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RESUMO

Introdugao: O autismo é um disturbio neuropsiquidtrico com base bioldgica significativa.
Faz parte de um grupo de condi¢cdes definidas como transtornos invasivos do desenvolvi-
mento e é caracterizado de um ponto de vista comportamental, com etiologias multiplas e
graus variados de gravidade. Entre os modelos animais de autismo estudados mais extensiva-
mente estdo aqueles derivados da exposicao a agentes teratogénicos. Objetivo: O objetivo
deste estudo foi mostrar evidéncias sobre a associacao entre a exposi¢do ao acido valproico
e o desenvolvimento de sinais clinicos semelhantes aos encontrados em pacientes autistas,
por meio de uma revisdo de literatura. Método: Este é um artigo de revisao de literatura
realizado mediante pesquisas no MedLine e SciELO. Foram utilizadas as palavras-chave “au-
tismo”, “acido valproico” e “modelo animal de autismo”. Selecionaram-se artigos publicados
entre os anos de 2008 a 2012. Resultados: Foi encontrado um total de 119 artigos e, desses,
foram selecionados 22 artigos. Conclusao: Modelos animais gerados pela exposicédo de pré
ou pods-natal de dcido valproico apresentam caracteristicas adequadas para o estudo do au-
tismo, principalmente porque evidenciam caracteristicas comportamentais similares aquelas
encontradas em individuos autistas.

ABSTRACT

Introduction: Autism is a neuropsychiatric disorder with significant biological basis. Part of a
group of conditions defined as pervasive developmental disorders, and is characterized from
a behavioral point of view, with multiple etiologies and varying degrees of severity. Among
the animal models of autism studied most extensively are those derived from exposure to
teratogenic agents. Objective: The The aim of this study was to provide evidence on the as-
sociation between exposure to valproic acid and the development of clinical signs similar to
those found in autistic patients, through a literature review. Method: This article is a literature
review conducted by searching MedLine and SciELO. We used the keyword autism, valproic
acid animal model of autism. We selected articles published between the years 2008 to 2012.
Results: We found a total of 119 articles were selected and these 22 articles. Conclusion:
Animal models generated by exposure to prenatal or postnatal valproic acid have characte-
ristics suitable for the study of autism, mainly because behavioral traits show similar to those
found in autistic individuals.
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INTRODUCAO

O transtorno do espectro autista (TEA) é um disturbio neu-
ropsiquiatrico com base biolégica significativa, que se de-
senvolve nos primeiros trés anos de vida'. E parte de um gru-
po de condicdes definidas como transtornos invasivos do
desenvolvimento (TID)? caracterizadas de um ponto de vista
comportamental, com etiologias multiplas e graus variados
de gravidade®*.

Em busca de evidéncias que justificassem a precocida-
de das manifestacdes clinicas, os conceitos tedricos sobre
a etiologia e a dinamica desse transtorno se modificaram
gradativamente ao longo do tempo. Inicialmente, o termo
“autismo” foi utilizado por Leo Kanner (1943)° para descrever
uma sindrome caracterizada pela incapacidade inata de es-
tabelecer contato afetivo e interpessoal.

O diagnostico e as subclassificagcdes do autismo estive-
ram sob o amplo rétulo de esquizofrenia infantil por mui-
tas décadas®. No entanto, Kanner acreditava que o autismo
deveria ser separado da esquizofrenia, embora tivesse inti-
ma relacdo com ela. Para ele, o isolamento social autista era
diferente do evitamento social observado na esquizofrenia.
Além disso, as criancas com autismo nao desenvolviam alu-
cinagdes, caracteristicas muito comuns na esquizofrenia’, e
mostravam sinais de perturbacdes muito antes das criancas
com esquizofrenia manifestarem sintomatologia psicética®’.

Apesar de que diversos estudos clinicos tenham segui-
do apds as descricdes iniciais de Kanner, somente em 1980,
com a publicagdo da terceira edicdo do Manual Diagndstico
e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-II), da Associacéo
Americana de Psiquiatria (American Psychiatric Association,
1980), 0 autismo foi classificado como um tipo de transtorno
invasivo do desenvolvimento e classificado como uma de-
sordem distinta da esquizofrenia'®.

Atualmente o diagndstico é feito por avaliagdo clinica e
requer a presenca do disturbio em trés dominios: 1) intera-
¢ao social; 2) comunicacao; 3) interesses restritos e padroes
estereotipados do comportamento?*''. Se forem utilizados
0s critérios aceitos pela Organizacao Mundial de Saude (CID,
atualmente na décima edicdo)'? ou pela Associacdo Ame-
ricana de Psiquiatria (DSM, atualmente na quarta edicdo)®,
esse, certamente, ndo € um distUrbio raro’.

A incidéncia de TEA tem aumentado de forma significati-
va em todo o mundo'. O TEA ocupa o terceiro lugar entre os
distUrbios do desenvolvimento, estando a frente das malfor-
macbes congénitas e da sindrome de Down?. Afeta aproxima-
damente 1 em 150 criancas e adolescentes em varios paises'?,
sendo mais comum em homens, numa proporgao de 4:1'°,

Por causa da grande variabilidade de manifestacdes sin-
tomatoldgicas, até o momento néo foi possivel determinar
qualquer aspecto bioldgico, ambiental, ou da interacao en-
tre ambos, que contribua de forma decisiva para as manifes-
tacoes do transtorno'” '8,
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O TEA apresenta um forte componente genético. A pos-
sibilidade de ocorréncia do TEA em uma familia que j& possui
uma crianca autista é considerada elevada (de 3% a 8%)°. Es-
tudos envolvendo irmdos gémeos monozigdticos fornecem
fortes evidéncias de hereditariedade genética'®®, sendo es-
timada em aproximadamente 60%'°, enquanto em gémeos
dizigdticos a taxa é de 0%?'. A reavaliagdo para caracteristicas
mais abrangentes, como déficits em comunicacéo e alteracdes
sociais, faz com que essa concordancia aumente de 60% para
92% em monozigdticos e de 0% para 10% em dizigdticos?.

Extensas investigacoes revelaram o envolvimento de di-
ferentes areas encefélicas na génese do TEA, incluindo es-
truturas do sistema limbico, amigdala, dreas pré-frontais e
cerebelo'®2, As anormalidades poderiam ser induzidas em
multiplos perfodos pré-natais, especialmente nas regides ce-
rebrais que se desenvolvem tardiamente na neurogénese.
Além disso, regides cerebrais envolvidas com o TEA tendem
a se desenvolver mais lentamente e sdo mais vulneraveis a
disturbios®.

Os fatores ambientais parecem também estar envolvidos
na alta prevaléncia do TEA. A influéncia ambiental inclui al-
teracoes fisiopatoldgicas do sistema nervoso central (SNC),
incluindo estresse oxidativo, neuroinflamacao, disfuncdo
mitocondrial e disturbios bioquimicos?. Evidéncias clinicas?
e experimentais?’=>° mostram que infeccoes virais (tais como
rubéola®" e citomagalovirus®?) e bacterianas pré-natais?®
igualmente podem interferir no ambiente intrauterino, pro-
movendo anormalidades comportamentais com similarida-
des ao autismo??%*' inclusive com a ativacdo inadequada
de citocinas pré-inflamatérias?®?$32 e alteracdes na resposta
imune?®*,

Além disso, investigagdes mostram que a exposi¢ao a
certos medicamentos como a talidomida e o acido valproi-
co (VPA) no periodo pré-natal e pds-natal pode alterar o
desenvolvimento do cérebro e resultar em anormalidades
comportamentais e déficits cognitivos*. O VPA é comerciali-
zado no mercado como um anticonvulsivante desde 1974 e
é usado em muitos paises por causa de sua eficiéncia contra
varios tipos de epilepsia e como um estabilizador do humor.
Uma das suas principais acdes é o aumento no nivel do aci-
do gama-aminobutirico (GABA) no cérebro®.

O VPA tem sido descrito como um agente teratogénico
que promove anormalidades comportamentais e alteragoes
em 6rgédos dos sistemas respiratério, cardiovascular, genitu-
rinario, gastrintestinal, enddcrino e esquelético® . Mulheres
em idade fértil tratadas com esse farmaco devem usar con-
traceptivos e interromper a medicacdo antes de qualquer
gravidez planejada. Se ndo houver nenhuma outra alterna-
tiva para o tratamento com VPA, a gravidez deve ser con-
siderada de alto risco e deve ter o acompanhamento ade-
quado, incluindo o diagnéstico pré-natal®. Logo apds o VPA
ter sido introduzido no mercado para uso clinico como anti-
convulsivante, surgiram casos de alteragdes no tubo neural,



particularmente de espinha bifida, entre os filhos expostos
a esse medicamento no inicio de gesta¢do®. Em humanos,
a exposicao ao VPA durante os dias 20-24 de gestacao, ou
seja, antes do fechamento do tubo neural, esta relacionada
a maior incidéncia de disturbios de desenvolvimento neu-
rolégico, afetando principalmente as fungdes cognitiva e
comportamental, semelhante aquelas encontradas no TEA*'.
De acordo com Rasalam, a taxa de TEA, incluindo transtorno
invasivo do desenvolvimento e sindrome de Asperger, pode
ser 20 vezes maior em criangas expostas ao acido valproico
do que a taxa esperada na populacdo geral®. Essas altera-
coes podem afetar o desenvolvimento da linguagem e de
habilidades de aprendizagem?®.

Uma vez que a fisiopatologia do TEA permanece des-
conhecida, sendo um transtorno complexo de grande he-
terogeneidade, o desenvolvimento de modelos animais
refletindo aspectos comportamentais, neuropatoldgicos e
genéticos é de extrema importancia®. Para muitas doencas
humanas, a geracao e a caracterizagao de modelos animais
s80 Uuma ponte essencial entre a compreensao das carac-
terfsticas moleculares da doenca e o desenvolvimento de
agentes terapéuticos*. Assim, modelos animais ndo huma-
nos podem contribuir no entendimento das bases neurobio-
l6gicas desse transtorno®.

Modelos experimentais utilizando medicamentos sao os
modelos de TEA mais reproduzidos pelos pesquisadores e
levam em conta os achados comportamentais, neurais, imu-
nes e genéticos encontrados nos autistas®.

Dos agentes ambientais ligados ao TEA, o VPA é o que
estd sendo estudado mais extensivamente. Um dos modelos
baseia-se na exposicao de ratas prenhas ao 4cido valproico
no nono dia gestacional, afetando a migracao de neurénios
como 0s serotoninérgicos, ou no 12° dia de gestacéo, po-
dendo afetar a diferenciacéo neural. Essa exposicdo néo pro-
duz anormalidades neuroanatdmicas, no entanto os filhotes
apresentam disturbios comportamentais, como o aumento
de tempo gasto em atividades estereotipadas semelhantes
aos pacientes autistas®.

Para o TEA, assim como para outros TID, os modelos ex-
perimentais ndo humanos representam uma ferramenta im-
portante para o entendimento das bases neuroanatémicas,
moleculares e funcionais comprometidas. Considerando os
diversos achados em diferentes modelos animais de TEA, o
objetivo deste artigo é mostrar evidéncias sobre a associa-
cao entre a exposicdo ao VPA e o desenvolvimento de sinais
clinicos semelhantes aqueles encontrados em pacientes au-
tistas, por meio de uma revisao de literatura.

METODOS

A pesquisa bibliografica foi realizada por meio da bus-
ca eletronica de artigos indexados nas bases de dados do
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MedLine e SciELO, a partir das palavras-chave “autismo e aci-
do valproico” e “modelo animal de autismo e &cido valproi-
co” e suas respectivas traducées no idioma inglés (“autism
and valproic acid";"animal model of autism and valproic acid").
A busca se restringiu a artigos publicados no periodo com-
preendido entre os anos de 2008 e 2012.

A amostra compreendeu publicagées selecionadas da
leitura prévia dos titulos e resumos indexados que respeita-
ram os seguintes critérios de incluséo: 1) periédicos indexa-
dos; 2) artigos publicados na integra em lingua inglesa e por-
tuguesa; 3) artigos publicados entre os anos de 2008 e 2012;
4) estudos nos quais as referéncias tiveram pertinéncia com
o tema, tendo como critério principal os que abordavam o
efeito teratogénico do VPA como fator determinante para a
inducdo de modelo experimental de autismo.

Foram excluidos estudos publicados sob a forma de edi-
toriais, entrevistas, notas clinicas, revisdes e estudos com hu-
manos, além daqueles que ndo descreveram a dosagem do
VPA. Artigos que nao atenderam a algum dos critérios pro-
postos foram excluidos das anélises posteriores.

RESULTADOS

Segundo os critérios de inclusao e exclusao desta revisao bi-
bliogréfica, foram encontrados 119 artigos, dos quais foram
excluidos 97 estudos com base nos critérios apresentados,
devendo-se considerar que: 1) desses, seis artigos se repe-
tiam; 2) 12 eram artigos de reviséo; 3) 62 eram estudos com
humanos (estudo de caso, estudo transversal, entre outros);
4) nove dos artigos nao descreveram a dosagem do VPA;
5) trés estudos nao se apresentavam na integra; 6) cinco arti-
gos comparavam o efeito do VPA com os de outras substan-
cias. Finalmente, a revisao foi realizada com base em 22 artigos.

Os resultados apresentados a seguir se restringem as
analises conduzidas com o objetivo de identificar o efeito te-
ratogénico do VPA como fator determinante para a inducéo
do modelo experimental de autismo.

Os artigos selecionados avaliaram de forma isolada os
achados comportamentais, neurais, imunes e genéticos en-
contrados no modelo experimental de TEA, a partir da ad-
ministracdo de VPA, em diferentes doses e vias, em periodos
especificos da prenhez do animal.

Neste artigo de revisdo foi encontrada uma série de es-
tudos com roedores, relacionando o efeito teratogénico do
VPA e o TEA. Os estudos referiram-se principalmente aos
efeitos do VPA sobre o desenvolvimento do sistema nervoso
central e incluem alteracdes morfoldgicas, bioguimicas e es-
tudos comportamentais®”>°,

A hipdtese de que a exposicdo ao VPA consegue mimeti-
zar sintomas comportamentais semelhantes aqueles encon-
trados em pacientes autistas foi descrita em todos os artigos
selecionados. A maioria dos artigos selecionados (19) men-
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ciona os efeitos teratogénicos do acido valproico a partir de
sua administracdo em periodo pré-natal. Trés artigos*%*
utilizaram especificamente o VPA no periodo pds-natal e
apresentaram resultados semelhantes aos demais quando
se referem as alteracdes neuroguimicas e comportamentais
observadas no TEA.

Estudos mostram que durante o desenvolvimento pre-
coce do cérebro machos e fémeas respondem de forma
diferente a agentes teratogénicos e substancias toxicas.
Segundo os achados de Schneider et al.>®, as funcbes com-
portamentais, imunoldgicas e enddcrinas no autismo estao
relacionadas ao género.

Considerando que pacientes autistas apresentam varias
anormalidades no sistema imunoldgico, dois dos artigos
selecionados®% mediram os parametros bioquimicos dos
animais e encontraram alteragcdes nos niveis basais de cor-
ticosterona e na producédo de oxido nitrico, confirmando as
semelhancas entre as anormalidades de roedores expostos
ao VPA e a fungdo imune em autistas.

DISCUSSAO

Estudos em modelos animais fornecem grandes possibili-
dades de investigagdes que nao sao possiveis em humanos,
incluindo analises imunoldgicas e do desenvolvimento, plas-
ticidade e sinalizacdo neural. O autismo é uma condicao par-
ticularmente dificil de ser mimetizada em animais. A empatia
e a capacidade de intuir os sentimentos e intencdes de ter-
ceiros parecem ser impossiveis de ser medidas em ratos ou
camundongos®. Por outro lado, os roedores sao, em geral,
espécies que tém altos indices de interacdo e comunicacao
social”®. Essa caracteristica faz com que mudangas no com-
portamento social dos roedores sejam relacionadas a fatores
ambientais ou genéticos’*’".

Entre os modelos que utilizam agentes teratogénicos
como fatores de risco para o autismo, o VPA tem se mostra-
do como importante ferramenta para o estudo da etiologia
desse transtorno'. Além disso, alteracdes neuromorfologi-
cas’?’? e neuroquimicas’ observadas em portadores dos TID

Tabela 1. Administracdo de VPA para caracterizacado de modelos experimentais de autismo. Descricdes baseadas em trabalhos publicados
entre 0s anos 2008 e 2012 e selecionados de acordo com as estratégias de busca. Os estudos estdo organizados de acordo com a dose e
via de administracédo utilizada e apresentados obedecendo a ordem cronoldgica da publicagdo

Doseeviade
administracao
doVPA

Principal efeito do VPA

Referéncia

400 mg/kg, s.c. Aumento de células apoptéticas hipocampais e cerebelares

Yochum et al. (2010)

500 mg/kg, i.p.

600 mg/kg, i.p.

800 mg/kg, v.o.

Padrdes comportamentais anormais, especialmente quando expostos ao VPA no 12° dia gestacional

Formagao de marcadores de estresse oxidativo que foram revertidos pela administracdo cronica de extrato de chd verde
Padrdes comportamentais anormais que foram revertidos pela administracdo cronica de ginseng vermelho coreano
Aumento na expressdo das proteinas Wnt e proliferacdo de células progenitoras neurais

Diminuicdo da excitabilidade intrinseca de neurdnios piramidais

Hiper-reatividade da amigdala associada ao seu envolvimento na consolidacao da meméria do medo

Redugdo do nimero de células no cortex pré-frontal, mas nao no cortex somatossensorial de fémeas

Padrdes comportamentais anormais e funcdo imunoldgica alterada

Aumento da atividade locomotora e do nimero de células cerebelares e hipocampais

Aquisicdo precoce e maior magnitude de resposta condicionada

Aumento na expressao das proteinas Wnt

Exerce acdo direta e indireta sobre o sistema serotoninérgico

Aumento da atividade sindptica no cértex pré-frontal medial observada nos modelos de facilitacdo por pulso pareado (PPF) e indugdo e
manutencdo da potenciacdo de longa duragdo (LTP)

Padrées comportamentais anormais, formagao de marcadores de estresse oxidativo e histoarquitetura cerebelar alterada. Resultados
revertidos pela administracao do extrato de Bacopa monniera

Padrdes anormais de comportamento que foram revertidos pela administracdo de MPEP (um antagonista de receptor de glutamato)
Hiperatividade da transmissao dopaminérgica associada a tarefa de natacéo forcada

Migracéo anormal de neurdnios TH-positivos e neurdnios serotoninérgicos

Baixos niveis de expressao de RNAm da NLGN3 (neuroligina) no hipocampo, giro denteado e cortex somatossensorial

Padrdes comportamentais anormais

Atraso no desenvolvimento fisico. Padrdes comportamentais anormais. Baixos niveis de expressao cortical de RNAm para BDNF

Desenvolvimento anormal e imunorreatividade reduzida de nervos cranianos

Kim et al. (2011)

Banji et al. (2011)

Kim et al. (2012)
Goetal. (2012)
Rinaldi et al. (2008)
Markram et al. (2008)
Haraetal. (2012)
Schneider et al. (2008)
Yochum et al. (2008)
Murawski et al. (2009)
Wang et al. (2010)

Dufour-Rainfray et al.
(2010)

Suietal. (2012)

Sandhya et al. (2012)

Mehta et al. (2011)
Nakasato et al. (2008)
Kuwagata et al. (2009)
Kolozsi et al. (2009)
Narita et al. (2010)
Roullet et al. (2010)
Tashiro et al. (2011)

VPA: dcido valproico; s..: subcutaneo; i.c.v.: intracerebroventricular; i.p.: intraperitoneal; v.o.: oral.
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ja foram demonstradas na prole de ratos e camundongos
expostos ao VPA em periodo pré ou pds-natal''“2,

O desenvolvimento normal de um embrido é depen-
dente de dois fendmenos principais: (a) instrugdes genéti-
cas para a morfogénese e (b) capacidade dos tecidos para
completar o processo metabdlico geral, o que requer que as
células sobrevivam e repliquem-se”. O SNC, comparado aos
demais sistemas, apresenta sensibilidade mais prematura,
com maior vulnerabilidade para doencas do tubo neural. As
falhas do fechamento do tubo neural atrapalham a diferen-
ciacdo do SNC, podendo resultar em anomalias do desenvol-
vimento’?, incluindo o autismo.

Nesse sentido, os modelos animais que utilizam a expo-
sicdo de VPA para promover anormalidades comportamen-
tais e alteracbes sistémicas similares aquelas encontradas
em individuos autistas*”” apontam seu efeito neurotoxico
preferencialmente quando ele é administrado na primei-
ra metade da gestacdo de ratos (grande parte dos estudos
aponta para o periodo compreendido entre os dias 9 e 14,
apods confirmacao da prenhez). Nesse periodo, o VPA inter-
fere no metabolismo do acido félico e aumenta o risco de
malformacdes do tubo neural’®7°,

A investigacdo dos possiveis mecanismos pelos quais 0s
teratébgenos podem levar a manifestacado do TEA foi direcio-
nada para as alteragcbes no sistema serotoninérgico, como
mudanca dos neurdnios 5-HT e anormalidades na forma-
cao deles como resultado da exposicao ao VPA durante o
periodo critico da embriogénese dos roedores”. Além disso,
estudos feitos nas Ultimas décadas nos cérebros de autistas
revelaram alteracdes na anatomia de regides cerebrais’?, su-
gerindo que a origem do TEA ocorra ainda na vida pré-natal.

Esses resultados permitem caracterizar a exposicao ao
VPA como um modelo adequado para o estudo do autis-
mo, Uma vez que os animais submetidos sistematicamente
a esse agente teratogénico conseguiram estabelecer as trés
caracteristicas principais de um modelo animal de doenca:
(a) validade de face; (b) validade de constructo e (c) validade
preditiva®.

CONCLUSAO

Em razdo da multiplicidade etioldgica e fenotipica do TEA,
esse parece ser resultado de uma complexa combinacao de
fatores ambientais, neurolégicos, imunolégicos e genéticos.
A compreensdo da neuropatologia do TEA tem avancado
substancialmente ao longo dos Ultimos anos, mas ainda ha
muitas questdes que permanecem sem solucao.

Apesar de haver algumas limitagdes inerentes ao estudo
de revisao, tais como a diversidade dos modelos propostos,
especialmente quando se refere as diferencas de género e
idade dos animais experimentais, ou, ainda, conclusoes res-
tritas aos trabalhos publicados no periodo considerado para
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este estudo, cada um dos modelos mencionados parece
capturar pelo menos uma das pegas do espectro autista.
Além disso, a reprodutibilidade dos modelos apresentados,
especialmente daqueles que tratam de andlises comporta-
mentais, apresenta semelhancas reais com estudos clinicos,
considerando que o diagndstico desse transtorno é dado
basicamente por meio da andlise comportamental.

Nesse sentido, estudos com modelos animais e ensaios
clinicos devem manter sintonia, a fim de possibilitar o en-
tendimento sobre o qudo segura e eficazmente os dados
de roedores podem predizer as respostas em humanos.
E essencial a colaboracéo interdisciplinar entre pesquisado-
res para garantir sucesso e viabilizar estratégias de reversao
das consequéncias em longo prazo, e nao apenas controle
dos sintomas das desordens neurobioldgicas. E, ainda, au-
mentar a interacdo entre a pesquisa basica e clinica para
que os estudos controlados em humanos, bem como em
modelos animais, possam, em associacdo, promover melhor
qualidade de vida para pessoas com transtornos neuropsi-
quidtricos, incluindo o autismo.
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