórico 5%) revela a presença de nitrito/nitrato 

(NO2/NO3) em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reação de 

diazotização que forma um cromóforo de cor róseo, com um pico de absorbância em 540 nm 

(GREEN et al., 1982). Para realização do ensaio, os homogenatos (10% em tampão fosfato) 

de córtex pré-frontal e hipocampo foram centrifugados a 12000 rpm por 15 min a 4°C e 100 

μL de cada sobrenadante foi adicionado a 100 μL do reagente de Griess. Para o branco, foi 

utilizado 100 μL do tampão fosfato e 100 μL reagente de Griess. Após 10 minutos, foi feita a 

leitura das 

absorbâncias em 540nm. A curva padrão foi obtida mediante leitura de várias concentrações 

de nitrito padrão e os resultados foram expressos em concentração (μM). As leituras da 

absorbância dos padrões (y) foram plotadas contra a concentração de cada padrão (x), então 

foi feita a determinação da equação da reta, que foi usada para a determinação da 

concentração de nitrito em cada amostra. 

 

4.7 Análise Estatística  

     Os registros das sessões experimentais, em formato de vídeo, foram analisados, 

primeiramente, através do software de rastreamento de campo aberto XploRat (MARTÍNEZ; 

GARCIA; MORATO; 2005).  

As análises estatísticas foram realizadas pelo R Software (https://r-project.org/, versão 

3.6.0). Inicialmente, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk, usando o pacote “stats”, para 

verificar se os dados apresentaram distribuição normal, a fim de determinar os testes 

estatísticos utilizados. 

 Com a presença de dois fatores, grupo e sexo, o teste estatístico utilizado foi a Análise 

de Variância de duas vias (Two-way ANOVA), usando o pacote “stats” (versão 3.6.0), com 

teste post hoc de Tukey (P<0,05) e os resultados foram expressados como mediana e 
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intervalos interquartílicos para os dados anormais. Para dados normais, os resultados foram 

mostrados em média e desvio padrão. 

Para os resultados do estresse oxidativo e histopatológicos, com a presença do fator 

grupo, o teste estatístico utilizado foi a Análise de Variância de uma via (One-way ANOVA). 

Os resultados foram mostrados em média e desvio padrão. 

 

 

 

 

            

 

 

 

 5. RESULTADOS 

5.1 Efeito do isolamento neonatal sobre a latência para o encontro no teste de        

Agregação Social 

Os resultados obtidos no teste de agregação social mostram que a latência para o 

encontro dos animais sofreu efeito significativo do isolamento neonatal (FIGURA 8). 

O grupo isolado apresentou maior latência para o encontro quando comparado ao 

grupo não isolado (machos isolados: 300 [285,75 – 300]; fêmeas isoladas: 300 [260 – 300]; 

machos não-isolados: 64 [46,25 – 69,75]; fêmeas não-isoladas: 57 [40 – 61]; P<0,001), 

demonstrando efeito do isolamento neonatal na diminuição da agregação social. Não houve 

diferença significativa entre os sexos dentro dos grupos. No entanto, as fêmeas mostraram 

tendência a redução da latência para o encontro quando comparadas aos machos.  

 

Figura 8. Efeito do isolamento neonatal sobre a latência para o encontro no teste de 

Agregação Social. 
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Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=26 animais/grupo). A análise 

estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo post hoc de Tukey. Valores significativos: a vs 

machos não-isolados, b vs fêmeas não-isoladas, P<0,001. 

  

5.2 Efeito do isolamento neonatal sobre o tempo de interação social no teste de 

Agregação Social 

Os resultados obtidos no teste de agregação social mostram que o tempo de 

interação social sofreu efeitos significativos do isolamento neonatal (FIGURA 9). 

O grupo isolado apresentou menor tempo de interação social quando comparado 

ao grupo não isolado (machos isolados: 0 [0 – 14,25]; fêmeas isoladas: 0 [0 – 40]; machos não 

isolados: 236 [230,25 – 253,75]; fêmeas não-isoladas: 243 [239 – 260]; P<0,001), 

demonstrando o efeito significativo do isolamento neonatal na diminuição do comportamento 

de agregação social dos animais. Não houve diferença significativa entre os sexos dentro dos 

grupos. No entanto, as fêmeas apresentaram tendência para maior tempo de interação social 

quando comparadas aos machos. 

 

Figura 9. Efeito do isolamento neonatal sobre o tempo de interação social no teste de 

Agregação Social. 
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Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=26 animais/grupo). A análise 

estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: a 

vs machos não-isolados; b vs fêmeas não-isoladas, P<0,001.  

 

5.3 Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre o número de crossings no teste 

do Campo Aberto  

Os resultados obtidos no teste do campo aberto demonstram que houve alterações 

significativas na atividade locomotora dos animais, mais especificamente no número de 

crossings, evidenciando efeitos do isolamento neonatal e do sexo (FIGURA 10). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento neonatal apresentou 

maior número de crossings quando comparados ao controle (machos isolamento neonatal: 

99,5 [89,5 – 108,75]; fêmeas isolamento neonatal: 106,5 [101,5 – 122]; machos controle: 33 

[26 – 40]; fêmeas controle: 44 [40 – 68]; P<0,001),  evidenciando hiperatividade locomotora. 

O grupo isolamento neonatal salina também apresentou maior número de 

crossings quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos isolamento 

neonatal salina: 97 [86,5 – 107,25]; fêmeas isolamento neonatal salina: 107 [100 – 112]; 

machos isolamento neonatal Risperidona: 30 [21,5 – 40,75]; fêmeas isolamento neonatal 

Risperidona: 51,5 [45,25 – 59,25]; P<0,001), evidenciando a hiperatividade locomotora do 

grupo salina e o efeito da Risperidona na redução do número de crossings.  

 A variável sexo demonstrou efeito significativo nos grupos isolamento neonatal 

Risperidona e controle, dado que as fêmeas apresentaram número de crossings 

significativamente maior quando comparadas aos machos dentro dos grupos (P<0,01).  



49 

 

 

Figura 10. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre o número de crossings no teste do 

Campo Aberto. 

 

 

Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle; c vs machos isolamento neonatal Risperidona; d vs 

fêmeas isolamento neonatal Risperidona, P<0,001; * vs machos isolamento neonatal Risperidona, # vs machos 

controle, P<0,01.  

 

5.4 Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre o self-grooming no teste do 

Campo Aberto  

Os resultados obtidos no teste de campo aberto mostram que houve alterações 

significativas no comportamento de autolimpeza, o self-grooming, evidenciando efeito do 

isolamento neonatal e do sexo nessas alterações (FIGURA 11). 

Sobre o efeito do isolamento, o grupo isolamento neonatal apresentou maior 

frequência de self-grooming quando comparado ao grupo controle (machos isolamento 

neonatal: 22 [20,75 – 24,75]; fêmeas isolamento neonatal: 15 [10,5 – 18,5]; machos controle: 

6 [6 – 7]; fêmeas controle: 5 [4 – 6]; P<0,001), evidenciando o efeito do isolamento neonatal 

no aumento do self-grooming. 
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O grupo isolamento neonatal salina também apresentou maior frequência de self-

grooming quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos isolamento 

neonatal salina: 22,5 [20,25 – 23,5]; fêmeas isolamento neonatal salina: 16 [8,5 – 18,75]; 

machos isolamento neonatal Risperidona: 6,5 [6 – 10,75]; fêmeas isolamento neonatal 

Risperidona: 4 [3 – 4,75]; P<0,001), evidenciando o efeito da Risperidona na redução da 

frequência de self-grooming. 

A variável sexo demonstrou efeito significativo nos grupos isolamento neonatal e 

isolamento neonatal salina, dado que os machos apresentaram maior frequência de self-

grooming quando comparados às fêmeas dentro dos referidos grupos (P<0,01). 

 

Figura 11. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de self-grooming no 

teste do Campo Aberto. 

 

Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle; c vs machos isolamento neonatal Risperidona; d vs 

fêmeas isolamento neonatal Risperidona; P<0,001; * vs fêmeas isolamento neonatal; # vs fêmeas isolamento 

neonatal salina, P<0,01.  

  

5.5 Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre o rearing no teste do Campo 

Aberto  
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Os resultados obtidos no teste de campo aberto mostram que houve alterações 

significativas no comportamento de levantar-se sobre as patas posteriores sem qualquer apoio 

nas patas dianteiras como resposta de ansiedade, o rearing, evidenciando efeitos do 

isolamento neonatal e da variável sexo nessas alterações (FIGURA 12). 

Sobre o efeito do isolamento, o grupo isolamento neonatal apresentou maior 

frequência de rearing quando comparado ao grupo controle (machos isolamento neonatal: 

69,5 [62,5 – 73]; fêmeas isolamento neonatal: 84 [77,5 – 99,5]; machos controle: 20 [9 – 22]; 

fêmeas controle: 21 [18 – 26]; P<0,001), evidenciando o efeito do isolamento neonatal no 

aumento do rearing e, consequente, de respostas ansiosas.  

O grupo isolamento neonatal salina também demonstrou aumento significativo da 

frequência de rearing quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos 

isolamento neonatal salina: 68,5 [63,75 – 73,5]; fêmeas isolamento neonatal salina: 90,5 [76 – 

103,75]; machos isolamento neonatal Risperidona: 11,5 [7,5 – 14,75]; fêmeas isolamento 

neonatal Risperidona: 20,5 [19 – 22], evidenciando o efeito da Risperidona na redução da 

frequência de rearing.  

A variável sexo demonstrou efeito nos grupos isolamento neonatal e isolamento 

neonatal salina, dado que as fêmeas apresentaram maior frequência de rearing quando 

comparadas aos machos dentro dos referidos grupos (P<0,01).  

 

Figura 12. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de rearing  no teste do 

Campo Aberto. 
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Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle; c vs machos isolamento neonatal Risperidona; d vs 

fêmeas isolamento neonatal Risperidona, P<0,001; * vs machos isolamento neonatal; # vs machos isolamento 

neonatal salina, P<0,01. 

 

5.6 Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de entradas na 

periferia no teste do Campo Aberto  

Os resultados obtidos no teste de campo aberto mostram que houve alterações 

significativas na frequência de entradas na periferia, evidenciando efeito do isolamento 

neonatal e da variável sexo nessas alterações (FIGURA 13). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento neonatal apresentou 

maior frequência de entradas na periferia quando comparado ao grupo controle (machos 

isolamento neonatal: 2 [0,75 – 4]; fêmeas isolamento neonatal: 6,5 [3,5 – 9]; machos controle: 

2 [0 – 3]; fêmeas controle: 2 [1 – 3]; P<0,001), mostrando o efeito do isolamento neonatal no 

aumento de entradas na zona periférica e, consequentemente, de maior frequência de 

comportamentos ansiosos. 

 O grupo isolamento neonatal salina também mostrou aumento significativo da 

frequência de entradas na periferia quando comparado ao grupo isolamento neonatal 

Risperidona (machos isolamento neonatal salina: 2,5 [0 – 3,25]; fêmeas isolamento neonatal 

salina: 6,5 [5,25 – 8,5]; machos isolamento neonatal Risperidona: 1,5 [0 – 4]; fêmeas 

isolamento neonatal Risperidona: 2,5 [1 – 4]; P<0,001), evidenciando o efeito da Risperidona 

na redução da frequência de entradas na periferia. 

A variável sexo demonstrou efeito nos grupos isolamento neonatal e isolamento 

neonatal salina, visto que as fêmeas apresentaram maior frequência de entradas  na zona 

periférica quando comparadas aos machos dos referidos grupos (P<0,001), mostrando que as 

fêmeas apresentaram mais respostas relacionadas à ansiedade.  

 

Figura 13. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de entradas na 

periferia no teste do Campo Aberto. 
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Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle; c vs machos isolamento neonatal Risperidona; d vs 

fêmeas isolamento neonatal Risperidona; * vs machos isolamento neonatal; # vs machos isolamento neonatal 

salina, P<0,001. 

 

5.7 Efeito do isolamento neonatal e do sexo frequência de freezing no teste de 

Empatia/Contágio Emocional 

 Os resultados obtidos no teste de empatia/contágio emocional mostram que 

houve alterações significativas na frequência de comportamentos de congelamento ao ver 

outro animal em situação aversiva, o freezing, evidenciando efeitos do isolamento neonatal e 

do sexo nessas alterações (FIGURA 14). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento neonatal apresentou 

menor frequência de freezing quando comparado ao grupo controle (machos isolamento 

neonatal: 4,75 [4 – 7]; fêmeas isolamento neonatal: 3,25 [2,75 – 4]; machos controle: 35 [33 – 

35]; fêmeas controle: 23 [20 – 25,75]; P<0,001), evidenciando o efeito do isolamento na 

diminuição de freezing e, consequentemente, de comportamento que demonstra empatia.  

O grupo isolamento neonatal salina também apresentou menor frequência de 

freezing quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos isolamento 

neonatal salina: 5,5 [3,25 – 6,75]; fêmeas isolamento neonatal salina: 3 [2,75 – 4,25]; machos 
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isolamento neonatal Risperidona: 26 [25,75 – 28]; fêmeas isolamento neonatal Risperidona: 

11 [9,75 – 11,75]; P<0,001), evidenciando o efeito da Risperidona no aumento da frequência 

de freezing e, consequentemente, aumento de respostas de empatia/contágio emocional. 

 A variável demonstrou efeito significativo nos grupos isolamento neonatal 

Risperidona e controle, visto que os machos apresentaram maior frequência de freezing 

quando comparados às fêmeas dos referidos grupos (P<0,001).  

 

Figura 14. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de freezing no teste de 

Empatia/Contágio Emocional. 

                    

 

Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle; c vs machos isolamento neonatal Risperidona; d vs 

fêmeas isolamento neonatal Risperidona; * vs fêmeas isolamento neonatal Risperidona; # vs fêmeas controle, 

P<0,001. 

 

5.8 Efeito do isolamento neonatal e do sexo na frequência de atacar do 

comportamento de brincadeira  

 Os resultados obtidos na avaliação do comportamento de brincadeira mostram 

que houve alterações significativas na frequência de atacar, que consiste na ação em que um 

animal empurra o outro esfregando o focinho no dorso, evidenciando efeito do isolamento 

neonatal e da variável sexo nessas alterações (FIGURA 15). 
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Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupos isolamento neonatal apresentou 

menor frequência de atacar quando comparado ao grupo controle (machos isolamento 

neonatal: 11 [8,5 – 12,5]; fêmeas isolamento neonatal: 4 [3 – 6]; machos controle: 21 [18 – 

22]; fêmeas controle: 14 [13 – 17]; P<0,001). O grupo controle apresentou a maior frequência 

de atacar quando comparado aos outros grupos.  

O grupo isolamento neonatal salina também apresenou menor frequência de atacar 

quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos isolamento neonatal 

salina: 9,5 [8,75 – 11,5]; fêmeas isolamento neonatal salina: 4 [3 – 5]; machos isolamento 

neonatal Risperidona: 15 [12,75 – 16,5]; fêmeas isolamento neonatal Risperidona: 10 [9 – 

11,75], evidenciando o efeito da Risperidona no aumento desse comportamento de brincar. 

A variável sexo demonstrou efeito significativo em todos os grupos, dado que os 

machos apresentaram maior frequência de atacar quando comparados às fêmeas dentro de 

todos os grupos (P<0,001). 

 

Figura 15. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de atacar no 

comportamento de brincadeira.  

 

Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle; c vs machos isolamento neonatal Risperidona; d vs 

fêmeas isolamento neonatal Risperidona; * vs fêmeas isolamento neonatal; # vs fêmeas isolamento neonatal 

salina; & vs fêmeas isolamento neonatal Risperidona; ¢ vs fêmeas controle, P<0,001. 
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5.9 Efeito do isolamento neonatal e do sexo na frequência de rolar do 

comportamento de brincadeira  

Os resultados obtidos na avaliação do comportamento de brincadeira mostram que 

houve alterações significativas na frequência de rolar, que consiste na ação em que dois 

animais rolam e tobam um com o outro, evidenciando efeitos do isolamento neonatal e da 

variável sexo nessas alterações (FIGURA 16). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento neonatal apresentou 

menor frequência de rolar quando comparado ao grupo controle (machos isolamento neonatal: 

4 [3 – 5,5]; fêmeas isolamento neonatal: 1 [0,75 – 2,25]; machos controle: 13 [11 – 16]; 

fêmeas controle: 9 [7 – 10]; P<0,001). O grupo controle apresentou a maior frequência de 

rolar quando comparado aos outros grupos.  

O grupo isolamento neonatal salina também mostrou diminuição significativa na 

frequência de rolar quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos 

isolamento neonatal salina: 4,5 [3,75 – 5,5]; fêmeas isolamento neonatal salina: 1 [0 – 2]; 

machos isolamento neonatal Risperidona: 7,5 [6 – 9,25]; fêmeas isolamento neonatal 

Risperidona: 3 [2 – 5], evidenciando o efeito da Risperidona no aumento da frequência desse 

comportamento de brincadeira. 

A variável sexo demonstrou efeito em todos os grupos, dado que os machos 

apresentaram maior frequência de rolar quando comparados às fêmeas dentro de todos os 

grupos (P<0,001). 

 

Figura 16. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de rolar no 

comportamento de brincadeira. 
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Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle; c vs machos isolamento neonatal Risperidona; d vs 

fêmeas isolamento neonatal Risperidona; * vs fêmeas isolamento neonatal; # vs fêmeas isolamento neonatal 

salina; & vs fêmeas isolamento neonatal Risperidona; ¢ vs fêmeas controle, P<0,001. 

 

5.10 Efeito do isolamento neonatal na frequência de boxear do comportamento de 

brincadeira  

 Os resultados obtidos na avaliação do comportamento de brincadeira mostram 

que houve alterações significativas na frequência de boxear, que ocorre quando dois animais 

ficam de pé um em frente ao outro realizando movimentos de boxear, evidenciando efeitos do 

isolamento neonatal nessas alterações (FIGURA 17). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento neonatal apresentou 

menor frequência de boxear quando comparado ao grupo controle (machos isolamento 

neonatal: 1 [0 – 2]; fêmeas isolamento neonatal: 1 [0,75 – 2]; machos controle: 8 [6 – 9]; 

fêmeas controle: 9 [7 – 10]; P<0,001). O grupo controle apresentou a maior frequência de 

boxear quando comparado aos outros grupos.  

O grupo isolamento neonatal salina apresentou menor frequência de boxear 

quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona, demonstrando o efeito 

significativo da Risperidona no aumento da frequência do comportamento de boxer dos 

animais (machos isolamento neonatal salina: 1 [0-1,25]; fêmeas isolamento neonatal salina 
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1[0-2]; machos isolamento neonatal Risperidona: 5 [3 – 6,25]; fêmeas isolamento neonatal 

Risperidona: 5,5 [5 – 7,75]; P<0,05). Não houve diferenças entre os sexos dentro dos grupos. 

 

Figura 17. Efeito do isolamento neonatal sobre a frequência de boxear do comportamento de 

brincadeira. 

 

Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle, P<0,001; c vs machos isolamento neonatal 

Risperidona; d vs fêmeas isolamento neonatal Risperidona, P<0,05. 

 

5.11 Efeito do isolamento neonatal e do sexo na frequência de rearing social do 

comportamento de brincadeira  

 Os resultados obtidos na avaliação do comportamento de brincadeira mostram 

que houve alterações na frequência de rearing social, que consiste em uma postura de 

exposição ventral frente a outro animal, evidenciando efeitos do isolamento neonatal e do 

sexo nessas alterações, embora o isolamento não tenha exercido efeito significativo no 

rearing social (FIGURA 18). 

O grupo isolamento neonatal apresentou menor frequência de rearing social 

quando comparado ao grupo controle, mas essa diferença não foi significativa (machos 

isolamento neonatal: 8 [6 – 10]; fêmeas isolamento neonatal: 14 [9,75 – 15,5]; machos 
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controle: 10 [9 – 13]; fêmeas controle: 17 [13 – 19]; P<0,21). O grupo controle apresentou a 

maior frequência de rearing social quando comparado aos outros grupos.  

O grupo isolamento neonatal salina também não apresentou diferença 

significativa quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos 

isolamento neonatal salina: 7,5 [6 – 9,75]; fêmeas isolamento neonatal salina: 11 [9 – 13]; 

machos isolamento neonatal Risperidona: 8,5 [7 – 11,25]; fêmeas isolamento neonatal 

Risperidona: 13,5 [12 – 14,75]; P<0,21), evidenciando que a Risperidona não exerceu efeito 

significativo no rearing social. 

A variável sexo demonstrou efeito em todos os grupos, dado que as fêmeas 

apresentaram maior frequência de rearing social quando comparadas aos machos em todos os 

grupos (P<0,001). 

 

Figura 18. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de rearing social do 

comportamento de brincadeira. 

 

 

Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: * vs machos isolamento neonatal; # vs machos isolamento neonatal salina; & vs machos 

isolamento neonatal Risperidona; ¢ vs machos controle, P<0,001. 

 

5.12 Efeito do isolamento neonatal e do sexo na frequência de pular do 

comportamento de brincadeira  
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 Os resultados obtidos na avaliação do comportamento de brincadeira mostram 

que houve alterações significativas na frequência de pular, que ocorre quando um animal 

executa uma sequência de saltos curtos junto com outro, evidenciando efeitos do isolamento 

neonatal e do sexo nessas alterações (FIGURA 19). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento neonatal apresentou 

menor frequência de pular quando comparado ao grupo controle (machos isolamento 

neonatal: 5 [2,5 – 6]; fêmeas isolamento neonatal: 11,5 [10,5 – 14,5]; machos controle: 12 [11 

– 14]; fêmeas controle: 17 [16 – 19]; P<0,05). 

O grupo isolamento neonatal salina também apresentou menor frequência de pular 

quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos isolamento neonatal 

salina: 3,5 [3 – 5,25]; fêmeas isolamento neonatal salina: 11 [10 – 13]; machos isolamento 

neonatal Risperidona: 8 [4,75 – 11,25]; fêmeas isolamento neonatal Risperidona: 12 [10 – 

16,5]; P<0,05), evidenciando o efeito da Risperidona no aumento desse comportamento de 

brincar. 

 A variável sexo demonstrou efeito em todos os grupos, dado que as fêmeas  

apresentaram maior frequência de pular quando comparadas aos machos em todos os grupos 

(fêmeas isolamento neonatal vs machos isolamento neonatal; fêmeas isolamento neonatal 

salina vs machos isolamento neonatal salina, P<0,01; fêmeas isolamento neonatal Risperidona 

vs machos isolamento neonatal Risperidona; fêmeas controle vs machos controle, P<0,05). 

 

Figura 19. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de pular do 

comportamento de brincadeira. 
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Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle, P<0,05; c vs machos isolamento neonatal 

Risperidona; d vs fêmeas isolamento neonatal Risperidona, P<0,05; * vs machos isolamento neonatal; # vs 

machos isolamento neonatal salina, P<0,01; & vs machos isolamento neonatal Risperidona; ¢ vs machos 

controle, P<0,05. 

 

5.13 Efeito do isolamento neonatal e do sexo na frequência de perseguir do 

comportamento de brincadeira  

 Os resultados obtidos na avaliação do comportamento de brincadeira mostram 

que houve alterações significativas na frequência de perseguir, que ocorre quando um animal 

corre em direção a outro animal que se move no sentido oposto, evidenciando efeitos do 

isolamento neonatal e do sexo nessas alterações (FIGURA 20). 

Sobre os efeitos do isolamento neonatal, o grupo isolamento neonatal apresentou 

menor frequência de perseguir quando comparado ao grupo controle (machos isolamento 

neonatal: 5 [3 – 6,5]; fêmeas isolamento neonatal: 1,5 [1 – 3,25]; machos controle: 10 [9 – 

11]; fêmeas controle: 8 [6 – 9]; P<0,001). O grupo controle apresentou a maior frequência de 

perseguir.  

O grupo isolamento neonatal salina também mostrou menor frequência de 

perseguir quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos isolamento 
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neonatal salina: 4 [3 – 5,5]; fêmeas isolamento neonatal salina: 2 [1 – 2]; machos isolamento 

neonatal Risperidona: 7,5 [5,75 – 9,25]; fêmeas isolamento neonatal Risperidona: 3,5 [3 – 

5,75], P<0,05), evidenciando o efeito da Risperidona no aumento desse comportamento de 

brincar. 

A variável sexo demonstrou efeito dentro de todos os grupos, uma vez que os 

machos apresentaram maior frequência de perseguir quando comparados às fêmeas em todos 

os grupos (P<0,05). 

 

Figura 20. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de perseguir do 

comportamento de brincadeira. 

 

Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle, P<0,001; c vs machos isolamento neonatal 

Risperidona; d vs fêmeas isolamento neonatal Risperidona, P<0,05; * vs fêmeas isolamento neonatal; # vs 

fêmeas isolamento salina; & vs fêmeas isolamento neonatal Risperidona; ¢ vs fêmeas controle, P<0,05. 

 

5.14 Efeito do isolamento neonatal e do sexo na frequência de cheirar do 

comportamento de brincadeira  

 Os resultados obtidos na avaliação do comportamento de brincadeira mostram 

que houve alterações significativas na frequência de cheirar, que ocorre quando um animal 
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cheira a região anogenital de outro, evidenciando efeitos do isolamento neonatal e do sexo 

nessas alterações (FIGURA 21). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento neonatal apresentou 

menor frequência de cheirar quando comparado ao grupo controle (machos isolamento 

neonatal: 0 [0 – 1]; fêmeas isolamento neonatal: 6 [4 – 6,25]; machos controle: 4 [3 – 6]; 

fêmeas controle: 9 [7 – 10]; P<0,001). O grupo controle apresentou a maior frequência de 

cheirar quando comparado aos outros grupos.  

O grupo isolamento neonatal salina também apresentou menor frequência de 

cheirar quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona (machos isolamento 

neonatal salina: 0,5 [0 – 1]; fêmeas isolamento neonatal salina: 5 [4 – 6]; machos isolamento 

neonatal Risperidona: 3 [2 – 6]; fêmeas isolamento neonatal Risperidona: 6,5 [4,25 – 8,75]; 

P<0,05), evidenciando o efeito significativo da Risperidona no aumento da frequência deste 

comportamento de brincar. 

A variável sexo demonstrou efeito significativo em todos os grupos, dado que as 

fêmeas apresentaram maior frequência de cheirar quando comparadas aos machos  dentro de 

todos os grupos (P<0,05). 

 

Figura 21. Efeito do isolamento neonatal e do sexo sobre a frequência de cheirar do 

comportamento de brincadeira. 
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Os resultados estão representados como mediana e intervalos interquartílicos (n=11 a 14 animais/grupo). A 

análise estatística foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: a vs machos controle; b vs fêmeas controle, P<0,001; c vs machos isolamento neonatal 

Risperidona; d vs fêmeas isolamento neonatal Risperidona, * vs machos isolamento neonatal; # vs machos 

isolamento salina; & vs machos isolamento neonatal Risperidona; ¢ vs machos controle, P<0,05. 

 

5.15 Efeito do isolamento neonatal e da sessão na interação com a caixa restritora 

no teste de Ajuda Pró-social 

 Os resultados obtidos no teste de ajuda pró-social mostram que houve alterações 

significativas na frequência de interação com a caixa restritora, evidenciando efeito do 

isolamento neonatal e da sessão nessas alterações (FIGURA 22). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento neonatal apresentou 

menor frequência significativa de interação com a caixa restritora quando comparado ao 

grupo controle (isolamento neonatal: 24,9 ± 16,9, controle: 32,8 ± 29,4; P<0,001).  

O grupo isolamento neonatal salina também demonstrou menor frequência 

significativa de interação com a caixa quando comparado ao grupo isolamento neonatal 

Risperidona (isolamento neonatal salina: 24,6 ± 15,4; isolamento neonatal Risperidona: 30,1 

± 16,2; P<0,05), evidenciando o efeito da Risperidona no aumento da interação com a caixa 

restritora. 

A variável sessão demonstrou efeito na interação com a caixa. Nas sessões 1 a 5, 

houve maior interação com a caixa restritora quando comparadas com as sessões 6 a 10 

(P<0,001). A partir da sessão 6, houve redução significativa da interação com a caixa 

restritora quando comparadas com as sessões de 1 a 5 (P<0,001). Assim, até a primeira 

abertura, a interação com a caixa é maior, demonstrando o interesse pela abertura e maior 

quantidade de tentativas para abrir. Após a primeira abertura, a interação com a caixa diminui, 

demonstrando o aprendizado do mecanismo de abertura da caixa.  

No grupo controle, a frequência de interação com a caixa é significativamente 

maior quando comparado ao grupo isolamento neonatal da sessão 1 a sessão 6 (P<0,001). Em 

seguida, o grupo controle apresenta queda significativa na interação com a caixa (sessão 7 a 

sessão 10, P<0,001). Nos grupos isolamento, não foi observado padrão significativo de 

interação com a caixa restritora ao longo das sessões.  

 

Figura 22. Efeito do isolamento neonatal e da sessão sobre a frequência de interação com a 

caixa restritora no teste de Ajuda Pró-social. 
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Os resultados estão representados como média ± desvio padrão (n=11 a 14 animais/grupo). A análise estatística 

foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: a vs 

controle, c vs controle, e vs controle, g vs controle, i vs controle, l vs controle, n vs controle, p vs controle, r vs 

controle, s vs controle, P<0,001; b vs isolamento neonatal Risperidona, d vs isolamento neonatal Risperidona, f 

vs isolamento neonatal Risperidona, h vs isolamento neonatal Risperidona, j vs isolamento neonatal Risperidona, 

m vs isolamento neonatal Risperidona, o vs isolamento neonatal Risperidona, q vs isolamento neonatal 

Risperidona, t vs isolamento neonatal Risperidona, P<0,05; 
* 

 vs 
#
, P<0,001. 

  

5.16 Efeito do isolamento neonatal e da sessão na frequência de abertura da caixa 

restritora no teste de Ajuda Pró-social 

 Os resultados obtidos no teste de ajuda pró-social mostram que houve alterações 

significativas na frequência de abertura da caixa restritora, evidenciando efeitos do isolamento 

neonatal e da sessão nessas alterações (FIGURA 23). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento apresentou menor 

frequência de abertura da caixa restritora quando comparado ao grupo controle (isolamento 

neonatal: 0,273 ± 0,447; controle: 0,521 ± 0,501;  P<0,001).  

O grupo isolamento neonatal salina não apresentou diferença significativa na  

frequência de abertura quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona 

(isolamento neonatal salina: 0,262 ± 0,441; isolamento neonatal Risperidona: 0,279 ± 0,450; 
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P<0,09), evidenciando que a Risperidona não exerceu efeito sobre a frequência de abertura da 

caixa restritora. 

No grupo controle, a frequência de abertura da caixa é significativamente maior 

quando comparado ao grupo isolamento neonatal da sessão 5 a sessão 10 (P<0,001), 

demonstrando abertura sistemática ao longo das sessões. Nas sessões 1 a 3, não houve 

abertura. A partir da sessão 7 em diante, a frequência de abertura se mantém. Nos grupos 

isolamento, não foi observado padrão significativo de abertura ao longo das sessões. 

(P<0,001). 

  

Figura 23. Efeito do isolamento neonatal e da sessão sobre a frequência de abertura da caixa 

restritora no teste de Ajuda Pró-social. 

 

Os resultados estão representados como média ± desvio padrão (n=11 a 14 animais/grupo). A análise estatística 

foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: a vs 

isolamento neonatal; b vs isolamento neonatal, c vs isolamento neonatal, d vs isolamento neonatal, e vs 

isolamento neonatal, f vs isolamento neonatal, P<0,001; * vs #, P<0,001.  

  

5.17 Efeito do isolamento neonatal e da sessão na latência para abertura da caixa 

restritora no teste de Ajuda Pró-social 

 Os resultados obtidos no teste de ajuda pró-social mostram que houve alterações 

significativas na latência abertura da caixa restritora, evidenciando efeitos do isolamento 

neonatal e da sessão nessas alterações (FIGURA 24). 
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Sobre os efeitos do isolamento neonatal, o grupos isolamento apresentou maior 

latência para abertura da caixa restritora quando comparado ao grupo controle (isolamento 

neonatal: 579 ± 39,1; controle: 324 ± 83; P<0,001), quando ocorreu abertura.  

O grupo isolamento neonatal salina não apresentou diferença significativa na  

frequência de abertura quando comparado ao grupo isolamento neonatal Risperidona 

(isolamento neonatal salina: 584 ± 33,3; isolamento neonatal Risperidona: 562 ± 77,1; P<0,4), 

evidenciando que a Risperidona não exerceu efeito sobre a frequência de abertura da caixa 

restritora. 

A variável sessão demonstrou efeito na latência para abertura da caixa restritora. 

Nas sessões 1 e 2, não houve abertura significativa, portanto, não houve latência para abertura 

significativa. As sessões 5 e 6 mostram a latência para abertura diminuindo quando 

comparada as sessões anteriores. No grupo controle, a latência para abertura da caixa é 

significativamente menor quando comparado aos demais grupos a partir da sessão 7 

(P<0,001), demonstrando a abertura sistemática da caixa, bem como a queda significativa da 

latência ao longo das sessões. Nos grupos isolamento, não foi observado padrão significativo 

de latência para abertura ao longo das sessões.  

 

Figura 24. Efeito do isolamento neonatal e da sessão sobre a latência para a abertura da caixa 

restritora no teste de Ajuda Pró-social. 

 

Os resultados estão representados como média ± desvio padrão (n=11 a 14 animais/grupo). A análise estatística 

foi realizada pela Two Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: a vs, 

controle, b vs controle, c vs controle, d vs controle, e vs controle, f vs controle, * vs #, P<0,001. 
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5.18 Efeito do isolamento neonatal sobre a dosagem de nitrito/nitrato (NO2/NO3) 

em tecidos cerebrais do córtex pré-frontal e do hipocampo  

Os resultados obtidos através da dosagem de nitrito/nitrato nos tecidos do córtex pré-

frontal e hipocampo mostram que houve alterações significativas nas concentrações de nitrito, 

evidenciando o efeito do isolamento neonatal e do tratamento com Risperidona (FIGURA 25 

A e B). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento apresentou concentrações 

significativamente altas de nitrito quando comparado ao grupo controle no córtex pré-frontal 

(isolamento neonatal: 16, 8 ± 1,14; controle: 5,16 ± 1,22, P<0,001) e também no hipocampo 

(isolamento: 17,7 ± 2,89; controle: 6,20 ± 0,694, P<0,001). 

O grupo isolamento neonatal salina também apresentou concentrações 

significativamente altas quando comparado ao grupo tratado com Risperidona no córtex pré-

frontal (isolamento neonatal salina: 17 ± 1,65; isolamento neonatal Risperidona: 7 ± 1,16, 

P<0,001) e também no hipocampo (isolamento neonatal salina: 16 ± 2,80; isolamento 

neonatal Risperidona: 7,24 ± 1,31, P<0,001), evidenciando o efeito da Risperidona na redução 

dos níveis de nitrito nas referidas áreas cerebrais. 

 

Figura 25. Efeito do isolamento neonatal sobre a dosagem de nitrito/nitrato (NO2/NO3) em 

tecidos cerebrais do córtex pré-frontal e do hipocampo. 

 

                      



69 

 

                                                

Os resultados em A e B estão representados como média ± desvio padrão (n=6 animais/grupo). A análise 

estatística foi realizada pela One Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: a 

vs controle, b vs isolamento neonatal Risperidona, P<0,001. 

 

 

5.19 Efeito do isolamento neonatal sobre a peroxidação lipídica (TBARS) em 

tecidos cerebrais do córtex pré-frontal e do hipocampo  

Os resultados obtidos através da dosagem de malondialdeído (MDA) nos tecidos do 

córtex pré-frontal e hipocampo mostram que houve alterações significativas nas 

concentrações de MDA, evidenciando o efeito do isolamento neonatal e do tratamento com 

Risperidona (FIGURA 26 A e B). 

Sobre o efeito do isolamento neonatal, o grupo isolamento apresentou concentrações 

significativamente altas de MDA quando comparado ao grupo controle no córtex pré-frontal 

(isolamento neonatal: 0,0116 ± 0,00117; controle: 0,00195 ± 0,000210, P<0,001) e no 

hipocampo (isolamento: 0,0113 ± 0,000871; controle: 0,00238 ± 0,000770, P<0,001). 

O grupo isolamento neonatal salina também apresentou concentrações 

significativamente altas de MDA quando comparado ao grupo tratado com Risperidona no 

córtex pré-frontal (isolamento neonatal salina: 0,0122 ± 0,00301; isolamento neonatal 

Risperidona: 0,00753 ± 0,00127, P<0,001) e  no hipocampo (isolamento neonatal salina: 

0,0119 ± 0,00238; isolamento neonatal Risperidona: 0,00736 ± 0,00129, P<0,001), 

evidenciando o efeito da Risperidona na redução da concentração de MDA nas referidas áreas 

cerebrais. 
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Figura 26. Efeito do isolamento neonatal sobre a peroxidação lipídica (TBARS) em tecidos 

cerebrais do córtex pré-frontal e do hipocampo. 

             

                     

 

 

             

 

Os resultados em A e B estão representados como média ± desvio padrão (n=6 animais/grupo). A análise 

estatística foi realizada pela One Way ANOVA, seguida pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: a 

vs controle, b vs isolamento neonatal Risperidona, P<0,001. 

 

5.20 Efeito do isolamento neonatal sobre a expressão de micróglia ativada em 

tecidos cerebrais do córtex pré-frontal  

Na avaliação da expressão de micróglia ativada através do marcador IBA 1, foi 

evidenciado o efeito do isolamento neonatal na quantidade de micróglias no córtex pré-

frontal, bem como o efeito da Risperidona na expressão dessas células (FIGURAS 27 e 28). 



71 

 

O isolamento neonatal aumentou significativamente o número de micróglias ativadas 

quando comparado ao animais do grupo controle (isolamento neonatal: 18,7 ± 2,03; controle: 

1,40 ± 0,0891, P<0,001), evidenciando o processo de neuroinflamação. 

O grupo isolamento neonatal Risperidona demonstrou diminuição significativa do 

número de micróglias ativadas quando comparado ao grupo isolamento neonatal salina 

(isolamento neonatal Risperidona: 9,52 ± 0,989; isolamento neonatal salina: 18,8 ± 3,23, 

P<0,001), evidenciando o efeito da Risperidona na redução das micróglias.   

 

Figura 27. Fotomicrografias, aumento de 100x, representativas do efeito do isolamento 

neonatal sobre a expressão de micróglias ativadas no córtex pré-frontal.   

                             

                              

Os animais tiveram seus cérebros perfundidos para a realização da análise histológica com imunomarcação 

através do IBA 1 (n=4 animais/grupo, 4 fatias/animal). ISO (grupo isolamento neonatal), ISO + SAL (grupo 

isolamento neonatal salina), ISO + RIS (grupo isolamento neonatal Risperidona), CON (grupo controle). 

Visualização: microscópio Nikon Eclipse Ni, com aumento de 100x.  

 

Figura 28. Efeito do isolamento neonatal sobre a expressão de micróglias ativadas no córtex 

pré-frontal.   
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Os resultados estão representados como média ± desvio padrão (n=4 animais/grupo, 4 fatias/animal). A análise 

estatística foi realizada pela One Way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: a 

vs controle, b vs isolamento neonatal Risperidona, P<0,001. 

5.21 Efeito do isolamento neonatal sobre a expressão de sinaptofisina em tecidos 

cerebrais do córtex pré-frontal  

Na avaliação da expressão de sinaptofisina, foi evidenciado o efeito do isolamento 

neonatal na quantidade de sinaptofisina no córtex pré-frontal, bem como o efeito da 

Risperidona na expressão dessas células (FIGURAS 29 e 30). 

O isolamento neonatal diminuiu significativamente a quantidade de sinaptofisina 

quando comparado ao animais do grupo controle (isolamento neonatal: 13,8 ± 0,109; 

controle: 46,2 ± 0,581, P<0,001), evidenciando alterações na transmissão sináptica. 

O grupo isolamento neonatal Risperidona demonstrou aumento significativo da 

quantidade de sinaptofisina quando comparado ao grupo isolamento neonatal salina 

(isolamento neonatal Risperidona: 27,4 ± 0,314; isolamento neonatal salina: 14,1 ± 0,245, 

P<0,001), evidenciando o efeito da Risperidona na transmissão sináptica. 

 

Figura 29. Fotomicrografias, aumento de 100x, representativas do efeito do isolamento 

neonatal sobre a expressão de sinaptofisina no córtex pré-frontal.   
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Os animais tiveram seus cérebros perfundidos para a realização da análise histológica com imunomarcação 

através da sinaptofisina (n=4 animais/grupo, 4 fatias/animal). ISO (grupo isolamento neonatal), ISO + SAL 

(grupo isolamento neonatal salina), ISO + RIS (grupo isolamento neonatal Risperidona), CON (grupo controle). 

Visualização: microscópio Nikon Eclipse Ni, com aumento de 100x.  
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Figura 30. Efeito do isolamento neonatal sobre a expressão de sinaptofisina no córtex pré-

frontal.               

 

Os resultados estão representados como média ± desvio padrão (n=4 animais/grupo, 4 fatias/animal). A análise 

estatística foi realizada pela One Way ANOVA, seguida pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: a 

vs controle, b vs isolamento neonatal Risperidona, P<0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 DISCUSSÃO 

Neste estudo, mostramos alterações comportamentais induzidas pelo isolamento 

neonatal, tais como hiperatividade locomotora, presença de comportamentos repetitivos e 

estereotipados (self-grooming), aumento de comportamentos ansiosos, além da diminuição de 
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comportamentos de empatia, de ajuda e brincadeiras, alterações que estão presentes em 

humanos diagnosticados com TEA.  

Diversos estudos trazem o isolamento social como indutor de endofenótipos de 

transtornos como Esquizofrenia e Transtorno de Déficit de Atenção e Hiperatividade (TDAH) 

(ZUGNO et al.,2013; FORD et al., 2019). No entanto, ao descrever as alterações 

comportamentais após o estresse, esses estudos listam comportamentos tais como 

hiperatividade locomotora e prejuízos na interação social, que também podem ser observados 

no TEA (GROVE et al., 2019), salientando a importância do presente estudo em investigar as 

possíveis relações desse estresse social com o TEA, buscando estabelecer as especificidades 

desse transtorno.  

Alguns estudos buscaram investigar sintomas relacionados a categorias mais 

abrangentes, como a das síndromes psicóticas, que englobam Esquizofrenia e TEA, em 

detrimento de categorias nosográficas, como as que são propostas nos grandes manuais 

psiquiátricos, devido a similaridade da sintomatologia (MCCELLAN et al., 1993). Além 

disso, o TEA é um transtorno do neurodesenvolvimento que possui comorbidades com 

diversos outros transtornos, como TDAH e ansiedade, que dificultam o diagnóstico precoce e, 

consequentemente, um prognóstico eficaz para pacientes diagnosticados (PELTON; 

CASSIDY, 2017).  

Desse modo, partindo do pressuposto que vários transtornos psiquiátricos 

compartilham de sintomatologia semelhante, é aberto um espaço para desconstruir a noção 

engessada de que determinados transtornos necessitam da presença de uma quantidade de 

sintomas específicos para que receba um diagnóstico. É  a partir dessa discussão que o 

construto “endofenótipo” surge como estratégia na tentativa de desvendar a etiologia de 

transtornos psiquiátricos. Um endofenótipo pode ser de natureza neurofisiológica, bioquímica, 

neuroanatômica, cognitiva ou neuropsicológica, incluindo dados de auto-relato e, para serem 

considerados úteis, devem permitir análise genética e possibilitar o desenvolvimento de 

modelos animais. Assim, os endofenótipos são possuem o propósito de abarcar o transtorno 

na sua totalidade, mas de contribuir com suas especificidades, para as variadas facetas e 

sintomas observados (GOTTESMAN; GOULD, 2003;  KENDLER; NEALE, 2010).  

Os prejuízos sociais do TEA fazem parte das especificidades do transtorno e 

podem ser diagnosticados na infância (MANDELL et al., 2005; BOSL et al.,2018; PIERCE et 

al., 2019). Assim, o presente estudo focou em testes comportamentais que avaliaram a 

sociabilidade dos animais na infância e periadolescência (ANDERSEN, 2003), buscando 

compreender e comparar as particularidades do comportamento social no TEA.  
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O TEA possui etiologia multifatorial e pouco específica, que considera fatores 

genéticos e ambientais (PARDO; EBERTH, 2007). Cerca de 60% da etiologia do TEA é 

atribuída a fatores ambientais diversos, principalmente relacionados à gestação e ambiente 

pós-natal (FROEHLICH-SANTINO et al., 2014; BENJAMIN et al., 2019).  Desse modo, os 

gatilhos ambientais são fundamentais para a compreensão do TEA em sua gênese e posterior 

tratamento de sintomas. No presente estudo, foi utilizado o isolamento neonatal, um fator 

genuinamente ambiental que consiste em separar os neonatos da mãe a partir do dia do 

nascimento, seguindo protocolo específico e inovador, para induzir endofenótipos do TEA. 

Trata-se de um estresse pós-natal que produziu prejuízos nas relações primárias dos animais 

com a mãe e os irmãos, necessárias para um neurodesenvolvimento saudável.  

Existem vários protocolos de isolamento neonatal utilizados em estudos diversos, 

não havendo um consenso na literatura acerca da duração dessa manipulação ambiental (WU 

et al., 2014; Bahi, 2016; TAN et al., 2018). Neste estudo, foi utilizado um protocolo gradativo 

e longitudinal, em que o isolamento neonatal era realizado do dia zero (dia do nascimento) até 

o final dos testes comportamentais, em torno do 44º dia de vida, na fase de periadolescência 

dos animais, dando um caráter desenvolvimental a este estudo, visto que acompanha fases 

diferentes do desenvolvimento dos animais e fundamentais para o diagnóstico e 

acompanhamento dos sintomas no TEA. Além disso, trata-se de um estudo misto, que 

estabeleceu diferenças entre machos e fêmeas, visando contribuir para o desenvolvimento de 

ferramentas diagnósticas capazes de diagnosticar precocemente mulheres com TEA e, 

consequentemente, para a epidemiologia, que aponta a prevalência masculina do TEA, 

enquanto mulheres são subdiagnosticadas (RATTO et al., 2018).  

Além disso, este estudo considerou uma perspectiva translacional e a importância 

de implicações clínicas. Os modelos animais tradicionalmente utilizados, como a exposição in 

utero ao ácido valpróico (SCHNEIDER; PRZEWLOCKI, 2005), são restritos no tocante a 

generalização para populações diversas, comprometendo seu valor translacional. Neste 

estudo, o insulto ambiental utilizado contribuiu para investigações do ambiente de 

desenvolvimento pós-natal, estabelecendo relações do isolamento neonatal com quadros de 

depressão pós-parto, prejuízos na saúde mental de bebês prematuros que se desenvolveram 

em incubadoras de UTI neonatal e comportamentos atípicos em crianças que sofreram 

abandono por parte da mãe.  

O presente estudo utilizou, como tratamento, um antipsicótico atípico 

frequentemente prescrito na prática clínica, disponibilizado no Sistema Único de Saúde para 

tratamento de sintomas de TEA, a Risperidona. Trata-se de um fármaco de primeira escolha, 
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antagonista dopaminérgico, especialmente de receptores D2, também atuando como 

antagonista de serotonina, que pode ser utilizado em crianças a partir dos cinco anos de idade, 

em doses que são ajustadas e graduadas segundo o peso corporal e tempo de administração 

(GOEL et al., 2018). Este estudo buscou reproduzir as especificidades também quanto ao 

tratamento com Risperidona em humanos. 

Com a importância do diagnóstico ainda em fases iniciais do desenvolvimento 

para TEA, avaliar o comportamento de agregação social em animais torna-se relevante para a 

compreensão do transtorno. Os comportamentos sociais adultos são afetados por alterações 

que ocorreram durante a constituição do sistema nervoso central, em período pré-natal e pós-

natal. O filhote, em seus primeiros dias de vida, possui um contexto social composto pela mãe 

e pelos irmãos. Desse modo, a agregação social entre irmãos é um comportamento natural da 

espécie, onde os filhotes se aproximam uns dos outros, formando agrupamentos (EILAM; 

GOLANI, 1988). Esse comportamento possui relação com a termoregulação, visto que nessa 

fase do desenvolvimento há carência de pêlos, responsáveis pela manutenção da temperatura 

corporal e a orientação ocorre, principalmente, através do olfato (SCHANK; ALBERTS, 

2000). Além disso, é um importante parâmetro para avaliar interação social em idade precoce, 

sendo um indicador do surgimento de atividades vinculadas ao contexto de grupo e precursor 

dos comportamentos de brincadeira (SCHANK, 2008). 

O teste de agregação social foi realizado no décimo primeiro dia de vida dos 

animais (SCHANK; ALBERTS, 2000), que estavam divididos em dois grupos: isolados e 

não-isolados. Foram mensurados a latência para o encontro dos irmãos e o tempo de interação 

social entre eles. Os animais isolados apresentaram maior latência para o encontro e, 

consequentemente, menor tempo de interação social, quando comparados aos animais não-

isolados, demonstrando assim o efeito do isolamento e prejuízos nesse comportamento social 

avaliado.  

Este resultado contribui com estudos que mostram a possibilidade de realizar 

diagnóstico de TEA ainda na primeira infância, pois já nessa fase do desenvolvimento a 

criança apresenta comportamentos disfuncionais, como comportamentos repetitivos e 

estereotipados, hiperatividade locomotora e alterações no processamento de informações 

sociais (BOSL et al., PIERCE et al., 2019). A partir da avaliação de respostas 

comportamentais a estímulos externos ligados a emoções e ao ambiente social, como pouco 

contato visual, orientação pouco frequente para o próprio nome e menor sensibilidade às 

recompensas sociais, hipóteses diagnósticas de transtornos como TEA já podem ser 

levantadas (APA, 2013; BAON-COHEN; WHEELWRIGHT, 2003; LIEBAL et al., 2008; 
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DEMURIE et al., 2011). Além disso, apesar do sexo não ter apresentado resultados 

significativos neste parâmetro, as fêmeas demonstraram tendência a maior frequência de 

encontros e tempo de interação social, quando comparadas aos machos deste estudo. 

Essa redução na capacidade de agregação social é um indicador precoce de déficit 

social, visto que quando os animais apresentam diminuição na frequência de encontros, bem 

como maior latência para se encontrar e consequente tempo de interação social menor, o 

comportamento de agregação social se apresenta alterado, indicando prejuízos nos 

comportamentos sociais (SCHANK, 2008). Desse modo, a partir dos resultados obtidos, 

podemos afirmar que o isolamento neonatal, precocemente, é capaz de prejudicar as 

interações sociais dos animais submetidos a este estresse, contribuindo para as investigações 

da sociabilidade no TEA.  

O TEA possui uma gama de comorbidades, tais como TDAH, transtornos de 

humor e de ansiedade, que dificultam o seu diagnóstico e o confunde com outros transtornos 

(ZUGNO et al.,2013; FORD et al., 2018). Desse modo, o presente estudo avaliou parâmetros 

fundamentais para TEA, que são frequentemente avaliados e considerados na prática clínica. 

Através do teste do campo aberto, este estudo avaliou a atividade locomotora e o estado 

emocional dos animais (HALL, 1934).  

Os resultados obtidos no teste de campo aberto, através da quantificação do 

número de crossings (cruzamentos), mostraram que o isolamento neonatal foi capaz de 

induzir hiperatividade locomotora nos animais, corroborando estudos que investigaram os 

efeitos desse tipo de intervenção e a relacionaram com TEA (WU et al., 2014; TAN et al., 

2018). A hiperatividade é um comportamento caracterizado por intensa agitação motora, com 

consequentes prejuízos na atenção e na concentração, característicos do TEA (APA, 2013). O 

tratamento com Risperidona se mostrou eficaz na melhora da hiperatividade dos animais 

isolados quando comparados com animais tratados com solução salina, visto que a 

Risperidona bloqueia a ação da dopamina, inibindo os receptores D2 (LAMY; ERICKSON, 

2018). 

Além dos efeitos do isolamento neonatal, o sexo também se mostrou determinante 

na atividade locomotora dos animais. As fêmeas apresentaram maior atividade locomotora 

quando comparadas aos machos em todos os grupos. Além disso, os machos mostraram ser 

mais sensíveis ao tratamento com Risperidona quando comparados às fêmeas, apresentando 

melhorias mais significativas. Esse resultado pode ser relacionado aos estudos que investigam 

TEA em mulheres, mostrando que mulheres com autismo apresentam as formas mais graves 

do transtorno (BEDFORD et al., 2019). Ademais, a hiperatividade feminina é reforçada 
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socialmente, fazendo com que as mulheres desenvolvam estratégias para se camuflar e, assim, 

sobreviver com esse comportamento disfuncional (RATTO et al., 2018). 

Outros estudos investigam também a suscetibilidade masculina ao TEA 

relacionando neuroinflamação e diferenças sexuais, sugerindo que a prevalência masculina 

pode estar associada a quantidade de hormônios androgênicos no estágio inicial do 

desenvolvimento cerebral, mais especificamente na fase de divisão celular e de 

desenvolvimento de neurônios (QUARTIER et al., 2018; CARLEZON et al., 2019). 

Ainda no teste do campo aberto, foram avaliados comportamentos relacionados ao 

estado emocional dos animais, como self-grooming, rearing e frequência de entradas na zona 

periférica. 

O self-grooming, comportamento de auto-limpeza, é utilizado em diversos estudos 

sobre TEA como medida de comportamentos esterotipados e repetitivos, característicos do 

transtorno, além de estarem diretamente relacionados com ansiedade diante de estímulos 

novos. Os resultados deste estudo mostraram que o isolamento neonatal e o sexo produziram 

efeitos na frequência de self-grooming, visto que os animais do grupo isolamento neonatal 

apresentou maior frequência desse comportamento quando comparado ao grupo controle. 

Além disso, os machos que foram submetidos ao isolamento neonatal, praticaram mais self-

grooming quando comparados às fêmeas.  

Esse resultado corrobora estudos que utilizam esse estresse para investigar 

alterações comportamentais do tipo autismo-like (WU et al., 2014), além de apresentar um 

prejuízo tão característico do TEA, como a alta frequência de comportamentos estereotipados 

(SCHRIJVER et al., 2002). Além disso, os machos parecem ser mais sensíveis ao isolamento 

neonatal ao avaliarmos esse comportamento e compararmos com as fêmeas, ressaltando a 

importância da investigação de prejuízos comportamentais relacionados às diferenças de sexo 

no TEA.  

A frequência de rearing, comportamento de levantar-se sobre as patas posteriores 

sem qualquer apoio nas patas dianteiras, também foi mensurada no teste do campo aberto. 

Trata-se de um comportamento relacionado à ansiedade dos animais quando expostos a 

ambientes desconhecidos. Neste estudo, o isolamento neonatal demonstrou efeitos no rearing 

dos animais, visto que o grupo isolamento neonatal apresentou maior frequência de rearing 

quando comparado ao controle. Esse resultado corrobora estudos que relacionam altos níveis 

de ansiedade e TEA, visto que transtornos de ansiedade constituem comorbidade bastante 

presente no TEA (SCHNEIDER; PRZEWLOCKI, 2005; WU et al., 2014). Além disso, em 

todos os grupos submetidos ao isolamento, as fêmeas mostraram maior frequência de rearing 
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e não se apresentaram tão sensíveis ao tratamento com Risperidona quando comparadas aos 

machos, que demonstraram redução mais significativa desse comportamento. 

As entradas na periferia foram mensuradas através do teste de campo aberto a fim 

de avaliar comportamentos relacionados a ansiedade. A alta frequência de entradas na zona 

periférica demonstra altos níveis de ansiedade, dado que os animais são expostos a um 

ambiente novo e tendem a buscar os cantos do aparato, para que possam encostar suas 

vibrissas, e se sentirem seguros para continuar explorando o ambiente (HALL, 1934).  

Neste estudo, os resultados obtidos mostraram que o isolamento neonatal foi 

capaz de aumentar a frequência de entradas na periferia e que essa frequência foi maior em 

fêmeas, principalmente nos grupos isolamento neonatal e isolamento neonatal salina. Este 

resultado corrobora estudos que avaliam as entradas na zona periférica  como preditor de 

comportamentos de ansiedade e os relacionam com TEA (WU et al., 2014; BAHI, 2016; TAN 

et al., 2018). Além disso, estudos comportamentais com fêmeas e grandes manuais 

diagnósticos mostram que transtornos de ansiedade são mais frequentes em mulheres (APA, 

2013; RATTO et al., 2018), reforçando o resultado obtido neste estudo. 

Diante dos resultados obtidos no teste de campo aberto, podemos observar que, de 

modo geral, o isolamento neonatal aumentou a frequência dos comportamentos avaliados e as 

diferenças sexuais contribuíram para desencadear os prejuízos apresentados. Além disso, os 

prejuízos comportamentais desencadeados pelo isolamento neonatal que foram demonstrados 

no teste do campo aberto podem ser observados no TEA e são fundamentais para o 

estabelecimento de um diagnóstico seguro e preciso na prática clínica (APA, 2013; NYE; 

BRICE, 2005; MILLWARD et al., 2008; REICHOW; VOLKMAR, 2010; REICHOW; 

STEINER; VOLKMAR, 2013). 

A Risperidona demonstrou seu efeito na diminuição dos parâmetros avaliados 

pelo teste do campo aberto, sendo eficaz, principalmente, na redução da atividade locomotora 

e de comportamentos de ansiedade. Este achado corrobora estudos que utilizam a Risperidona 

no tratamento desse sintomas (HUNSINGER et al., 2000). 

O processamento de informações emocionais e sociais, bem como a posterior 

demonstração delas através de comportamentos, também encontra-se prejudicado no TEA e é 

onde as avaliações concentram seu foco atualmente, visto que são os aspectos sociais que 

diferenciam o TEA de transtornos de sintomatologia semelhante (APA 2013; VOLKMAR; 

REICHOW, 2013). Partindo disso, este estudo avaliou comportamentos de empatia/contágio 

emocional e ajuda pró-social, utilizando aparatos específicos.  
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A empatia/contágio emocional envolve processos psicológicos, que variam de 

acordo com o ambiente, a espécie e seu desenvolvimento. Desse modo, trata-se da capacidade 

de experienciar as reações emocionais ao observar o outro, partilhando desse estado 

(PANKSEPP; LAHVIS, 2011; SHAMAY-TSOORY, 2011), ou seja, envolve respostas 

emocionais emitidas automaticamente, que resultam em uma expressão emocional semelhante 

naquele que observa (PRESTON; DE WAAL, 2002). Essa definição está relacionada com a 

possível presença de neurônios-espelho nas interações sociais, associados ao aprendizado de 

novas habilidades, imitação e percepção da intenção dos outros (GALLESE et al., 2007; 

RIZZOLATTI; FABBRI-DESTRO, 2010). Neste estudo, a empatia/contágio emocional foi 

avaliada mediante o processo de medo condicionado, onde o freezing (congelamento), 

resposta defensiva emitida pelo animal quando em situação aversiva, constitui evidência de 

comportamento empático quando emitida pelo observador ao ver outro exposto à estimulação 

aversiva (LANGFORD et al., 2006). 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o isolamento neonatal 

e o sexo influenciaram a frequência de freezing dos animais na avaliação da empatia/contágio 

emocional. O grupo isolamento neonatal apresentou menor frequência de freezing quando 

comparado ao grupo controle, ou seja, o isolamento neonatal prejudicou a capacidade 

empática dos animais. Além disso, os machos apresentaram maior frequência de freezing 

quando comparados às fêmeas. Este resultado sugere que as fêmeas, ao expressarem em 

menor frequência comportamentos relacionados à empatia/contágio emocional no paradigma 

utilizado, podem apresentar maiores prejuízos no processamento de informações emocionais. 

A Risperidona exerceu efeito no aumento de respostas de empatia no teste de 

empatia/contágio emocional, contribuindo para uma melhora significativa nesse 

comportamento, evidenciando que o tratamento contribui para aumento de comportamentos 

empáticos e corroborando estudos que utilizam este antipsicótico para sintomas de TEA 

(HUNSINGER et al., 2000). 

Em uma perspectiva translacional, este resultado pode estar relacionado com 

estudos que mostram que mulheres com TEA apresentam as formas mais graves do 

transtorno, principalmente em relação aos prejuízos na sociabilidade (BEDFORD et al., 2019; 

RATTO et al., 2018). Além disso, nos mais diversos tipos de estudo, principalmente em pré-

clínicos, ainda é pouco comum utilizar fêmeas como sujeitos experimentais. Os estudos de 

TEA priorizam o uso de machos, sob a justificativa da prevalência do transtorno. Entretanto, a 

prevalência quanto ao sexo pode ser questionada quando as ferramentas diagnósticas 

utilizadas são construídas a partir de dados oriundos de estudos com machos e as demandas e 
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pressões sociais sobre o sexo feminino podem ensinar mulheres a sobreviver com os sintomas 

(BEDFORD et al., 2019). 

Os comportamentos de brincadeira são fundamentais para o desenvolvimento 

saudável dos indivíduos e encontram-se prejudicados no TEA, onde aparecem em frequências 

menores e com variabilidade restrita. As atividades lúdicas e brincadeiras são ferramentas 

bastante utilizadas na prática clínica para auxiliar no diagnóstico de TEA. Desse modo, o 

presente estudo avaliou os principais comportamentos de brincadeira apresentados pelos 

roedores, que são eles: atacar, rolar, boxear, rearing, pular, perseguir e cheirar (MEANEY; 

STEWART, 1981). Vale ressaltar que esses comportamentos foram observados na fase escura 

dos animais, fase de maior atividade dos roedores.  

Os resultados deste estudo mostraram que o isolamento neonatal foi capaz de 

alterar a frequência dos comportamentos de brincar dos animais, machos e fêmeas, uma vez 

que os animais submetidos ao referido estresse social apresentaram redução desses 

comportamentos quando comparados com animais não-isolados.  

As interações sociais são fundamentais para o desenvolvimento saudável dos 

indíviduos e ocorrem em maior frequência na adolescência, tanto em humanos como em 

roedores, aspecto considerado neste estudo. Em roedores, essas interações são bastantes 

sensíveis a fatores ambientais (VARLINSKAYA; SPEAR, 2008), sofrendo prejuízos 

significativos com o isolamento neonatal. Desse modo, as alterações nos comportamentos de 

brincar dos animais devem ser consideradas como evidências de que o desenvolvimento do 

sistema nervoso central foi prejudicado pelo isolamento neonatal. Além disso, estudos 

anteriores mostram que animais submetidos a intervenções ambientais demonstram prejuízos 

comportamentais a longo prazo e os comportamentos de brincar na infância e na adolescência 

podem ser preditores de alterações comportamentais e fisiológicas na idade adulta, como 

menor receptividade sexual em fêmeas e menor frequência de comportamentos sexuais em 

machos (PADOIN et al., 2001; BENETTI et al., 2007). 

Estudos mostram que o estresse da mãe em período gestacional provoca a redução 

de comportamentos de brincadeira em machos (WARD; STEHM, 1991), estabelecendo uma 

relação entre o comportamento da mãe que tem seus filhotes isolados e a diminuição das 

brincadeiras destes animais, visto que, no período do isolamento, a mãe não fornece aos 

filhotes os cuidados que eles necessitam para desenvolver de modo saudável e o contato com 

os irmãos também é interrompido, prejudicando a sociabilidade dos animais e, 

posteriormente, os comportamentos de brincadeira. Desse modo, este estudo demonstrou que 
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o isolamento neonatal priva os animais da oportunidade de brincar, acarretando alterações nos 

comportamentos sociais. 

Sobre os efeitos do sexo nos comportamentos de brincadeira, machos isolados 

apresentaram maior frequência em atacar, rolar e perseguir, enquanto as fêmeas mostraram 

maior frequência de rearing, pular e cheirar, com tendência para demonstrar aumento no 

boxear. 

A sociabilidade pode ser concebida como um processo que agrupa 

reconhecimento social, interesse pelo contato social e, consequentemente, formação de 

vínculo. Partindo isso, existem hipóteses que relacionam o autismo com déficits na cognição 

social e na teoria da mente e outras que focam na relevância dos fatores motivacionais para o 

TEA. A hipótese motivacional aponta prejuízos em fatores comportamentais, como orientação 

social, função de recompensa, busca por interação e manutenção social, e evolutivos, como 

adaptação e aptidão individual para cooperar com o grupo (Chevallier et al., 2012).  

O presente estudo utilizou um paradigma de comportamento de ajuda para avaliar 

a escolha social dos animais, decorrente da ajuda fornecida a outro animal (BARTAL et al., 

2011). A frequência de interação com a caixa restritora, assim como a abertura dela e a 

latência para essa abertura foram avaliadas como medidas de comportamento de ajuda que, 

consequentemente, envolvem empatia e altruísmo, comportamentos que se encontram 

prejudicados no TEA. Além disso, esses parâmetros forneceram resultados relacionados a 

aprendizagem dos animais (BARTAL et al., 2011).  

A interação com a caixa restritora foi utilizada como medida de interesse pelo 

contato social, visto que o animal que estava livre na arena, para libertar o que estava 

aprisionado, precisava tocar na caixa restritora, para explorar e, consequentemente, através de 

tentativa e erro, realizar a abertura. Neste estudo, os animais submetidos ao isolamento 

neonatal apresentaram menor frequência de interação com a caixa restritora e ausência de 

padrão de interação ao longo das sessões de teste, sugerindo diminuição do interesse pelo 

contato social. Os animais não isolados apresentaram resultados que corroboram o estudo de 

Bartal e colaboladores (2011), no qual a frequência de interação é maior nas primeiras 

sessões, com queda significativa após a aprendizagem do mecanismo de abertura e 

consequente libertação do animal aprisionado. 

A abertura da caixa restritora, e consequente libertação do animal aprisionado por 

outro que estava livre na arena do aparato, foi avaliada também como medida de interesse 

pelo contato social. Os resultados obtidos neste estudo mostraram que os grupos submetidos 

ao isolamento neonatal apresentaram menor frequência de abertura da caixa e ausência de 
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padrão de abertura ao longo das sessões de teste, ou seja aberturas irregulares. Esses achados 

sugerem uma diminuição do interesse pelo contato social. Além disso, os animais controle 

apresentaram abertura sistemática ao longo das sessões, dado que seguem abrindo nas sessões 

seguintes a partir da sessão em que realizam a primeira abertura (BARTAL et al., 2011).  

A latência para abertura foi avaliada como medida de interesse social e 

aprendizagem, visto que, para realizar a abertura, os animais tinham que previamente 

aprender o mecanismo dessa abertura por tentativa e erro, razão pela qual o teste exige mais 

de uma sessão. Os resultados obtidos neste estudo mostraram que os grupos submetidos ao 

isolamento neonatal apresentaram maior latência para a abertura da caixa restritora, quando a 

realizavam, visto que a abertura por parte desses animais não era sistemática. Esses dados 

sugerem que o isolamento neonatal afetou fortemente o interesse social dos animais e também 

a aprendizagem do mecanismo de abertura, quando comparados aos resultados de animais não 

isolados.  

Sobre a estratégia terapêutica adotada para tratar os sintomas produzidos pelo 

isolamento neonatal, de modo geral, a Risperidona se mostrou eficaz na diminuição dos 

prejuízos causados pelo isolamento. Esse efeito demonstrado corrobora estudos que mostram 

a eficácia desse tratamento para Autismo (LAMY; ERICKSON, 2018; GOEL et al., 2018). 

Estudos que relacionam neuroinflamação, TEA e Risperidona sugerem que este antipsicótico 

exerce efeito anti-inflamatório, reforçando os achados acerca da eficácia da Risperidona na 

diminuição dos sintomas (CHOI et al., 2014). No entanto, são vários os efeitos adversos 

provocados pela Risperidona, como o ganho de peso em curto espaço de tempo, contribuindo 

para o desenvolvimento de outras doenças, como a obesidade e hiperglicemia, além de 

sedação, tontura, tremores e constipação. Em alguns casos, a Risperidona pode causar 

discinesia tardia, síndrome neuroléptica malígna e risco aumentado de ideação suicida 

(GRANT; FITTON, 2012; UCHIDA et al., 2007). 

Investir em estratégias terapêuticas que visam a estimulação sensorial  e do 

funcionamento psíquico, como arterapia e psicoterapia, parecem ser um caminho interessante 

para o tratamento do TEA, dado que já possuem evidências no que tange a redução da 

gravidade do transtorno, além de produzir benefícios neurofisiológicos e moleculares para 

aqueles que são diagnosticados. Além disso, a psicoterapia familiar, fundamentada em 

estratégias da psicoeducação, visam fornecer informações acerca do transtorno e busca 

integrar família e paciente, a fim de construir modos de aceitar e lidar com os 

comportamentos e emoções do paciente com TEA (SOLOMON; CHUNG, 2012; LAI; 

LOMBARDO; BARON-COHEN, 2013). 
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O TEA pode ser considerado como um conjunto de fatores heterogêneos que 

fazem parte do desenvolvimento neurológico e psicológico, caracterizado por dificuldades na 

comunicação social, comportamentos e interesses repetitivos, incomuns e restritos. As 

alterações comportamentais observadas no TEA se relacionam com um desenvolvimento 

neural atípico (LAI; LOMBARDO; BARON-COHEN, 2013). Diversos estudos buscaram 

demonstrar padrões morfológicos no TEA, como alterações no córtex frontal, corpo estriado e 

hipocampo, além de disfunções da excitabilidade neuronal. No entanto, trata-se de um 

transtorno que não possui marcadores neurofisiológicos e moleculares específicos (VAN 

DEN BERGH et al., 2017; CAUDLE, 2015; CARLISI et al., 2017).  

O estresse nas fases iniciais da vida influencia comportamentos afetivos e 

cognitivos, prejudicando o desenvolvimento saudável dos indivíduos (KAMBALI et al., 

2019). Diversos estudos sugerem mecanismos de ação do isolamento neonatal, sendo as 

hipóteses epigenéticas e as de neuroinflamação as mais exploradas.  

Hipóteses epigenéticas consideram a ação de fatores ambientais somada às 

predisposições genéticas, reforçando a ideia de que alterações epigenéticas durante o 

desenvolvimento podem ser causa primária do TEA (ARNDT et al., 2005; GARDENER; 

SPIELGEMAN; BUKA, 2011; MAMIDALA et al., 2013). Nas hipóteses neuroinflamatórias, 

processos de inflamação são avaliados a partir das citocinas pró-inflamatórias presentes no 

cérebro, como IL6, bem como a ativação de células da glia, e do estresse oxidativo 

(ABBRUZZO et al., 2019). 

Processos neuroinflamatórios no córtex pré-frontal estão relacionados com 

diversas disfunções cognitivas e, consequentemente, comportamentais, estando presentes em 

variados transtornos neuropsiquiátricos, como TEA. Partindo disso, o presente estudo avaliou 

a expressão de micróglias ativadas em tecidos cerebrais de córtex pré-frontal através da 

imunomarcação com IBA1, visto que essas células constituem as unidades imunológicas do 

cérebro e, quando ativadas, são evidência de neuroinflamação. Os resultados mostraram que o 

isolamento neonatal foi capaz de aumentar a quantidade de micróglias ativadas, evidenciando 

a ocorrência de neuroinflamação. Esse resultado corrobora e fortalece achados da literatura 

que relacionam TEA a neuroinflamação, e consequente aparecimento de sintomas clássicos 

(PRATA et al, 2017; REED et al., 2019). 

A ativação microglial pode desempenhar papel importante na patogênese do TEA, 

pois pode representar uma resposta do sistema neuroimune a distúrbios sinápticos, neuronais 

ou da rede neuronal, bem como contribui com achados acerca de anormalidades genéticas e 

alterações ambientais capazes de afetar várias células cerebrais (VARGAS et al., 2005; 
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MORGAN et al., 2010). Além disso, outros estudos já relacionaram isolamento neonatal com 

ativação microglial no córtex pré-frontal e outros diversos marcadores neuroinflamatórios 

(CLAYPOOLE et al., 2017; CHEEPSUNTHORN et al., 2001). Logo, os achados deste 

estudo corroboram resultados já descritos na literatura.  

Os resultados deste estudo também mostraram que a Risperidona reduziu a 

ativação microglial, mesmo que essa redução não seja significativa em relação ao grupo 

controle. Desse modo, a Risperidona foi capaz de melhorar a neuroinflamação no córtex pré-

frontal, causada pelo isolamento neonatal. Esse resultado corrobora dados que mostraram que 

este antipsicótipo pode exercer efeito neuroprotetor e atenuador do processo inflamatório de 

transtornos neuropsiquiátricos como o TEA e outras doenças que acometem o sistema 

nervoso central, como a isquemia cerebral (QUINCOZES-SANTOS et al., 2010; YAN et al., 

2014).  

Além da ativação microglial, o presente estudo avaliou o efeito do isolamento 

neonatal no estresse oxidativo no córtex pré-frontal e no hipocampo. Os resultados mostraram 

que o isolamento neonatal foi capaz de aumentar o estresse oxidativo nessas áreas cerebrais, 

fortalecendo a hipótese da neuroinflamação. Esses achados corroboram diversos estudos que 

relacionam aumento do estresse oxidativo, inflamação e TEA, principalmente no córtex pré-

frontal e hipocampo (FRUSTACI et al., 2012; CHAUHAN; CHAUHAN, 2006). 

O dano oxidativo pode desempenhar papel fundamental no esclarecimento dos 

biomarcadores que estão envolvidos na patogênese do TEA. Quando tomado em conjunto 

com outros marcadores de neuroinflamção, o estresse oxidativo possui relação com alterações 

lipídicas da membrana, inflamação, prejuízos na resposta imune e no metabolismo energético 

e excitoxicidade, levando a sintomas clínicos observados no TEA (CHAUHAN; CHAUHAN, 

2006). 

A Risperidona também foi capaz de reduzir o estresse oxidativo causado pelo 

isolamento neonatal, demonstrando o efeito antioxidante desde antipsicótipo. Este resultado 

também corrobora achados que mostraram que a Risperidona pode atenuar o estresse 

oxidativo (GARABADU et al., 2015; NOTO et al., 2015). 

Estudos variados buscaram estabelecer a relação do TEA com mecanismos de 

disfunção sináptica, levantando a hipótese de que existe um desequilíbrio excitatório-

inibitório que culmina nos sintomas comumente observados nos pacientes diagnosticados 

(VAN SPRONSEN et al., 2010; SUDHOF, 2008; DE LA TORRE-UBIETA et al., 

2016).Partindo disso, neste estudo, a sinaptofisina no córtex pré-frontal também foi 

mensurada. Trata-se de uma glicoproteína de vesículas sinápticas que está presente nos 



87 

 

neurônios, que participa da transmissão sináptica e sua presença permite a quantificação das 

sinapses neuronais (EASTWOOD et al., 2001). 

O isolamento neonatal foi capaz de reduzir a expressão de sinaptofisina no córtex 

pré-frontal, evidenciando, assim, a diminuição das sinapses neuronais e, consequentemente, 

prejuízos cognitivos e comportamentais. O mecanismo de redução das sinapses ainda não está 

claro, visto que pode ter ocorrido por diversas razões, como morte neuronal e diminuição da 

neurogênese e da neuroplasticidade. Este resultado corrobora estudos que mostraram que, no 

TEA, a transmissão sináptica está prejudicada e essa disfunção está intrinsecamente 

relacionada a patogênese do transtorno (MIYAKE et al., 2012; GILMAN et al., 2011). Além 

disso, esse resultado abre caminhos para fortalecer a relação entre neuroinflamação, disfunção 

sináptica e TEA.  

Assim como nos demais resultados bioquímicos, a Risperidona demonstrou 

efeitos significativos no aumento da expressão de sinaptofisina no pré-frontal. Esse resultado 

vai de encontro aos achados que mostraram que a Risperidona é capaz de exercer melhora na 

disfunção sináptica presente em varios transtornos neuropsiquiátricos (DELLOTERIE et al., 

2010; WU et al., 2017). 

A partir dos resultados apresentados neste estudo, podemos concluir que o isolamento 

neonatal é uma intervenção ambiental que pode ser utilizada para a indução de endofenótipos 

dos principais comportamentos observados no TEA, como hiperatividade locomotora, 

ansiedade, menor frequência e variabilidade de comportamentos de brincadeira e prejuízos na 

empatia, no interesse pelo contato com o outro e na aprendizagem, que o diferenciam de 

outros transtornos neuropsiquiátricos. Além disso, estes resultados evidenciam a importância 

da experiência precoce e das relações sociais primárias para a modulação de comportamentos 

sociais, desde a infância até a senilidade e os aspectos histopatológicos e bioquímicos 

considerados neste estudo focaram nos processos neuroinflamatórios e na disfunção sináptica 

que são comumente descritos em estudos sobre TEA.   

Como todo e qualquer estudo, este também apresenta limitações e fragilidades. No 

tocante ao controle experimental do método, para garantir a precisão da gestação das fêmeas, 

realizar o lavado ou esfregaço vaginal e assim, acompanhar o ciclo estral de modo mais 

fidedigno, é um aspecto importante para a robustez do método. Além disso, o presente estudo 

carece do desenvolvimento de um grupo experimental tratado apenas com Risperidona, a fim 

de estabelecer, com maior clareza, os efeitos deste antipsicótipo na melhora dos sintomais 

causados pelo isolamento neonatal. 
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Sobre os testes comportamentais realizados, avaliar mais parâmetros também pode ser 

interessante para o presente estudo. Como o TEA é um transtorno multifacetado, avaliar o 

filtro sensório-motor através do teste de inibição pré-pulso, a sensibilidade a dor, bem como 

comportamentos depressivos são aspectos que podem enriquecer este trabalho, além de 

abranger mais aspectos presentes no TEA. 

No tocante as análises histopatológicas e bioquímicas, uma gama de biomarcadores 

em áreas cerebrais diversas podem ser utilizados para dar robustez ao presente estudo. 

Aprofundar mais ainda as análises no córtex pré-frontal e ventro-medial, que estão 

profundamente envolvidos com comportamentos sociais e hipocampo são essenciais para a 

compreesão do papel dos fatores ambientais na patogênese do TEA. Imunomarcação de 

astrócitos e citocinas pró-inflamatórias e golgi-cox poderão contribuir para o estudo da 

relação entre isolamento neonatal, neuroinflamação e TEA. Além disso, estabelecer as 

especificidades entre TEA e receptores de ocitocina e vasopressina podem enriquecer o 

método utilizado neste estudo. 
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7 CONCLUSÃO  

 

O isolamento neonatal foi capaz de induzir endofenótipos de TEA em roedores, 

apresentando também diferenças sexuais. Foram observados alterações na atividade 

locomotora, aumento da frequência de comportamentos relacionados à ansiedade, diminuição 

da frequência e da variabilidade dos comportamentos de brincadeira e prejuízos na empatia, 

no interesse pelo contato social e na aprendizagem.  

Também foram observados aumento da expressão de micróglia ativada e do estresse 

oxidativo, bem como diminuição na sinaptofisina, evidenciando neuroinflamação e disfunção 

sináptica acarretadas pelo isolamento neonatal.  

A abordagem terapêutica mais utilizada, o tratamento com Risperidona, se mostrou 

eficaz na minimização dos efeitos do isolamento neonatal, tanto a nível comportamental como 

bioquímico e histopatológico. No entanto, mais estudos acerca da etiologia e dos possíveis 

gatilhos capazes de desencadear o TEA precisam ser desenvolvidos, a fim de proporcionar 

estratégias terapêuticas mais especificas, menos invasivas e com menos efeitos adversos. 

O protocolo de isolamento neonatal desenvolvido aqui pode ser utilizado para 

investigar o papel de fatores ambientais na gênese do TEA, além de ressaltar a validade 

translacional deste estudo, com amplas possibilidades de generalização para populações 

diversas. 
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