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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) pode ser mimetizado em modelos animais
de ratos com o objetivo de melhor compreenséo da etiologia deste transtorno ou na
procura de tratamentos eficientes para a condigdo. As vocalizagbes ultrassonicas
(USV) emitidas por ratos durante a interacdo social podem ser um parametro util no
estudo de déficits comunicativos e sociais apresentados por ratos dos modelos de
TEA. Neste trabalho foi realizada uma revisdo sistematica dos mais prevalentes
modelos de TEA, induzidos de forma genética, farmacoldgica, imunoldgica ou
ambientalmente. Esta revisdo visa destacar as potencialidades e vieses do uso do
pardmetro das USVs nos principais modelos de TEA. Foram revisados 29 artigos
publicados entre os anos de 2002 e 2021 objetivando consolidar a visibilidade do uso
de USVs em modelos de TEA. Foram considerados os paralelos a clinica , assim como
o dimorfismos sexuais apresentado nos parametros de USV, os principais
mecanismos fisiopatoldgicos e examinado se as USVs foram Uteis para avaliar cada
um dos principais modelos de TEA. Os modelos abordados foram os de CACNALC,
Shank3, FMR1, PAX6, acido valprdico, vasopressina, serotonina, lipopolissacarideo,
tratamento com zinco, Poly I:C, poluicdo do ar e pesticida clorpirifés. Observa-se que
alguns modelos encontram-se consolidados enquanto em outros destaca-se as
perspectivas futuras, com grande potencialidade no uso dos estudos pré-clinicos com
aplicacdo das USVs para elucidar os mecanismos que envolvem estes modelos.
Observa-se a necessidade de explorar melhor as vantagens da utilizacdo de USVs
nos modelos de TEA.

Palavras-chave: Revisdo sistematica. Vocalizagéo ultrassonica. TEA. Modelos

animais. Ratos.



ABSTRACT

Autistic Spectrum Disorder (ASD) can have a valid parallel in animal models
using rats with the aim of better understand the etiology of this disorder or seek efficient
treatments for the condition. Ultrasonic vocalizations (USV) emitted by rats during
social interaction can be a useful parameter in the study of communicative and social
deficits presented by rats in ASD models. In this work, a systematic review of the most
prevalent models of ASD, induced genetically, pharmacologically, immunologically or
environmentally, was carried out. This review aims to highlight the potential and biases
of using the USV parameter in the main ASD models. It contains 29 articles revised
and published between 2002 and 2021, aiming to consolidate the visibility of the use
of USVs in ASD models. Parallels to the clinic were considered, as well as the sexual
dimorphism presented in the parameters of USV, the main pathophysiological
mechanisms and examined wether the USVs were useful to evaluate each of the main
models of ASD. The models covered were CACNA1C, Shank3, FMR1, PAX6, valproic
acid, vasopressin, serotonin, lipopolysaccharide, zinc treatment, Poly I:C, air pollution
and pesticide chlorpyriphos. It is observed that some models are consolidated, while
in others, the future perspectives are highlighted, with great potential in the use of pre-
clinical studies with the application of USVs to elucidate the mechanisms that involve
these models. There is a need to better explore the advantages of using USVs in ASD

models.

Keywords: Sistematic review, Ultrassonic vocalization, ASD, Animal models, Rats
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1 INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) pode ser caracterizado segundo o
DSM-5 por dois grupos principais de sintomas, que necessitam estarem presentes de
forma concomitante: prejuizos persistentes na comunicag¢do social reciproca e na
interacdo social (critério A); e padrdes restritos e repetitivos de comportamento,
interesses ou atividades (critério B) (DSM-5) (APA, 2013).

O estudo em modelos animais de TEA tem permitido grandes avancos
referentes a etiologia do transtorno e possiveis tratamentos, isto € alcancado
principalmente através da observacdo do repertério vocal e comportamental dos
roedores, que sdo contexto especificos e possuem paralelo a observacdo do quadro
na clinica. Esse paralelo se da através da validacdo dos modelos de acordo com
critérios como a validade de construcédo e/ou de face e/ou preditiva.

Existem algumas diferengas na modelagem animal de TEA com ratos e
camundongos, e apesar de duas décadas com predominio quantitativo de estudos
com camundongos em relacdo aos com ratos, 0s estudos com ratos na pesquisa
biomédica tém ganhado atencdo por suas caracteristicas comportamentais e
fisiolégicas mais complexas. Por exemplo, em ratos as frequéncias de 50kHz remetem
a um estado emocional positivo enquanto as frequéncias de 22kHz remetem a um
estado emocional negativo, ja em camundongos esta associacdo nao esta tao clara
(BRUDZYNSKI, S. M.;2018).

Além disso, com o avanco de tecnologias de manipulacdo genética em ratos,
estes ganharam maior espaco, pelo fato de muitos modelos terem como base a
insercéo ou delecdo de um unico gene, ampliando o potencial para a descoberta de
novos genes associados ao TEA e de mecanismos para a criagdo de novos modelos.

No campo do autismo, por exemplo, muitos critérios diagnésticos sao definidos
mais por parametros comportamentais do que por biomarcadores, dessa forma tém-
se a importancia da utilizacdo dos ratos por apresentarem um comportamento de
brincadeira mais complexo e emissao de vocalizagdes que funcionam como sinais
afetivos situagédo-dependentes (HOMBERG; WOHR; ALENINA, 2017). Assim, vé-se
uma vantagem na revisao dos estudos com ratos com o objetivo de consolidar esse

recente campo de pesquisa.



Nos ratos, as vocalizag¢des ultrassonicas sao o principal meio de comunicacao
intraespecifico e sdo contexto especificas, provendo uma oportunidade Unica na
analise de déficits comunicativos em modelos animais de TEA principalmente quando
coletadas a partir de desenhos experimentais diversos (SIMOLA, 2015).

Esses desenhos experimentais partem do rico repertorio social dos ratos, como
durante os experimentos de isolamento materno, situacdo de apreensdo aos
neonatos, que emitem vocalizacbes na faixa de frequéncia de 40kHz. J4 em
adolescentes e adultos, as situacdes sociais que eliciam estados apetitivos e
provocam a emisséo de vocalizagdo de 50kHz s&o as mais utilizadas por permitirem
observar alteracdes em modelos animais com paralelo ao critério diagnostico A.

Em adolescentes, estes contextos sdo principalmente os de comportamento de
brincadeira, durante o qual interagem com outros ratos, o que permite a analise de
amplos comportamentos de ataque, defesa e evitacéo da brincadeira. Ja em adultos,
0 contato social estd mais relacionado ao reconhecimento do status social e
disponibilidade sexual dos parceiros (CARUSO, A.; RICCERI, L.; SCATTONI, M. L;
2020).

Ao contrario de momentos de interacao social, a aproximagao de um predador
ou outro sinal de perigo gera vocaliza¢gOes na faixa de frequéncia de 22kHz as quais
denotam um estado aversivo dos ratos. Essa faixa de frequéncia € menos comumente
encontrada nos artigos sobre TEA, j4 que sua caracterizacdo como parametro de
déficit comunicativo em TEA ndo é bem documentada, o que pode ser melhor
explorado neste campo assim como as diferencas entre receptor e emissor de
vocalizacgdes ultrassonica e a importancia dos experimentos de playback.

Dessa forma, vocalizagfes nas frequéncias de 40 kHz, 50kHz e 22kHz estdo
associadas a situacdes especificas. Elas diferem ndo apenas pelo fato de estarem
associadas as situacdes de apreensao, apetitivas ou aversivas, respectivamente, mas
também pelo local do cérebro do rato em que séo geradas e pelo local ativado no
cérebro do rato quando sao recebidas por eles (BRUDZYNSKI, S. M.;2018).

Apesar de haver uma maior publicacdo nos ultimos anos de artigos sobre
vocalizagdes ultrassdnicas em modelos de TEA, ha poucos trabalhos que reanam e
correlacionem os diferentes modelos, o que faz com que 0 campo possua poucas
padronizacdes que norteiam de forma geral esse tipo de pesquisa, como quais testes
comportamentais sdo mais eficientes em denotar a alteracdo social e a metodologia

de validacéo de face empregada. Dessa forma, vé-se a necessidade de uma revisédo



capaz de reunir detalhnes metodolégicos imprescindiveis e experiéncias prévias,
permitindo uma posterior padronizacdo nos modelos e consequentemente uma maior
assertividade. Alinhado a essa proposta, o0 objetivo deste trabalho foi a realizacéo de
uma revisao sistematica capaz de abranger as principais variaveis existentes nos mais
prevalentes modelos de TEA em ratos e apontar convergéncias e divergéncias

metodoldgicas.

2 OBJETIVOS

2.1.0bjetivos Gerais

Estabelecer um panorama atualizado do contexto em que sao utilizadas as
vocalizagOes ultrassonicas de ratos nos modelos animais de Transtorno do Espectro

Autista.

2.2 Objetivos Especificos

o Reconhecer os principais modelos de TEA, como séo caracterizados
seus mecanismos de acdo e validade de face e/ou preditiva e/ou de
construcéo;

o Exemplificar como as vocaliza¢des ultrassbnicas de ratos conjuntamente
com os resultados comportamentais auxiliam na consolidacdo ou

caracterizacdo de um modelo de TEA;

o Proporcionar reflexdo sobre a utilidade das vocalizagfes ultrassénicas

em cada modelo e como poderiam ser empregadas em futuros estudos.

2.3 Justificativa

Apesar de haver varias caracterizacdes sobre a etiologia do TEA nas Ultimas
duas décadas, ha um crescente niumero de publicagdes nos ultimos anos apontando

para mecanismos de acdo complementares aos conhecidos. Isso se deve em parte a
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guantidade de estudos em modelos animais de TEA. No entanto, as vocalizacdes
ultrassonicas ainda sdo pouco caracterizadas nestes modelos de ratos de TEA,
devendo ser melhor reiteradas sobre a importancia da sua utilizacdo e abrangéncia
no estudo desses modelos assim como possiveis vieses de sua utilizacao.

A despeito de haver vérias frentes de grupos de pesquisa que valem-se de
metodologias anteriores para explorar lacunas em determinados modelos, falta uma
padronizacdo ao campo que permita observar a vantagem metodolégica em todos os
modelos de TEA, procurando uma visao unificada para uma antiga questao etiologica.

A revisdo sistematica tem o potencial de esquadrinhar possiveis vieses nas
metodologias que perpassam todos os modelos de TEA, pois tratando-se do mesmo
transtorno, muitos testes podem ser reaproveitados e padronizados, permitindo ao
campo uma melhor comparacdo entre modelos e areas aparentemente distantes.
Dessa forma, somando esforgcos que tém sido empregados por vezes de formas
locais, justifica-se a importancia de uma revisédo sistematica em um campo onde 0s
recursos experimentais sao custosos, e constantes repeticdes sdo eticamente

inviaveis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sumario Idades

Algumas notas explicativas para melhor compreenséo do conteudo desta revisdo
sistematica sdo necessarias devido a divergéncia na literatura sobre alguns conceitos.

Primeiramente, a translacdo entre idade do rato e idade humana é contraditoria
mesmo devido a diferentes concepc¢des entre os artigos sobre qual intervalo de tempo
considerar o rato na fase neonato, o rato na fase adolescente ou juvenil e o rato na
fase adulta (SENGUPTA, 2013.).

Alguns artigos trazem apenas o tempo em semanas, em dias ou até mesmo como
época adulta durante o texto sem especificar em dias. Para fins de padronizacédo
adotou-se no presente texto trés idades (FIGURA 1). Foram considerados como
neonatos os ratos no intervalo do dia pés natal (PND) 1 ao 22, periodo em que ocorre
o desmame, maior independéncia motora e menor numero de chamados pela méae
guando no experimento de isolamento materno.

O periodo de adolescéncia nos ratos foi considerado tendo inicio no PND22, logo
apos o desmame, se estendendo até o PND49, momento em que diminuem em
intensidade os comportamentos de brincadeira nos quais os ratos testam seus limites
sociais. A idade adulta foi considerada como iniciada apés o PND49, momento do
despertar sexual. A maioria dos artigos utiliza ratos até o PND90, momento em que a

atividade sexual decai e ocorre a menopausa has fémeas.

FIGURA 1 - Esquema representativo das idades consideradas na revisao sistematica

PND1 neonato PND22 adolescente PND49 adulto

L e R i G ey
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3.2 Sumario Comportamentos Sociais e Ndo-Sociais

Os ratos apresentam comportamentos complexos e muitas vezes eles séo
analisados dentro de um contexto de teste. Por serem complexos, podem ser
interpretados de uma forma ou de outra de acordo com o objetivo do teste. Muitos
desses comportamentos acontecem durante o momento de brincadeira entre 0s ratos
e sao considerados comportamentos sociais e outros ocorrem sem 0 objetivo de
estreitar lacos sociais e sdo considerados comportamentos ndo socais (REDECKER
et al., 2019).

Para auxiliar a compreensdo ao longo do trabalho trazemos uma breve

definicdo de cada comportamento:

Pinning - Quando um rato estd com o dorso para cima e outro rato estd em pé em
cima do primeiro, na brincadeira entre juvenis tem funcao afiliativa e serve para reduzir
a mobilidade do primeiro rato;

Poucing - O comportamento de brincadeira comeca quando um dos ratos solicita
(poucing) o outro, através do ato de farejar ou esfregar seu focinho na nuca do

segundo rato;

Chasing/ Following - E definido como mover-se na dire¢cdo de ou perseguir o rato
companheiro enquanto o rato companheiro esta se afastando;

Wrestling - Conjunto especifico de comportamentos como luta livre, boxing e poucing;
Sniffing social - Quando um rato fareja a regido da cabeca, nariz ou flancos do
parceiro. Trata-se de uma aproximacao frontal e pacifica com o objetivo de gerar lacos
sociais;

Sniffing n&o social - Quando um rato fareja a regido anogenital do outro, ocorre como
reconhecimento da presenca do outro rato;

Social gromming - Trata-se de limpar o outro rato mordiscando-o ou lambendo-o;

Selfgrooming - Trata-se de limpar o proprio corpo em um ato de autocuidado;

Rearing (ndo social) - O rato fica em pé nas patas traseiras e estica 0 pescoco para
reconhecer o ambiente ao longe, trata-se de um comportamento exploratorio;
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Boxing - Um rato fica em pé sobre as patas traseiras e com as patas dianteiras
empurra o outro rato, pode ser considerado um comportamento agressivo;

Crawling - Um rato se aproxima do outro pela lateral, na regido do flanco do outro rato;

Shaking - Cocar a parte dianteira do corpo com as patas traseiras. Pode tanto ser um
sinal de estresse como de comportamento estereotipado dependendo da situacao;

Freezing - Imobilidade corporal causada por um estimulo aversivo, pode ser um
comportamento apreensivo e quantificado, por exemplo, quanto tempo permaneceu
em congelamento apos o estimulo aversivo.

3.3 Sumaério Vocalizacbes Ultrassonicas

As vocalizacdes ultrassonicas (USV) emitidas por ratos em situacdes diversas
de comunicacéo intraespecifico sdo inaudiveis ao ser humano, pois estdo na faixa
entre 100 Hz e 120 kHz. Essas diferencas entre espécies tem a funcao de evitar a
predacao, ja que dificulta a localizacdo interespecifica (FONSECA, A. H; et al., 2021).

As USVs sado gravadas durante os experimentos de situacdo sociais, por
exemplo. Sao captadas por um microfone que se situa acima do aparato experimental,
e evitando-se ruidos externos, procura-se fragmentar as ondas complexas e
sobrepostas captadas por ondas simples e Unicas, através de transformacéo
matematica pela equacéo de Furier, sendo analisado de forma grafica no computador.
(FONSECA, A. H; et al., 2021).

Resguardando-se diferencas de softwares utilizados e analise manual ou
computadorizada, em geral, as ondas sonoras sdo representadas em graficos
chamados espectrogramas, nos guais temos na ordenada a dimenséo da frequéncia
em quilohertz (kHz) e na abcissa a dimensao do tempo em milissegundos (ms).

As formas espectrograficas das USVs de 50kHz encontradas podem ser de 10
subtipos ou mais (WRIGHT et al, 2010). Para fins de compreenséao deste trabalho
serao descritos 4 desses subtipos, os quais foram mais amplamente abordados, como
segue (FIGURA 2):

Short - duracao inferior a 12 ms;
Triil - R4pidas oscilacdes de frequéncia em um intervalo de tempo superior a 15 ms;
Flat - Sem oscilacdo de frequéncia com duracgéo superior a 100 ms;

Complex - possuem forma indeterminada, nao nitida em categorias;
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FIGURA 2 — Representacéo espectrografica dos subtipos de vocalizagéo revisados.
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FONTE: A autora (2021).
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4 METODOLOGIA

Para a construcdo do presente trabalho foi realizado um levantamento
bibliografico sobre o tema vocaliza¢Ges ultrassénicas em modelos animais de autismo.
As bases de dados utilizadas foram a Pubmed, a Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
o Embase, o Scopus e a Web of Science. Houve um retorno de 623 artigos, dos quais
58 foram selecionados para serem incluidos na composi¢cao desta revisao sistematica.

A diferenca entre os descritores de pesquisa se deveu a diversidade de indices
encontrados nas bibliotecas de cada base de dados. Os descritores utilizados em cada
uma dos bancos de dados foram:

1. Pubmed: ((neurodevelopmental AND disorder) OR autism OR ASD OR
Autism Spectrum Disorder OR Asperger Syndrome)) AND (animal model
OR rat OR rats) AND (ultrasonic AND vocalizations);

2. BVS: “autism spectrum disorder” AND “ animal model” AND “rats” and
“animal vocalization”;

Embase e Scopus: “autism” AND “rat” AND “vocalization”;
4. Web of Science: “autism” AND “vocalization”AND “rat” AND “animal

model”.

Foram excluidos artigos que nao abordavam simultaneamente vocalizacGes
ultrassénicas e autismo, sendo incluido aqueles em que esses dois temas foram
abordados simultaneamente. Foram excluidas quaisquer pesquisas de revisdo e
artigos preé-clinicos que nao utilizaram ratos como modelos experimentais, como 0s
gue usaram camundongos, outros mamiferos, aves, etc. Também nao foram incluidos
artigos em outras linguas que ndo a lingua inglesa e aqueles aos quais nao foi
conseguido acesso ao artigo na integra. Resumos, comentarios e capitulos de livros.
Dessa forma, dos 480 artigos unicos e nao duplicados restaram 58 artigos, aos quais

passaram para uma etapa de leitura mais aprofundada pelos pesquisadores.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CLASSIFICACAO DOS ARTIGOS E FLUXOGRAMA

Dos 623 artigos iniciais, 100 eram provenientes da base de dados Pubmed, 78
da BVS, 85 do Embase, 76 dos Scopus e 284 do Web of Science. Os artigos
encontrados foram importados com seus dados bibliograficos e resumos para o
programa Ryyan®, no qual foi feita uma detec¢@o automatica das duplicatas. Estas
foram analisadas manualmente, excluindo-se as repeticdes e assim resultando em
143 duplicatas excluidas e 480 artigos unicos (OUZZANI et al., 2016).

Posteriormente, foi utilizado novamente o programa Ryyan® para organizar as
decisbes de inclusdo e exclusdo de cada artigo baseando-se nas decisdes de dois
pesquisadores independentes, de forma que um ndo soubesse das escolhas um do
outro durante o processo. Ao final foi retirado o “blind” do programa e decidiu-se as
divergéncias. A cada artigo foram adicionadas etiquetas em relacdo as razdes do
porque cada pesquisador incluiu ou excluiu o artigo, 0 que auxiliou nessa comparagao
final. O uso dessas etiquetas, assim como botdes de inclusdo e excluséo, entre outros,
de acordo com a organizacdo de cada pesquisador, auxiliou em todo o processo
desde a importacdo dos dados, processamento das informacdes e exportacdo dos
artigos escolhidos e também ao construir as referéncias bibliogréficas.

Na FIGURA 3 estdo representadas as etapas de importacdo das bases de
dados para o programa Ryyan®, as etapas de inclusdo estao representadas na coluna
da esquerda e as etapas de excluséo estéo representadas na coluna da direita Entre

parénteses estao os numeros de registros correspondente as descricoes
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FIGURA 3 - Fluxograma das etapas de escolhas de incluséo e exclusdo
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Foi feita uma classificagdo dos artigos selecionados de acordo com o
fluxograma (FIGURA 4) em quatro grandes grupos de acordo com a maneira pela qual
o0 modelo de TEA foi induzido (FIGURAS 5 a 8).

Os modelos que foram induzidos por mutacdo génica a partir de um gene
previamente associado ao TEA em humanos e que possuem loci génico equivalentes
foram enquadrados nos modelos genéticos, representados em amarelo na FIGURA
5. Aqueles modelos que foram induzidos por administracdo de drogas durante a
gestacdo ou dias poOs-natais foram agrupados sobre o nome de modelos
farmacoldgicos, representados em verde na FIGURA 6.

Os modelos induzidos pela administragdo de pequenas quantidades de
proteinas bacterianas e virais induzindo forte reacdo imunoldgica durante o periodo
pré-natal e/ou pés-natal foram classificados como modelos imunolégicos,
representados em laranja na FIGURA 7. Aqueles modelos induzidos através de
condigbes ambientais adversas interferindo indiretamente com o equilibrio do
ambiente uterino, como poluentes, suplementacdo alimentar, estresse e idade
parental foram classificados como modelos ambientais, representados em azul na
FIGURA 8.

Procurou-se realizar comparacgdes dos parametros das vocaliza¢des dentro do
mesmo modelo, tendo em vista as diferencas metodolégicas dos artigos, dentro do
possivel. Essa organizacdo dos dados ocorreu com fins didaticos de maneira que os
resultados dos artigos foram divididos em quatro tabelas (TABELAS 1 a 4).

Na FIGURA 4, observa-se a porcentagem de cada tema em relacdo ao total,
sendo a maior parte dos artigos modelos farmacolégicos (35%), seguido de

imunoldgicos (26%), ambientais (21%) e genéticos (18%).
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FIGURA 4 - Distribui¢céo (em porcentagem) dos estudos analisando vocalizag8es ultrassénicas de
ratos nas 4 categorias de modelos de autismo
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FONTE: A autora (2021).

Como pode ser observado nas FIGURAS 5 a 8, os modelos de autismo que
possuiam quatro ou mais artigos empregando vocalizacdes ultrassdnicas foram Poly
I:C (modelo imunolégico), CACNA1C (modelo genético), Acido Valproico (modelo
farmacoldgico) e arginina-vasopressina (modelo farmacolégico). Os modelos que
apresentaram dois artigos foram LPS:Zinco (modelo imunoldgico), SHANK3 e FMR1
(modelos genéticos) e poluicdo ambiental (modelo ambiental). Os demais modelos

apresentaram um artigo apenas.

FIGURA 5 - Numero de artigos utilizando vocalizag6es ultrassbnicas de ratos nos diferentes modelos

genéticos de autism
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 6 - Numero de artigos utilizando vocalizagtes ultrassbnicas de ratos nos diferentes modelos

farmacoldgicos de autismo.
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FIGURA 7 - Namero de artigos utilizando vocalizag8es ultrassdnicas de ratos nos diferentes

modelos imunolégicos de autismo
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FONTE: A autora (2021).
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FIGURA 8 - Nimero de artigos utilizando vocalizag6es ultrassbnicas de ratos nos diferentes modelos

ambientais de autismo

modelos ambientais

25
2
1,5
1
u}
>, & . 5 - . .
= i - o ;‘:- o 5 o -5‘ 65_« & i
& 9 il ol oo & S & s =& i &
£ e o= 5 & o i all < < 3
3 * L @ o 3 . .
e £ F S T 4 S F
o ] L7 s aF ) 4 o
= o = - & 4% s o
oy A y = by
9 o = o &oF

FONTE: A autora (2021).

Foram elencados para fins desta revisdo todos os artigos cuja classificacédo
dentro de tema/modelo retornou dois ou mais artigos, os quais foram CACNA1C,
SHANK3, FMR1, PAX6 (excecdo, com 1 artigo), acido valpréico, vasopressina,
serotoninérgico, lipopolissacarideo (LPS), tratamento com zinco, Poly I:C (&cido
polinossinico-policitidilico), poluicdo ambiental e o pesticida organofosforado
clorpirifés. Assim, foi totalizado um montante de 29 artigos lidos na integra e em
detalhes, com atencédo especial aos principios metodoldgicos e como poderiam afetar
0s resultados positivamente ou negativamente. Dessa forma, esta revisdo nao
esgotou o tema de modelos animais de TEA em ratos que apresentaram parametros
de vocalizac&o ultrassbnica em seus resultados, porém abordou todos os artigos mais
representativos e prevalentes. A escolha do tema com dois ou mais artigos
encontrados favoreceu o carater exploratério, comparativo e argumentativo do
trabalho, sendo que temas incipientes e que necessitam que mais pesquisa no campo
de modelos animais de autismo em ratos, poderdo vir a ter em um futuro proximo

material adequado para outra revisdo que complemente a presente.
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A FIGURA 9 apresenta dentre todos os assuntos/modelos encontrados os que
efetivamente compdem esta revisdo bibliografica baseando-se na classificagdo por
modelo e submodelo proposta no trabalho, assim como o niumero de artigos em cada

um desses grupos.

FIGURA 9 - Assuntos que encontram-se nesta revisao e nimero de artigos
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FONTE: A autora (2021).

Observa-se o numero crescente de publicacbes sobre o tema nos artigos
selecionados, o que reflete os dados da literatura levando em consideracdo a
representatividade dos artigos. Além disso, nota-se a escassez de artigos sobre o
tema antes de 2010, um aumento médio entre os anos 2014 e 2017, e o grande
aumento de publicagBes entre os anos 2018 e 2021, o que demonstra a relevancia
atual do tema (FIGURA 10).
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FIGURA 10- Numero de artigos revisados por ano de publicacéo
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5.2 MODELOS GENETICOS

5.2.1 CACNA1C

O gene CACNALC codifica a subunidade Alc, um importante componente dos
canais de calcio tipo L presentes em 90% dos neurbnios dependentes de célcio no
cérebro. Este canal est4 relacionado com a plasticidade sinaptica e a despolarizagédo
sinaptica no cérebro, sendo um importante alvo terapéutico no estudo de doencas
neuropsiquiatricas como autismo, esquizofrenia, transtorno depressivo maior e
transtorno bipolar do humor.

Alteracdes em apenas um nucleotideo nesse gene sdo bem documentadas e
reprodutiveis através de estudos amplos do genoma por estarem associadas a
diversas dessas condicfes. Essas mutacfes estdo associadas a mudancas na
estrutura e funcdes cerebrais principalmente relacionadas ao reconhecimento
emocional facial (KISKO et al., 2018).

Uma das mutacdes associadas ao gene CACNALC € a rs1006737 que parece
ser sexo dependente tendo efeitos mais proeminentes em mulheres do que em
homens. Esta associado a diminuicdo na fluéncia verbal agravando a producéo da
linguagem, reconhecimento facial emocional alterado. Em homens esté associada ao
sobressalto aumentado devido a processo emocional aberrante em resposta a figuras
de cunho negativo. J& em mulheres esta associado a uma maior hostilidade.

Um grupo de pesquisadores composto por Kisko, Wohr e Schwarting procurou
avaliar o efeito sexo dependente de mutagdes em CACNALC em ratos. Todos 0s cinco
artigos analisados desse grupo utilizaram ratos Sprague Dawley com modificacdes
que incluiam quatro dele¢Bes na posicdo 460649-460652, o0 que gerava uma parada
precoce na leitura do éxon 6.

Em trés desses artigos foi relatado que a proteina cerebral responsavel pela
despolarizacdo dos neurdnios atraves de canais de calcio (cavl.2.) estava reduzida
em pelo menos 50% comparada ao controle (REDECKER et al., 2019; KISKO et al.,
2018; KISKO et al., 2020).

Enquanto em WOHR et al. (2019) os machos juvenis mutados nao
apresentaram alteracdes no tempo gasto em interacdes sociais tipicas de brincadeira,
em KISKO et al. (2018) as fémeas juvenis mutadas passaram mais tempo brincando,
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principalmente apresentando um maior comportamento de pinning (montagem).
Essas diferencas denotam uma resposta sexo dependente a essas mutacoes.

Em ambos os estudos houve diminui¢cdo na emissao de vocalizacdes de 50kHz
independente da diferenca no comportamento de brincadeira. Observa-se a partir dos
dados que, apesar de em algumas situacdes o comportamento de brincadeira estar
aumentado, esse momento de socializacdo n&o parece ser tdo recompensador para
o cérebro com hipétese de menor liberagdo de dopamina no sujeito mutado em
relacédo ao controle. Pode-se fazer uma comparagao de que o componente “liking”, da
situacdo esta diminuido.

Quanto as variaveis acusticas das USVs de 50kHz de cada componente do
comportamento de brincadeira: pinning (montagem), wrestling (luta livre) e chasing
(perseguir), observa-se que os machos emitem menor nimero de flat e mixed durante
os trés comportamentos, tendo as fémeas uma menor emissdo de step e overlap
durante os trés comportamentos, principalmente no chasing (perseguir).

Tanto o componente liking na emisséo das vocaliza¢des em situagdes sociais
como o componente wanting, durante a recepc¢ao da vocalizacao pré-gravadas, que é
a expectativa de uma socializacdo denotada pelos experimentos de playblack com
aproximacéo da fonte de 50kHz, estdo apresentando déficit neste modelo.

As fémeas mutadas apresentaram maior comportamento de aproximagao as
fontes de 50kHz do que machos mutados (WOHR et al., 2019; KISKO et al., 2018). Ja
no distanciamento as fontes de USV de 22kHz, os dois sexos apresentaram 0 mesmo
comportamento de inibi¢cdo, porém maior duracdo deste comportamento nas fémeas,
até mesmo depois que a gravacdo acabou (WOHR et al., 2020).

Dessa forma ha muitas evidéncias de respostas sexo dependentes nos
modelos de mutagdo de CACNALC com déficits tanto na emissdo quanto na recepcao
das vocaliza¢gGes, como, por exemplo, elevado comportamento de pinning indicando
maior agressividade nas fémeas. Esses resultados vao na mesma dire¢ao da clinica
nos aspectos de maior agressividade em mulheres humanas com esta mutacéo, a
resposta emocional negativa em homens e também em relagdo ao déficit na

linguagem em ambos 0s sexos em humanos com essa mutacao.
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5.2.2 SHANK 3

MutacBes em uma Unica regido do gene SHANK 3 resultam em uma sindrome
chamada Phelan-Mc Dermid, caracterizada por deficiéncia intelectual, auséncia ou
atraso da fala, e hipotonia neonatal motora, de forma que 80% desses pacientes
apresentam critérios que os incluem no transtorno do espectro autista. Além disso, 2%
dos pacientes autistas com deficiéncia intelectual apresentam alteracées em regides
do gene SHANK 3 (HARONY-NICOLAS et al., 2017). Em ambos o0s casos, 0S
pacientes apresentam comorbidades como déficits de atencéo, hiperatividade, além
de possivel insensibilidade a dor ou a presenca de comportamentos autodestrutivos.
N&o h& ainda compostos farmacol6gicos que inibam os sintomas principais da doenca
Phelan Mc-Dermid, sendo importante os modelos animais com validade de construgéo
e de face tanto para compreender melhor o mecanismo neuronal quanto para propor
novas terapéuticas.

O SHANKS3, juntamente com o0 SHANK1 e 2, pertencem a familia SHANK e se
localizam na regido cromossdmica 22913.33. SHANKS3 codifica uma proteina que esta
presente nas regides pds-sinapticas glutamatérgicas, onde interage com varios tipos
de receptores glutamatérgicos e a proteina actina do citoesqueleto, sendo importante
para a plasticidade sinaptica e sinalizacdo glutamatérgica.

A proteina SHANK 3 apresenta varios dominios de ligacdo a outras proteinas;
essa caracteristica esta de acordo com suas funcdes de ancoragem sinaptica. Seus
dominios sao: uma regido de mdltiplas repeticdes de anquirina (ANK), um dominio
SH3, um dominio PDZ, uma regido rica em prolina que ocupa grande parte da proteina
e um dominio SAM (FIGURA 10).

Esses dominios estdo presentes em todas as proteinas provenientes dos
genes SHANK (SHANK 1,2 ou 3) e possuem alguma similaridade de constituicao entre
roedores e humanos. O gene SHANK3 se expressa principalmente em regides
cerebrais como hipocampo, nucleo talamico, células granulares cerebelares e
putamen. Reducéo na expressdo do dominio ANK e SH3 esta relacionado a menor
densidade sindptica, e alteracdo na plasticidade e transmisséo neuronal (COSTALES,;
KOLEVZON, 2015). Por exemplo, Harony-Nicolas et al. (2017) realizou mutagbes em
seus experimentos que envolviam a regido ANK, ja Song et al. (2019) escolheu

mutacdes que envolviam a regido SH3 em seus experimentos. Estes dominios foram
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esquematizados na FIGURA 11 para melhor compreensao da disposicdo destas
regibes na proteina SHANKS3.

FIGURA 11 - Dominios especificos da proteina SHANK3
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Nos 3 artigos identificados pela revisdo sistematica e que utilizaram o modelo
de SHANK3 para o estudo das vocalizagbes ultrass6nicas em modelos de TEA
(TABELA 1), todos utilizaram ratos da linhagem Sprague-Dawley. Em HARONY-
NICOLAS et al. (2017), foram feitas delecdes para as regides do éxons 4, 5 e 6 da
regido ANK, assim resultando em ratos knockout com um namero bastante reduzido
de transcritos da proteina SHANK3, além de ratos heterozigotos com
aproximadamente 53% de proteinas SHANK3 transcritas.

Ja em SONG et al. (2019) a mutacéao foi realizada entre os éxons 11 e 22
atingindo principalmente regides do dominio SH3, PDZ e regido rica em prolina. Os
resultados mostraram que os ratos knockout ndo produziram nenhuma isoforma do
SHANK3, enquanto que os ratos heterozigotos apresentaram nivel de expressao
aproximadamente 64%. Em BERG et al. (2018) assim como em HARONY-NICOLAS
et al. (2017) a delecéo foi no éxon 6 com uma parada de leitura precoce, porém nao
apresentou resultados do nivel de expresséo da proteina.

SONG et al. (2019) demonstraram a reducdo concomitante nas proteina
Homer, GIUR1 e NR1 principalmente no estriado, demonstrando uma interagao
bioquimica complexa entre a expressdo do gene SHANK3 e de outras proteinas que
se ligam a ele na regido pos-sinaptica. Além disso, é importante ressaltar achados
anteriores mostrando a regido do estriado como a de maior expressao de SHANK3
em relacdo a outras regides cerebrais e a relagdo dessa area com componentes do
comportamento social, habilidades cognitivas e sensorio-motoras e comportamentos

repetitivos implicados no autismo.
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Além disso SONG et al. (2019) encontra uma menor densidade espinal
dendritica em neurénios do hipocampo e menor amplitude do potencial de longa
duracdo em células piramidais CA1 o que corrobora com achados de HARONY-
NICOLAS et al. 2017 de menor potencial de longa duracdo em neurbnios CA1l do
hipocampo.

HARONY-NICOLAS et al. (2017) foi mais além ao observar déficits na
plasticidade sinaptica tanto em regides do proprio hipocampo quanto em projecdes do
hipocampo para o cortex pré-frontal (hipotese-cortex pré-frontal) regido também
implicada em humanos que possuem mutacdes no SHANKS relacionado
principalmente aos déficits de memaria de trabalho e memoria episddica em humanos.
Utilizando um teste complexo que exige treinamento prévio do ratos do estudo, o
tempo de reacdo serial de 5 escolhas (5-CSRT) demonstrou déficit de atencéo,
dificuldade de vigilancia e atencao espacial, devido a respostas mais lentas, maiores
taxas de omissdo e maior queda da aprendizagem do teste ao longo prazo,
corroborando com a hip6tese hipocampo-cértex pré-frontal.

Os testes comportamentais sociais nos trés artigos ndo demonstraram déficits
sociais. Apesar de ndo apresentar déficits especificamente nesta area, outros déficits
como os cognitivos foram encontrados em HARONY-NICOLAS et al. (2017), com
menor memoaria social de longo prazo.

Também nao foram encontrados déficits em comportamentos estereotipados,
porque nao houve alteragcdo no tempo de autolimpeza em nenhum dos artigos
revisados do modelo de SHANKS3. Houve uma Unica excecdo, em que foi observado
comportamento estereotipado, no artigo de BERG et al. (2018), especificamente, no
grupo dos machos homozigotos para a mutagdo em SHANK3. Porém, ja era esperado
que o grupo homozigoto apresenta-se alteracdes mais perceptiveis do que o grupo
heterozigoto, como em outros modelos de TEA.

Dessa forma, o modelo de SHANK3 nao apresentou déficits sociais e nem
comportamentos estereotipados. De forma geral, 0 modelo de SHANK3 n&o corrobora
com 0s principais sintomas encontrados em outros modelos de TEA.

Os testes de vocalizacdo de 40 kHz em neonatos nos trés artigos néo
observaram déficits comunicativos em relagdo ao controle a ndo ser em alguns
parametros em BERG et al. (2018) que observaram menor vocalizacdo em machos
knockout. Esses achados corroboram com a hipotese de que SHANK3 ndo € um bom

modelo para se estudar déficits comportamentais sociais do TEA apesar de estar
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relacionado com muitas comorbidade encontradas em pacientes com TEA, como o
déficit de atencdo, déficits cognitivos, comportamentos de autoagressao e limiar
diminuido a dor.

O paralelo com algumas dessas comorbidades observadas na clinica pode ser
encontrado no trabalho de Song et al. (2019) que observaram autolesbes nos ratos
experimentais condizentes com comportamentos de autoagresséo. Song et al. (2019)
também encontra maior limiar a dor tanto em relacdo a estimulos térmicos quanto
mecanicos nos sujeitos experimentais.

Os achados contraditorios nas USV em Berg et al. (2018) podem estar
relacionados as diferencas metodoldgicas dos outros estudos, como um grupo
experimental para cada teste, menor tempo de isolamento (30min) comparado aos
demais desenhos experimentais de 24 horas antes dos testes sociais.

Seguindo o0 mesmo raciocinio pode-se dizer que a administracdo de ocitocina
no ventriculo lateral em Harony-Nicolas et al. (2017) apesar de ter melhorado a
memoria social de longo prazo e o déficit de atencdo pela melhora do potencial
sinaptico hipocampal-cortex prefrontal, ainda ndo pode ser transposto para estudos
clinicos em relagéo a eficacia da ocitocina na melhora de comportamentos sociais,
apesar de ser interessante seu estudo para pacientes da sindrome Phelan Mc-Dermic
e em alguns casos de TEA.

5.2.3 FMR1

FMR1 é um gene do cromossomo X que codifica para uma proteina chamada
proteina de retardo mental do X fragil (FMRP). FMRP é uma proteina que regula a
expressdo de outras proteinas, ou seja, € uma proteina de ligacdo ao RNA e é
importante para o desenvolvimento do cérebro, alterando a diferenciacdo neuronal e
plasticidade sinaptica.

A mutacao nesse gene é caracterizada por repeticdes CGG. Com baixo indice
de repeticdes CGC, entre 5 e 40 repeticoes, o individuo apresenta o fendtipo normal.
Se possuir numero de repeti¢cdes entre 40 e 200, o individuo pode néo vir a apresentar
0s sintomas, mas possui mutacao instavel chamada de pré-mutagcédo, pois com a
duplicacao haploide pode vir a acumular mais dessas repeticdes, podendo gerar filhos

com a mutacéo completa. E acima de 200 mutacdes apresenta a mutagdo completa
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com o quadro mais caracteristico. Além disso, € mais prevalente em homens (1:4000)
do que em mulheres (1:8000), sendo também um quadro mais grave em homens.

Muitos desses pacientes se enquadram no transtorno do espectro autista por
possuirem sintomas/comorbidades em comum como hiperatividade, déficit de
atencdo, dificuldade na coordenagdo motora, atraso no inicio da fala e déficits
comunicativos, dificuldade executivas e de memoria, além de convulsdo em 15% dos
homens e 5% das mulheres (HAGERMAN et al., 2017).

Tendo em vista que ndo ha tratamento farmacoldgico especifico para essas
doencas, duas terapéuticas propostas encontradas nos artigos analisados foram o uso
de oleos ricos em acido alfa-linoléico (bmega 3) (SCHIAVI et al., 2020) e o0 uso de
fosfodiesterase 2a.(PDE2a) (MAURIN et al., 2018).

O 6mega-3 foi utilizado durante a gestacdo e durante a lactacdo (SCHIAVI et
al.,, 2020) enquanto o uso de compostos que atuam sobre a fosfodiesterase
2a(PDEZ2a) por injecéao intraperitoneal 30 min antes dos testes nos ratos PND 5 e PND
9 (MAURIN et al., 2019). Nesse segundo artigo foi realizado apenas o teste de
vocalizacdo em ratos juvenis, sendo utilizado camundongos como sujeitos
experimentais no restante do trabalho (MAURIN et al., 2019).

Omega-3 constitui um conjunto de acidos graxos poli-insaturados que podem
reduzir a neuroinflamacé&o, processo que parece estar relacionado com a génese de
diversas doencas neuropsiquiatricas (EISSA et al., 2020). O possivel mecanismo pelo
qgual o docosahexaendico (um tipo de 6mega-3) melhora a formacéo neural é devido
ao fato deste 4cido graxo se incorporar na estrutura do neurbnio, ao compor suas
membranas fosfolipidicas durante o desenvolvimento do sistema nervoso central
(VENTURA et al., 2004). Outro mecanismo pelo qual o 8mega-3 poderia estar atuando
sobre o sistema nervoso é através do sistema endocanabindide, ja que alguns acidos
do grupo 6mega atuam na formacao de endocanabindides, modulando a sua atuacao.
Nesse sistema, os endocanabinoides atuariam contra a neuroinflamagéo, ativando
receptores hipocampais, como o receptor canabindide 1 (CB1) e o receptor vaniléide
com potencial transiente 1 (TRVP1), que tem efeitos na memodria espacial e na
cognicao (SCHIAVI et al., 2020).

A mutacdo no gene FMR1 com consequente diminuicdo nos transcritos
protéicos FMRP, faz com que FMRP deixe de inibir a transcricdo do RNA PDE2A, no
cortex e hipocampo, envolvida com a degradagdo de adenosina monofosfato ciclica

(cAMP) e guanosina-3'-5' monofosfato ciclico (cGMP). Dessa forma ha altos niveis de
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PDE2A no modelo de FMR1 depletado, acarretando uma maior degradacao de cAMP
e cGMP, compostos importantes para a sinalizagdo celular - levando a uma
diferenciacdo, desenvolvimento e funcdo neuronais inadequados. Altas taxas de
PDE2A foram inibidas com administracdo de BAY607550 (Cayman®) nesse
experimento. (MAURIN et al., 2018).

As vocalizagBes ultrassonicas apresentaram déficits em neonatos nos dois
artigos utilizando mutacées em FMR1, denotando consisténcia ao modelo. No estudo
de Maurin et al. (2018) as vocalizacdes retornaram quantitativamente ao nivel do
controle com o tratamento com BAY607550, um inibidor seletivo da enzima PDE2A.
Por outro lado, no trabalho utilizando 6mega-3 (SCHIAVI et al., 2020) as vocaliza¢des
em neonatos nao foram recuperadas com o tratamento, apesar de diversos
parametros comportamentais terem sido recuperados, inclusive na adolescéncia e
fase adulta dos ratos (ou seja, mesmo apés grande periodo sem a alimentagdo com
Omega-3). Nesse estudo, 0s parametros comportamentais recuperados foram, por
exemplo, o interesse por situacfes novas tanto sociais quanto ndo sociais nos testes
de arena de trés cameras e no teste de reconhecimento de novos objetos.

Apesar de o intervalo terapéutico ser teoricamente mais eficaz na intervencgao
durante a gestacdo e lactacdo, Maurin et al. (2018) observaram um efeito de
recuperacdo das vocalizacdes com apenas uma dose de BAY607550 administrada
pouco tempo antes do teste. Entretanto, resta saber se esse efeito também teria
beneficios a longo prazo, principalmente com a administracdo materna com testes ao
longo da vida dos filhotes. J& o tratamento com édmega 3 em (SCHIAVI et al., 2020),
apesar de nao apresentar resultados sobre as vocalizagcdes em neonatos, sugere um
efeito terapéutico a longo prazo na vida do animal. Nesta linha, sera interessante

testes com vocalizagdes em ratos juvenis e adultos.

5.2.4 PAX6

PAX 6 é um gene localizado na regidao cromossdmica 11p13 e codifica para um
fator de transcricdo importante para o neurodesenvolvimento. Em geral mutagdes na
regido cromossdmica 11p12-14, no qual a regido 11pl3 esta inserida, ocasionam
doencas sintetizadas pela sigla WAGR (tumor de Wilm’s, disturbios opticos,
malformacdes geniturinarias e retardo mental). De fato, tanto humanos como roedores

com mutacdo em PAX6 apresentam disturbios épticos que variam de diminuicdo da
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visdo até fotofobia ao excesso de luz. Os pacientes com WARG apresentam retardo
mental e problemas comportamentais e 20% deles tém caracteristicas autisticas.

Mutacbes em PAX6 demonstram pouca expressao desse gene desde o 8,5 dia
de gestacdo em roedores em areas especificas como cérebro frontal, rombencéfalo e
espinha dorsal. Além de estar relacionado a formacao do sistema nervoso, interfere
no funcionamento desse sistema na fase adulta, prejudicando outras areas como
amigdala, bulbo olfatério, cortex piriforme, astrocitos e outros.

E digno de nota que experimentos de UMEDA et al. ( 2010) observaram alguns
déficits condizentes com autismo no modelo com ratos. As fémeas neonatas emitiram
menos vocalizacdes ultrassdnicas quando separadas da mée apesar de os machos
nao apresentarem esse deficit, denotando diferencas sexo especificas neste modelo.

Os machos, sujeito experimental Unico dos demais experimentos deste estudo,
demonstraram maior agressividade e menos interesse em atividades olfativas
exploratdrias na interagdo social, além disso demonstrou ser menos condicionavel a
situacdes de que causam medo em relacéo ao rato selvagem. Essa resposta de medo
diminuida pode estar relacionada a alteracdes na amigdala.

Essas diferengas ndo se deram devido a uma maior ansiedade nestes ratos,
gue apresentou movimentacdo normal no campo aberto apenas com menor
comportamento exploratério (levantar menos a cabeca e olhar adiante, “rearing”).

E interessante observar que estes testes s6 podem ser medidos em ratos
heterozigotos para essa mutacdo, jA que os ratos homozigotos morrem ao nascer
devido a diversas malformacdes nos olhos, nariz, cérebro anterior e espinha dorsal.

Apesar de mutacbes em PaX6 terem se mostrado um modelo véalido para
mimetizar sintomas autisticos em ratos, mais experimentos Sao hecessarios

principalmente para explorar as diferencas entre géneros neste modelo.
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GENE LINHA | SUJEITOS EXPERIMENTAIS | EXPERIME RESULTADOS SUBTIPO | TRATA
Tico | AUTOR | Gem ) NTO COMPORTAMENTAIS | UYSVMEDIDAS | RESULTADOS | o'he jsy | MENTO
| (emisséo)
Machos adolescentes (20 - _ i 3
KISKO et (20) Comportam Emisséo de 50kHz | (aproximagao =
| Sprague- . ~ a fonte) NA (Nao
al, 2018 D ento de UVS; Recepcéo de — . NA
a awley brincadeira 50kHz - (emissdo) | Analisado)
Fémeas adolescentes (20) 1 pinning | (aproximagéao
a fonte)
KISKO et Comportam I
al, 2018- S[p));zz\g/glge- Machos adolescentes +/- (20) ento de | wrestling EmlssaS\(/jg 50kHz | (emisséo) Lll\/lfitaet’d NA
b y brincadeira
Comportam . o )
KISKO et Sprague- Fémeas adolescentes +/- (20) ento de 1 wrest!mg Emissdo de 50kHz | (emisséo) 1 Step; NA
cACN | al 2020 Dawley brincadeira 1 chasing Uvs 1 Overlap
AlC . .
1 contato fisico passivo
| comportamento de seguir
REDECK i Interacao | numero de rearing I | emissao i
ER et al, Sg;ﬁge Fémeas adultas +/- (40) social direta | | comportamento agressivo Em|ssa8\§jse 50kHz | pico de Diférseenma) NA
2019 y e reciproca 1 tempo gasto em auto- frequéncia ¢
limpeza
| tempo gasto em escavar
V\é?;::R Sprague- Machos adolescentes +/- (20) eRriisgsoés;a:j 2 | afastamento a fonte Emissio de 20kHz A A A
2019 Dawley Fémeas adolescentes +/- (20) 22kHz l afastarrjento a fqnte UVS;
1 duracgéo do efeito
Machos adolescentes +/- (9) Isocial snlff!ng
| allogrooming
following
Comportam . ) s
SEABN ifzglgt NA Machos adolescentes -/- (15) ento de arlwzozﬁiltzrg::?gn
! brincadeira lanog 9 NA NA NA NA

Fémeas adolescentes +/- (12)

Fémeas adolescentes -/- (10)

| allogrooming
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LINHA
- GEM RESULTADOS SUBTI
GIIECI:\IOET AUTOR | DOS SO E?;ERIMENTAIS EXPERIMENTO | COMPORTAMENTA MEUDSII\D/AS RESg;TAD PO T?ﬁgﬁ&i’ﬂgg\gu
RATO IS usv
S
BERG Machos filhotes+/- (24) | emissao
Machos filhotes -/- (14) Emisséo de -
stah | NA Fémeas filhotes +/- (31) Isolamento NA 40kHz USV : NA NA
Fémeas filhotes -/- (14) -
Machos adolescentes +/- 1 erros no teste com O tratamento com Ocitocina
(5-CSRT: 12 / SRM: 37) & CSRT menor tempo NA NA reverteu os resultados
SRM longo prazo | memdria de longo NA comp(_)rtamenta|s no testes
NICOLA | SPrag Machos adolescentes -/- prazo nos testes NA NA avaliados e melhorou o
Setal | UE (5-CSRT: 12/ SRM: 25) sociais potencial sinaptico
2017' Dawle | Machos filhotes PND9 e 15 +/- i NA
g -~ Isolamento NA Emissao de NA
SHANK Machos filhotes PND9 e 15 -/- 40kHz USV ] NA
3 (12)
Ocitocina; reverteu 0s
Machos adolescentes +/- tansiedade NA NA resultados do grupo knokout e
(OF: 18 /NOR: 18/ VF: 11) *Campo aberto 1 limiar para dor heterozigoto a niveis similares
*Reconhecimento NA ao do grupo controle
SONG 8529 de novos objetos 1 ansiedade Ocitocina; reverteu os
etal, |5 e Machos adolescentes -/- *Von Frey | memoéria social NA Na | resultados do grupo knokout e
2019 (OF: 10/ NOR: 17/ VF: 13) 1 limiar para dor heterozigoto a niveis similares
y tautoleséo ao do grupo controle
Machos filhotes +/- (NI icad - NA
(Y Isolamento NA Eg‘kﬁiagsds NA
Machos filhotes -/- (NI) - NA
*Comportamento 1 Laténcia
MAURI | SPrag _ de homing 1 Tempo no ninho NA NA NA BAY607550 (Cayman);
FMRL | Netal ue- Machos filhotes -/- « Interacao social | Interaggo social reverteu os resultad’os_do
2019 Dawle (HB:9/SI:12 / USV:16) Emissao de . ~ grupo knokout a niveis
y Isolamento NA lvocalizagéo NA | similares ao do grupo controle

40kHz




35

GEN RESULTADOS SUBTIP
: LINHA SUJEITOS usv RESULTAD ~
ETIC | AUTOR GEM | EXPERIMENTAIS (n) EXPERIMENTO | COMPORTAMEN MEDIDAS oS OS DE TRATAMENTO OU INTERVENCAO
(0] TAIS usv
Fémeas e machos 1 Laténcia - . - ~ A .
filhotes Emri-A exon Comportamento | Tempo no ninho Emissdo | |vocalizaga NA Administragéo FJe Omega 3 na dle:ta
de homing = de 40kHz 0 materna do periodo intrauterino até o
8 (10) | Locomogéao )
_ desmame; reverteu os resultados do
(Ij:elmeas f mgcholsA grupo Fmr1-A exon 8 com dieta sem
SCHIA | Spragu ngﬁzcénc?z /EE)R |discriminagao NA NA NA Omega 3 a niveis similares ao do
FMR1 | VI et al, e- 9)' : . Teste de 3 entre o familiar e o grupo controle com dieta sem Omega 3
2020 | Dawley camaras novo (em ambos Administracdo de Omega 3 na dieta
Fémeas e machos | Reconhecimento 0s testes) mate:nla dog eriodo 'ntrg terino alté o]
de novos objetos Isniffing (em i pern intrauterino at
adultos Fmrl1-A exon ambos os testes) NA NA NA desmame; ndo houve modificagcbes
8 (3C: 8/ NOR: 8) nos resultados em relacdo aos grupos
veiculos
| freezing
N » Condicionamento | |Tempo na area
Fémeas e machos
X ao medo clara
heterozigotos adultos | | Teste da escolha | | transi¢cdes entre
rSey2/+ entre claro-escuro clarog—;escuro NA NA NA
(CF:28/LD:28/0OF: | ~, Campo aberto \rearin
UMED | Spragu 281 S1:26-32) . Interapéo social foIIowiﬁ
PAX6 | Aetal, e- ¢ lr ; 'dgd NA
2010 | Dawley - 1 agressividade —
Machos heterozigotos Isolamento NA Emisséo i NA
filhotes rSey2/+ (11) de 40kHz
Fémeas heterozigotos Emissdo | |vocalizaga
filhotes rSey2/+ (13) Isolamento NA de 40kHz o} NA

Legenda: 1/ |- aumento/diminuicdo do pardmetro no grupo do modelo em relacdo ao controle B - (Sex-dependent effects of Cacnalc haploinsufficiency on
juvenile social play behavior and pro-social 50-kHz ultrasonic communication in rats); A - (Cacnhalc haploinsufficiency leads to pro-social 50-kHz ultrasonic
communication deficits in rats); 5-CSRT - 5- choice serial reaction time ou tempo de reacao a 5 escolhas seriais; SRM- teste de discriminagdo social; 3C-

teste de trés camaras; NOR- reconhecimento de novos objetos; CN - condicionamento ao medo; LD - light-dark box test ou teste da caixa claro escuro; OF -
open field ou campo aberto; Sl - social interacion ou interagdo social; pinning- comportamento de luta em que um rato com todas suas patas no chao e outro

esta com as patas dianteiras sobre o primeiro rato; wrestling-comportamento de luta livre; chasing - comportamento de perseguir outro rato; rSey2/+ -
linhagem de ratos com mutacdo natural que quando homozigotos causa a morte do neonato. NA - ndo analisado
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5.3 MODELOS FARMACOLOGICOS

5.3.1 Acido Valpréico (VPA)

O &cido valproico € uma droga anticonvulsivante e estabilizadora de humor que
quando administrado durante a gestacdo da roedora materna pode causar prejuizos
no desenvolvimento neuronal. Dois artigos analisam a reducdo na vocalizacao
ultrassonica, Gzielo et al. (2020) utilizaram uma dosagem unica de 500 mg/kg no 12,5
dia de gestacao e observaram déficits tanto comunicativos quanto comportamentais
ao longo de toda a vida do animal (neonato, juvenil e adultos) em ambos os sexos. Ja
no estudo de Raza et al.(2015) que € um complemento ao estudo anterior, a dose de
valproato foi aumentada para 800mg/kg. Ao contrario do primeiro, este analisou 0s
déficits apenas em fémeas e em um periodo Unico da vida do animal, mais
propriamente no periodo juvenil (29 a 34 dias de idade).

Os dois estudos trazem a validade do modelo VPA como consolidada, devido
a diversos mecanismos ja estabelecidos como a inibicdo da histona desacetilase o
que se correlaciona até mesmo com reparo impréprio do DNA e outros mecanismos
como diminuigdo da complexidade dendritica no cértex pré-frontal consistente com a
clinica. Dessa forma esses estudos ndo tem o objetivo de consolidar o modelo
embasando-os pelos déficits na vocalizacdo, mas sim analisar a vocalizagdo em um
modelo ja consolidado.

Em Gzielo et al. (2020) os neonatos apresentaram redu¢do no nimero, duracdo
média das vocalizagbes, porém aumento no pico de frequéncia, este ultimo
consistente com a teoria da alta intensidade do choro em bebés com TEA. J& nos
juvenis houve déficit na vocalizacao tanto em machos como em fémeas, sendo que o
tempo e episédios de comportamento social estavam diminuidos apenas em machos.
Esses resultados sédo consistentes com Raza et al. (2015) que observaram déficit
comunicativos porém ndo observou déficits na interagdo social em fémeas. Porém
Raza et al. (2015) foram mais além ao observar componentes de ataques e defesas
na interacdo social como se vé logo em sequéncia. Ja com os ratos adultos em Gzielo
et al. (2020) apenas os machos permaneceram com déficits na vocalizacdo e

comportamento, o0 que poderia indicar um maior desenvolvimento dessas
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caracteristicas nas fémeas na fase adulta, 0 que aponta a necessidade de mais
aprofundados estudos que analisem esse amadurecimento vocal e comportamental
dos ratos ao longo da vida.

Os dois estudos apontam que o modelo VPA ndo aumentou a ansiedade nos
ratos. Raza et al. (2015) discutem que os ratos nao apresentaram maior frequéncia
no ato de cocgar a parte anterior do corpo com as patas traseiras ou mais frequente
comportamento de autolimpeza o que ndo demonstra estresse. No trabalho de Raza
et al. (2015) nao foi possivel concluir se se tratou de um comportamento de estresse
ou movimento estereotipado. Sua hipotese € de que esse comportamento isolado de
sacudir mais o0 corpo estava mais associado a movimentos estereotipado, devido ao
fato de que foi anteriormente associado ao efeito do VPA devido a alteracdes no
sistema serotoninérgico apos administracdo de VPA. Esse aumento serotoninérgico
tem paralelo com a clinica, devido a pacientes com TEA apresentarem aumento nas
taxas desse neurotransmissor na circulacéo periférica.

Os ratos fémeas em Raza et al. (2015) apresentaram mesma intensidade no
componente da vontade de brincar (“wanting”), pois exibiram o mesmo numero de
ataques, enquanto o componente “liking”, de gostar da atividade apresentou déficits
pois houve um menor numero de USV por comportamento de brincadeira. Além disso,
diminuem a defesa em que rotacionam completamente o corpo, 0 que permite uma
maior interacdo corporal, com muitas vezes um rato sobre o outro, preferindo outros
tipos de defesa com menos contato corporal, o que é condizente com a clinica em que
pacientes com TEA preferem brincadeiras com menos contato corporal.

Para isso foi necessario analisar o numero de ataques e defesas, pois a
diminuicdo no numero de posi¢des em que um rato fica sobre o outro, pode ser devido
ao menor numero de ataques, ao menor niumero de defesas, ou nesse caso, tanto o
namero de ataques quanto os de defesa estavam equivalentes, porém as preferéncias
nas formas de defesa eram aqueles em que o rato rotacionava parcialmente, de forma
a ficar em pé. Lembrando que, como se trata de fémeas este comportamento ndo esta
relacionado a dominagdo como nos machos.

As fémeas apresentaram maior comportamento de montagem, o que € um
comportamento mais tipico em machos. Uma teoria é que o maior comportamento de
montagem na idade juvenil analisada pode indicar um desenvolvimento sexual

precoce, um paralelo valido a clinica em que criancas com TEA apresentaram
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comportamentos sociais inapropriados, como maior comportamento auto-
estimulatorio (RAZA et al., 2015).

5.3.2 Vasopressina (AVP)

A vasopressina € um peptideo com 9 aminoéacidos e difere da ocitcina por duas
posicdes de aminoacidos. AVP € sintetizado nos nucleos paraventriculares (PVN) e
supraopticos do hipotalamo. Na circulagéo periférica a VPA tem funcdo antidiurética
atuando nos receptores AVP2 no sistema renal.

Ja no cérebro a vasopressina parece atuar de forma complexa em varias
regides como romboencéfalo, cérebro limbico, hipotatamo e talamo. A atuacdo do
AVP nessas regifes pode estar associada a presenca do receptor AVPR1a e AVPR1b
nessas areas cerebrais. Em ratos a vasopressina parece modular comportamentos
em diversas situacdes como cuidado materno, investigacao social, agressao, derrota
social e acasalamento (LUKAS; NEUMANN, 2013).

Apesar de déficits nesse hormonio estarem associados a pacientes com TEA,
os resultados sao contraditérios com alguns artigos demonstrando aumento do AVP
no TEA, enquanto outros indicam uma diminuicdo ou auséncia de alteracdo (WU et
al, 2021). Em modelos com ratos, os trés artigos incluidos na revisdo (TABELA 2)
relatam diminuicdo na vocalizacdo ultrassdnica em ratos, além de um déficit na
interacdo social. Por isso, apesar de haverem evidéncias sobre a importancia desse
horm&nio na socializagdo e memoria, pouco se sabe sobre seu papel na neurobiologia
destes processos. Os efeitos comportamentais poderiam até mesmo serem efeitos
secundarios da atuacdo desse hormonio no estresse e excitagdo cerebral. (PAUL et
al., 2016).

Em Lucas e Worh (2015) as linhagens de ratos selecionadas com
predisposicdo a altas taxas de ansiedade (HAB) e que possuiam altas taxas do
horménio AVP apresentaram déficits no periodo juvenil, na socializacdo e na
vocalizacdo de 50kHz ao brincar. Porém, ao testar linhagens de ratos selvagens com
um tratamento central (ventriculo lateral direito) que bloqueia os receptores AVPR1a,
hipoteticamente extinguindo a atuacdo do horménio AVP, também apresentaram

déficits sociais e comunicativos. Esses resultados sdo aparentemente contraditérios,



39

com tanto altas e baixas taxas da vasopressina levando aos déficits sociais e
comunicativos.

Essas discrepancias podem ter relacdo tanto a area do SNC considerada,
guanto a dosagem ou esquema de administracdo (dose unica). Por exemplo, Wu et
al. (2021) demonstraram um melhor efeito a longo prazo durante toda a vida do animal
com administragdes repetidas por 7 dias, por via subcutanea, logo apos o nascimento,
embora tenha surtido pouco efeito no comportamento e socializa¢do a curto prazo nos
neonatos. Outra diferenca pode ter sido nos locais de administracdo. Lucas e Worh
(2015) restringiram a algumas regides cerebrais, enquanto em Wu et al. (2021) pode
ter ocorrido um efeito mais sistémico, pela injecdo subcutanea.

Em Wu et al 2021 os ratos apresentaram comportamentos estereotipados
devido ao maior tempo gasto na auto-limpeza. Estes comportamentos ndo parecem
estar associados ao estresse, pois 0s ratos ndo demonstrando diferenca no teste da
caixa-clara escura. Neste teste é esperado que o rato tenha preferéncia pela area
escura da caixa, sendo seu tempo na area clara proporcional a aversao desta regiao.
Deve-se lembrar que Wu et al. (2021) utilizaram como base experimental o modelo do
acido valpréico (VPA), um modelo ja consolidado para TEA.

Wu et al. (2021) demonstraram que ratos tratados com VPA apresentaram
alteracBes principalmente no nimero de neurdnios relacionados a vasopressina na
regido hipotalamica, particularmente o subtipo neuronal denominado magnocelular e,
nessa mesma regido, os ratos apresentaram diminui¢do no nivel do RNAm associado
ao AVP. Outra regido em que a vasopressina estava diminuida foi no fluido cérebro-
espinhal. Dessa forma, o AVP administrado via subcutdnea passa para o fluido
espinhal chegando ao fluido cérebro-espinhal, que circula por varias regides do
cérebro, o que pode ter levado ao acesso do AVP a varias regides cerebrais. Ja
injecdo no ventriculo lateral direito em Lucas e Worh (2015), pode ter tido um efeito
local no cérebro, explicando as diferencas de resultados nos dois artigos.

Isso demonstra que apesar de ndo se conhecer exatamente 0 mecanismo de
acdo do AVP no cérebro, este pode ter mais relacdo com a regido hipotalamica do
gue com a regido dos ventriculos laterais esquerdos e direitos.

Os resultados do tratamento com AVP em Wu et al. (2021) foram melhora na
preferéncia social no teste de trés camaras e redugédo do comportamento repetitivo

estereotipado.
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Um dos artigos que melhor demonstra a relagdo do AVP com os déficits sociais
e comportamentais é o experimento de Paul et al. (2016), pois utiliza como base
roedores que possuem uma mutacdo de um unico par de base no éxon 2 do gene
AVP e que causa desbalanco na producdo desse hormoénio.

Similarmente a outros modelos genéticos, os déficits sdo intermediérios para o
rato heterozigoto e mais severos para os homozigotos. Paul et al. (2016) encontraram
menos frequéncia da posicdo supina durante comportamento de brincadeira e menor
namero de ataques nos ratos mutados. Apesar do nivel do comportamento social estar
diminuido, o inicio temporal do comportamento de brincadeira na fase juvenil e seu
declinio no final dessa fase esté inalterado pela modificacdo génica.

Outro resultado de Paul et al. (2016) é o predominio do subtipo flat nas USV de
50kHz em ratos mutados durante a socializacdo, sendo este emitido em uma
frequéncia menor que a do controle. Dessa forma demonstrando comportamentos e
composicdo da vocalizacao especificos nesses déficits.

Apesar de trazer algumas diferencas nos parametros de vocaliza¢do no inicio,
pico e declinio do comportamento de brincadeira, faltam estudos que analisem
especificamente o processo de maturacdo vocal para ratos selvagens para fins
comparativos. Ndo houve alteracdo nos parametros das vocalizacdes de 22kHz,
indicando que a diminuicdo das vocalizagdes ndo estd associado a situacdes
aversivas e sim no valor pro-social e de recompensa das vocalizacdes de 50kHz
associadas ao comportamento de brincadeira.

Dessa forma sdo necessarios mais estudos para compreender 0s mecanismos
de AVP no TEA, de forma a melhor consolida-lo como modelo e como possivel

tratamento para este transtorno.

5.3.3 Modelo serotoninérgico

O uso de antidepressivos durante a gravidez é utilizado por aproximadamente
7% das mulheres gravidas nos EUA, sendo que 30% dos bebés nascidos nessas
condigbes apresentam a “sindrome do comportamento neonatal” caracterizada por
taquicardia, hipoglicemia, irritabilidade, choro fraco e convulsées. Como a depresséo
durante a gravidez pode levar a depressdo pés-parto, e devemos lembrar que a

exposicao de antidepressivos no periodo pos-natal através da amamentacao tambéem
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nao esta isento de levar a déficits no desenvolvimento do bebé, esta questao ética é
ainda muito polémica (RICHARDS; PAYNE, 2013)

De forma similar a vasopressina, a serotonina se enquadra tanto como modelo
por estar desbalanceada nos pacientes com TEA, tanto como tratamento na tentativa
de recuperar esse desbalanco. A primeira associagao entre TEA e serotonina remonta
ao artigo de Schain e Freedman (1961) no qual observou-se altas taxas plasmaticas
de serotonina em 30% dos pacientes do estudo.

Apenas 1% de 5-HT permanece livre no plasma enquanto boa parte é
transportada através do transportados SERT para dentro das plaquetas sanguineas.
Foram encontrados numero elevado de transportador SERT na membrana das
plaguetas em pacientes com TEA indicando que estes transportadores sao
importantes no papel da serotonina no TEA (MARAZZITI et al., 2015).

Como a serotonina plasmética ndo atravessa a barreira hematoencefélica, altas
taxas plasméticas de serotonina ndo sdo sindbnimo de altos niveis desse transmissor
no cérebro, onde, de fato, pode estar em baixos niveis. Nesta linha, muitos farmacos
gue tém como alvo o transportador SERT como inibidores da recaptacdo de
serotonina (p. ex. fluoxetina, venlafaxina e fluvoxamina) e também a risperidona
(antipsicético atipico que tem afinidade por alguns dos receptores da serotonina), sdo
muito utilizados na clinica para tratar sintomas obsessivos compulsivos em pacientes
com TEA (SANDER-BUSH; SODHI, 2004).

Uma hipbétese é que durante o desenvolvimento fetal, como a barreira
hematoencefélica ndo esta totalmente desenvolvida, as altas taxas plasmaticas de 5-
HT, atuem como fator de crescimento na diviséo celular, plasticidade, sinaptogénese,
migracao e proliferacdo cortical. Estas altas taxas atuariam por feedback negativo no
crescimento de terminagfes neuronais serotoninérgicas, diminuindo a quantidade
dessas terminacdes no cérebro desenvolvido. As funcgbes tréficas da serotonina
precedem suas fungbes como neurotransmissores no cérebro adulto (YANG; TAN;
DU, 2014).

Dessa forma temos que farmacos inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina como a fluoxetina quando administrados aos roedores neonatos, podem
gerar um modelo serotoninérgico como proposto por Zimmerberg et al. (2014). Estes
autores administraram 10mg/kg de fluoxetina do dia pos-natal 2 ao dia pés-natal 7. Ja
0 modelo proposto por Kahne et al. (2002) foi com administracdo do agonista
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serotoninérgico ndo-especifico 5-metoxitriptamina (5-MT) na dosagem de 1mg/kg do
dia gestacional 12 até o dia pos-natal 20.

Kahne et al. (2002) avaliaram comportamentalmente os ratos no periodo
neonatal, embora as analises fisiopatolégicas tenham ocorrido no adulto. Estes
autores observaram tanto um efeito a curto prazo da administragdo da serotonina,
com déficits comunicativos, motores e sensoriais, quanto a longo prazo observando
déficit em N-Acetil Aspartato (NAA), um indicador do metabolismo neuronal através
do uso da ressonancia magnética in vivo.

NAA indica um maior metabolismo neuronal e pode significar um metabolismo
para mais (anabolismo) ou para menos (catabolismo). Quando é observado em
neonatos, pode significar um anabolismo (crescimento) neuronal proprio do
desenvolvimento. J& em adultos uma maior atividade nesse metabolismo dos
aminoacidos neuronais pode indicar um catabolismo (degradacéo) de neurdnios, 0
que pode indicar perda de fun¢des cognitivas. Dessa forma a alteracdo dos niveis de
NAA indica atividades neuronais diversas em diferentes fases da vida.

Em Zimmerberg et al. (2014) foram encontrados déficits nos testes
comportamentais em neonatos, adolescentes e adultos. As duas linhagens, a
naturalmente ansiosa (HAB) e a naturalmente calma (LAB), resguardando as
diferencas comportamentais, foram afetadas pela administragdo da fluoxetina. Esses
resultados levam a hip6tese de que os déficits comportamentais observados nao
estdo sendo afetados pelo comportamento ansioso, porém tendo uma relacdo mais
estreita com alterag6es motoras e sensoriais vistas na clinica em pacientes com TEA.

Em Zimmerberg et al. (2014), os neonatos da linhagem HAB vocalizaram mais
do que da linhagem LAB, o que ja era esperado, devido a maior ansiedade na
linhagem HAB. Nas duas linhagens houve uma tendéncia proporcional de diminui¢do
das vocalizac¢des ultrassonicas, porém néo significativo, em relagdo aos grupos que
receberam a administracdo de fluoxetina. A intencdo do autor pode ter sido a de
verificar a influéncia da ansiedade nos resultados das vocalizagcdes nos grupos
tratado, porém ndo houve interferéncia da ansiedade natural das linhagens nos
resultados, indicando independéncia dos mecanismos de aumento da serotonina no
plasma e ansiedade em ratos.

No artigo de Kahne et al. (2002) foram analisadas vocalizacbes na PND12,
PND17 e PND19. A diminui¢cdo do numero de vocalizagBes ocorreu somente em PND

17. Ja era esperado que em PND19 houvesse diminuicdo no nimero de vocalizacdes,
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devido ao processo natural de desmame e independéncia materna. Dessa forma, as
alteracdes nas USV ndo foram suficientemente consistentes para se chegar a uma
conclusao. Futuros estudos podem avaliar as USV juntamente com o tempo que 0s
neonatos passam com as maes e irmaos de linhagem ou reacao frente a um rato néao-
familiar para concluir se a diminuicdo da serotonina tem relacéo a formacgéo do lago
entre neonato e roedora materna.

O déficit foi um pouco maior em machos do que em fémeas, com maior tempo
de sair da posicéao inicial no labirinto em T, adaptado para observar preferéncia para
passar tempo com um coespecifico ou um objeto. Os machos passaram menos tempo
com o coespecifico do que as fémeas. Os déficits sociais foram maiores nos
adolescentes do que nos adultos, o que pode ser devido a um amadurecimento
natural, ja que os adultos sdo mais conservados em relacdo a necessidade da
quantidade de contato social e fisico (ZIMMERBERG et al., 2014).

Um paralelo realizado por Kahne et al. (2002) ao comportamento obsessivo-
compulsivo da clinica foi com a observacéo do déficit na alternancia espontanea de
tarefa, um teste no labirinto em T adaptado. De forma analoga para observar um
paralelo da hiperatividade auditiva detectou déficits com a introducao de um som no
campo aberto, que resultou em menor movimentagao dos ratos 5-HT.

Outra analogia as alterac@es no processamento sensorial foi com a introducao
do toque leve de um cotonete nas vibrissas do rato, 0 que levou ao menor
comportamento de congelamento dos ratos, porém com mais tentativas de escapar
ao estimulo e de chacoalhar o corpo. Na clinica relata-se mais técnicas defensivas
nesses pacientes. Esse déficit em ratos pode ter ocorrido devido a acdo da serotonina
na inervacdo sensorial que chega as vibrissas conhecida como regido do cortex
somatossensorial traduzida como campos/ colunas cortex de barris (barrel fields).
(KAHNE et al., 2002).

Os resultados fisiopatologicos indicaram diminuicdo da N-Acetil Aspartato
(NAA) que é resultado da glicolise das mitocéndrias abundantes nas terminagdes
neuronais, ap6s ser produzido por essa via, 0 NAA se liga ao acido glutamico, se
tornando um neurotransmissor NAAG que regula os receptores glutamatérgico, o que
pode ou ndo estar associado com os desbalanco excitatorio-inibitério com predominio
excitatorio no autismo. NAA esta geralmente diminuido em criangas com TEA (KAHNE
et al., 2002).
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Ja o nivel de colina estava aumentado no modelo do 5-MT. Colina é
componente de membranas celulares dos neurdnios, é produzida no figado e
atravessa a barreira hematoencefalica. Suas taxas reduzidas em criancas com TEA
podem indicar um atraso na mielinizacao, ja que esta relacionado a taxa de renovacao
dos fosfolipidios nas membranas. J&4 o seu aumento na fase adulta de pacientes com
TEA pode indicar maior catabolismo dos fosfolipideos ou uma maior taxa de
desmielinizacdo. O resultado encontrado tem paralelo valido com a clinica (FORD;
CREWTER, 2016).

Esses resultados demonstram a importancia da utilizagdo da ressonancia
magnética in vivo para avaliar o desbalanco serotoninérgico e outros no TEA, o que

poderia ser mais explorado em modelos animais de TEA.
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P EXPERIMEN RESULTADOS SUBTIPOS | TRATA
CO(I:_(())GI AUTOR | LINHAGEM SUJEITOS EXPERIMENTAIS (n) TO COMPORTAMENTAIS usv RESULTADOS DE USV | MENTO
) . ] lInteragéo L
Machos adultos - VPA pré-natal (i.p.) (18) Social | Tempo de interago Emissio de | Vocalizagao NA
. Interaction 50kHz USV
Fémeas adultas - VPA pré-natal (i.p.) (15) - - NA
< | Tempo de bricadeira |Vocalizagao
IS Machos adolescentes - VPA pré-natal (i.p.) (19) J:Pinnir)g P ldDun;agéoh . NA
— ) ouncing Emisséo de ico de frequéncia
] ) Social Play
I Sg;e\%lée 50kHz USV |Vocalizagao NA
9 Y Fémeas adolescentes - VPA pré-natal (i.p.) (20) - |Duragéo NA
i} 1Pico de frequéncia
N
O | Vocalizagdo
Machos neonatos - VPA pré-natal (i.p.) (13) NA |Duragdo NA
Isolamento Emissé&o de TPico de frequéncia
o materno 40kHz USV [Vocalizagio
O Fémeas neonatas - VPA pré-natal (i.p.) (17) NA |Duragéo NA
8 1Pico de frequéncia
o, -Ataques
< RAZA et Long— A ) . . |Pinning Emisséo de |Vocalizagéo por
g al, 2015 Evans Fémeas adolescentes - VPA pré-natal (v.0.) (16) Social Play tMounting 50kHz USV nimero de atague NA NA
Ia) 1Body shaking
2 Machos neonatos - VPA pré-natal (i.p.) (10) NA 11| Vocalizagéo NA
Machos neonatos - VPA pré-natal (i.p.); ZnSO4 Isolamento NA Emissio de | [Vocalizagdo NA
pré-natal (v.s.c.) (10) materno 40kHz USV
N~
§ Machos neonatos - ZnS04 pré-natal (v.s.c.) (10) NA | Vocalizagdo NA
f_'; .
5] Wistar |Alternancia | |Pinning NA
EE Machos adolescentes - VPA pré-natal (i.p.) (10) |Vocalizagao/pinning ||Darts NA NA NA
i « Labirinto em | |Following | |Sniffing  Crawls
O T
Machos adolescentes - ZnSO4 pré-natal (v.s.c.) * Social Alternancia Lpinning
) . o behavior
(20) |Darts 1Sniffing |Crawls NA NA NA
Machos adolescentes - VPA pré-natal (i.p.); ZnSO4 -Alternancia | pinning NA NA NA

pré-natal (v.s.c.) (10)
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FARMACO RESULTADOS SUBTIPOS
LOGICO AUTOR LINHAGEM | SUJEITOS EXPERIMENTAIS (n) EXPERIMENTO COMPORTAMENTAIS Usv RESULTADOS DE USV TRATAMENTO
Machos adolescentes - antagonista . . . Emissao de o
LUKAS et al, Wistar V1aR (i.c.v.) (18) Social Play | Tempo de bricadeira 50kHz USVY |Vocalizagbes NA A
2015 Machos adolescentes - AVP Social PI T de bricadei Emissé&o de Vocalizacs NA
sintético (i.c.v.) (18) ocial Play - Tempo de bricadeira 50kHz USV - Vocalizagdes
|Frequéncia
machos neonatos VPA (12) |Vocalizages modulares NA
emiss&o de 40 |curtas
<Z( NA NA kHz isolamento \Frequéncia 3ug/20uL AVP
= materno o a PNDO-7 né&o
N machos neonatos VPA+AVP (19) |Vocalizagdes modulares reverteu
w — lcurtas o x
4 N vocalizacdo
3 S
8 = Wistar In&o distinguiu novo/vazio
<’>: = machos adolescentes VPA (12) -preferiu novo rato NA
g trés camaras fautolimpeza
= fase 1 (novo/vazio) 3ug/20uL AVP
(S.P.) fase2 NA NA NA PNDO-7
(novo/familiar) (S.N.) preferiu o novo ao vazio- reverteu
machos adolesag;ltes VPA+AVP auto-limpeza (G.B) -preferiu novo rato preferéncia
-autolimpeza social e
movimento
estereotipado
z§ Machos adolescentes homozigotos | Tempo de bricadeira NA
3 (10) Social Play posig&o supina
< ] Social Behavior ] ] NA
ﬁ' Fémeas adolescentes homozigotas PND21 e PND23 | Tempo de bricadeira NA
c (10) lposicéo supina
% < g | todos
< % N BrartT: %bOLO | Tempo de bricadeira emissédo de ndmero de slubti o0s
g2 = (co a((j: " | Machos adolescentes homozigotos Intimero de ataque 50kHZ durante vocalizagdes (PND% 2) NA
g E 3] ?_rg:n_ ) |posicéo supina comportamento (p34 e 44) L'stepup e
Es 3 Evar?s) tamontoar-se (p44) de brincadeira -22kHz trill (PND44)
< < Social Behavior PND34-
a PND44 Lntimero de | todos
‘ﬁ':J Fémeas adolescentes homozigotas 1 Tempo de bricadeira vt()gggz: Z?SS (S;EE%T)
% ®) lnﬂmgrqde ataque -22kHz Ltrill
g |posigao supina (PND44)

tamontoar-se (PND44)
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- RESULTADOS SUBTIPOS
FARMACOLOGICO | AUTOR | LINHAGEM | SUJEITOS EXPERIMENTAIS (n) EXPERIMENTO COMPORTAMENTAIS Usv RESULTADOS DE USV TRATAMENTO
» Desenvolvimento tAtraso na abertura dos
» Geotaxia negativa olhos
(PND7, 11) tAtraso no
N * Resposta a estimulo posicionamento NA NA NA
§ Fémeas e machos neonatos - 5-MT auditivel (PND18) perpendicular
- 6 e pos-natal (v.s.c.) (20)# « Alternancia |Locomogao espontanea
o Sprague- p P R espontanea (PND20) |Alternancia
9] —= NA
w Dawley Emissé&o de 40
b= * Isolamento materno kHz o
z (PND12, 17, 19) NA isolamento |Vocalizagdo NA
8 X materno
o A ) tShaking
i Fémeas e machos adolescentes - Estimulo tati |Freezing NA NA NA
‘w 5-MT pré e pés-natal (v.s.c.) (20)# :
z 1scaping
g
!5 Barra horizontal TQueda NA NA NA
<
% g Machos neonatos - pés-natal —
n N fluoxetina (v.0.) (34) Emlsskzic') de 40
© z . =
= ' Isolamento materno NA isolamento |Vocalizagéo NA
Z N:NIH materno NA
<§( strain -
x Machos adolescentes - pds-natal : Test_e_ para en:erglr 1Tempo para emergir
S fluoxetina (v.0.) (31) (labirinto em "T") | Tempo de contato social NA NA NA
= 0 *Social Behavior P
N ) * Teste para emergir
Machos adultos - pés-natal (labirinto em "T") ) NA NA NA

fluoxetina (v.0.) (33)

*Social Behavior

Legenda: 1/ |- aumento/diminuicdo do pardmetro no grupo do modelo em relacdo ao controle; VPA pre-natal - acido valpréico administrado a roedora
materna antes do nascimento dos filhotes; PND - Dia pés-natal; S.P - preferéncia social no teste de trés camaras tempo gasto com o novo rato/tempo gasto
na cadmara vasia; S.N - novidade social tempo gasto com novo rato/tempo gasto com o rato familiar no teste de trés cAmaras; AVP - vasopressina; NA - ndo

avaliado;vs c- via sub-cuténea; v.o.- via oral; ZnSO4 - sulfato de zinco; social bahavior- comportamento social; shaking-chacoalhar o corpo; freezing-
comportamento e imobilidade frente a situagcéo aversiva; scaping-ir em direcdo contraria ao estimulo, evitar algo; pinning- um rato sobre o outro, é uma
forma de brincadeira com dominacgéo; APP- atraso no posicionamento perperdicular- tempo necessario para posiciona o corpo contra a gravidade com a
cabeca para cima em uma rampa de 45 °; TAO- tempo na abertura do olho- um atraso nesse reflexo ao nascer indica deficit nos parametros de
desenvolvimento; darts - comportamento de andar entorno de algo/alguem;
diminuicdo intensa/| | diminui¢éo intermediaria comparado a |

crawls - comportamento de estar em cima ou embaixo de outro rato; ||| -
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5.4 MODELOS IMUNOLOGICOS

Muitos fatores que alteram o ambiente uterino podem perturbar o sistema
neurolégico em formacgéao. Alguns desses fatores séo as infec¢des bacterianas e virais
durante a gestacdo. Infec¢des virais como rubéola, citomegalovirus, toxoplasmose,
herpes simples, além de infec¢cbes bacterianas séo fatores epidemiologicamente
relacionados a maiores taxas de TEA nos individuos cujas maes tiveram essas
infeccbes do que na populacdo em geral (CHICHA et al., 2014)

A relacdo entre sistema imune e formacgéao neuronal do cérebro é complexa.
Um conjunto de precursores de células imunes que dao origem a micréglia no cérebro
e esta primeiramente alocada nos ventriculos e meninges se distribui entre os dias 9
e 18 de gestacdo por todo o cortex fetal. Células da micréglia sdo populacdes
regionais de macréfagos que realizam fagocitose e controlam a taxa de crescimento
da angiogénese, regulam a formacao sinaptica, mielinizacao e projecao axonal, além
de regular interneurdnios como 0s positivos para parvalbumina no cortex. Do total das
células imunes no cérebro, 80% sdo populac¢des de micrdglia, o que nos da uma nocéo
de sua importancia na formacao do SNC Outras células imunes presentes no cérebro
séo células mieloides, células dendriticas, linfocitos B e T e células natural killer
(MORIMOTO; NAKAJIMA, 2019)

Assim como no sistema nervoso 0S neurotransmissores sdo moléculas
essenciais para transmitir informacdes neurais a todo o corpo de forma analoga temos
para importancia das citocinas no resultado dessa influéncia do sistema imune
regulando processos neuronais (MORIMOTO; NAKAJIMA, 2019). Certas infeccdes
maternas podem resultar em ativagdo microglial e liberacdo de citocinas pro-
inflamatoérias como IL-6, IL-1Beta e fator de necrose tumoral cujos niveis crénicos
podem persistir na fase adulta (VOJTECHOVA et al., 2021). Em pacientes adultos
com TEA foram encontrados niveis maiores de IL-6, IL-Beta e ativagdo microglial em
relacdo a populacdo em geral (KNUESEL et al., 2014).

Os modelos imunoldgicos séo induzidos pela administracéo de particulas virais,
mais especificamente RNA sintético viral (Poly I:C) ou proteinas bacterianas (LPS) em
periodos especificos da gestacdo da roedora (VOJTECHOVA et al., 2021).
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5.4.1 Lipopolissacarideos (LPS)

O LPS é o principal componente da parede celular de bactérias gram-negativas
como Escherichia coli ou Salmonella que € extravasado para o meio extracelular
durante a diviséo celular ou lise levando a rea¢des imunes como liberacao de citocinas
pré-inflamatérias e ativacéo microglial.

Em Vojtechova et al. (2018) foi administrado aos ratos de forma intraperitoneal
uma dosagem de 2mg/Kg de LPS nos dias P5 a P9 p6s natal e avaliado o
comportamento na fase adulta. Os resultados trouxeram rea¢cdes emocionais afetadas
na fase adulta, com alteracdes a resposta ao estresse, o que corrobora com a clinica
na qual pacientes com TEA possuem desregulacdo emocional e expressao emocional
distinta.

No teste da exploracdo ao odor das fémeas, os machos LPS analisados
apresentaram maior frequéncia do comportamento de autolimpeza, apesar da
duracdo de cada episddio nédo ter se alterado. Essa pode ser interpretada como uma
reacdo ao estresse ou reacdo emocional intensa denotando estereotipia ou
desregulacdo emocional.

As vocaliza¢cBes ultrassdnicas também validam esse achado. No teste do
labirinto de Carousel, no qual uma plataforma giratéria aproxima os ratos de uma
sessdo especifica proibida na qual eles recebem choque nas patas, 0s ratos contam
com pistas visuais que os ajudam a se afastar dessa sessédo na plataforma. Os
animais controle emitiram mais vocalizacbes aversivas quando erravam mais e
entravam na sessao proibida, porém os animais LPS vocalizaram mais em todos os
momentos, tanto de acertos como erros, denotando essa desregulacdo emocional,
ainda que os parametros cognitivos tenham permanecidos intactos.

Porém outros parametros gerais em Vojtechova et al. (2018) como vocalizagédo
ultrassdnica associada a comportamentos sociais e ansiedade em si ndo estavam
alterados nesse modelo néo ratificando a validade de face necessaria ao modelo. Os
autores se questionam se a alteracédo imune pos-natal conduziria a menos alteracdes
do que a administracdo da mesma substancia durante a gestacéo da roedora.

J4 o artigo de Vojtechova et al. (2021) conseguiu registrar mais dados a
respeito das vocalizacdes apetitivas e alteracdes na ansiedade ao administrar 1mg/kg
de LPS a partir do dia gestacional 7 até o nascimento, avaliando os comportamentos

na fase de adolescente (P45) e adultos (P90).
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Os ratos tratados com LPS demonstraram serem mais ansiosos no teste de
atravessar a viga em ambas as idades e sexos. Os adultos também demonstraram
serem mais ansiosos no teste do campo aberto. Houve diferenca no comportamento
de contato social, sendo observados déficits nos machos e ndo nas fémeas, porém
com déficits nas vocalizagbes em ambos 0s sexos durante esses comportamentos.
Este dado € consistente com o observado, em outros modelos de TEA, como no
CACNAI1C, em que ocorre diferenca entre 0s sexos.

No entanto, ao contrario de CACNA1C a vocalizacdo teve um efeito oposto
entre 0s sexos na adolescéncia, com as fémeas vocalizando mais que o controle e 0s
machos menos que o controle, diferenca esta que ndo se manteve na fase adulta. A
diferenca que houve entre os sexos na fase adulta foi de que as fémeas emitiram
vocalizacbes mais curtas que os machos. Porém ambos os sexos na fase adulta
emitiram mais chamadas complexas, assim como em outros modelos de TEA.

Algumas dessas diferencas também podem ser entendidas como diferencas
naturais de sexo e idade em ratos. Por exemplo o fato dos machos adolescentes terem
maior numero de comportamentos de brincadeira tendo como funcdo um treinamento
para comportamentos de dominéncia na fase adulta necessarios a hierarquia social
da colbénia. De forma anéloga, na fase adulta a exploracdo anogenital toma outro
significado que € o de determinar o status social e reprodutivo dos parceiros. Dessa
forma é necessario ter em mente a evolucdo e maturacdo natural de vocalizacéo e
comportamentos conforme a idade e sexo no momento da comparacdo com 0S
individuos do modelo.

Os ratos do modelo LPS apresentaram area cerebral aumentada relativo a
guatro areas em conjunto relacionadas aos ventriculos e hipocampo. Referente aos
interneurdnios positivos para parvalbumina (PV+), esses apresentaram-se em menor
guantidade nas areas mais externas do cortex, apesar de nas areas mais internas do
cortex 0 seu numero esta preservado. A area cerebral aumentada é encontrada em
algumas criangcas com TEA, geralmente restritas a idades especificas. Da mesma
forma, a diminuicdo da densidade dos interneurénios PV+ foi encontrado em alguns

pacientes com TEA.
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5.4.1.1 Tratamento com zinco nos modelos LPS e VPA

A deficiéncia do zinco tem sido associada a condicdes do
neurodesenvolvimento e muitas criangas autistas apresentam deficiéncia em zinco
(PFAENDER; GRABRUCKER, 2014). Mais de 300 enzimas dependem de zinco e a
maioria delas tem expressao no sistema nervoso central de forma que a deplecéo de
zinco poderia estar associado a disfungdes neuronais, interferindo com crescimento
fetal, reproducéo celular e reparacgéo de tecidos (CEZAR et al, 2018).

Estudos em humanos demonstram que mulheres gravidas que tiveram uma
dieta pobre em zinco tiveram prejuizos em parametros reprodutivos, enquanto que a
suplementacao de zinco reduziu o prejuizo nesses parametros reprodutivos (Kirsten
et al, 2015). J& em modelos animais a suplementa¢do com zinco em animais normais
prejudicou a vocalizacao da prole e o comportamento social, aparentando ter um efeito
benéfico apenas no contexto da deplecéo induzida de zinco. (CEZAR et al, 2018).

Coyle et al. (2009) demonstraram em seu trabalho que no quadro inflamatorio
induzido pelo LPS as citocinas inflamatérias induzem a producao de metalotineina no
figado que, sequestram ions zinco e induzem uma deplecéo transitoria de zinco no
plasma materno. Devido ao plasma materno ser a fonte fetal de zinco, isto induz um
estado transitdrio de zinco fetal que poderia acarretar em déficits de desenvolvimento
neuronal

Em Kirsten et al. (2015-a) observou-se diminuicdo no nivel plasmatico de zinco
das ratas maternas. O tratamento com zinco reverteu alguns parametros
comportamentais como 0s estereotipados e 0S sociais, nos testes de alternancia
espontanea e no labirinto em T e no teste de interagdo social.

No artigo de Kirsten et al. (2015-b) porém o tratamento com zinco n&o reverteu
0s principais parametros das alteracdes da vocalizagcdo ultrassbnica induzidas por
LPS como o tempo total de vocalizacdo, média de duragdo, duracdo maxima e
duracéo total do siléncio, apesar de ter revertido a média do tempo em siléncio e
maxima duracéo de siléncio.

Apesar de nado ter revertido os principais parametros de vocalizacdo
ultrassonica, o tratamento com zinco aumentou 0s parametros reprodutivos, como
aumento do numero de filhotes, aumentando o numero de fémeas nascidas em

comparacao com a reducao causada pelo modelo do LPS (KIRSTEN et al., 2015-a).



52

Outro parametro revertido pelo tratamento com zinco no modelo LPS foi o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) que pode ter relagdo com a via
dopaminérgica em regifes mesolimbicas e com a enzima tirosina hidroxilase (TH),
enzima passo limitante na sintese de dopamina. A TH também apresentou reverséo
de seus niveis pelo tratamento com zinco no modelo LPS em Kirsten et al. (2015-a)

Ja no modelo do VPA, o tratamento com zinco ndo reverteu a alteracao da
tirosina hidroxilase (TH), demonstrando uma independéncia de mecanismo
dopaminérgico. Entretanto, o tratamento com zinco no modelo do VPA reverteu
parcialmente todos 0s parametros vocais e comportamentais analisados, o que indica
a existéncia de um mecanismo de ac¢ao alternativo ao encontrado no modelo do LPS.

Tais mecanismos podem estar relacionados ao fato do acido valproico, entre
outras a¢des, aumentar os niveis de GABA no cérebro e bloguear canais de célcio, ja
que existe uma forte teoria de desbalanco inibitério/e excitatério no autismo, com
hipotese de maior elevacdo glutamatérgica e menor indice gabaérgico, tendendo para
um desbalanco excitatério. O segundo mecanismo que pode estar envolvido é o
epigenético pelo fato do VPA inibir as histonas de de-acetilases alterando o nivel de
expressao de genes que podem estar relacionados ao neurodesenvolvimento. Mais
estudos sdo necessarios para determinar o mecanismo de acao que relaciona o efeito

terapéutico do zinco ao modelo animal VPA (CESAR et al., 2018).

5.4.2 Poly I:C (acido polinossinico-policitidilico)

Poly I:C é um RNA de fita dupla sintética capaz de induzir respostas imunes no
organismo similares a de algumas infec¢Bes virais. Ao contrario do LPS que é
detectado pelo sistema imune inato pelo receptor do tipo toll-4, o poly I:C é detectado
pelo receptor do tipo toll-3, desencadeando uma cascata de sinalizacdo que envolve
NF-KB (fator nuclear kapa de cadeia leve) e IFN (interferon). Um dos tecidos que mais
expressam receptor do tipo toll-3 é a placenta, o que acredita-se estar relacionado a
esta interferéncia materno-fetal (HADDAD; PATEL; SCHMID, 2020).

Na maioria dos estudos de modelos animais de TEA, o Poly I:C & administrado
entre GD 9.5 e GD18.5 (dia gestacional) com uma Unica dose, sendo a ativagdo imune
proporcional ao efeito agudo ou croénico da infeccdo e levando em consideracao

diferentes tempos do desenvolvimento neuronal nas gestacdes humanas e de
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roedores. Em roedores esse tempo estard um pouco antes dos humanos. Em
humanos esta ativacdo devido a infecgcdo ocorre no segundo e terceiro trimestre
levando a maior incidéncia de TEA e esquizofrenia de forma sinérgica a outras
predisposi¢cdes, como o historico familiar de doencas psiquiatricas (HADDAD; PATEL,;
SCHMID, 2020).

Serao analisados trés artigos que sdo complementares no sentido de que cada
um traz dados sobre uma das idades dos ratos no modelo Poly I:C. Potasiewicz et al.
(2020) analisaram os efeitos das USV na separacao materna e familiaridade ao ninho
dos neonatos com administracdo a roedora materna de Poly I:.C (5mg/kg no GD15
comparativamente aos resultados da administragdo de VPA (500mg/ kg no DG12.5).
Ja em Gzielo et al. (2021) foi avaliado as USVs paralelamente ao comportamento de
brincadeira nos ratos adolescentes apds a mesma dose e tempo de administracao de
Poly I:C (5mg/kg no GD15) que do artigo de Potasiewicz et al. (2020). Por ultimo sera
revisado o artigo de Yee et al (2012) que analisa as vocaliza¢gbes aversivas de ratos
adultos frente ao condicionamento ao medo apos injecdo caudal de Poly I:C (4mg/kg
em GD15).

Em Potasiewicz et al (2020) tanto no modelo de Poly I:.C quanto do VPA
houveram déficits nas vocaliza¢des durante a separacdo materna e ao reconhecer o
odor do ninho familiar, pois em ambos 0s casos ocorreram menor nimero de USVs.
Apenas os machos Poly I:C néo diferenciaram o ninho novo do familiar o que pode
ser interpretado como um déficit maior no modelo Poly I:C do que no VPA em relacéo
aos machos. Isto pode significar uma reducdo no apego social resultando em falha
em detectar pistas sociais ou se ajustar a elas.

Esse resultado demonstra diferengas entre os sexos no modelo Poly I:C, que
pode resultar da prépria diferenca da resposta imune entre os sexos. Por exemplo, ja
foi demonstrado um aumento de fatores pro-inflamatérios em ambos 0s sexos;
entretanto, ao contrario das fémeas que mantiveram os fatores anti-inflamatorios,
houve uma reducdo desses fatores anti-inflamatérios apenas nos machos
(POTASIEWICZ et al.,2020).

Em ambos os artigos, citados anteriormente, houve diminuicdo da duracao da
vocalizagdo ultrassOnica emitida nos experimentos de isolamento materno e de
familiaridade ao ninho. Quando o rato diminui 0 nimero de vocalizagbes emitidas ao
estar na presenca do ninho familiar, significa que ocorreu um efeito calmante da

presenca do odor familiar do ninho materno. Apenas em machos Poly I:.C foi
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observada uma reacao atipica de aumento do pico de frequéncia da USV. Novamente
demonstrando diferenga entre os sexos no modelo Poly I:C com agravamento do
déficit em machos.

Essa diferenca da emissao da vocalizacdo entre 0os sexos pode ter ocorrido
com agravamento nos machos devido ao fato da diferenca de mecanismos imunes,
pois a falta de fatores anti-inflamatorio concomitante com aumento de fatores pro-
inflamatorios pode ter levado ao um desbalanco em mecanismos oxidativos nos
machos.

Apenas no experimento de isolamento materno no modelo Poly I:C que n&o
houve diminuicdo da duracao das vocalizagdes. Em ambos os modelos houve maior
proporcao do subtipo flat em relagdo aos demais subtipos. Isso pode ter ocorrido pela
prépria caracteristica vocal dos neonatos de ainda ndo possuirem um repertorio vocal
desenvolvido e também por se tratar de vocalizacdes aversivas de separagcdo que
elicitam o estresse nos neonatos. No modelo Poly I:C, porém ndo no VPA, houve
aumento das vocaliza¢des predominantes flat em comparacéo ao controle.

Outro fator foi que no modelo VPA, mas néo no Poly I:C houve aumento do pico
de frequéncia das USVs emitidas durante o isolamento, o que esta em concordancia
com Gzielo et.al. (2020), revisado no tépico de VPA.

Nos adolescentes em Gzielo et al. (2021) houve déficits comportamentais
durante o comportamento de brincadeira apenas nos machos, porém ndo em fémeas,
com déficits no numero de vocalizacdes emitidas em ambos 0s sexos com aumento
do pico de frequéncia, como em outros modelos de TEA ja revisados (p.ex., no modelo
VPA, em Gzielo et al. (2020).

O déficit comportamental em machos foi comportamento-especifico jA o
namero de solicitacdes de brincadeira (pouncing) estava preservado, denotando que
ndo ha déficit no componente de antecipacdo a brincadeira (wanting). Entretanto, o
namero de respostas a brincadeira estava prejudicado, demonstrado pela evitagdo do
movimento pinning o0 que evitaria assim o contato corporal, indicando diminuigéo no
componente gostar da brincadeira (liking).

O subtipo de USV mais frequente nas brincadeira em ambos os sexos foi o
componente trill, que confirma a teoria antecipatdria (wanting) pois este subtipo de
vocalizacdo estd prevalente antes de agles relacionadas ao comportamento de
brincadeira.
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Além de todas essas evidéncias, o0 que torna o modelo Poly I:C compativel com
validade de face do TEA é que, além desses déficits sociais e em comunicacgéo,
também houve déficit no comportamento repetitivo e estereotipado (GZIELO et al.,
2021). Uma caracteristica mutuamente inclusiva € imprescindivel ao compor as
caracteristicas diagnosticas estabelecida pelo DSM-5 e, como visto, tanto déficits na
socializagcdo como movimentos estereotipados devem estar presente para compor o
diagnéstico em humanos.

Neste modelo de Poly I:C em ratos adolescentes em Gzielo et al. (2021) em
ambos os sexos houve aumento da atividade locomotora e aumento de movimentos
estereotipados no campo aberto. A hipotese de maior excitacdo nesse modelo
explicaria a associacdo maior emissao de vocalizac6es USV do tipo trills com maior
atividade locomotora. O aumento de trill também ocorreu em adolescente VPA do
mesmo grupo (GZIELO et al., 2020).

No teste de enterrar objetos apenas as fémeas apresentaram aumento na
guantidade de bolinhas enterradas. E, esse modelo poderia ser um teste
complementar que indicaria déficit comportamental nas fémeas, jA que o
comportamento de brincadeira é mais dificil de avaliar j& que, naturalmente, as fémeas
exibem menos comportamento de brincadeira que os machos.

Pode-se dizer que um aumento na frequéncia das vocalizagcdes esteve
presente em todas as idades (neonatos, adolescentes e adultos) dos trés artigos tanto
na emissao de vocalizacfes de 40kHz, 50kHz e 22kHz. Ja a duracao das vocalizacdes
se mostraram mais curtas tanto em neonatos quanto nos adultos nas vocalizacdes de
22kHz, ambos em situacfes aversivas para 0s ratos o que pode ser devido a uma
maior ansiedade neste modelo em rela¢do aos controles (POTASIEWICZ et al., 2020;
GZIELO et al., 2020; YEE et al., 2012).

Em Yee et al. (2012) o numero de vocalizagbes de 22kHz aumentou muito em
relacdo ao controle apds o condicionamento, principalmente em machos para os quais
houve um aumento de 300% em relacdo ao controle. Apesar desse aumento
exponencial nas vocaliza¢des, machos e fémeas ndo apresentaram comportamento
de congelamento (freezing)mais prolongado do que o controle.

Essa diferenca se deu principalmente na forma de recepc¢éo as vocalizacdes
de 22 kHz que foram associadas ao choque nas patas levando ao comportamento de
congelamento (freezing) e ndo durante a emissao das vocaliza¢des de 22 kHz ou 50

kHz que foram iguais ao controle durante o teste em si (YEE et al., 2012).
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Se considerarmos um episédio de vocaliza¢gbes (definido como por¢des de
conjunto vocalizagbes separadas por intervalos maiores do que 320 milissegundos),
0s ratos controles possuiram uma meédia de 2 chamadas por episodio, sendo este
episodio de comprimento médio de 1000ms enquanto os ratos Poly I:C apresentaram
uma média de 6 chamadas com comprimento médio de 600ms de duragdo. Apesar
disso o tempo total das ndo apresentou diferenga nos grupos, pois o maior numero de
chamadas com menor duracdo acabou equivalente ao controle (YEE et al., 2012).

A menor duracdo de cada chamada pode indicar uma expiracdo mais rapida,
momento no qual é emitido a chamada e por consequéncia uma respiragao total mais
rapida. Isso pode ocorrer frente a uma situacdo emocionalmente intensa
acompanhada de maior ativacdo simpdtica com concomitante maiores taxas de
batimentos cardiacos e aumento de pressao sanguinea (YEE et al, 2012).

Tanto a menor duragdo como o pico de frequéncia maior podem estar
associados a quanto é aversivo a situa¢do e quanto a situacdo pede uma urgéncia de
resposta do rato, frente a um predador, por exemplo. Seria interessante realizar o
experimento contrario, saber como o rato controle responde frente a gravacédo de USV
do rato do modelo poly I:C com essas diferencas de parametros acusticos. (YEE et
al., 2012).
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2 5 Fémeas adultas - LPS pré-natal (i.p.) (14)# ) CangB\(;V;berto 1 ansiedade Emisséo de 50kHz - h ?gnljplexo .
0 3 o (%F) USV durante Tchamadas curtas NA
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S. Machos neonatos - LPS pré-natal (i.p.) (10) | Isolamento materno NA Emissdo de 40 kHz 1 Tempo médio de siléncio NA
] = isolamento materno o D
o I 1 Tempo maximo de siléncio
) ko NA
& =
u . ) o -Vocalizagéo
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58

- LINHAGE ~
IMUNOLO RESULTADOS VOCALIZACOES SUBTIPOS
GICO AUTOR IgAAPrgz SUJEITOS EXPERIMENTAIS (n) EXPERIMENTO COMPORTAMENTAIS MEDIDAS RESULTADOS DE USV TRATAMENTO
|Pinning . ox
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(i.p) —
. . . * Atividade
(SP-11/1B:13/MB: 13) Locomotora (LB) tAtividade locomotora
\—| * Atividade tAtividade
§ z Esteriotipada esteriotipada -Objetos NA NA NA
= 2 * Teste de enterrar enterrados
= % objetos (MB) NA
— =}
@ S 2 Emisso de SOKHz | |y 1 Trills
e = & * Social Play (SB) - USV durante ) §a0 1Short
s N . ~ - tPico de frequéncia )
o) O interacéo social 1Simples
o
Fémeas adoslescentes - poly(l:C) pré-natal
(i.p) * Atividade
(SP: 18/ LB: 22 / MB: 22) Locomotora (LB) tAtividade locomotora
* Atividade TAtividade
Esteriotipada esteriotipada 1Objetos NA NA NA
* Teste de enterrar enterrados
objetos (MB)
. ) . L Vocalizagio
YEE et al, Sprague- Machos adultos - poly(I:C) pré-natal (i.p.) | Condicionamento ao ) - Emisséo de t ~
2012 Dawley @ medo Freezing 22kHz USV TPicol?:;?gggéma NA NA

Legenda: 1/ |- aumento/diminuicdo do parametro no grupo do modelo em relacéo ao controle; i.p. - injecao intraperitoneal; $ ou # - mesmos ratos nos dois
grupos; FB - female bahavior se refere ao teste exploracéo do odor feminino; OP- open field ou campo aberto. Sl - social interection ou interacéo social; CM -
Carousel Maze ou labirinto Carousel; SP - social play ou comportamento de brincadeira; LB- locomotion behavior ou atividade locamotora; MB- marble
burying ou enterrar objetos; pinning- comportamento de luta em que um rato com todas suas patas no ch&o e outro estd com as patas dianteiras sobre o
primeiro rato; freezing-tempo em que o rato ndo apresenta movimento, medida de medo; NA- n&o analisado; v.s.c- via sub-cutanea; znso4- sulfato de zinco
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5.5 MODELOS AMBIENTAIS

5.5.1 Poluicdo Ambiental

Materiais particulados (P.M.) provenientes da poluicdo do ar de rodovias
gerados a partir da combustdo de matéria organica contém numerosos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, material organico, carbono além de alguns
metais. A exposicdo a essa poluicdo durante o periodo gestacional e pos natal esta
associada em humanos ao baixo peso ao nhascer, nascimentos prematuros e
mortalidade infantil (RITZ; YU, 1999).

O grupo de pesquisa sobre riscos associados ao autismo desde as causas
genéticas as ambientes (CHARGE) publicou um artigo em 2011 de estudo
epidemioldgico do tipo caso-controle demonstrando uma associa¢do positiva (odds
ratio 1,86, 95% de confianca, 1.04-3.45) entre proximidade da moradia materna a
rodovias e TEA, especificamente referente a distancia da moradia a rodovia de menos
de 309m. Esta taxa aumenta quando considerada a proximidade a rodovia
conjuntamente ao periodo do terceiro trimestre de gestacdo (odds ratio 2.22, 1.16-
4.42) (VOLK et al., 2010).

Dois artigos que abordam material particulado proveniente de poluicdo em
rodovias, mais especificamente de tamanho menores que 2,5ug (PM2,5) de volume
(LI et al., 2017) e entre 2,5ug e 10ug (P.M 10) de volume (BERG et al., 2020) tem
metodologias bem diferentes.

Em Li et al. (2017) foi coletado através de um filtro particulas acumuladas no
periodo de 4 meses de uma intersec¢do de duas rodovias movimentadas, cujo volume
residual particular foi administrado aos ratos por instilagcdo intranasal na dose de
2mg/kg (grupo de baixa dose) e 20mg/kg (grupo de alta dose) uma vez por dia por
duas semanas a partir do dia pos-natal 8.

Apesar de Li et al. (2017) ter realizado um calculo estimativo de qual deveria
ser o volume expiratorio diario dos ratos e a consequente dosagem de exposicéo que
seria equivalente a exposi¢cdo humana para quantificar a dosagem que seria instilada
aos ratos, a dosagem de 20mg/kg administrada por duas semanas demonstrou-se

excessiva, levando a parametros fisiologicos de inflamacdo e desempenho muito
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inferior ao controle na maioria dos testes comportamentais. Apesar dessa dosagem
nao ser a mais adequada para avaliar parametros comportamentais, ela evidenciou
associacdo do mecanismo de acéo inflamatério decorrente da exposicdo de P.M2,5.

Os modelos animais de exposicdo a P.M. tem o potencial de confirmar a
associacao epidemioldgica da exposicdo a P.M. ao TEA. Estes estudos pré-clinicos
também permitem explorar possiveis mecanismos de agdo entre a exposicao a P.M.
e fatores epigenéticos ou entre P.M e fatores neuro inflamatérios.

Por exemplo, Li et al. (2017) evidenciou a existéncia de fatores epigenéticos
existentes que associam a exposicdo de P.M2,5 a expressdo diminuida de RNA
mensageiro do gene SHANK3 e consequente diminuicdo no nivel proteico de
SHANK3, um fator ja anteriormente associado ao autismo (rever tépico SHANK3)

Ja em Berg et al. (2020), a metodologia foi inovadora no sentido de que os ratos
receberam a poluicdo de uma rodovia, pois foi instalada uma estacédo experimental
perto da rodovia a qual recebia, através de ductos, a poluicdo da saida de um tunel
nessa rodovia. A exposicao foi mais proxima da realidade de forma que pode ser
melhor extrapolada a exposicdo humana de moradores proximos a rodovias.

Dois grupos experimentais de ratos, um que recebeu a poluicdo da rodovia
durante a gestacao e periodo pds-natal e outro que recebeu a mesma poluicédo, porém
por um ar filtrado no mesmo periodo de vida, mimetizam exposi¢cbes a curtas
distancias e médias distancias da rodovia. Um terceiro grupo controle permaneceu no
laboratério, representando uma populacdo isenta de exposicdo a materiais
particulados. O fator confundidor de interferéncia de ruido e vibracdo préprios da
proximidade da rodovia e que poderiam estressar os ratos foram minimizados com
sistemas de isolamento da estacéo experimental (BERG et al., 2020).

As vocalizagOes ultrassbnicas estavam diminuidas nos ratos neonatos durante
0 experimento de isolamento materno em PND 5 (BERG et al., 2020) e em PND16
(Li.et al., 2017). Em PND 5 foi significativa para machos e com grande tendéncia de
diminuicdo nas fémeas. Em Berg et al. (2020) também foram analisados parametros
do desenvolvimento, havendo diminuicdo nesses parametros como predito pela
literatura em humanos (RITZ; YU, 1999). Houve diminuicdo no peso e comprimento
corporal, reflexo pressor dos membros e reflexo de contragdo da boca para
amamentacao, tendo havido um atraso na idade de desenvolvimento destes dois

altimos parametros com quase nenhum desenvolvimento do reflexo pressor nas
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fémeas entre os dias PND5 e PND15 comparado ao controle cujo desenvolvimento
se iniciou antes de PND 5.

No grupo exposto ao ar poluido, os comportamentos de perseguir e cheirar a
regido ano genital (ndo social) ficaram aumentados enquanto o cheirar social estava
diminuido (BERG et al., 2020).

No estudo de Li et al. (2017) o cheirar social através de pistas olfativas no teste
de habituacéo olfativa estava diminuido para o grupo de alta dose (20mg/kg) e o tempo
de cheirar social estava aumentado para o grupo de baixa dose (2mg/kg). O tempo
de exploracdo de novos objetos estava diminuido no teste de reconhecimento de
novos objetos em Li et al. (2017) consistente com a literatura de modelos de exposicao
de P.M. em ratos (ZANCHlI et al., 2010).

A melhor compreenséo da influéncia dos fatores ambientais em associa¢éo aos
demais fatores, por vezes subestimada pelos cientistas, € importante para a
compreensao global da etiologia do TEA. Além disso, como escrito por Berg et al.
(2020), ao contrario dos fatores genéticos, os fatores ambientais podem ser melhor
prevenidos. Dessa forma, a compreenséao da influéncia dos fatores ambientais pode
auxiliar e alertar para medidas preventivas para a populagdo humana durante o

desenvolvimento neuroldgico no terceiro trimestre de gestacgéo.

5.5.2 Pesticidas organofosforados (clorpirifos)

Um dos principais exemplos de pesticidas organofosforados, o clorpirifés (CPF)
€ utilizado desde 1965 para controlar pragas na agricultura embora seu uso doméstico
no controle de insetos tenha sido proibido nos EUA desde 2001. Desde 2006 esta em
processo de desuso nos Estados Unidos e Unido Europeia, sendo, no entanto, muito
utilizado em outras partes do mundo, inclusive no Brasil (EATON et al., 2015).

A exposigdo pré-natal em humanos esté associada a habilidades psicomotoras
alteradas, déficits em memoria de trabalho, quociente de inteligéncia e
comportamento alterados em criangas (BERG et al., 2020)

A associacdo entre autismo e exposicdo ao CPF € dada através de estudos
epidemiologicos de caso-controle, tendo sido encontrado odds ratio de 1,13 ( 95% de

intervalo de confianca, entre 1,03 e 1,23) O odds ratio maior que 1 demonstra uma
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associacao positiva, sendo que menor que 1 demonstra uma associa¢cdo negativa
(VON EHRENSTEIN et al., 2019).

O principal efeito téxico do Clorpirifos € por inibicdo irreversivel da
acetilcolinesterase (AChE) afetando o sistema nervoso tanto central quanto periférico.
No entanto, efeitos a longo prazo de exposi¢des subcronicas na gestagédo tém sido
atribuidos a mecanismos independentes da atividade da acetilcolinesterase, apesar
desses mecanismos nédo terem ainda sido completamente elucidados. (JETT; LEIN,
2006).

Por exemplo, nos dois artigos analisados sobre o tema, tanto em Berg et al.
(2020) como em Morales-Navas et al. (2020) né&o foi encontrada alteracéo na atividade
de inibicdo da acetilcolinesterase apoés injecdo de 1mg/kg subcutédnea por 4 dias
tanto administrado durante a gestacdo no dia 12,5 (MORALES-NAVAS et a.l,2020)
quanto poés-natal em PND1-PND4 (BERG et al.,, 2020). No entanto, em ambos 0s
artigos, apesar da independéncia do mecanismo de AChE foram encontrados déficits
nas vocalizacdes ultrassdnicas de neonatos.

Morales-Navas et al.(2020) procuraram comparar o seu modelo CPF com o
modelo do VPA, este administrado também no GD 12,5 por administracao subcutanea
Unica na dosagem de 400 mg/kg. Os dois modelos tiveram uma diminuicdo
comparavel no nimero de vocaliza¢cdes ultrassbnicas emitidas por neonatos em
PND?7.

Apesar do artigo de Morales-Navas et al.(2020) ter evidenciado que existem
diferencas sexuais nos parametros das vocalizacdes, essas diferencas foram, em
certa medida, opostas as encontradas para o modelo VPA. Por exemplo, em CPF
houve uma tendéncia de maior média no numero de vocaliza¢des e maior laténcia a
primeira vocalizacdo em machos e no modelo VPA encontrou-se o contrario, ou seja,
tendéncia a maior média de vocalizagbes e maior laténcia a primeira vocalizagdo em
fémeas.

O modelo do VPA de Morales-Navas et al.(2020)) apresentou menor duragao
das chamadas como havia sido encontrado em GZIELO et al. (2020) (ver tépico sobre
VPA), porém ao contrario deste ndo encontrou maior pico de frequéncia no modelo
VPA. Isto ndo invalida o experimento, ao contrario, traz dados adicionais a laténcia a
vocalizagdo para o modelo VPA.

Baseado nessas diferencas sexuais comentadas pode-se prever uma maior

severidade do quadro da exposicao de CPF em machos, hipétese que é corroborada
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por Berg et al. (2020), que também observa maior nimero de vocalizagdes em machos
comparativamente as vocalizagbes em fémeas em neonatos na separagdo materna.

Outras diferencas sexuais encontradas por Berg et al. (2020) foram que
machos CPF se aproximaram da fonte da gravacéo de 50 kHz mais do os machos do
grupo controle. Por outro lado, as fémeas néo diferiram no tempo gasto nos bragos
proximais e distais no experimento de playback de 50 KHz.

Esses resultados ndo podem ser explicados por diminuicdo na sensacéo de
medo ou diferencas na ansiedade, ja que os resultados nao diferiram em machos e
fémeas nos experimentos de comportamento de congelamento no aprendizado ao
medo e no tempo gasto no centro no campo aberto. Portanto, os resultados do
playback podem ter ocorrido por outras motivacbes, como 0s ratos nao
compreenderem a funcéo afiliativa da comunicacdo de 50 kHz ou terem menor
motivacdo de recompensa social. A diminuicdo da aproximacao a fonte também
ocorreu no modelo CACNALC (KISKO et al., 2018a), porém de forma igualitaria entre
machos e fémeas.

O aumento ou diminui¢do do volume de certas areas cerebrais, que ocorreram
de forma oposta em machos e fémeas especificamente na dosagem de 0,3mg/kg,
podem oferecer pistas para futuras pesquisas do mecanismo adjacente de a¢ao do
clorpirifés. Houve aumento do volume da regido do hipocampo, diminuicdo no volume
das fibras comissurais do hipocampo e trato espinal cortical nos machos, tendo
ocorrido uma diminui¢éo de volume no hipocampo nas fémeas.

Ainda ndo se pode afirmar que baixas doses de exposicdo ao clorpirifés sao
um modelo valido de TEA, apesar haver diferencas de género neste modelo. Ha mais
evidéncias de ser um modelo de déficit de atencdo e hiperatividade em doses mais
altas. No entanto, algumas alteragdes foram encontradas e que ndo compreendem
todos os critérios de paralelo a clinica, como nas vocalizagdes ultrassdnicas nao
seguidas por diferencas em movimentos estereotipados. Dessa forma, o modelo
preenche o requisito de déficit social, mas ndo de movimentos estereotipado. Como
os dois requisitos sdo necessarios, de forma concomitante, para validade de face que
prevé os dois sintomas de TEA, o modelo de CPF por enquanto ndo possui todos os
pré-requisitos de um modelo de TEA.

Ainda assim, mais estudos sao necessarios, pois se corroborarem com esta

hipotese, serdo importantes para a conscientizacdo dos 6rgdos governamentais de
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que doses mais baixas das consideradas aceitaveis de exposi¢cdo também podem ser
prejudiciais, acelerando o processo de desuso desse tipo de pesticida no Brasil.



TABELA 4 - CARACTERISTICAS DOS RESULTADOS COMPORTAMENTAIS E VOCAIS DOS ARTIGOS DOS MODELOS AMBIENTAIS

VOCALIZAC
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LINH
RESULTADOS ~ SUBTIPOS | TRATA
AMBIE AUTOR AGE SUJEITOS EXPERIMENTAIS (n) EXPERIMENTO OES RESULTADOS
NTAL M COMPORTAMENTAIS MEDIDAS DE USV MENTO
Machos neonatos - TRAP (20)# Emissio de | Vocalizagéo NA
Fémeas neonatas - TRAP (19)# + Desenvolvimento 1 Atraso no desenvolvimento 40 kiHz - NA
Machos neonatos - FA (20)# * Isolamento Materno |so|atmento _ NA
materno
Fémeas neonatas - FA (20)# - NA
Following/Chasing (SI) 1
Machos adolescentes - TRAP 1Fe
o (SI: 16 / OP: 16 / NOR: 15 / CF: 16)# Autolimpeza (S| - (NOR) NA NA NA
S > - (CF)
N Q
o = . )
Y 3 A 1 Following/Chasing (SI)
- Fémeas adolescentes - TRAP .
< e . ! . ) Sneffing anogenital (Sl NA NA NA
“ B (SI: 16/ OP: 16 / NOR: 13/ CF: 16)# « Interagao social (SI) 1S NoR) 9T (CF() ) NA
% o 2 « Campo aberto (OP)
o % % * Reconhecimento de 1 Autolimpeza (SI)
e m Machos adolescentes - FA Novos Objetos (NOR) 1 locomogéo (OF) NA NA NA
19,: (SI: 15/ OP: 14/ NOR: 16 / CF: 16)# + Condicionamento ao | Tempo no centro (OF)
o medo (CF) - (NOR) - (CF)
>
6‘ 1 Sneffing anogenital (SI)
a A | Social sneffing (Sl)
Fémeas adolescentes - FA ~
(SI: 16 / OP: 16 / NOR: 13 / CF: 16)# . T;T']Opcgr;‘ggzﬂg':()olz) NA NA NA
- (NOR) - (CF)
. Objetos enterrados o
Machos neonatos - PM,.s 2 mg/kg (v.i.n.) (9-11 * Isolamento materno | Objeto . Vocalizagao NA
~ 2 25 2mglkg ( ) (9-11) « Teste de trés camaras | Preferéncia ao objeto novo ! ¢
b % « Enterrar objetos . Emissao de
A 2 * Reconhecimento de ! Plr%ir_e?ma acta ratca novo 40 kHz .
@ . i ; Novos Objetos (NOR J€los enterrados isolamento
I % Machos neonatos Pgﬂlz) s 20 mg/kg (v:in) (8 . Olflactorys ) | Preferéncia ao objeto novo materno | Vocalizaggo NA
= = habituation/dishabituation | | Sniffing ao primeiro contato
test social
< Machos neonatos - CPF 1 mg/kg (v.s.c.) (7) NA | Vocalizagao NA
" @ | Vocalizagao
o 2 Fémeas neonatas - CPF 1 mg/kg (v.s.c.) (7) NA oL 1 Laténcia na NA
Z > = Emisséo de | primeira vocalizagdo
o <R 8 40 kHz —
T z9q ko Isolamento materno - | Vocalizagdo NA
o n N = isolamento allz
o 0l Machos neonatos - VPA 400 mg/kg (v.s.c.) (7) NA materno 1 Laténcia na NA
5' 3:' primeira vocalizagéo
[
g Fémeas neonatas - VPA 400 mg/kg (v.s.c.) (7) NA | Vocalizagéo NA
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SUBT | TRAT
AMBIE | AUT | LINHA EXPERIMEN RESULTADO | IPOS A
NTAL OR GEM SUJEITOS EXPERIMENTAIS (n) TO RESULTADOS COMPORTAMENTAIS usv s bE | MEN
usv | TO
Machos neonatos - CPF 0,1 mg/kg (v.s.c.) (12)# - (OF) - Desenvolvimento - Atividade motora o | Vocalizagdo | NA
* Isolamento 5
Machos neonatos - CPF 0,3 mg/kg (v.s.c.) (12)# (PlilnDat—ergolz - (OF) - Desenvolvimento - Atividade motora % | Vocalizagdo | NA
=9, 17, ©
16 )
Machosneonatos - CPF 1,0 mg/kg (v.s.c.) (12)# _) - (OF) - Desenvolviment o - Atividade motora N o |l Vocalizagédo | NA
Desenvolvim = %
Fémeas neonatas - CPF 0,1 mg/kg (v.s.c.) (12)# ento (PND = - (OF) - Desenvolvimento - Atividade motora < £ || Vocalizagégo | NA
8, 12, 16) S
2 - A + Campo : o 2 N
%) 2 P Fémeas neonatas - CPF 0,3 mg/kg (v.s.c.) (12)# aberto (OF) - (OF) - Desenvolvimento - Atividade motora o | Vocalizagdo | NA
O = K]
s Q 3 (PND = 19) £
% = ?.) Fémeas neonatas - CPF 1,0 mg/kg (v.s.c.) (12)# - (OF) - Desenvolvimento - Atividade motora w | Vocalizagdo | NA NA
4 [ 2
©] Q ? Machos adolescentes - CPF 0,1 mg/kg (v.s.c.) (12)# - tempo bragos proximal/distal(PB) - (CN) NA NA NA
o | & | &
o Machos adolescentes - CPF 0,3 mg/kg (v.s.c.) (12)# Plavback - tempo bragos proximal/distal(PB) - (CN) NA NA NA
* Playbac
50kHz (PB) . .
Machos adolescentes - CPF 1,0 mg/kg (v.s.c.) (12)# . - tempo bragos proximal/distal(PB) - (CN) NA NA NA
Condicionam ] ]
Fémeas adolescentes - CPF 0,1 mg/kg (v.s.c.) (12)# | ento ao medo - tempo bragos proximal/distal(PB) - (CN) NA NA NA
(CN)
Fémeas adolescentes - CPF 0,3 mg/kg (v.s.c.) (12)# | tempo bragos proximal/distal(PB) - (CN) NA NA NA
Fémeas adolescentes - CPF 1,0 mg/kg (v.s.c.) (12)# | tempo bragos proximal/distal(PB) - (CN) NA NA NA

Legenda: 1/ |- aumento/diminuicdo do parametro no grupo do modelo em relacdo ao controle TRAP - polui¢cdo do ar relacionado ao trafego; FA - ar filtrado;

Sl- interacdo social; OP - campo aberto; NOR - reconhecimento de novos objetivos; PM2,5- material particulado proveniente de poluicdo de tamanho menor

gue 2,5 microgramas; CPF- clorpirifds; v.s.c- via subcutanea; v.i.n- via intranasal, #- mesmos animais utilizados em mais de uma idade ou em mais de um

experimento; PB - experimento de vocalizacdo gravada que elicita uma reacdo ao receptor; CN- condicionamento ao medo; Sl- interacéo social; sniffing ao

primeiro contato social- olfagdo de reconhecimento de coespecifico; olfactory habituation/disabituation test- teste ao estimulos olfatorios sociais e ndo

sociais e andlise em 3 sessdes na qual espera-se que com o passar das sessfes 0 estimulo se torna familiar; #- mesmos ratos em mais de um experimentos

ou em idades diferentes; NA- ndo analisado
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5.6 SUMARIO DAS ALTERACOES DAS VOCALIZACOES ULTRASSONICAS

Das linhagens de ratos utilizadas nos experimentos de vocalizacdo em modelos
animais de TEA, 62% foram Sprague Dawley seguida de 21% da linhagem Wistar.
Conhecer as linhagens utilizadas € importante para a analise dos resultados se
levarmos em consideracéo que cada linhagem possui predisposicdes e caracteristicas
proprias. Segue grafico comparativo das linhagens utilizadas encontradas nos

trabalhos (FIGURA 12).

FIGURA 12 - Porcentagem das linhagens de ratos encontradas nos artigos revisados

Porcentagens Linhagens de Ratos

N:NiHstrain 3%  Wistar/Hann
3%

Brattleboro
3%

Long—Evans
4%

NA
4%

FONTE: A autora (2021).

Percebe-se uma cisdo na preferéncia dos pesquisadores pelo sexo a ser
escolhido para se estudar modelos de TEA, com 40% comparando os resultados de
machos e fémeas e 40% optando pelo uso apenas de machos em seus experimentos
(FIGURA 13). Mesmo que haja uma tendéncia no aumento de artigos que consideram
como os modelos de TEA afetam diferencialmente machos e fémeas, 20% dos artigos
gue analisaram machos e fémeas apresentaram juntos os resultados nos mesmos

graficos, como um grupo unificado.
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FIGURA 13 - Porcentagem e composicdo do sexo dos sujeitos experimentais
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FONTE: A autora (2021).

As idades mais analisadas nos experimentos revisados foram adolescentes
sendo que 28% dos artigos utilizaram apenas ratos nesta idade, o que se deve
provavelmente a importancia da investigacdo do comportamento de brincadeira
conjuntamente com a analise das vocaliza¢des ultrassdnicas em modelos de TEA.
Também de grande relevancia € o estudo das USV emitidas durante o isolamento
materno na fase neonatal que pode ser associada a emissdo de USV durante o
comportamento de brincadeira na fase de adolescéncia, sendo que 28% dos artigos
exploram a combinacdo das idades neonatais e juvenis. Muitos artigos se limitam a
pesquisa da vocalizacdo ultrassbnica em neonatos por considerar essa fase a que
possui maiores alteragcdes considerando o carater de neurodesenvolvimento do
transtorno e as alteracfes na infancia. Em modelos animais utilizar apenas neonatos
€ controverso, ja que a combinacdo das idades reforca as alteracdes do modelo,
sendo que 17% dos artigos utilizaram apenas neonatos. A associacao dos resultados
das trés idades, apesar de ser enriquecedora para os modelos animais de TEA, foi
utilizada em apenas 10% dos artigos (FIGURA 14).



69

FIGURA 14 - Composicdo dos experimentos analisados por idade dos ratos
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FONTE: A autora (2021).

A frequéncia das vocalizacdes ultrassénicas mais estudada nos artigos foi a de

40 kHz durante o experimento de isolamento materno (57% dos artigos), seguida das

frequéncias de USV de 50 kHz durante situacdes apetitivas como o comportamento

de brincadeira (33% dos artigos). Ja as vocaliza¢cbes emitidas de 22 kHz em situacdes

aversivas foram analisadas em apenas 10% dos artigos. Como o sintoma mais

prevalente do TEA é o déficit social, este € melhor avaliado durante momentos de

interacado social, seja entre a mae e o filhote, ainda que durante a auséncia da roedora

materna ou durante interacdo com coespecifico (FIGURA 15).

FIGURA 15- Porcentagem das frequéncias de USVs analisadas nos artigos

FONTE: A autora (2021).
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Quase trés quatros dos artigos nao analisaram os sub-tipos das vocaliza¢des
(FIGURA 16), apesar de alguns estudos analisarem a durag&o das vocalizacdes e pico
de frequéncia, apenas 28% analisaram os subtipos flat, composite e trill, os quais
apresentaram alteracfes em alguns modelos de TEA e seriam interessantes de serem
mais abordados nos animais de TEA. Neste sentido, é importante que os estudo
futuros analisem os subtipos das USVs para estabelecer um padréo de alteracao de
acordo com a idade, auxiliando na identificacdo de seu significado, assim como de
eventuais dimorfismos sexuais. Essa revisao se preza para melhor suporte de como
ocorrem alteragdes levando em consideracao esses parametros em modelos animais

de TEA.

FIGURA 16 - Quantidade percentual de artigos que analisaram subtipos de USVs
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FONTE: A autora (2021).

Observa-se que em todos os modelos de TEA houve diminuicdo das
vocalizagbes ultrassdnicas nos ratos, mas com diferengas entre os modelos na
porcentagem em que ocorreu essa diminuicdo. Por exemplo, em 100% dos artigos
dos modelos FMR1, PAX6, VPA, AVP, serotonina, polui¢cdo do ar e clorpirifés ocorreu

uma diminuicdo no modelo em relagdo ao controle (FIGURA 17).
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FIGURA 17 - Porcentagem de artigos de cada modelo em que houve alteragéo da USVs.
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FONTE: A autora (2021).

Porém alguns resultados contraditérios e discrepancias ocorreram entre os
artigos, o que é natural. Por exemplo, no modelo SHANK3, dois ter¢os dos artigos ndo
observaram alteracdo das USVs o que pode indicar que a andlise das vocalizacfes
ultrassonicas pode ndo ser um bom parametro para avaliar esse modelo ou que este
modelo ndo seja adequado para estudar os déficits comunicativos do TEA.

Ja nos modelos imunolégicos de LPS e Poly I:C, um terco dos artigos
apresentaram resultados contraditérios de aumento das vocaliza¢cdes em relacéo ao
controle. Em Poly I:C isto ocorreu em Yee et al. (2021) especificamente durante o
condicionamento ao medo. Esse resultado apenas corrobora com o modelo, pois
neste caso, uma reacao acentuada de medo junto com outros parametros do estudo
podem vir a acrescentar detalhes das alteracdes proprias do modelo.

Ja no modelo do LPS o aumento ocorreu mais especificamente nas fémeas
adolescentes (VOJTECHOVA et al.,2021), enquanto nos machos houve uma
diminuicdo nas USVs. Estes resultados podem indicar a necessidade da anélise de
diferencas sexuais neste modelo de TEA.

A FIGURA 18 traz sobre alteracbes no espectrograma das USV e das

alteracOes em relacdo ao subtipos nos modelos de TEA que analisaram esses dados.
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FIGURA 18 Alterac¢des qualitativas (formato no espectrograma) das USVs nos modelos em que foram
analisadas
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Legenda: O eixo das ordenadas refere-se a quantidade de artigos, considerar o nimero absoluto. O
namero negativo refere-se ao nimero de artigos em determinado modelo de TEA em que o
parametro estava abaixo do encontrado no controle, e o reverso para 0s nUmeros positivos.

FONTE: A autora (2021).

O que é esperado nos modelos de TEA é um paralelo ao choro alto dos bebés
deste transtorno, sendo representado nos modelos animais por um aumento no pico
de frequéncia das USV no experimento de isolamento materno. No entanto, ndo houve
um consenso sobre a alteracéo do pico de frequéncia nos modelos CACNALC, VPA
e Poly I:.C (FIGURA 18). Essa tendéncia foi melhor consolidada no modelo Poly I:C
(trés artigos com variacdes positivas). Ja sobre a duracdo das chamadas, os bebés
com TEA possuem choros curtos e nos modelos animais é esperado uma duracdo
mais curta das USV. Em relagcéo a duracdo das vocalizacdes ultrassonicas, todos os
artigos analisados mostram uma menor duragédo de tempo das USV em modelos de
TEA.

Ja para os subtipos em geral ndo ha um padrao definido de alteracfes, o0 que
pode ocorrer por, como descrito acima, poucos artigos fazerem analise dos subtipos.
Por outro lado, pode ser decorrente de diferentes alteragbes induzidas em cada
modelo. Ainda assim, observa-se uma prevaléncia de diminuicdo da vocalizacdo do
tipo flat em modelos de TEA, o que pode estar relacionado ao aspecto de sinalizagao

social deste subtipo de USV.
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Como nesses experimentos houve uma diminuigdo em alguns comportamentos
de brincadeira, como em Kisko et al.(2018-b), em que houve diminuicdo no
componente “wrestling” e em Paul et al. (2016), em que houve diminuicdo no tempo
de brincadeira e na posi¢ao supina, é esperado haja uma diminuicdo nos parametros
da vocalizagao.

A diminuicdo em flat denota ainda uma possivel diminuicdo concomitante no
componete “liking” da brincadeira, tornando o comportamento de brincadeira menos
recompensador para os ratos do modelo TEA. No entanto a andlise da quantidade de
USV por cada evento Unico de componentes do comportamento de brincadeira pode
fornecer dados mais precisos se realmente houve diminuigdo das USVs por evento

durante a interacao.
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6 CONCLUSAO

6.1 RESUMO DOS RESULTADOS DA REVISAO SISTEMATICA

As vocalizagdes ultrassénicas ganham forca como parametro para validade de
modelos de TEA quando analisadas juntamente com parametros comportamentais.
Isso porque parametros comportamentais isolados podem ser insuficientes para
avaliar a complexidade comportamental dos modelos de TEA. Quando em conjunto
outras variaveis comportamentais, as USV podem ser (teis tanto quantitativa quanto
qualitativamente.

A TABELA 5 apresenta de forma concisa o0s principais resultados encontrados
com a revisao sistemética. Observa-se que apenas 3 dos 11 revisitados analisaram
0s parametros da recepcéo das vocalizacdes ultrassbnicas e que 7 dos 11 modelos
poderiam explorar mais as diferencas dos parametros entre 0s sexos no modelo,
tendo até mesmo 3 deles indicado uma possivel diferenca que néo foi possivel de ser
comprovada apenas com os dados existentes.

Dessa forma, percebe-se lacunas que poderiam ser aproveitadas para estudos
futuros. Constata-se que os estudos pré-clinicos analisados auxiliaram a desvendar o
mecanismo de acdo de muitos desses modelos no TEA, apesar de que muito ainda
pode ser realizado neste sentido tendo como base e meio de comparacao os estudos
apresentados neste trabalho.

Observa-se que em 3 dos 11 modelos nao foi possivel concluir se se trata de
um modelo valido de TEA baseando-se apenas nos artigos analisados, e que futuros
estudos sdo necessarios para que se possa chegar a um consenso.

Apercebe-se que 10 dos 11 modelos analisados apresentam alguma
correlacdo valida com os achados clinicos em humanos, apenas para vasopressina
nao houve dados suficientes para fazer esta correlagao.

Os artigos sobre vasopressina ndo mediram o nivel do horménio AVP na
circulacdo dos modelos animais o que seria uma correlacdo direta com a clinica e
metodologicamente viavel.

Reconhece-se que em 7 dos 11 modelos foi proposto um tratamento ou
intervencao na tentativa de reverter os déficits sociais e comunicativos encontrados.

Desses 7 tratamentos propostos 2 nédo obtiveram éxito (marcacao negativa na tabela
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5). A suplementacdo com 6mega 3 no modelo FMR1 foi parcialmente eficaz (notagao
+/- na tabela), pois ao ser injetada durante a gestacao e lactacéo, reverteu os déficits
dos ratos do modelo na adolescéncia porém nao reverteu todos os parametros na

idade adulta.
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TABELA 5 — RESUMO DA REVISAO SISTEMATICA POR MODELO DE TEA

modelos genéticos modelos farmacologicos modelos imunolégicos | modelos ambientais
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o £ g ’ nip iy 1AVP ou . 1 regulacéo . tinterferon | peso ao 1Ql
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6.2 VIESES METODOLOGICOS

Alguns artigos se abstém da comparacao entre os sexos, avaliando apenas
ratos machos, com o argumento de que o TEA € mais prevalente em individuos do
sexo masculino. Entretanto, pode ser visto que o0s artigos que comparam 0S Sexos
fornecem um acréscimo de dados Uteis para validade dos modelos, assim como
permitem estender a clinica os resultados observados com novos tratamentos em
modelos animais.

Da mesma forma, a analise tanto em neonatos, juvenis e adultos se tornam
complementares na avaliacdo de cada modelo. Caracteristicas de cada faixa etaria
devem ser levados em conjunto e comparativamente para se ter uma nogdo mais
abrangente do modelo.

Para fins de comparacdo com o modelo da doenca sdo necessarios mais
artigos que caracterizam o amadurecimento normal do sistema vocal em ratos. Como
por exemplo, uma analise mais aprofundada de como os subtipos de vocalizacdes se
apresentam em cada faixa etaria.

Mesmo os comportamentos em si dos ratos sdo complexos e temos pistas da
sua importancia social, porém esse valor utilitario das vocaliza¢des para os ratos sdo
dados a partir de experimentos comparativos em diversos contextos, sendo sua
esséncia mais complexa do que se pode avaliar. Dessa forma, experimentos de
fundamentacéo tedrica sdo bem-vindos.

Além disso, pode-se acrescentar alguns pontos de alerta e cuidados
metodoldgicos que sdo observadas pela maioria dos artigos, mas é bom relembrar
gue a falta de alguns desses cuidados que se seguem podem interferir nos resultados:

- alguns poucos artigos nao trouxeram nota sobre se os experimentos foram
realizados de forma totalmente cega aos experimentadores, 0s mecanismos mais
utilizados foram marcas de caneta marca-texto no rabo dos ratos, pequenas tatuagens
a tinta e até mesmo um artigo trouxe o mecanismo de uma tatuagem em formato de
cbdigo de barras.

- muitos artigos se preocuparam com parametros de desenvolvimento tipico,
trazendo até mesmo a vocalizacdo em neonatos como um parametro de

desenvolvimento apropriado, porém muitos artigos deixaram de realizar testes
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controle para parametros locomotores, auditivos e visuais, sendo que o0s testes
comportamentais requeriam que muitos desses parametros estivessem preservados

- A maioria dos artigos ja utilizam alguma forma automatizada de conferir os
parametros espectrograficos das vocaliza¢des, apenas um ou outro realizou uma
contagem manual duplo cego. Cabe destacar a tendéncia do surgimento de novas
tecnologias como o emprego de ferramentas de inteligéncia artificial para os proximos
anos.

- Apenas um dos artigos mudou de estratégia na apresentacao dos resultados,
devido ao fato de a variavel principal ter dado resultados negativos, utilizando entéo
dados secundarios como forma de encontrar um resultado positivo.

Dessa forma, tem-se destacado os pontos forte e lacunas a serem preenchidas
no campo dos mais prevalentes e promissores modelos animais do Espectro Autista,
evidenciando aspectos da utilizacdo conjunta das vocalizacdes ultrassdnicas e
parametros comportamentais no estudo pré-clinico e como podem auxiliar
esclarecendo novos aspectos dos mecanismos de acdo nestes modelos e na

proposicdo de novos tratamentos e intervencoes.
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