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Resumo

O amplo espectro dos transtornos invasivos do desenvolvimento (TID) caracteriza-
se por atrasos no desenvolvimento de habilidades de socididade e de
comunicagdo, e se destaca pela dificuldade encontrada pelos pesquisadores em
mimetizar esses transtornos para o estudo em laboratério. Modelos animais de
transtornos com marcador biolégico, como a sindrome de Rett, Sio desenvolvidos
por meio da manipulagdo do fator causal para investigar suas consequéncias. Por
outro lado, os modelos animais de transtornos sem marcador bioldgico como
transtorno autista, sindrome de Asperger, transtorno desintegrativo da infincia ou
transtornos do desenvolvimento sem causa definida objetivam o entendimento das
bases neurobiologicas de cada dominio afetado de forma isolada. Até agora,
nenhum dos modelos animais propostos capturam todos os dominios afetados em
TID. Nessa revisio, sio apresentados os modelos animais de sindrome de Rett que
focam as consequéncias comportamentais das manipulagoes do gene MECP2, e
modelos animais de autismo gque podem ser divididos em trés grupos refletindo
cada dominio do desenvolvimento afetado.
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Abstract

The broad spectrum of pervasive development disorders (PDD) is mainly
characterized by delays in the development of social and communication skills,
highlighted by the problems found by researchers in mimicry this disorder in
laboratory studies. Anima models of syndromes with biological markers, such as
Rett syndrome, are developed through the manipulation of its causal factors to
investigate its consequences. On the other hand, anima models of disorders
without defined biologica markers, such as autistic disorder, Asperger’s
syndrome, childhood disintegrative disorder and pervasive developmental disorder
not otherwise specified aim to understand each affected domain individually. Up to
now, none of the proposed anima models capture all three affected domains in
PDD. In thisreview are presented anima models for Rett syndrome that focus in
the behavioral consequences of MEP2 gene manipulations, as well as animal
models of autism that could be divided in three groups, reflecting each impaired
developmental domain.
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Introduciao

Transtornos invasivos do desenvolvimento (TID) incluem transtorno autista, sindrome de
Asperger, sindrome de Rett, transtorno desintegrativo da infancia e transtornos do desenvolvimento
sem causa definida (DSM 1V). Pessoas com esses transtornos tém em comum disfungdes nos
dominios da comunicagao e socializagdo. Dentre os cinco transtornos acima citados, a sindrome de
Rett ¢ a unica disfungdo com marcador biologico (AMIR et al., 1999; HUPPKE et a., 2000). O
desconhecimento de marcadores biologicos para os outros transtornos dificultam o estudo da
neuropatofisiologia, bem como seu diagnoéstico. Com o desenvolvimento de novas tecnologias,
avangos tém sido possiveis, destacando-se 0 uso de ressonancia funcional magnética e o tragado do
olhar (eye-tracking) (KLIN et a., 2002a; KLIN et a., 2002b; BRAMBILLA et a., 2003; PALMEN
e VAN ENGELAND, 2004; COURCHESNE et al., 2004; HUGHES, 2007). No entanto, a natureza
complexa de TID pesquisas utilizando apenas modelos humanos ¢ limitado. Assim, modelos
animais ndo-humanos podem contribuir no entendimento das bases neurobiologicas de TID (LIM,
BIELSKY e YOUNG, 2005). Nessa revisio iremos abordar modelos animais em sindrome de Rett
e autismo enfatizando as diferentes estratégias utilizadas no desenvolvimento de modelos quando se
conhece 0 marcador biologico ou nao. Modelos em sindrome de Rett concentram-se na
manipulagio do gene MECP2 em camundongos e consequente investigagdo das alteragdes
neuroanatomicas e funcionais. JA modelos em autismo Sio gerados baseando-se nos sinas
comportamentais e neurobiologicos apresentados pelos pacientes, bem como manipulagao de
possiveis causas como agentes teratogénicos ou mesmo alteragds genéticas, e SUas consequéncias

neurofuncionais.
Modelos Animais em Sindrome de Rett

A sindrome de Rett afeta meninas que aprensentam desenvolvimento normal entre 6 e 18
meses e que gradualmente perdem suas habilidades motoras, de linguagem, e apresentam
movimento estreotipados. Em pelo menos 80% dos casos, o quadro ¢ resultado de alteracdes no
gene MECP2, localizado no brago longo do cromossomo X dominante (AMIR et al., 1999;
HUPPKE et al., 2000). O gene MECP2 ¢ responsavel pela produgio da proteina MeCP2, envolvida
na repressio da transcri¢ao, prevenindo a produgdo de proteinas desnecessarias. Essa proteina é
expressada em diferentes tecidos corporais, mas pesquisas sugerem ser essencial para o
funcionamento normal de neurénios aonde ¢ ricamente expressado. Pessoas com sindrome de Rett

apresentam anomalidades na morfologia neuronal, mas auséncia de morte neuronal anormal o que



sugere um transtorno do desenvolvimento e ndo um transtorno neurodegenerativo (ARMSTRONG
et al., 1995).

Depois de 30 anos da primeira descricao da sindrome de Rett seu marcador biologico foi
identificado, e apds dois anos modelos utilizando animais transgénicos foram criados (AMIR et d.,
1999; GUY et al., 2001; CHEN et al., 2001). Pelo menos trés model os animais foram desenvolvidos
com alteragoes diferentes no gene MECP2 levando a diferentes fendtipos.

Utilizando a tecnologia Cre-lox, que possibilita delegoes seletivas de genes, foram gerados
camundongos sem a expressao do gene MECP2 (GUY et a., 2001; CHEN et a., 2001).
Inicialmente os camundongos mutantes apresentavam desenvolvimento aparentemente normal
seguido por progressiva disfungdo neuroldgica culminando em morte aos dois meses. Fendtipos
similares foram encontrados ao comparar camundongos com repressio do gene MECP2 em todos
o0s tecidos do corpo ou especificamente em neurdnios. Esses resultados sugerem que a repressio da
proteina MeCP2 em neurdnios € suficiente para gerar comportamentoS Similares aos de pessoas
com sindrome de Rett (GUY et a., 2001; CHEN et al., 2001). Interessantemente, a inativagao de
MECP2 apenas em neurénios pos-mitoticos também causa alteragdes fenotipicas, mas com inicio
tardio sugerindo que a proteina MeCP2 possua uma fungdo critica em neurdnios po-mitdticos
(CHEN et a., 2001).

Em um outro model o, foi inserido um codon de terminagdo prematuro (truncating mutation)
no gene MECP2 que causa a produgdo de proteinas menores, instaveis e que sdo facilmente
degradadas pelas células (SHAHBAZIAN et a., 2002). Essa mutagido causa um fendtipo moderado
se comparado a0 modelo acima mencionado. Esses camundongos apresentaram sinais de
comprometimento neurologico apenas apds Seis semanas como disfungdes motoras progressivas
(SHAHBAZIAN et d., 2002), prejuizos em comportamentos sociais (MORETTI et al., 2005) e
prejuizos de memoria e aprendizagem (MORETTI et al., 2006).

Recentemente foram gerados camundongos com delecao condicional do gene MECP2.
Nesse modelo 0 gene pode ser ativado externamente por meio de injegdes de tamoxifen, substancia
gue ativa o receptor modificado de estrogenio acoplado a recombinase Cre, 0 que permite a
translocagao ao nucleo neuronal. Esses camundongos apresentam desenvolvimento normal entre 4 e
12 semanas seguido de alteragdes locomotoras, tremores e anormalidades respiratérias. O
tratamento com injegcdes semanais de ramoxifen apos o inicio das manifestagdes neurologicas foi
eficaz na redugdo dos sintomas e prolongamento do tempo de vida para 17 semanas (GUY et al.,
2007). Esses dados sugerem que as manifestagdes neurologicas decorrentes de alteragdoes do

funcionamento do gene MECP2 podem ser revertidas, pelo menos em camundongos, por meio da



ativagdo do gene MECP2. Vae ressaltar que esses resultados nao podem ser diretamente
extrapolados para modelos humanos pelo fato de que mutagdes no gene humano ndo podem ser

mani puladas em humanos utilizando a mesmatécnica utilizada por Guy e cols (GUY et a., 2007).

Diferente dos modelos animais em sindrome de Rett que se concentram em alteragdes do
gene MECP2, modelos animais em autismo partem dos sinais apresentados pelas pessoas com

autismo em busca da causa neurobiologica.
Modelos Animais em Autismo

O diagnostico clinico em autismo ¢ predominantemente baseado na sintomatologia, ou sgja,
presenca de comportamentos estereotipados, restricio de interesses, pPrejuizos em comunicagio,
linguagem e sociadlizagdo (DSM-IV). Autismo, diferente da sindrome de Rett, ndo pode ser
detectado por meio de testes laboratoriais ou comportamentais. Evidéncias apontam que se trata de
um trantorno com causa poligénica (entre cinco ¢ dez genes) devido a0 quadro de manifestagdes
complexo (RAMOZ et al., 2001). Alguns achados Sio recorrentes como aumento do tamanho da
cabeca e volume cerebral (PIVEN et al., 1995; COURCHESNE et a., 2001), e alteragcdes em
estruturas encefalicas como redugiao do volume do hipocampo, amigdala, e corpo caloso (PIVEN et
a., 1997; AYLWARD et al., 1999; SAITOH et d., 2001, mas ver também SPARKS et al., 2002;
SCHUMANN et a., 2004). Outros achados incluem redugdo do nimero de células de Purkinje no
cerebelo e alteragdes funcionais nos cortices frontal e temporal (HAPPE et al., 1996; SCHULTZ et
al., 2000). Esses achados morfoldgicos e consequentemente funcionais sio variaveis, em parte

devido a sua causa poligénica e a alta taxa de comorbidades.

Avangos tém sido alcangados no conhecimento da neurobiologia do autismo, mas 0 uso
apenas de modelos humanos ¢ limitante para o entendimento de mecanismos disfuncionais
associados a patofisiologia do autismo. Modelos ndo-humanos podem ser utilizados para promover
conhecimento a respeito das bases neuroanatomicas, moleculares e funcionais comprometidas em
pessoas com autismo (LIM, BIELSKY e YOUNG, 2005). Os modelos animais propostos em
autismo avaliam de forma isolada cada componente da triade (1) interagdes sociais, (2) linguagem e
comunicagdo, (3) interesses restritos, comportamentos repetitivos e resisténcia a mudanca
(YOUNG, 2002; CRAWLEY, 2004).

Interacoes Sociais



Relacdes sociais sdo construidas e mantidas a partir de reconhecimento social entre
individuos da mesma espécie. Pesquisadores tém investido em pesquisa basica para desvelar as
regides do sistema nervoso, bem como neurotransmissores e cascatas moleculares engajadas no
estabel ecimento das interagdes sociais em diferentes espécies. Inimeras manipulagdes das variaveis

de interesse, i.e. neurotransmissores, genes, etc, sio analisados utilizando testes comportamentais.

Experimentos desde a década de 70 buscam desvelar o papel dos neurotransmissores
oxitocina e vasopressina na memoria social de roedores. A memoria social em roedores pode ser
avaliada como a capacidade de roedores modularem seus comportamentos sociais ao encontrar um
conspecifico, i.e. reduzir a quantidade de comportamentos sociais a0 re-encontrarem 0 mesmo
roedor (THOR e HOLLOWAY, 1982). Tanto a oxitocina como a vasopressina modulam a memoria
social (DANTZER et al., 1988; INSEL, 1997; EVERTS e KOOLHAAS, 1997; FERGUSON et d.,
2000; FERGUSON et al., 2001; YOUNG, 2002; YOUNG et a., 2002). Camundongos que nao
expressam oxitocina foram gerados (OTKO), e apresentaram prejuizos especificos na formagao de
memoria social, Ou sgja, a0 reencontrar um mesmo camundongo os OTKO ndo eram capazes de
reduzir a quantidade de investigagio social (FERGUSON et a., 2000; FERGUSON et a., 2001).
No entanto, a memoria social pdde ser recuperada apos infusio de oxitocina no nicleo medial da
amigdala antes do encontro social (FERGUSON et a., 2000; FERGUSON et al., 2001). Uma
critica a esse modelo fundamenta-se no fato de que dificilmente animais nao produziriam um
neurotransmissor, mas sim poderiam ter disfun¢des relacionadas com a liberagdo ou sintese do

mesmo.

Para contornar essa critica, pesquisadores encontraram uma espécie de roedores que ¢é
naturalmente a-social, ndo-monogamico e que ndo cuida da prole, conhecida como arganaz da
montanha (Microtus montanus). Nessa mesma familia, ha outra espécie predominantemente social,
monogamica, ¢ que cuida da prole, o arganaz do campo (Microtus ochrogaster). A comparagao
entre essas duas espécies possibilitou um avango na compreensdo das bases bioldgicas da
sociabilidade. Em geral, o estudo da sociabilidade em arganazes se da pelo teste de preferéncia
social, ou sga, arganazes sociais apds coabitarem ou cruzarem com uma fémea, a preferem em
relacdo a uma fémea desconhecida, mas os arganazes a-SociaiS Ndo mostram essa preferéncia (para
revisio ver YOUNG e HAMMOCK, 2007). Uma diferenga marcante entre eles ¢ a distribuigdo de
receptores de vasopressina do tipo Vl1a nas regides encefalicas relacionadas a0 sistema de
recompensa (INSEL et d., 1994; PITKOW et a., 2001; LIM, HAMMOCK e YOUNG, 2004).
Receptores V1a sio encontrados na regido ventro-palidal em arganazes socials, mas nao nos
arganazes a-sociais (INSEL et al., 1994).



Adicionalmente, para investigar o papel dos receptores V1a um arganaz transgénico foi
desenvolvido de forma que a expressio de receptores Vla fosse semelhante ao dos arganazes
sociais (PITKOW et al., 2001). Apos infusdo de vasopressina nos ventriculos laterais, 0S arganazes
transgénicos exibiram aumento na quantidade de comportamentos &filiativos e aumento da
preferéncia pela arganaz com a qual eles coabitaram a uma arganaz desconhecida mimetizando o
fendtipo dos arganazes sociais. ESses arganazes transgénicos possuiam maior expressdo de
receptores na regiao ventro palidal quando comparados aos arganazes a-sociais ndo transgénicos.
Esses dados sugerem que a expressio de Vla na regido ventro palidal parece critica para adesdo
socid (social attachment) e diliagdo (PITKOW et a., 2001). Existem algumas especulagdes de que
talvez esse gene tenha fungdes similares em humanos, ou seja, na localizagdo e densidade de
receptores de vasopressina. Essas alteragdes poderiam estar relacionadas a falta de sensagdo de
recompensa ao reencontrar Com uma pessoa, 0 que levaria a falta de interesse em manter relagoes
sociais. Essas especulagdes surgiram apds pesquisas sugerindo que autistas apresentam variagdes no
gene AVPR1a (WASSINK et a., 2004). Alteracdes encontradas em outros genes tém motivado

investigagdes utilizando model os animais em outros dominios como linguagem e comunicagao.

Linguagem e Comunicac¢io

Diferente de humanos, roedores nao apresentam linguagem, No entanto exibem interessantes
mecanismos de comunicagio social. A vocalizacdo ultrassonica emitida pelos filhotes e a utilizagao
de pistas olfatorias ambientais sio modelos utilizados para avaliagdo da comunicagdo (EHRET,
2005; BRUDZYNSKI, 2005). Como roedores Sio animais macrosmaticos eles utilizam
informagdes feromonais para definir limites territoriais, comportamentos sexuais e determinagio de
relacdes de dominancia ¢ submissdao em grupos sociais (BAKKER, 2003; NEVISON et a., 2003).
Disfungdes na identificagdo da presenca de feromodnios de conspecificos no ambiente indicam

prejuizos nos padroes de comunicagdao (CRAWLEY, 2004).

O modelo mais utilizado para investigar comunicagio social baseia-se na emissio de ondas
ultrassonicas por filhotes apds separagdo maternal (BRANCHI et a., 2004). Para investigar o papel
do gene FOXP2 que foi associado a prejuizos de comunicagao e linguagem em humanos, e que esta
localizado em um dos cromossomos identificados em estudos de ligagdo em pessoas com autismo
(7931), foram gerados camundongos com alteragido nesse gene (FISHER et al., 1998; SHU et al.,
2005). Esses camundongos apresentaram alteracdes significativas na vocalizagdo ultrassonica
decorrentes da separagdo materna ¢ anormalidades cerebelares, mas outras habilidades como

aprendizagem e memoria mostraram-se intactas (SHU et al., 2005). Investigagdes utilizando esse



modelo contribuem para a identificagdo de mecanismos neurobiol6gicos afetados culminando em

alteragdes da comunicagio.

Para investigar 0s mecanismos neurobiologicos que suportam a presenga de
comportamentos repetitivos, comportamentos repetitivos e resisténcia a mudangas, alguns modelos
comportamentais tém sido propostos, bem como as consequéncias da administracdo de drogas

teratogénicas durante o periodo gestacional.

Interesses Restritos e Movimentos Repetitivos

Autistas apresentam interesses restritos, comportamentos repetitivos e resisténcia a
mudangas. Alguns testes comportamentais tém sido propostos para estudar esses comportamentos
em roedores. Em geral, nesses testes 0s animais sio treinados a adotar uma rotina para receber
recompensa, i.e. encontrar a plataforma em uma piscina na qual eles foram colocados, ou encontrar
comida no final de um labirinto, e apos terem aprendido essas tarefas, 0s animais Sio forcados a
adotar diferentes estratégias para receber recompensas em outros locais. As dificuldades
encontradas por animais em adotar outras estratégias talvez sejam semelhantes a inflexibilidade
cognitiva mediante rotinas observado no autismo (CRAWLEY, 2004).

Alguns modelos se baselam nas consequéncias da exposicdo pré-natal a agentes
teratogénicos, pois esse tem sido considerado um fator de risco para o autismo (WILLIAM e
HERSH, 1997; WILLIAM et a., 2001). Um dos modelos baseia-se na exposi¢ao de ratas prenhas
a0 acido valproico, uma droga antiepilética, no 12° dia gestacional. Essa exposi¢do nao produz
anormalidades neuroanatomicas semelhantes as encontradas em pessoas com autismo, mas 0S
filhotes apresentam distarbios comportamentais pos-natais como 0 aumento de tempo gasto em
atividades estereotipadas (SCHNEIDER e PRZEWLOCKI, 2005; INGRAM et a., 2000). Essas
alteragdes comportamentais exibidas por animais expostos ao acido valproato sdo afetadas por
alteragdes no ambiente, e amenizadas por meio de enriquecimento de ambiente (SCHNEIDER,
TURCZAK e PRZEWLOCKI, 2006). Autores sugerem que talvez o enriquecimento do ambiente
pode ser uma importante ferramenta para o tratamento de pessoas com TID (SCHNEIDER,
TURCZAK e PRZEWTOCKI, 2006).

Conclusoes

Devido a multiplicidade etiologica e fenotipica apresentada por pessoas com TID

pesquisadores tém investido em modelos que possam auxiliar na compreensio das bases



neurobiologicas dessas desordens. Modelos animais em sindrome de Rett sugerem que
manipulagdes do gene MECP2 em camundongos mimetizam os sinais encontrados em humanos, e
pelo menos em animais, 0s danos podem ser revertidos por meio da ativagdo desse gene. Ja os
model os animais em autismo tem auxiliado na compreensio das bases neurobioldgicas de cada um
dos trés dominios do desenvolvimento. Modelos animais em TID nao sdo facilmente aceitos por
envolver regides corticais que sdo desenvolvidas em humanos, mas ndo em animais inferiores. Vale
ressaltar que os modelos animais ndo tem por objetivos suprir a insuficiéncia de conhecimento a
respeito de TID, e sim contribuir para o entendimento do mesmo. E mais, os resultados
provenientes de experimentacao animal ndo podem ser extrapolados diretamente para a clinica. O
proximo passo ¢ aumentar a interagao entre pesquisa basica e clinica para que estudos controlados
em humanos, bem como modelos animais possam, em associagdo, promover melhorias na

qualidade de vida de pessoas com TID.
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