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ABSTRACT

Autistic spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder in which its behavioral changes and the
developmental stages of these changes can be investigated using animal models of ASD and by conducting
behavioral tests to assess the changes. This research aimed to carry out a survey in the literature on the
animal behavioral models used to study the autistic spectrum disorder and the correlation of these models
with human behavior in ASD, through is a narrative review conducted based on the search for scientific
articles on the study theme from June to September 2019, using the Medline, Web of Science and Clinical
Key databases. In the TEA study, behavioral tests are performed based on the clinical characteristics
and manifestations of the disorder. These tests are performed on animals and used to assess the potential
inducer of substances for the development of ASD and in studies conducted to evaluate potential drugs
or non-pharmacological therapies for the treatment of the disorder. The most commonly used tests are:
open field test, glass ball burial test (marble burying test), social interaction test, repetitive self-cleaning
behavior test, elevated plus maze test, olfactory habituation test, social odors, and light-dark test. When
surveying the behavioral tests used in experimental research on animals on the autism spectrum disorder,
the importance of these in vivo models of TEA study is reiterated, enabling a greater understanding of
behavioral changes and, consequently, a better understanding of this disorder.

Keywords: Autism spectrum disorder; Behavior and behavior mechanisms; Behavioral symptoms;
Behavioral disciplines and activities; Animal models.

RESUMO

O transtorno do espectro autista (TEA) é um transtorno do neurodesenvolvimento cujas alteragcdes compor-
tamentais podem ser investigadas por meio de modelos animais de TEA e pela realizag@o de testes compor-
tamentais para avaliagdo das alteragdes. O objetivo deste trabalho foi realizar uma pesquisa bibliografica
sobre os modelos comportamentais animais que tém sido utilizados para o estudo do TEA e a correlagdo
desses modelos com o comportamento humano no TEA. Para esta pesquisa bibliografica, foi conduzida
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uma busca nas bases de dados Medline, Web of Science e Clinical Key, no periodo de junho a setembro

de 2019, por artigos cientificos na tematica de estudo, sendo selecionados artigos publicados entre os anos
de 2006 e 2019. No estudo experimental do TEA, sdao conduzidos testes comportamentais em animais
considerando as caracteristicas clinicas e manifestagdoes do transtorno. Estes modelos experimentais sao
utilizados para a avaliacdo do potencial indutor de substincias para o desenvolvimento do TEA, como
para a avaliacdo de potenciais farmacos ou terapias ndo farmacologicas para o tratamento do transtorno.
Os testes mais comumente utilizados sdo: teste de campo aberto, teste de enterramento de esferas de vidro,
teste de interagcdo social, teste do comportamento repetitivo de autolimpeza, teste do labirinto em cruz
elevado, teste de habituagdo olfativa e odores sociais e teste claro-escuro. Reitera-se a importancia desses
testes em modelos in vivo de estudo do TEA, possibilitando uma maior compreensao das alteragcdes com-
portamentais e um melhor entendimento desse transtorno.

Palavras-chave: transtorno do espectro autista; comportamento € mecanismos comportamentais; sintomas
comportamentais; disciplinas e atividades comportamentais; modelos animais.

|NTRODUCAO mas teorias procuram explicar esse dado, porém,
até o momento, nenhuma foi conclusiva (5).

O transtorno do espectro autista (TEA), des- O TEA possui etiologia desconhecida comple-

crito pela primeira vez em 1943 por Leo Kanner, é xa e multifatorial. A literatura aponta alguns fatores

um transtorno do neurodesenvolvimento, caracteri-  relacionados ao desenvolvimento do TEA, como

zado por déficits de comunicagdo social, interesses condigdes ambientais, neurobiologicas, neuroana-
restritos, presenga de comportamentos € atividades ~ tomicas, metabolicas, imunologicas, uma grande
estereotipadas e interagdo social mutua atipica (1). variedade de fatores genéticos e a exposicdo a di-
versas substancias (3,7,8). Além disso, outro fator
passou a ser associado a um fenotipo mais grave de
TEA, que € o estresse materno pré-natal, principal-
mente sob grande numero de exposigdes estressan-
tes, em que foi demonstrado que, em modelos de ro-
edores, atrasa-se o desenvolvimento GABAZérgico,
afetando a preferéncia social ¢ aumentando o com-
portamento semelhante a ansiedade na prole (9,10).

A diminuicao do interesse em socializar confi-
gura um dos déficits mais frequentes em individu-
os com TEA (2). Outras manifestagdes que podem
ocorrer incluem deficiéncia intelectual, crises epi-
Iépticas, comportamentos agressivos impulsivos,
comportamentos de autoagressdo, sensibilidade
exacerbada a estimulagdo sensorial e as diversas
formas de ansiedade (2-4). Esses sintomas se mos-

tram relevantes desde o inicio da infancia, podendo As alteracdes comportamentais em um indi-
limitar ou afetar o desenvolvimento da crianca, le- viduo, bem como os estagios de desenvolvimen-
var a incapacidade social, académica e ocupacional, to dessas alteragdes, podem ser investigadas por
além de acarretar impactos emocionais ¢ econdmi-  meio de modelos animais de TEA e da realizacdo
cos na familia e também custos para a sociedade e de testes comportamentais para avaliagao das alte-
o sistema de saude (4,5). ragoes (9,11).

O TEA tem sido descrito como um dos trans- Neste contexto, o objetivo do presente trabalho
tornos pediatricos mais prevalentes que acome- foi realizar uma pesquisa bibliografica buscando res-

tem o desenvolvimento neuropsicomotor (6). E  ponder a seguinte pergunta: quais os modelos com-
uma condigdo que pode ser observada em ambos  portamentais animais que tém sido utilizados para
os géneros, sendo mais prevalente em individuos o estudo do transtorno do espectro autista? Tem-se
do sexo masculino. Estimativas mostram que, para  como hipotese que os testes realizados em animais
cada menina diagnosticada com TEA, aproximada-  para estudo do TEA devem ter estreita correlagdo
mente 3,5 a 4,0 meninos sdo identificados. Algu- com o comportamento humano no transtorno.
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METODO

O intuito desta revisdo foi mapear o conheci-
mento atual sobre os testes comportamentais uti-
lizados em ensaios in vivo para o estudo do TEA
por meio da analise de dados secundarios. Para tal,
foi conduzida uma pesquisa bibliografica, no peri-
odo de junho a setembro de 2019, para a sele¢dao
de artigos cientificos publicados nas bases de dados
Medline, Web of Science e Clinical Key. Foram
utilizados os seguintes descritores MeSH e suas
combinacgdes: “Autistic Disorder”, “Austism Spec-
trum Disorder”, “Models, Animal”; “Laboratory
Animal Model”; “Experimental Animal Model”. O
critério de inclusdo consistiu em artigos originais,
publicados entre os anos de 2006 ¢ 2019, no idioma
inglés, cujos estudos utilizassem testes comporta-
mentais para modelos in vivo no estudo do TEA.
Foram excluidos estudos cuja espécie animal nao
era roedores, artigos de revisao de literatura, bem
como aqueles indisponiveis na integra. A relevan-
cia dos artigos foi determinada considerando a cla-
reza no delineamento metodologico da pesquisa,
além de considerar o grau de significancia dos re-
sultados apresentados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As buscas iniciais por meio dos descritores
e suas combinacdes resultaram em 910 artigos;
outros 10 artigos foram obtidos de outras fontes.
Ap0s a triagem pelo titulo resultaram 128 artigos,
sendo removidas 9 duplicatas. Apos a remocgao das
duplicatas, foram lidos os resumos dos 119 artigos
restantes, dos quais 39 ndo se enquadraram nos
critérios de inclusdo, sendo retirados nesta etapa,
restando 80 artigos para leitura de texto completo.
Foi realizada a leitura na integra dos 80 artigos res-
tantes, sendo excluidos 48 artigos por ndo utiliza-
rem testes comportamentais, resultando em 32 ar-
tigos, conforme demonstrado no diagrama de fluxo
(Figura 1). As metodologias empregadas pelos au-
tores referenciados nesta revisao estdo sumarizadas
no Quadro 1

O estudo experimental do TEA tem como base
a realizagdo de testes comportamentais em animais
levando em consideragdo as caracteristicas clini-
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cas e manifestacdes deste transtorno. Esses testes
podem ser utilizados para a avaliagdo do poten-
cial indutor de substancias para desenvolvimento
do TEA, bem como para a avaliagdo de potenciais
farmacos ou terapias ndo farmacologicas para o
tratamento do transtorno, sendo roedores (ratos e
camundongos) os animais mais comumente utili-
zados (6,12).

Na literatura analisada, foram descritos os se-
guintes testes: teste do campo aberto, teste de en-
terramento de esferas de vidro, teste de interagdo
social, teste do comportamento repetitivo de auto-
limpeza, teste do labirinto em cruz elevado, teste
de habituagao olfativa e odores sociais e teste cla-
ro-escuro.

Teste do campo aberto. Um dos testes mais uti-
lizados e reconhecidos para avaliagdo do compor-
tamento animal no TEA ¢ o teste do campo aberto
(TCA) o qual foi citado em 13 dos 32 artigos utili-
zados (40,6%). Trata-se de um teste para avaliacdo
do comportamento exploratério e locomog¢do dos
animais estudados (8, 10, 13).

O TCA, desenvolvido por Hall em 1934 (14), ¢
realizado em um aparato que consiste em uma arena
quadrangular em acrilico transparente, medindo 45
cm x 45 cm, cercada por paredes de, aproximada-
mente, 22 cm de altura, de modo que o animal em
teste ndao consiga fugir (10). Para facilitar a quanti-
ficagdo da atividade locomotora dos animais, o piso
do campo aberto ¢ dividido em nove quadrados
idénticos, por entre os quais o animal ira circular, e
o nimero de cruzamentos realizados pelos animais
entre os quadrados serd quantificado (14,15).

O tempo total empregado no teste depende do
objetivo da pesquisa e do avaliador. A literatura
consultada apontou duragdo dos experimentos va-
riando de 5 a 90 minutos (6,10,15). No entanto, o
protocolo mais citado utilizou o tempo total de 15
minutos, sendo 5 minutos de habituagdo e 10 minu-
tos de teste, realizados em um unico dia (13).

A espécie de roedor a ser utilizada também
pode variar de acordo com os objetivos do traba-
lho, podendo ser utilizados ratos ou camundongos
de ambos os sexos. No entanto, a literatura avaliada
revelou que os animais machos t€ém sido os mais
utilizados neste teste comportamental aplicado nas
pesquisas sobre TEA.



Figura 1. Metodologia utilizada para a selecdo de artigos sobre transtorno do espectro autista (TEA).
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Considerando o tempo de 15 minutos, o mais
comumente descrito nos estudos analisados nesta
revisdo, a descri¢cdo do teste consiste em, inicial-
mente, colocar o animal em teste no centro do apara-
to e deixa-lo explorar toda a area durante 5 minutos
para habituagdo; nesse tempo, ndo sera contabiliza-
da nenhuma movimentac¢ao. No segundo momento
do teste, que compreende os 10 minutos seguintes
(13), o animal ¢é observado e sdo analisados dife-
rentes parametros, tais como a movimenta¢ao no
campo aberto, o nimero de cruzamentos entre os
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quadrados (crossing), a distancia total percorrida,
o comportamento exploratorio, o tempo gasto no
centro do aparato, a quantidade de idas ao centro do
campo aberto, nimero de quadrados percorridos, a
quantidade de defecagdo, nimero de self grooming
¢ a quantidade de vezes em que se apoiam somente
em duas patas (rearing) (8,14).

As observacdes podem ser verificadas e con-
tabilizadas de forma manual por um avaliador ou
mediante software de rastreamento de video auto-
matizado como o AnyMaze (Stoelting Any Maze



Software, Wood Dale, IL) (10), e o NIH IMAGE
OF (O’Hara & Co., Toquio, Japdo) (13).

A atividade motora, associada a defecacdo no
campo aberto, gera informagdes, principalmente,
sobre o estado emocional do animal em teste (9,14).
A associagdo entre alta taxa de defecagdo e baixa
atividade locomotora no animal-teste em compa-
ragdo a animais-controle sdo indicios de ansiedade
(9,14). O tempo gasto no centro do aparelho sem
atos exploratdrios também foi apontado como in-
dicador de ansiedade. O aumento no niimero de
autolimpezas foi considerado um indicativo de mo-
vimentos estereotipados, caracteristica que € en-
contrada em individuos com TEA, os quais, comu-
mente, realizam movimentos repetitivos (6,8,10).

As estereotipias em criancas com TEA podem
ser explicadas por algumas hipoteses. Uma dessas
teorias sugere que ocorrem limitagdes de comuni-
cacdo entre as regides frontal e posterior do cére-
bro, afetando a comunicagdo entre estas areas, po-
dendo gerar os comportamentos repetitivos. Outra
hipdtese € referente a saida involuntaria de um im-
pulso motor desregulado, envolvendo os ganglios
da base ¢ as vias dopaminérgicas basais. Outra
hipotese bastante discutida ¢ que as estereotipias
ocorrem de forma compensatoria quando os indivi-
duos recebem um excessivo estimulo externo (16).

Ap0s a realizacdo do teste, o aparato deve ser
limpo com alcool e deixado sem uso o tempo sufi-
ciente para que ocorra a evaporacdo do etanol e a
dissipacdo do odor antes da utilizacdo dessa cdmara
por outro animal (8, 10).

Teste de enterramento de esferas de vidro. O
teste de enterramento de esferas de vidro (marble
buring test) foi citado em 10 dos 32 artigos utiliza-
dos (31,2%). Esse teste ¢ realizado em uma caixa
grande, contendo uma “cama” de maravalha com
profundidade de 2cm, sobre a qual sdo colocadas 20
esferas de vidro (“bolas de gude”) de forma organi-
zada e equidistantes (9,17,18). Esse teste se vale da
habilidade para cavar que os roedores apresentam
em ambientes proprios como tocas e tuneis (9,19).

O beneficio de utilizar esse teste €, princi-
palmente, a sua facilidade de execugdo, também
podendo ser citadas a precisdo de pontuagdo do
comportamento avaliado e a exibi¢do espontanea
desses comportamentos em roedores. Outra van-
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tagem ¢ a minima necessidade de habituac¢do dos
animais ao teste, ja que esse ¢ realizado em gaiolas
(caixas) nos padroes normalmente utilizadas pelos
animais, além de dispensar a restri¢do alimentar ou
de agua para os animais em teste (12,17).

O animal ¢ colocado no centro da caixa de tes-
te por um tempo que pode ser de 10 a 45 minutos e,
ao final desse tempo, é removido da caixa e, entao,
feita a analise (19). O comportamento repetitivo do
animal ¢ avaliado a partir do nimero de esferas en-
terradas em 50 a 100% do seu volume, sinalizando
o grau de estereotipia por meio da demonstragao do
comportamento repetitivo, compulsivo e persisten-
te em modelos animais (9,18,19). Assim, este teste
¢ empregado para verificar a ansiedade e compor-
tamentos repetitivos semelhantes comuns no TEA
(9). Animais experimentalmente induzidos ao TEA
enterram e deslocam mais esferas do que os ani-
mais ndo induzidos por conta da execugdo de mo-
vimentos repetitivos de escavagdo, caracterizando
um padrdo de estereotipia também observado em
criangas com TEA, e por conta disso, o teste de en-
terramento de esferas de vidro ¢ bastante utilizado
em modelos animais de estudo do TEA (9,12,17).

Teste de interacao social. O teste de interagao
social ou teste de trés camaras foi citado em 13 dos
32 artigos utilizados (40,6%). Esse teste ¢ bastante
empregado para analisar o comportamento social,
a busca de novidades sociais, o reconhecimento de
pistas sociais e a intera¢do social de animais em
estudos sobre o TEA (8,10).

O aparato do teste consiste em um retangulo
de acrilico dividido em trés cdmaras iguais, no qual
o animal tem acesso as trés cdmaras por meio de
aberturas presentes nas divisorias entre as camaras
(6, 8).

A metodologia do teste de interacdo social
consiste em sessdes de habituacdo, sociabilidade ¢
novidade social (10). Para a habituacao, o animal
¢ colocado no compartimento central do aparato,
podendo explorar livremente as outras cdmaras por
periodo de 5 a 10 minutos (8). Na sessao de socia-
bilidade e novidade social, o animal é colocado no-
vamente ao centro; porém, ¢ acrescentado um ani-
mal estranho sob uma grade em uma das camaras
laterais (cAmara teste) e uma grade vazia na outra
camara lateral (cAmara oposta), sendo permitido ao



animal percorrer e explorar todas as camaras por
um periodo de 8 minutos (4,6,10).

Nessa etapa, preferéncia social e intera¢do
sdo definidas como permanecer significativamen-
te mais tempo com o animal estranho (na camara
teste) do que na camara oposta (10). As interacdes
sociais avaliadas neste teste consistem em cheirar
focinho a focinho, inspe¢do anogenital, exploracao
de flanco e comportamento de seguir (4). A quanti-
dade e a duragdo da interag@o sdao pontuadas, sendo
também calculado o niimero total de entradas na
camara teste e o tempo de interagdo social recipro-
ca (4,6,8,10). Os testes sao filmados e depois anali-
sados estatisticamente (4,10).

Uma das caracteristicas mais significativas do
TEA consiste no prejuizo de interagdo social, que
pode ser evidenciado através da dificuldade em
participar de atividades de grupo, tendéncia ao iso-
lamento, desapego afetivo e falta de empatia social.
Esta interagao social pode estar prejudicada por
déficits sensoriais, alteragdes de linguagem e difi-
culdade de comunicacdo (4). Animais experimen-
talmente induzidos ao TEA t€ém uma tendéncia a
apresentar nimero e tempo significativamente me-
nores de interacdo com um animal desconhecido,
apresenta¢dao comportamental semelhante a encon-
trada em individuos com TEA (6, 8).

Teste do comportamento repetitivo de auto-
limpeza. O teste do comportamento repetitivo de
autolimpeza foi citado em 10 dos 32 artigos utili-
zados (31,2%). O comportamento de autolimpeza é
um comportamento natural e articulado principal-
mente pelo estado de ansiedade do animal (4). Sua
avaliacdo tem como objetivo observar a presenca
de estereotipias e suas repetitividades (20), que sdao
bastante frequentes em animais modelos de estudo
de TEA (4,9). Esse comportamento compde-se de
movimentos em que o animal lambe as patas ante-
riores, a barriga e o dorso em uma progressao este-
reotipada (9).

Na avaliagdo do comportamento de autolimpe-
za, o roedor € colocado em uma gaiola padrao (9)
— vazia para evitar o comportamento de escavagao
— por ser competitivo com a estereotipia do com-
portamento de autolimpeza (21). Os 10 primeiros
minutos sdo de habituagdo sem que seja marcada
nenhuma pontuagdo (20); nos minutos seguintes,
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que variam de 5 a 20 dependendo do protocolo ¢ do
avaliador, sdo pontuados a quantidade de vezes que
o animal faz o movimento ¢ o tempo de duracdo
do movimento (9). Os animais tipicos (ndo indu-
zidos ao TEA) normalmente friccionam os pelos
com as patas anteriores com tempo de duragdo de
segundos ou até minutos (4). Quando a autolimpe-
za ¢é realizada por um tempo superior ao tempo dos
animais tipicos, este € considerado um comporta-
mento repetitivo (9).

Animais com caracteristicas do TEA apresen-
tam maior taxa de autolimpeza quando compara-
dos com animais neurotipicos, manifestando um
aumento na duracdo média dos episodios de auto-
limpeza, assim como na frequéncia desses eventos
(9,22). A atividade de autolimpeza tem sido empre-
gada como um indice de comportamento repetiti-
vo relevante para os estudos pré-clinicos do TEA,
pois demonstra que os animais induzidos ao TEA
manifestam comportamento estereotipado seme-
lhante ao de individuos humanos com o transtorno
(4,9,21,22).

Teste do labirinto em cruz elevado. O teste
do labirinto em cruz elevado (LCE) foi citado em
9 dos 32 artigos utilizados (28,1%). Esse teste foi
descrito, inicialmente, por Pellow e File (1986)
(23), sendo um teste bastante utilizado em modelos
animais de TEA, pois seus achados se relacionam
com a ansiedade (18,24), explorando a tendéncia
inata de medo por espagos abertos dos roedores,
traduzido pelo afastamento dos animais dos bragos
abertos do labirinto (9, 25, 26). Apesar de a ansie-
dade ndo ser a principal manifestacdo clinica do
TEA, ¢é considerada um problema recorrente nesses
individuos (27).

O labirinto em cruz elevado fica a 30cm de al-
tura do solo e € composto por quatro bragos (30 cm
x 6 cm X 15 cm) (9), sendo dois fechados e dois
abertos, separados por um centro, que ¢ 0 marco
inicial do teste (23, 28). Uma borda de 0,5 cm de
altura cerca as bordas dos bragos abertos (18), e
paredes de 40cm de altura cercam os bragos fe-
chados (24).

O animal é, inicialmente, colocado no centro
do labirinto com o rosto direcionado para um dos
bragos abertos, sendo-lhe permitida a exploragdo
do labirinto livremente (9, 27). A duracao do teste



pode variar de 5 a 15 minutos de acordo com a lite-
ratura (9,24-28).

A avaliacdo ¢ feita de acordo com o tempo
gasto nos bragos abertos, o tempo gasto nos bragos
fechados, a quantidade de vezes que ele entra nos
bragos abertos, a quantidade de vezes que entra nos
bragos fechados, bem como a parada no centro do
labirinto (24,26,28). Para quantificar o tempo gasto
em cada parte do labirinto, é necessaria a utiliza-
cdo de trés cronOmetros: um para contar o tempo
total de teste, um para contar o tempo nos bragos
fechados e o terceiro para contar a quantidade de
tempo em que o animal-teste fica nos bragos aber-
tos (24,25).

Em modelos animais de TEA, é observada
uma menor utilizacdo e entradas nos bragos abertos
que sdo consideradas luminosas, aversivas e inse-
guras em relacgdo aos bragos fechados considerados
escuros e protegidos, o que pode ser justificado
pelo sentimento de afastamento e estranheza apés
a exposi¢cdo a um novo ambiente, também demons-
trando sinais de ansiedade ¢ medo, manifestacoes
presentes no TEA (9,26).

A ansiedade pode gerar uma série de altera-
¢Oes comportamentais encontradas no TEA, tais
como comportamentos repetitivos, rituais, déficits
sociais, irritabilidade e medo. Essa ansiedade pode
ser determinada por dois fatores: 1) o grau da ame-
aca do evento — individuos no espectro apresentam
dificuldade em reconhecer o nivel de ameaca sofri-
do, com isso podem responder de forma exacerba-
da a um estimulo, transformando pequenos eventos
em situagdes altamente ameacadoras; o proprio
déficit sensorial destes individuos pode culminar
em uma reacdo intensificada; 2) o controle que o
individuo tem sobre um determinado fator estres-
sor — individuos com TEA normalmente sentem-
-se impotentes em administrar os eventos que 0s
rodeiam, inclusive aqueles potencialmente estres-
sores, gerando uma alta ansiedade e sentimento de
inseguranca e medo (29).

Teste de habituagdo olfativa e odores sociais.
O teste de habituagdo olfativa e odores sociais foi
citado em 7 dos 32 artigos utilizados (21,8%). As
interacdes sociais dependem, fortemente, de infor-
macoes olfativas. A comunicagdo em roedores de-
pende, principalmente, da olfacgdo (20,30).
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A avaliacdo da comunicacdo olfativa é feita
por meio de pistas olfativas ndo sociais e sociais
(6,12,18,30). O animal é colocado em uma gaiola
plastica limpa e habituado, geralmente, por um pe-
riodo de 10 minutos com um algodao sem nenhum
odor (30). Apoés esse periodo, o roedor recebe odo-
res sociais e ndo sociais por cerca de 3 minutos
cada um (20). Odores ndo sociais sdo selecionados
por ser uma novidade para o roedor, podendo ser
imita¢des de extratos de banana, améndoa e bauni-
lha. Ja os odores sociais sdo selecionados por fami-
liaridade, podendo ser utilizados maravalha suja de
suas gaiolas ou algoddo sujo com urina de outros
machos ou fémeas, odores familiares para o animal
(12,18,30).

No decorrer do periodo de apresentagdo das
dicas olfativas, o comportamento do roedor ¢ ava-
liado de acordo com o nimero de farejadas e a
duracdo que o roedor fareja, podendo ser pontua-
do manualmente ou por meio de video e software
(6,12,18,30). Dicas olfativas sdo um componen-
te importante da investigacdo social de roedores.
Odores ndo sociais, geralmente, s provocam um
nivel modesto de resposta de cheirar. Ja os odores
sociais sdo considerados mais atraentes pelos roe-
dores e podem provocar uma resposta inicial mais
forte ao cheirar (12,20).

Teste claro-escuro. O teste de exploragao cla-
ro-escuro foi citado em 6 dos 32 artigos utilizados
(18,7%). Esse teste ¢ aplicado para a avaliacdo do
comportamento de ansiedade (9,18,31), e é reali-
zado em uma caixa grande dividida em dois com-
partimentos: o compartimento maior, cerca de %
do tamanho total da caixa, é chamado de espaco
claro, aberto superiormente e iluminado por uma
lampada de 100W posicionada a 90 cm acima do
aparelho; um pequeno compartimento preto com-
posto por Y5 do tamanho da caixa que ¢ chamado de
espaco escuro e € coberto por uma tampa preta re-
movivel; entre os dois compartimentos, existe uma
abertura, medindo 7 cm e posicionada na altura do
chao da caixa (32,33). O tamanho total da caixa é,
geralmente, de 46 x 27 x 30cm (I X ¢ X a), sofrendo
algumas alteragdes de acordo com o tipo de estudo
realizado e com seu pesquisador (32). O animal ¢
colocado no centro da cAmara iluminada e liberado
para explorar entre as cdmaras por um periodo de
10 minutos (9). A partir disso, ¢ contado o tempo



utilizado no lado escuro da cdmara e o numero total
de transigoes entre as cdmaras do lado claro e escu-
ro, que podem ser pontuados pelo avaliador ou por
meio de sofiwares (32,34).

Uma diminuigdo na quantidade de tempo gasto
no compartimento claro bem como no nimero de
entradas dos animais neste compartimento eviden-
cia um comportamento de ansiedade (18,32). Apesar
de roedores terem o instinto de explorar novos am-
bientes, aqueles que sdo induzidos ao TEA tendem a
demonstrar repulsa ao espago claro, o que dificulta
ou impede o comportamento exploratorio desses ro-
edores, o que pode ser explicado pela presenca de

CONCLUSAQ

Os testes comportamentais mais comumente
utilizados no estudo experimental do transtorno
do espectro autista foram teste de campo aberto,
teste de enterramento de esferas de vidro, teste de
interagdo social, teste do comportamento repetitivo
de autolimpeza, teste do labirinto em cruz eleva-
do, teste de habituacao olfativa e odores sociais ¢
teste claro-escuro. Os testes citados na literatura
apresentam importante correlagdo com o compor-
tamento humano no TEA, possibilitando o estudo
e a compreensdo das alteragdes comportamentais

alto grau de ansiedade nestes animais (9, 32).

desse transtorno.

Quadro 1. Resumo das metodologias para estudo experimental do TEA empregadas pelos autores referen-
ciados nesta revisao (publica¢des entre junho e setembro de 2019)

Autor

(3) Wagner GC, Reuhl KR, Cheh M,
Mcrae P, Halladay AKA. 2006.

(4) Hirsch MM, Deckmann I, Fontes-
dutra M, Bauer-negrini G, Nunes
GDF, Nunes W, Rabelo B, Riesgo R,
Margis R, Bambini-junior V, Gottfried
C. 2018.

(5) Bambini-junior V, Rodrigues
L, Behr GA, Moreira JCF, Riesgo R,
Gottfried C. 2011.

(6) Hamilton SM, Spencer CM,
Harrison WR, Yuva-Paylor LA, Graham
DF, Daza RAM, Hevner RF, Overbeek
PA, Paylor R. 2011.

(8) Chao OU, Yunger R, Yang Y. 2018.

(9) Cai Y, Wang L, Xiao R, Li X, He X,
Gao J, Xu H, Fan X. 2017.

(10) Matsui F, Hecht P, Yoshimoto K,
Watanabe Y, Morimoto M, Fritsche K,
Will W, Beversdorf D. 2018.

(12) Chang Y, Cole TB, Costa LG.

2018.

(13) Sadakata T, Shinoda Y, Oka M,
Sekine Y, Furuichi T. 2013

Espécie, linhagem e quantidade
de animais

Camundongos BALB. 31 filhotes
expostos a VPA pré-natal (n = 14
fémeas e n = 17 machos). Expostos
a VPA pos-natal (n=42 machos).

Ratos Wistar. Apenas machos da
prole foram usados neste estudo.

Ratos Wistar. (n=4-6 machos) de
cada ninhada.

Camundongos OVE876B*.
Utilizaram camundongos machos
e fémeas.

Camundongos endogamicos BTBR
T + Itpr3tf/J (BTBR). (n=3-5
machos) por gaiola.

Camundongos BTBR T + tf/J
(BTBR). Camundongos machos
foram usados.

Camundongos SERT/S. Apenas
camundongos SERT/S machos
mostraram comprometimento social
e comportamento estereotipado.

Camundongos C57BLl/6J. (n=
2 machos e n=2 fémeas) de
cada ninhada selecionados
aleatoriamente para testes
comportamentais.

Camundongos HE** CAPS2.

Tipo de indugao ao TEA

Fase pré-natal: Agente indutor de TEA: VPA
(200 mg/kg); Tempo: E12-17 dias.

Fase pos-natal: Filhotes machos de 14 d;
Inducdo de TEA: VPA (200 mg/kg ou 400
mg/kg).

Fase pré-natal: Agente indutor de TEA: VPA
(600 mg/kg); Tempo: E12.5 dias.

Fase pré-natal: Agente indutor de TEA: VPA
(600 mg/kg); Tempo: E12.5 dias.

A linha transgénica foi gerada por
microinjecdo de um minigene de tirosinase
em embrides FVB albinos em estagio de 1
célula. 0 padrao de heranca transgénica foi
determinado como ligado ao X.

Camundongos machos endogamicos
BTBR T + Itpr3tf/J (BTBR), um modelo
de camundongo fenotipico com validade
facial para TEA e camundongos machos
(57BL/6J.

Camundongos BTBR T + tf/J (BTBR)
foram criados a partir de pares adultos e
camundongos C57BL/6J foram fornecidos.

Fase pré-natal: Agente indutor de TEA:
estresse com transportador de serotonina
heterozigotica (SERT) KO em camundongos
SERT/S.

As maes gravidas e os filhotes foram
expostos a escapamento de diesel (DE)
(concentragdo de 250-300 pg/m 3 PM)
por 6 h por dia e 5 dias por semana do dia
embrionario 0 ao dia pos-natal 21.

Camundongos heterozigotos CAPS2.
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Testes comportamentais

Endireitamento de superficie, endireitamento no
ar, Forca de preensdo do fio suspenso, geotaxia
negativa, feixe de equilibrio, labirinto aquatico,
esquiva passiva, comportamento autolesivo.

Comportamento social reciproco, transmissao
social da preferéncia alimentar (STFP),
comportamento repetitivo de auto-higiene.

Teste de sociabilidade de trés camaras, labirinto
em Y, labirinto aquatico de Morris.

Atividade de campo aberto, teste de trés
camaras, teste de interacdo social direta,
interagoes agressivas, deteccao e discriminagao
olfativa.

Teste de Sociabilidade, Campo Aberto, Teste de
Atencdo ao Objeto, Plataforma Elevada Aberta.

Abordagem social de trés camaras, Interacoes
sociais reciprocas homem-mulher, Locomogao
em campo aberto, Auto-limpeza, Enterramento
de marmore, Labirinto em cruz elevado,
Transicoes Light®dark.

Teste de campo aberto, labirinto em cruz
elevado, auto-limpeza, enterramento de
marmore, social de 3 camaras.

Teste de campo aberto, teste de preferéncia
social, interagdo reciproca, habituacao olfativa
a odores sociais, teste de enterrar marmore,
teste de alternancia espontanea de labirinto
emT.

Teste de campo aberto, teste de reconhecimento
de objeto novo.

continua na proxima pagina



Espécie, linhagem e quantidade
de animais

Tipo de inducao ao TEA

Testes comportamentais

(15) Wang L, Almeida LEF, Spornick
NA, Kenyon N, Kamimura S,
Khaibullina A, Nouraie M, Quezado
ZMN. 2016.

(17) Kane MJ, Angoa-Peréz M, Briggs
DI, Sykes CE, Francescutti DM,
Rosenberg DR, Kuhn DM. 2012.

(18) Dhamne SC, Silverman JL, Super
CE, Lammers SHT, Hameed MQ, Modi
ME, Copping NA, Pride MC, Smith

DG, Rotenberg A, Crawley IN, Sahin
M. 2017.

(19) Angoa-Pérez M, Kane MJ, Briggs
DI, Francescutt DM, Kuhn DM. 2013.

(20) Du L, Zhao G, Duan Z, Li F.
2017.

(21) Silverman JL, Oliver CF, Karras
MN, Gastrell PT, Crawley JN. 2013.

(22) Mehta MV, Gandal MJ, Siegel
SJ. 2011.

(25) Schneider T, Roman A, Basta-
Kaim A, Kubera M, Budziszewska B,
Schneider K, Przewlocki R. 2008.

(26) Degroote S, Hunting D, Takser
L. 2018.

(27) Morakotsriwan N, Wattanathorn
J, Kirisattayakul W, Chaisowamongkol
K. 2016.

(28) Moy SS, Nadler JJ, Young NB,
Perez A, Holloway LP, Barbaro RP,
Wilson LM, Threadgill DW, Lauder JM.
Magnuson, T.R. 2007.

(34) Greco B, Manago F, Tucci V, Kao
H, Valtorta F, Benfenati F. 2013.

Camundongos BTBR. n=3-5/gaiola.

Camundongos TPH2. As ninhadas
foram separadas por sexo.

Camundongos Shank3B. Em
consideracdo ao baixo rendimento
do Shank3Bcoldnia reprodutiva,
todos os descendentes
sobreviventes foram usados para
testes.

Camundongos TPHSKO***

Ratos Wistar (n=4 fémeas) e seus
filhotes (n=20 machos)

Camundongos BTBR T + tf/J
(BTBR). Apds o desmame, os
juvenis foram alojados em gaiolas
de trés e quatro, por sexo e
linhagem.

Camundongos C57BL/6Hsd (B6).
(n=10 fémeas) e seus filhotes
(24=machos).

Ratos Wistar. Os experimentos
foram realizados em filhos adultos
do sexo masculino e feminino das
fémeas.

Ratos Wistar. (n=12 fémeas)
divididas em 2 grupos de 6 maes
cada.

Descendentes de machos e fémeas,
(n=5 machos e n=5 fémeas) por
grupo.

(n=20 machos) de cepas
consanguineas, C57B/6J, C57L/J,
DBA/2J, FVB/NJ, AKR/J, A/J,
BALB/cByJ e 129S1/SvImJ, (n=19
machos) da cepa C3H/HeJ, (n=24
machos) do BTBR T + tfA estirpe/J.

Camundongos C57BL / 6J.
Roedores machos de dois meses
(jovens) e 6 meses (adultos)
de ambos os genodtipos foram
usados para as experiéncias
comportamentais.

Machos e fémeas.
Camundongos BTBR e B6 .

Camundongos TPH2 foram derivados de
cruzamentos de machos heterozigotos
(TPH2 +/-) e fémeas heterozigotas (Tph2
+/-) em um fundo C57BL/6-Sv129 misto.

Camundongos Shank3B e mutantes

nulos foram gerados cruzando machos
heterozigotos de 8 a 14 semanas de idade
com fémeas heterozigotas da mesma idade.

Camundongos sem o gene para triptofano
hidroxilase 2 (TPH2).

Fase pré-natal: Agente indutor de TEA: VPA
(600 mg/kg); Tempo: E12.5 dias.

0s camundongos BTBR T + tf/J (BTBR)
foram alojados e criados usando trios de
reproducdo de harém.

Fase pré-natal: Agente indutor de TEA: VPA
(600 mg/kg); Tempo: E13 dias.

Fase pré-natal: Agente indutor de TEA: VPA
(600 mg/kg); Tempo: E12.5 dias.

Grupo controle: alimentadas com Dieta
Basal 5755 (folato 4,2 mg/kg; colina
1400 mg/kg) de TestDiet ® até G15;
Grupo de indugdo chamado FD: déficit de
folato peri-conceitual alimentado com
Dieta 5BRC de TestDiet ® até G15, que é
semelhante a Dieta Basal 5755 em todos
os nutrientes, exceto para acido félico (0,2
mg/kg) e colina (750 mg/kg), que é uma
ingestdo didria minima para roedores, e a
adicdo de SST 1%.

Pés-natal: Agente indutor de TEA: VPA
(400 mg/kg); Tempo: 14d.

Gerados SynlI -/-, SynII -/- e SynIII -/-
murganhos, foram retrocruzadas com um
fundo C57BL/6J através de, pelo menos,
dez geragoes.

Teste de campo aberto com trés camaras, auto-
limpeza.

Escolha de cheiro materno, teste de meméria
social, teste de objeto novo, discriminagao
olfativa social, interagao social direta,

teste de sociabilidade de trés camaras,
marcacao de cheiro de urina, trituragao de
ninho, enterramento de marmore, escavagao
compulsiva.

Interagdes sociais reciprocas juvenis, labirinto
em cruz elevado, transicoes claroRescuro,
locomogao em campo aberto, reconhecimento
de objetos novos, auto-limpeza repetitiva e
sepultamento de marmore, abordagem social

de trés camaras, habituacdo / desabituacao
olfativa, prato quente, interacdo social homem-
mulher, Condicionamento do medo, aquisi¢do do
labirinto de agua de Morris.

Teste de enterramento de marmore, teste de
fragmentagdo de Nestlet.

Teste de auto-limpeza, habituagao /
desabituacdo olfativa, interagao social.

Abordagem social, teste de interagao social
masculino-feminino, Ensaio de auto-limpeza,
Locomogao em campo aberto, Reconhecimento
de objeto novo.

Ensaio de auto-limpeza, teste de campo
aberto e locomotor, ensaio de enterramento de
marmore.

Reatividade nociceptiva, atividade locomotora
e repetitiva/estereotipica, labirinto em cruz
elevado, comportamento social.

Campo aberto, interagdes sociais, enterro de
mérmore, labirinto em cruz elevado.

Teste da placa quente, interagao social,

teste do labirinto em cruz elevado, teste do
labirinto aquatico de Morris, teste do Rotarod,
comportamentos de esteredtipo.

Campo aberto, Sociabilidade e preferéncia

pela novidade social, Teste olfativo, teste de
comportamento social, Teste do labirinto em
cruz elevado, Labirinto em T, Teste do labirinto
de agua.

Campo aberto, teste claro-escuro, teste de
preferéncia de sociabilidade e novidade social,
teste de reconhecimento social, teste de

tubo para dominagéo social, teste de intruso-
residente, teste de transferéncia social de
preferéncia alimentar, teste olfativo de comida
enterrada, teste de enterrar marmore e auto-
limpeza comportamento.

*Denominado transgénicos de tragos semelhantes ao autista maltiplo (MALTT); **Heterozigotos; ***Sem o gene para triptofano hidroxilase 2
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