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1. DESENHO EXPERIMENTAL

1.1. MATERIAL

1.1.1. ANIMAIS

Os estudos foram conduzidos em ratos Wistar adultos, machos, com peso
compreendido entre 250-320g (Harlan Ibérica, Barcelona, Portugal) (BENES,
1999). Os animais foram colocados em caixas de contengao em grupos de
cinco. Os animais encontravam-se alojados em armarios biotério, a uma
temperatura constante de 21+2°C, com sistema de ventilagdo e humidade
adequado a espécie e ciclos de luz claro-escuro de 12 horas. Nao foi
condicionado o livre acesso a agua e ao alimento, excepto durante o
protocolo experimental. Todo o procedimento experimental seguiu as normas
impostas pela Portaria 1005/92. O protocolo experimental foi previamente

aprovado pela Direc¢do Geral da Veterinaria Portuguesa.

1.1.2. FARMACOS UTILIZADOS

Isotionato de lamotrigina, gentilmente cedido pelos Laboratorios
Wellcome Research (Cardiff; UK); Oxcarbazepina em suspensao oral a 60
mg/ml (Trileptal®, Novartis Farmacéutica, S.A., Barcelona, Espanha);

Cloridrato de Oxibuprocaina (Oftalder, Oeiras, Portugal).
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Os farmacos em estudo foram diluidos em agua destilada (recentemente

obtida), imediatamente antes de serem utilizados.

1.1.3. OUTROS MATERIAIS

A indugdo de estados convulsivos foi conseguida com recurso ao
estimulador Ugo basile ECT unit 7801 (Italia) apetrechado com eléctrodos
corneais (BENES, 1999). Durante as experiéncias o investigador esteve
devidamente protegido, usando, para o efeito, luvas “anti-choque” e todo o
chdo envolvente estava revestido com tapetes de borracha anti-derrapantes e

anti-choque.

1.2. METODOS

1.2.1. Teste do electrochoque méximo (maximal electroshock seizure
— MES - test).

O teste do electrochoque maximo (MES test), desenvolvido por
Toman, Swinyard e Goodman, (1946), constitui talvez, o modelo
experimental agudo melhor validado para crises generalizadas tonico-
clonicas, mimetizando o quadro clinico humano denominado de ‘“grande
mal” (LOSCHER E SCHMIDT, 1988; SWINYARD, 1998; LOSCHER, 2002). Neste
modelo os animais, normalmente ratos ou murganhos, recebem um estimulo
eléctrico com intensidade suficiente (5 a 10 vezes superior ao seu limiar de
excitabilidade) para induzir a extensdo tonica dos membros posteriores (Hind

Limb Extension, HLE), sendo esta resposta considerada como positiva
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(LOSCHER E SCHMIDT, 1988). A capacidade do fadrmaco para abolir a
extensdo tonica dos membros posteriores no teste do electrochoque maximo
indica a sua potencial utilidade em reduzir ou mesmo impedir a propagagao
das crises (LOSCHER, FASSBENDER E NOLTING, 1991). Quando este modelo ¢
utilizado para avaliagdo da poténcia anticonvulsivante de determinados
farmacos, estes sdo administrados aos animais, sendo a actividade
anticonvulsivante avaliada em funcdo da sua capacidade de protec¢ao em
relagdo ao estimulo recebido. O teste ¢ simples, econdmico e de grande
aplicabilidade, uma vez que quase todos os FAEs — quer os classicos quer os
de nova geracdo — respondem a ele, e embora Meldrum (1997) refira que o
teste do electrochoque maximo se correlaciona claramente com farmacos que
actuam através dos canais de sodio, Losher e Wauquier (1996) recordam que
a maioria dos antiepilépticos classicos e de nova geragdo sdo eficazes neste
modelo, mesmo quando actuam por diferentes mecanismos de acgdo,
dependendo o resultado apenas do modo como se realiza o teste; este facto
permite a quantificacdo da poténcia anticonvulsiva de diversos FAEs ¢ a
consequente comparagdo entre eles. Deste modo, o MES, ¢ considerado

como teste padrdo no screening de novos antiepilépticos.

Na Tabela M. 1. estdo resumidas as condi¢des experimentais comuns as

diferentes etapas deste protocolo experimental (BENES, 1999).

Tabela M. 1.

Resumo das condigdes experimentais comuns a todas as etapas do protocolo
experimental.

Animais Estimulador Eléctrodos Frequéncia Amplitude Duracao Corrente

Raies | UEEEESIE L 60 Hz 0,6 ms 025 150 Ma
Wistar ECT unit
7801
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1.2.2. ENSAIO EM BRANCO

O ensaio em branco caracteriza-se pela realizagdo de todos os passos de
uma técnica experimental sem administracdo do farmaco em estudo. No
nosso caso em particular, atendendo a que o protocolo experimental do teste
do electrochoque maximo (MES) exige a prévia selec¢do dos animais a
utilizar na experiéncia, o ensaio em branco consistiu em trés ensaios
preliminares, realizados com 48 horas de intervalo, e apenas os animais que
exibiram consistentemente a extensao ténica dos membros posteriores, nestes

ensaios, foram utilizados nas etapas posteriores.

Imediatamente antes da colocagdo dos eléctrodos, uma gota de cloridrato

de oxibuprocaina foi colocada no saco conjuntival de todos os ratos.
Durante a convulsao os animais foram devidamente observados, a fim

de se verificar a presenga ou auséncia da extensdo tonica dos membros
posteriores (HLE), sendo esta resposta considerada como positiva (end-
point). O teste era considerado positivo se, num periodo de 10 segundos apo6s
a estimulacdo, o animal atingisse a extensdo tonica dos membros posteriores
(num angulo superior a 90° em relagao ao corpo do animal durante mais de 3
segundos) ou a extensao completa dos membros posteriores que terminava
quando estes ficavam perpendiculares ao corpo. Registou-se a duracdo em
segundos (s) da fase tonica bem como da fase clonica. Atendendo a rapidez
do processo, ndo foi possivel quantificar a duragdo da componente de flexao
da fase tonica, que decorre desde a estimulacdo até ao primeiro sinal de
extensdo dos membros posteriores, considerando-se, portanto, a fase tonica

como um todo. Quando terminava a extensdo dos membros posteriores, o
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animal comegava a respirar € iniciavam-se 0s primeiros movimentos
clonicos, considerando-se entdo iniciada a fase clonica. Apos a fase clonica
seguia-se uma fase de depressdao que ndo foi quantificada. Os animais que
ndo apresentaram aquelas duas fases perfeitamente definidas foram

rejeitados.

1.2.3. AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTICONVULSIVANTE DA
LAMOTRIGINA

Conhecido o pico de actividade anticonvulsivante da lamotrigina (LEBRE,
2004), procedeu-se a avaliagdo e quantificacdo da sua poténcia
anticonvulsivante. A avaliagdo da poténcia anticonvulsivante fez-se por
determinagdo da dose capaz de suprimir as crises tonicas em 50% dos

animais (DEs).

Os animais foram divididos em 5 grupos de 10 ratos cada. A cada grupo
de ratos foi administrada por via intraperitoneal, uma das seguintes doses de

lamotrigina: 1; 3; 4,5; 6 e 10 mg/kg.

Cada grupo foi testado no pico de actividade anticonvulsivante (2 horas)
(LEBRE, 2004). Para cada dose testada foi registada a duracao das fases tonica
e clonica bem como o niimero de animais protegidos. Este ultimo valor foi
seguidamente convertido em percentagem. A 10 animais protegidos foi

atribuida uma proteccao maxima (100%).

O parametro farmacodindmico DEs, foi finalmente calculado por
regressao nado-linear utilizando o modelo sigmoidal E.... Este modelo

constitui um dos mais usados em estudos farmacodinamicos, principalmente
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quando da andlise dos resultados dose-efeito resulta um padrao de resposta

em forma de “S”:
E= (Emax * CY) / (DEYSO + CY)

vy = Coeficiente de Hill; valor exponencial que confere sigmoicidade a
relacdo dose-efeito; se y=1 este modelo ¢ idéntico ao modelo E.x (modelo
hiperbdlico); se y <l a curva torna-se convexa; se Y >1 a curva revela-se
sigmoide.

Os valores experimentais foram ajustados por regressao nao-linear

recorrendo  a um programa informatico adequado (WinNonlin®)

(SCHWINGHAMMER, 1988; LEBRE, 2004).

A poténcia anticonvulsivante do firmaco em estudo serd tanto maior
quanto maior for o numero de animais protegidos, ou seja, quanto menor for

o numero de animais capaz de responder positivamente ao teste.

1.2.4. AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTICONVULSIVANTE DA
OXCARBAZEPINA

Conhecido o pico de actividade anticonvulsivante da oxcarbazepina
(BENES, 1999), procedeu-se a avaliacdo e quantificacdo da sua poténcia
anticonvulsivante. A avaliagdo da poténcia anticonvulsivante fez-se por
determinagdo da dose capaz de suprimir as crises tonicas em 50% dos

animais (DEsy).
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Os animais foram divididos em 5 grupos de 10 ratos cada. A cada grupo
de ratos foi administrada por via oral, uma das seguintes doses de

oxcarbazepina: 2,5; 10; 15; 20; 30 e 50 mg/kg (KUuBOVvA, 1993).

Cada grupo foi testado no pico de actividade anticonvulsivante (2 horas)
(BENES, 1999). Para cada dose testada foi registada a duracdo das fases
tonicas e clonicas bem como o nimero de animais protegidos. Este tltimo
valor foi seguidamente convertido em percentagem. A 10 animais protegidos

foi atribuida uma proteccdo maxima (100%).

O parametro farmacodinamico DEsy foi finalmente calculado por
regressao nao-linear utilizando o modelo sigmoidal E,,,., usando um
programa informatico adequado (WinNonlin®) (SCHWINGHAMMER, 1988;
LEBRE, 2004).

A poténcia anticonvulsivante do firmaco em estudo serd tanto maior
quanto maior for o nimero de animais protegidos, ou seja, quanto menor for

o numero de animais capaz de responder positivamente ao teste.

1.2.5. ANALISE ISOBOLOGRAFICA

A andlise isobolografica ¢ um método experimental aplicavel na
determinagdo farmacologica de interac¢des entre fArmacos sendo actualmente
aceite como o método padrdo na detecgdo de interacgdes farmacologicas bem
como na compreensdo da real natureza dessas interacgdes,
independentemente do seu mecanismo de ac¢ao ou da natureza das relagdes

dose-resposta (ROKS, 1999; DECKERS, 2000).
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De facto, este método experimental permite a avaliagdo da
administracdo concomitante de FAEs em doses efectivas, permitindo uma
posterior extrapolagdo dos resultados obtidos para a terapia experimental em
doentes com epilepsia refractaria e posterior adaptacdo dessas associagdes de
FAEs a pratica clinica (DECKERS, 2000; Luszczk1, 2003a,b,c,d).

Teoricamente a analise isobolografica distingue os trés tipos mais
importantes de interacgdes: adi¢ao, sinergismo, e antagonismo (Figura M. 1.)

(ROKS, 1999; BorowICZ, 2002; Luszczki, 2003a,b,c,d; 2004).

ED50, _ |

Fig. M. 1.
Trés isobologramas mostrando o efeito da associa¢do de farmacos (A e B): (M’)
antagonismo, (A’) adi¢do e (S’) sinergismo.

Num isobolograma a dose de um farmaco (A) ¢ representado nas
abcissas; a dose do outro firmaco (B) ¢ representada nas ordenadas. Cada
ponto marcado no grafico representa um par de doses dos dois farmacos que
atingem o DEsy quando administrados em associagdo. A linha que liga os

dois pontos dos farmacos isolados ¢ designada de linha isobologréfica. Se os
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pontos determinados experimentalmente coincidirem com a referida linha,
entdo o efeito dos farmacos em associagdao ¢ aditivo nao havendo portanto
interacc¢ao. Se os pontos se situarem abaixo da linha isobolografica, o efeito ¢
de sinergismo, se os pontos se encontrarem acima da linha entdo o efeito ¢ de
antagonismo (ROCKS, 1999; BorowiCz, 2002; Luszczki, 2003a,b,c,d).
Geralmente, em modelos experimentais de epilepsia, a analise
isobolografica a 2-dimensdes (2-D) consiste em varios passos basicos
(Luszczki, 2003a,b,c,d). Neste presente trabalho, este compreendeu 4

passos, como s descreve:

a) Avaliacdo da actividade anticonvulsivante dos FAEs testados através
da determinacdo dos valores do DEsy para cada FAE administrado
isoladamente no teste do MES. Os valores de DEs, (com um intervalo
de confianca de 95%) sao determinados directamente através da
respectiva curva dose/efeito.

b) Escolha tedrica das razdes fixas para a combinagdo de dois FAEs
seguido pelo calculo do DEsg,4 para cada combinacdo. O DEsg g
representa a adicdo total da dose dos farmacos, que promovem 50%
de protecgdo aos animais contra o teste do MES. Devem ser
realizadas pelo menos trés combinagdes diferentes (1:3, 3:1, 1:1) de
modo a detectar possiveis interaccdes.

¢) Determinacdo experimental do DEs s para a respectiva razdo de
combinac¢do dos farmacos, previamente escolhida. O DEsgnis € uma
dose total da combinagdao de dois farmacos experimentalmente
determinada, a qual foi administrada numa combinagdo suficiente de
razdo fixa suficiente para um efeito protector de 50% contra o teste

do MES.
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d) Representagdo grafica das interacgdes observadas na forma de
isoboles, tornando-se entdo simples a visualizagdo de interacgoes,
facilitando a interpretagdo da interaccdo entre os dois FAEs

estudados.

1.2.5.1. AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTICONVULSIVANTE DAS
RAZOES FIXAS DA ASSOCIACAO ENTRE A LAMOTRIGINA E
A OXCARBAZEPINA

As doses de farmaco equi-efectivas e as suas frac¢des incluidas na
mistura sdo fundamentais para calcular as doses de farmaco aditivas (DEsq ,q)
no método isobolografico. Por outro lado, a razdo das combinagdes das doses
dos farmacos ¢ baseada em numeros naturais (ex: 1:3; 1:5; 4:1) em vez de
frac¢des (ex: 1:5,5; 1:3,47). Assim, a descricdo da combinagdo de dois FAEs
a uma razao fixa de 1:3 significa que a mistura de fArmacos ¢ composta por:
Y4 do DEsy do farmaco 1 adicionado a % do DEsg do farmaco 2 resultando
finalmente num DEsy total da mistura de dois farmacos. No método
isobolografico, esta forma de descrever as razdes fixas de combinacdo em
nimeros naturais ¢ vastamente aceite (BOROwICz, 2002; LUSZCZKI,
2003a,c,d; 2004).

Neste trabalho, para avaliar o tipo de interac¢do, a lamotrigina e a
oxcarbazepina foram co-administradas em trés razdes fixas: 1:3, 3:1 e 1:1
(para todas as combinagdes testadas), sendo os animais submetidos entdo ao

teste do electrochoque maximo.

Conhecido o pico de actividade anticonvulsivante da lamotrigina

(LEBRE, 2004) e da oxcarbazepina (BENES, 1999), procedeu-se a avaliagao e
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quantificagdo da poténcia anticonvulsivante. A avaliacio da poténcia
anticonvulsivante fez-se por determinacao da dose capaz de suprimir as crises

tonicas em 50% dos animais (DEjs).

Os animais foram divididos em grupos de 10 ratos cada. A cada grupo de
ratos foi administrada por via intraperitoneal, uma das seguintes razdes de
doses de lamotrigina:oxcarbazepina (LTG:0XC) 1:1, 3:1 e 1:3 (Tabela M.
2)).

Tabela M. 2.

Razdes de doses de lamotrigina:oxcarbazepina 1:1, 1:3 e 3:1.

Razoes fixas
Lamotrigina (mg/kg) Oxcarbazepina (mg/kg)
(LTG:0XC/1:1)

50% EDs,+ 50% EDs, 2,12 10,57

Razoes fixas
Lamotrigina (mg/kg) Oxcarbazepina (mg/kg)
(LTG:0XC/1:3)

25% EDsp+ 75% EDsy 1,06 15,86

Razoes fixas
Lamotrigina (mg/kg) Oxcarbazepina (mg/kg)
(LTG:0XC/ 3:1)

75% EDsy+ 25% EDs, 3,17 5,29
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Cada grupo foi testado no pico de actividade anticonvulsivante (2 horas).
Para cada dose testada foi registada a duragcdo das fases tonicas e clonicas
bem como o nuamero de animais protegidos. Este ultimo valor foi

seguidamente convertido em percentagem.

A poténcia anticonvulsivante do firmaco em estudo serd tanto maior
quanto maior for o numero de animais protegidos, ou seja, quanto menor for

o numero de animais capaz de responder positivamente ao teste.
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