
III. Material e Métodos

1. material

Antes de iniciarmos o estudo farmacodinâmico, com vista à caracterização do perfil anticonvulsivante da lamotrigina em ratos, optimizámos as condições experimentais, de modo a assegurar a reprodutibilidade dos resultados. Para o efeito utilizámos carbamazepina (Tegretol®), fármaco que apresenta um mecanismo de acção similar ao da lamotrigina e que é bastante acessível do ponto de vista económico.

1.1. Animais

Os estudos foram conduzidos em ratos Wistar adultos, machos, com peso compreendido entre 250-320g. Os animais foram colocados em caixas de plástico em grupos de 4, alojados em armário-biotério no laboratório de Farmacologia da Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra (FFUC), com ciclos de luz-obscuridade de 12 horas, temperatura de 21±2ºC, humidade de ±40% e sistemas de ventilação adequados. Tiveram livre acesso à água e à comida com excepção da hora da experimentação (Portaria 1005/92). O protocolo experimental foi previamente aprovado pela Direcção Geral da Veterinária Portuguesa.

1.2. Fármacos utilizados

Isotionato de lamotrigina, gentilmente cedido pelos laboratórios Wellcome Research (Cardiff; UK); Cloridrato de oxibuprocaína (Oftalder, Oeiras, Portugal).

O fármaco em estudo foi diluído em água destilada (recentemente obtida), imediatamente antes de ser utilizado.

1.3. Outros materiais

Eléctrodos corneais e estimulador Ugo basile ECT unit 7801(Italy).

O investigador esteve devidamente protegido, usando, para o efeito, luvas “anti-choque” e todo o chão envolvente estava revestido com tapetes de borracha anti-derrapantes e anti-choque. 

2. Métodos
2.1. Teste em Branco 
O teste em branco caracteriza-se pela realização de todos os passos de uma técnica experimental sem administração do fármaco em estudo. No nosso caso em particular, atendendo a que o protocolo experimental do teste do electrochoque máximo (MES) exige a prévia selecção dos animais a utilizar na experiência, consistiu em três ensaios prévios, realizados com 48 horas de intervalo, e apenas os animais que exibiram consistentemente a extensão tónica dos membros posteriores, nestes ensaios, foram utilizados nas etapas posteriores. Na Tabela M.1 estão resumidas as condições experimentais comuns às diferentes etapas deste protocolo experimental. 

Tabela M.1 - Resumo das condições experimentais comuns a todas as etapas do protocolo experimental.

	Animais
	Estimulador
	Eléctrodos
	Frequência
	Amplitude
	Duração
	Corrente

	Ratos Wistar
	Ugo Basile

ECT unit 7801
	corneais
	60 Hz
	0,6 ms
	0,2 s
	150 mA


Imediatamente antes da colocação dos eléctrodos, uma gota de cloridrato de oxibuprocaína foi colocada no saco conjunctival de todos os ratos. Durante a convulsão os animais foram devidamente observados, a fim de se verificar a presença ou ausência da extensão tónica dos membros posteriores (Hind Limb Extension-HLE), sendo esta resposta considerada como positiva (end-point). O teste foi considerado positivo se, num período de 10 segundos após a estimulação, o animal atingia a extensão tónica dos membros posteriores (num ângulo superior a 90º em relação ao corpo do animal durante mais de 3 segundos) ou a extensão completa dos membros posteriores que terminava quando estes ficavam perpendiculares ao corpo. Registou-se a duração em segundos (s) da fase tónica bem como da fase clónica. Atendendo à rapidez do processo, não foi possível quantificar a duração da componente de flexão da fase tónica, que decorre desde a estimulação até ao primeiro sinal de extensão dos membros posteriores, considerando-se, portanto, a fase tónica como um todo. Quando terminava a extensão dos membros posteriores, o animal começava a respirar e iniciavam-se os primeiros movimentos clónicos, considerando-se então iniciada a fase clónica. Após a fase clónica seguia-se uma fase de depressão que não foi quantificada. Os animais que não apresentaram aquelas duas fases perfeitamente definidas foram rejeitados.

2.2. Caracterização do perfil anticonvulsivante da lamotrigina

Procedeu-se, em seguida, à caracterização do perfil anticonvulsivante da lamotrigina em ratos após a administração de uma dose única de fármaco -10mg/kg- por via intraperitoneal sob forma de solução aquosa. Nesta etapa determinou-se o pico de actividade anticonvulsivante e a duração de actividade anticonvulsivante da lamotrigina. 

Os 80 animais, previamente seleccionados no teste em branco, foram divididos em 10 grupos de 8 ratos cada. A cada grupo foi administrado, por via intraperitoneal, uma dose única de 10 mg/kg de lamotrigina sob a forma de solução aquosa.

Cada grupo foi testado uma única vez a um tempo predeterminado após a injecção do fármaco em estudo: 15 e 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36 e 48 horas.

Registou-se a duração da fase tónica, da fase clónica, bem como o número de animais protegidos em cada um dos pontos referidos. Este valor foi depois convertido em percentagem (%). A protecção foi considerada máxima (100%), quando todos os animais de um mesmo grupo não manifestaram extensão tónica dos membros posteriores.

2.3. Modelização farmacodinâmica 
Após a caracterização experimental do perfil anticonvulsivante da lamotrigina procedeu-se ao estudo da relação entre o efeito anticonvulsivante obtido e os respectivos valores de concentração de lamotrigina registados no plasma e no cérebro de ratos após a administração de uma dose única de fármaco por via intraperitoneal, no mesmo intervalo de tempo e nas mesmas condições experimentais (Castel-Branco, 2002) ou seja procedemos a uma modelização farmacodinâmica, recorrendo a quatro modelos matemáticos distintos.

Os valores experimentais das concentrações de lamotrigina registados no cérebro e plasma dos ratos, ao longo de 48 horas, após a administração intraperitoneal de uma dose única de 10 mg/kg, tinham sido previamente ajustados a equações biexponenciais, utilizando um programa de regressão não linear (Multi®) (Castel-Branco, 2002). Posteriormente e antes de seleccionar quais os modelos matemáticos a utilizar, procedeu-se a uma análise gráfica exploratória deste conjunto de resultados experimentais: efeito anticonvulsivante; concentrações cerebrais; concentrações plasmáticas. A representação gráfica obtida permitiu uma primeira análise tempo versus efeito e concentração versus efeito.

Os parâmetros farmacodinâmicos foram finalmente estimados, ajustando os dados experimentais: o efeito anticonvulsivante – traduzido pela percentagem de ratos protegidos contra o teste do electrochoque máximo – e os valores das concentrações cerebrais e plasmáticas, a modelos matemáticos frequentemente utilizados em estudos farmacodinâmicos visando o estabelecimento de uma relação concentração – efeito. Referem-se em seguida os modelos matemáticos utilizados, as equações que os descrevem bem como o significado de cada uma das siglas (Schwinghammer e Kroboth, 1988; Ramzan e Levy, 1989; Knowles e Hwang, 1995; Mahmood, Tammara e Baweja, 1998; Derendorf e Meibohm, 1999; Paschoa et al., 2000):

1) Modelo linear

Este modelo toma a forma de uma equação para uma linha recta, obtida por regressão linear simples:

E = S * C + Eo                 

E = Intensidade do efeito, produzido pela concentração C de fármaco

C = Concentração do fármaco

S = declive da recta

Eo = valor do efeito na ausência de fármaco

2) Modelo log-linear 

Este modelo constitui um adaptação do modelo linear:

E = S * log C + I

I = constante empírica que parece não ter um verdadeiro significado fisiológico.

3) Modelo Emax (Modelo hiperbólico)

E = (Emax * C) /(EC50 + C)

Emax = Efeito máximo = actividade anticonvulsivante máxima

EC50 = Concentração que produz 50 % do efeito máximo 

O EC50 é um parâmetro que permite caracterizar a potência do fármaco em estudo; o Emax  reflecte a sua eficácia, isto é o efeito máximo, neste caso 100% de protecção no teste do electrochoque máximo.

4) Modelo Sigmoidal Emax

Este modelo constitui um dos mais usados em estudos farmacodinâmicos, principalmente quando da análise dos resultados concentração – efeito resulta um padrão de resposta em “forma de S”: 

E = (Emax  * C γ) /(EC γ50 + C γ)

γ = Coeficiente de Hill; valor exponencial que confere sigmoicidade à relação concentração-efeito; se γ=1 este modelo é idêntico ao modelo Emax (modelo hiperbólico); se γ <1 a curva torna-se convexa; se γ >1 a curva revela-se sigmóide.
Os valores experimentais foram ajustados a cada uma destas equações por regressão não linear, recorrendo a um programa informático WinNonlin®.

A selecção do melhor modelo foi feita com base no critério de Akaike (AIC; Akaike’s information criterion), segundo o qual a equação com menor valor de AIC é considerada como a que melhor ajusta os dados experimentais obtidos. Para a análise da qualidade do ajuste recorreu-se ainda à análise gráfica dos resultados obtidos e à utilização de critérios estatísticos, como sejam a soma dos quadrados residuais e a diferença entre os valores previstos e os realmente observados.

2.4. Avaliação e quantificação da actividade anticonvulsivante da lamotrigina 

Conhecido o pico de actividade anticonvulsivante da lamotrigina, procedeu-se à avaliação e quantificação da sua potência anticonvulsivante. A avaliação da potência anticonvulsivante fez-se por determinação da dose capaz de suprimir as crises tónicas em 50% dos animais (ED50).

Os animais foram divididos em 5 grupos de 8 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 uma única vez no pico de actividade anticonvulsivante (2 horas). Para cada dose testada foi registada a duração das fases tónicas e clónicas bem como o número de animais protegidos. Este último valor foi seguidamente convertido em percentagem. A 8 animais protegidos foi atribuída uma protecção máxima.

O parâmetro farmacodinâmico foi finalmente calculado por regressão não linear, usando um programa informático adequado (WinNonlin®).

A potência anticonvulsivante do fármaco em estudo será tanto maior quanto maior for o número de animais protegidos, ou seja, quanto menor for o número de animais capaz de responder positivamente ao teste. 
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