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Resumo

Vigabatrina (VGB) é um medicamento indicado principalmente para o tratamento de
espasmos infantis e da sindroma de West. Vigabatrina inibe irreversivelmente a enzima
GABA-transaminase (GABA-T), levando ao aumento das concentragdes de GABA, o que
aumenta a neurotransmissdo GABAeérgica cerebral, conhecida por induzir alteracbes
comportamentais. Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da VGB na memoria de
curto prazo e memoria de longo prazo, observar efeitos sobre a motivacdo, locomocéo e
exploracdo e detectar as atividades genotoxicas e antigenotoxicas em diferentes tecidos.
Métodos: Ratos Wistar machos foram tratados com uma dose Unica de VGB (100 mg / kg,
250 mg / kg, ou 500 mg / kg) ou solucéo salina antes da esquiva inibitoria e tarefas de campo
aberto. Para avaliar danos ao DNA foi utilizado o ensaio cometa alcalino no sangue
periférico, cortex cerebral e hipocampo 24 h ap6s o teste comportamental. Para avaliar o
efeito antigenotoxico, as células foram tratadas ex vivo com perdxido de hidrogénio.
Resultados: Nao houve diferenca significativa na tarefa de esquiva inibitoria entre os grupos
tratados e o grupo da solucdo salina. Em todas as doses testadas, VGB reduziu o nimero de
“rearings”em campo aberto. Além disso, VGB 500 mg / kg afetou a locomocdo, embora nao
tenha sido capaz de induzir qualquer dano ao DNA. Nenhum efeito antigenotoxico foi
observado, ou seja, VGB ndo mostrou efeito protetor contra danos oxidativos ao DNA.
Conclus6es: VGB néo prejudicou a memoria de longo prazo e memoria de curto prazo, mas o
farmaco prejudica a exploracdo e locomogdo provavelmente associada ao seu efeito sedativo.
Além disso, VGB nédo induziu danos ao DNA de tecidos cerebrais, sugerindo falta de efeitos
neurotoxicos.
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INTRODUCAO

A epilepsia é uma doenca neuronal caracterizada por episddios de convulsdes,
provocadas por descargas elétricas irregulares de neurénios. As convulsdes podem causar a
morte neuronal no hipocampo, neuroinflamacdo, neurogenese, neurodegeneracdo, lesdo
axonal, danos na barreira hemato-encefalica (LIU et al., 2014).

A vigabatrina (VGB) é um anélogo estrutural de GABA, prescrito principalmente
para o tratamento de espasmos infantis e de sindroma de West. Este farmaco inibe
irreversivelmente a enzima GABA-transaminase de forma dependente da dose. A enzima
degrada o0 GABA, aumentando os niveis deste neurotransmissor (BOLTON et al., 1989).

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da VGB na memdria de curto
prazo (STM), memoria de longo prazo (LTM), motivacdo, locomocdo e testes de
comportamento exploratdrio e detectar os efeitos deletérios ou protetores ao DNA em tecidos
alvo do farmaco.

METODOLOGIA

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos. A vigabatrina foi administrada 4 horas
antes dos testes comportamentais; 0os animais receberam uma dose Unica de VGB (100, 250
ou 500 mg / kg) ou solucéo salina por gavagem, num volume de 10 mL / kg (peso corporal).

Esquiva inibitéria: Foi dividida em duas etapas (treino e teste), a primeira foi a etapa
do treino, em que os animais levaram choque de 0,5-mA por 2-s nas patas no momento da
descida na plataforma para a grade do aparelho, e a segunda etapa (etapa de teste), foi
realizada 4 horas ap06s a administracdo do farmaco, para avaliar memoria de curto prazo e 24h
para avaliar a memoria de longo prazo. Na segunda etapa, os animais foram colocados na
mesma plataforma da esquiva inibitéria, mas ndo levaram choque na grade. Nas duas etapas
foi contato o tempo em que os animais levaram para descer com as quatro placas na grade do
aparato.

Campo aberto: Os animais estudados no campo aberto tinham sido submetidos a
esquiva inibitoria uma semana antes. Os ratos foram colocados no quadrante posterior
esquerdo e deixados livres por 5 min para explorar a caixa do campo aberto. Foram avaliados
cruzamentos das linhas pretas, levantamentos realizados e laténcia para iniciar a locomog&o.

Ensaio cometa: Os animais foram eutanasiados 24 horas apds os procedimentos de
campo aberto e foram coletados sangue, cortex cerebral e hipocampo. O procedimento foi
realizado em quadruplicata por amostra. Apos a solidificacdo, as laminas foram transferidas
para PBS ou solucdo de 0,25 mM de H,0, (tratamento ex vivo) durante 5 minutos, a 4°C. As
laminas foram lavadas trés vezes com PBS e, em seguida, colocados em tampédo de lise por
48h a 4°C. As laminas foram incubadas em tampdo de eletroforese pH 13 durante 20 mina 4 °
C e a eletroforese foi conduzida utilizando corrente de 300 mA e 25V (0,90 V / cm), durante
15 min. As laminas foram entdo neutralizadas, coradas com prata, e analisadas ao
microscopio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar efeitos de VGB sobre a memoria, foi utilizada a tarefa de esquiva
inibitdria, que envolve um aprendizado aversivo, a qual o animal aprende a inibir uma
resposta, por exemplo, um choque elétrico nas patas (PICADA et al., 2005). Os resultados
mostraram que VGB ndo prejudica ambas as memdrias de curta e longa duracdo medida
através da referida tarefa, sugerindo que este farmaco ndo afeta a aquisi¢cdo da memoria (Fig.
1). No entanto, pesquisas anteriores mostraram que agonistas GABAérgicos prejudicam a
aquisicdo e a consolidacdo da memoria durante o aprendizado aversivo (MAKKAR et al.,
2010). Além disso, evidéncias sugerem que a administracdo aguda com doses inferiores a
1000 mg/kg e administracGes subcrénicas com doses inferiores a 300 mg/kg de VGB,



aparentemente tém uma boa eficacia anti-epiléptica e ndo afetam acentuadamente as funcdes
cognitivas em animais experimentais (MAZURKIEWICZ et al., 1993). Kim et al. (2006)
relataram que a administracdo pré-treino de agonistas GABAérgicos normalmente leva a uma
diminuicdo da resposta condicionada durante o treino, sugerindo que a transmissdo
GABAEérgica normalmente inibe a aquisicao inicial de memorias aversivas e, possivelmente, a
sua consolidacdo. Luszczki et al. (2005) relataram em seu trabalho que VGB néo prejudica a
consolidacdo da memoria de camundongos através do aprendizado aversivo e sugeriram que
VGB possui efeitos antinociceptivos que impediram o adequado aprendizado da tarefa. Sabe-
se que quando a reagdo a um estimulo aversivo (dor) é atenuado por um efeito antinociceptivo
de um farmaco, os animais ndo podem aprender adequadamente e, consequentemente,
associar o aprendizado e, finalmente, formar uma memdria para este evento (LUSZCZKI et
al., 2003).

Evidéncias sugerem que alteracGes no sistema GABAérgico podem afetar a atividade
locomotora e exploratéria de roedores medida através do campo aberto (SANGER, 1985;
SHREVE, 1991). No presente trabalho, foi observado através do teste do campo aberto, que
VGB na dose de 500 mg/kg foi capaz de reduzir o nimero de cruzamentos (“‘crossings”) e em
todas as doses reduziu estatisticamente o nimero de respostas de orientagdo (“rearings”) dos
animais (Fig 2). No entanto, em relacdo & laténcia para o primeiro cruzamento nenhum
resultado significativo foi observado (Fig 2).

saline VGB 100 mg/kg  VGB 250 mg/kg  VGB 500 mg/kg

Figura 1: Efeito da administracdo pré-treino de vigabatrina (VGB) (100, 250 ou 500 mg / kg) sobre a memdria
de curto prazo (STM) (4 h apds o treino) e meméria de longo prazo (LTM) (24 h ap6s o treino) na tarefa de
esquiva inibitéria. Colunas pretas: treino; colunas cinzas: STM; colunas brancas: LTM. Os dados foram
expressos como medianas e analisados utilizando o teste de Kruskal -Wallis; N = 15 animais por grupo
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Figura 2: Efeito da administragdo de vigabatrina (VGB ) (100, 250, ou 500 mg / kg) em campo aberto: (A)
laténcia para iniciar a locomogdo; (B) numero de levantamentos realizados e (C) nimero de cruzamentos
realizados durante um periodo de exploracdo de 5 minutos de um campo aberto. Os animais receberam solucao
salina ou VGB 4 h antes de serem expostos ao campo aberto. Os dados sdo expressos como média £ SEM . N =
15 animais por grupo . * p < 0,05 em comparagdo com o grupo salina (ANOVA,Teste de Duncan).

Estudos tém mostrado que a capacidade de um farmaco para induzir efeitos
genotdxico/antigenotéxicos detectados através do teste cometa depende do tecido ou 6rgao
analisado (PEREIRA et al., 2006). No presente estudo, diferentes tecidos dos roedores em
tratamento agudo foram coletados, a fim de avaliar possiveis danos ao DNA. VGB néo foi
capaz de induzir danos ao DNA nos tecidos sanguineo e cerebral, coletados 24 horas apds o
teste do campo aberto, indicando que o farmaco ndo apresenta atividade genotdxica no
tratamento agudo (Tabela 1).

O teste cometa pode ser considerado um método sensivel e Gtil para investigar
neurotoxicidade e neuroprotecdo (PEREIRA et al., 2005; GHAFFARI et al., 2014). No
presente trabalho utilizando perdxido de hidrogénio na avaliacdo da atividade antigenotoxica,
foi observado que VGB apresentou uma tendéncia a protecdo dos tecidos cerebrais e
sanguineos, uma vez que os Vvalores de DI a DF diminuiram no sangue, hipocampo e cértex
dos animais que receberam 500 mg/kg (Tabela 1), sugerindo possivel efeito protetor.



Tabela 1: Ensaio cometa em sangue periférico, cortex cerebral e hipocampo de ratos tratados
com solucdo salina ou vigabatrina

Indice de danos (R%)

Frequéncia de danos

Sangue periférico

Salina 63.8 +10.5 42.0+53
VGB 100 mg/kg 65.5+31.0 23.6+128
VGB 250 mg/kg 63.0 £44.0 343+230
VGB 500 mg/kg 50.6 +25.9 37.3+126
®Salina + H,0, 169.5 + 34.1* 79.2 £10.9*
VGB 100 mg/kg + H,0, 194.6 +55.3 88.4+10.0
VGB 250 mg/kg + H,0, 174.0 £ 34.6 828+144
VGB 500 mg/kg + H-0, 130.0 £ 55.9 (53.5%)" 68.7 +16.8
Cortex cerebral

Salina 167.0+75.3 68.0+18.9
VGB 100 mg/kg 138.7+77.3 59.3+22.6
VGB 250 mg/kg 132.8+59.9 64.7+21.0
VGB 500 mg/kg 1208+ 78.4 53.3+24.7
Salina + H,0, 293.3+68.8 94657
VGB 100 mg/kg + H,0, 282.2 +£75.6 (8.8%) 91.2+85
VGB 250 mg/kg + H,0, 286.8 £65.7 (5.1 %) 92.8+11.0
VGB 500 mg/kg + H-0, 258.4 + 26.7(27.6%) 91.0+7.2
Hipocampo

Salina 1905+ 77.2 748+21.1
VGB 100 mg/kg 198.3 + 85.6 69.8+21.0
VGB 250 mg/kg 206.8 + 64.6 78.2+17.3
VGB 500 mg/kg 229.0 £68.5 82.0+14.7
Salina + H,0, 264.0 +34.9 90.7+6.8
VGB 100 mg/kg + H,0, 257.5+30.0 (8.8 %) 93.8+5.0
VGB 250 mg/kg + H,0, 257.0 £41.5(9.5 %) 925+6.0
VGB 500 mg/kg + H.0, 234.8 +55.2 (39.7 %) 88.6 £8.7

N = 6-7 animais por grupo.

indice de Danos: pode variar de 0 ( completamente intactas, 100 células x 0 ) a 400 ( com dano méaximo, 100 x
4).
Frequéncia de Danos: foi calculada com base no nimero de células com cauda versus aquelas sem a cauda .

Controle positivo: peroxido de hidrogénio ( H,O, a 0,25 mM ) foi utilizado na condicéo ex vivo.

p < 0,05 em comparagdo com a solugdo salina ( ANOVA , teste de Dunnett ) .
R % (% de reducdo ID ) = [ ID Salina + H,0, - ID VGB + H,0, ] /[ ID Salina + H,0, - ID Salina ] x 100 .



CONCLUSOES

Vigabatrina ndo prejudicou memoria de curto prazo e a memoria de longo prazo, mas
o farmaco prejudicou a exploracdo e a locomocdo provavelmente devido ao seu efeito
sedativo. Além disso, VGB ndo induziu danos ao DNA nos tecido sanguineo e cerebral. Em
relacdo a atividade antigenotdxica, VGB ndo foi capaz de proteger de forma significativa os
tecidos estudados, contra danos oxidativos induzidos pelo peroxido de hidrogénio, sugerindo
que VGB ndo possui efeito antigenotéxico quando administrada em dose Unica.
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