
IV. Resultados

1. Caracterização do perfil anticonvulsivante da lamotrigina

A Tabela R.1 apresenta a duração das fases tónicas e clónicas manifestadas pelos animais, quando submetidos ao teste do electrochoque máximo, quer no ensaio em branco quer 15 minutos, 30 minutos e 1 hora após a administração intraperitoneal do fármaco aos ratos, em dose única de 10 mg/kg.

Tabela R.1 - Resultados obtidos no teste do electrochoque máximo, quer no ensaio em branco quer 15 minutos (A), 30 minutos (B) e 1 hora (C) após a administração intraperitoneal do fármaco aos ratos, em dose única de 10 mg/kg.

(A)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	10
	0
	+
	5
	25

	2
	+
	  6
	       12 
	+
	5
	15

	3
	+
	  6
	0
	-
	0
	15

	4
	+
	  5
	       10 
	+
	5
	20

	5
	+
	20
	0
	+
	       10
	15

	6
	+
	  5
	       20
	+
	2
	25

	7
	+
	12
	8
	-
	0
	25

	8
	+
	  5
	       10
	+
	       10
	  0


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos 
c Duração da fase clónica em segundos 

(b)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	8
	0
	-
	0
	15

	2
	+
	8
	       10
	-
	0
	15

	3
	+
	9
	5
	+
	4
	15

	4
	+
	       10
	9
	-
	0
	20

	5
	+
	       10
	       10
	-
	0
	20

	6
	+
	       10
	8
	+
	4
	19

	7
	+
	       25
	0
	-
	0
	17

	8
	+
	       10
	0
	+
	4
	15


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos; 
c Duração da fase clónica em segundos 

(c)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	6
	14
	-
	0
	25

	2
	+
	7
	18
	-
	0
	25

	3
	+
	8
	10
	-
	0
	12

	4
	+
	9
	11
	-
	0
	12

	5
	+
	       10
	12
	-
	0
	18

	6
	+
	       10
	18
	-
	0
	18

	7
	+
	8
	12
	+
	7
	15

	8
	+
	       10
	14
	-
	0
	23


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos; 
c Duração da fase clónica em segundos 

A Tabela R.2 apresenta a duração das fases tónicas e clónicas manifestadas pelos animais quando submetidos ao teste do electrochoque máximo, quer no ensaio em branco quer 2, 4 e 8 horas após a administração intraperitoneal do fármaco aos ratos, em dose única de 10 mg/kg.

Tabela R.2 - Resultados obtidos no teste do electrochoque máximo, quer no ensaio em branco quer 2 horas (A), 4 horas (B) e 8 horas (C) após a administração intraperitoneal do fármaco em ratos, em dose única de 10 mg/kg.

(A)

	Rato 
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s)  b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	5
	15
	-
	0
	17

	2
	+
	4
	  8
	-
	0
	20

	3
	+
	5
	20
	-
	0
	25

	4
	+
	4
	15
	-
	0
	25

	5
	+
	4
	  5
	-
	0
	25

	6
	+
	7
	13
	-
	0
	20

	7
	+
	       10
	14
	-
	0
	25

	8
	+
	5
	15
	-
	0
	  0


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos; 

c Duração da fase clónica em segundos 

(B)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	5
	15
	-
	0
	25

	2
	+
	8
	14
	-
	0
	  0

	3
	+
	7
	15
	-
	0
	15

	4
	+
	6
	13
	-
	0
	17

	5
	++
	       10
	15
	-
	0
	15

	6
	++
	       12
	  0
	-
	0
	  0

	7
	++
	6
	14
	-
	0
	15

	8
	++
	       10
	15
	-
	0
	20


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos 

c Duração da fase clónica em segundos
(C)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	       10
	0
	-
	0
	15

	2
	+
	6
	       12
	-
	0
	20

	3
	+
	6
	0
	-
	0
	20

	4
	+
	5
	       10
	-
	0
	20

	5
	+
	       15
	0
	-
	0
	18

	6
	+
	5
	       20
	-
	0
	23

	7
	+
	       12
	8
	+
	8
	10

	8
	+
	5
	       10
	-
	0
	15


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos 
c Duração da fase clónica em segundos

A Tabela R.3 apresenta a duração das fases tónicas e clónicas manifestadas pelos animais quando submetidos ao teste do electrochoque máximo, quer no ensaio em branco quer 12, 24, 36 48 horas após a administração intraperitoneal do fármaco aos ratos em dose única de 10 mg/kg.

Tabela R.3 - Resultados obtidos no teste do electrochoque máximo, quer no ensaio em branco quer 12 horas (A), 24 horas (B), 36 horas (C) e 48 horas (D) após a administração intraperitoneal do fármaco, em dose única de 10 mg/kg.

(A)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	5
	7
	-
	0
	25

	2
	+
	7
	       10
	-
	0
	25

	3
	+
	5
	       12
	-
	0
	28

	4
	+
	5
	       15
	-
	0
	25

	5
	+
	5
	       13
	-
	0
	19

	6
	+
	5
	       10
	+
	2
	20

	7
	+
	7
	       10
	+
	3
	20

	8
	+
	5
	       15
	+
	5
	20


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos 

c Duração da fase clónica em segundos
(B)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica(s) c

	1
	+
	       15
	0
	+
	7
	5

	2
	+
	       10
	5
	+
	5
	       15

	3
	+
	5
	       25
	+
	3
	       15

	4
	+
	7
	       13
	+
	5
	       13

	5
	+
	       12
	       10
	+
	       10
	5

	6
	+
	       12
	5
	+
	5
	       20

	7
	+
	       15
	0
	+
	       12
	5

	8
	+
	       15
	0
	-
	4
	       25


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos

c Duração da fase clónica em segundos 

(C)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	5
	       13
	+
	6
	       14

	2
	+
	5
	       15
	+
	5
	       15

	3
	+
	5
	       10
	-
	0
	7

	4
	+
	5
	       15
	+
	5
	       20

	5
	+
	5
	       20
	+
	7
	       10

	6
	+
	5
	       20
	+
	5
	       15

	7
	+
	5
	8
	+
	4
	       15

	8
	+
	5
	       15
	+
	6
	       12


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos

c Duração da fase clónica em segundos 

(D)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	8
	       12
	+
	       10
	0

	2
	+
	6
	       10
	+
	7
	       10

	3
	+
	8
	       10
	+
	       10
	7

	4
	+
	6
	       10
	+
	5
	       15

	5
	+
	       20
	0
	+
	0
	0

	6
	+
	6
	8
	+
	7
	       10

	7
	+
	8
	       10
	+
	5
	5

	8
	+
	6
	       12
	+
	5
	5


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos

c Duração da fase clónica em segundos 

A Tabela R.4 é uma tabela resumo na qual estão reunidos todos os resultados obtidos na caracterização do perfil anticonvulsivante da lamotrigina, ou seja, a percentagem de animais protegidos no teste do electrochoque máximo, obtida durante um período de 48 horas após a administração intraperitoneal do fármaco, em dose única de 10 mg/kg. 

Tabela R.4 - Número de ratos protegidos no teste do electrochoque máximo após administração intraperitoneal da lamotrigina aos ratos, em dose única de 10 mg/kg.

	Tempo após administração(h)
	Nº de ratos protegidos
	% de protecção

	                            0,25
	2
	           25

	 0,5
	5
	62,5

	                            1
	7
	87,5

	                            2
	8
	         100

	                            4
	8
	         100

	                            8
	7
	87,5

	                          12
	5
	62,5

	                          24
	1
	12,5

	                          36
	1
	12,5

	                          48
	0
	             0


2. Modelização farmacodinâmica 

Após a caracterização experimental da resposta farmacológica desencadeada pela administração intraperitoneal da lamotrigina aos ratos em dose única de 10 mg/kg, procedeu-se ao estudo da relação entre este perfil e os perfis de concentração obtidos no plasma e no cérebro de ratos após a administração de uma dose única de fármaco por via intraperitoneal nas mesmas condições experimentais e durante o mesmo intervalo de tempo (modelização farmacodinâmica). Para o efeito foram testados quatro modelos matemáticos distintos. Os valores das concentrações experimentais tinham sido previamente ajustados a equações biexponenciais (Tabela R.5), utilizando um programa de regressão não linear (Multi®) (Castel-Branco, 2002).

Tabela R.5 - Equações biexponenciais resultantes do ajuste dos níveis plasmáticos e cerebrais de lamotrigina obtidos após a administração intraperitoneal do fármaco aos ratos em dose única de 10 mg/kg.

	Dose (mg/kg)
	Equação biexponencial

	10
	Ct = 5,039.e -0,025.t – 5,039.e -8,203.t

	10
	Ct = 1,699.e -0,020.t – 1,699.e -2,908.t


A Tabela R.6 apresenta os valores das concentrações plasmáticas e cerebrais da lamotrigina registados num intervalo de tempo de 48 horas bem como a percentagem de animais protegidos no teste do electrochoque máximo, no referido intervalo, após administração do fármaco aos ratos em dose única de 10 mg/kg.

Tabela R.6 - Tabela que correlaciona as concentrações plasmáticas e cerebrais de lamotrigina obtidas após a administração intraperitoneal do fármaco aos ratos em dose única de 10 mg/kg com a percentagem de animais protegidos no teste do electrochoque máximo.

	Tempo após admin.(h)
	Nº de ratos protegidos
	% de protecção
	Cplasma(ug/mL)
	Ccérebro(ug/mL)

	           0,25
	2
	       25
	4,36
	0,87

	 0,5
	5
	62,5
	4,89
	1,29

	           1
	7
	87,5
	4,91
	1,57

	           2
	8
	     100
	4,79
	1,63

	           4
	8
	     100
	4,56
	1,57

	           8
	7
	87,5
	4,13
	1,45

	         12
	5
	62,5
	3,73
	1,34

	         24
	1
	12,5
	2,77
	1,05

	         36
	1
	12,5
	2,05
	0,83

	         48
	0
	        0
	1,52
	0,65


A Figura R.1 representa graficamente as curvas plasmáticas e cerebrais ajustadas para a lamotrigina na dose de 10 mg/kg e o correspondente efeito anticonvulsivante observado no intervalo de 48 horas.

Figura R.1 - Curvas plasmáticas e cerebrais ajustadas pelas equações biexponenciais para a lamotrigina na dose de 10 mg/kg e o correspondente efeito anticonvulsivante (% de ratos protegidos), no intervalo de 48 horas. Efeito anticonvulsivante da lamotrigina contra o teste do electrochoque máximo (eixo das ordenadas/lado direito) versus concentrações plasmáticas e cerebrais (eixo das ordenadas/lado esquerdo) versus tempo, após a administração intraperitoneal do fármaco aos ratos em dose única de 10 mg/kg.
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Após o ajuste dos valores das concentrações experimentais e após uma breve análise gráfica deste conjunto de três resultados, calculou-se para cada um dos quatros modelos matemáticos o valor do AIC, a soma dos quadrados residuais e visualizou-se a diferença entre os valores previstos e observados, para cada uma das relações: concentrações plasmáticas versus efeito e concentrações cerebrais versus efeito. Tanto no plasma como no cérebro, o modelo farmacodinâmico que melhor pareceu descrever a relação concentração-efeito foi o modelo sigmoidal Emax.

Os parâmetros farmacodinâmicos estimados por este modelo estão representados na Tabela R.7.
Tabela R.7 - Parâmetros farmacodinâmicos resultantes do ajuste dos valores experimentais ao modelo Sigmoidal Emax.

	
	Emax (%)
	EC50 (mg/L)
	γ

	Plasma
	102,7
	3,480
	8,916

	Cérebro
	148,3
	1,402
	5,112


As relações concentrações-efeito revelaram também ser adequadamente descritas pelo modelo linear (modelo da regressão linear simples), que pode ser considerado um caso específico do modelo sigmoidal Emax. Atendendo a ao facto de ser um modelo mais simples que o sigmoidal Emax decidimos fazer uma análise de regressão linear aprofundada. Da análise de regressão efectuada obtiveram-se as equações e os coeficientes de determinação representados na Tabela R.8.

Tabela R.8 - Análise de regressão: a) entre níveis cerebrais e efeito anticonvulsivante; b) entre níveis plasmáticos e efeito anticonvulsivante, registados num intervalo de 0,25-48 horas, após a administração intraperitoneal da lamotrigina aos ratos, em dose única de 10 mg/kg.

	Perfis
	Análise de regressão
	Coeficiente de determinação

	a) Perfil cerebral versus Perfil anticonvulsivante
	Y = 107,93 x - 77,06
	r2= 0,937

	b) Perfil plasmático versus Perfil anticonvulsivante
	Y = 26,20 x - 43,80
	r2= 0,684


Nas Figuras R.2 e R.3 estão representadas graficamente as rectas obtidas na referida análise de regressão linear.
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Figura R.2 - Efeito anticonvulsivante da lamotrigina expresso em percentagem de ratos protegidos no teste do electrochoque máximo versus níveis cerebrais registados após administração intraperitoneal do fármaco aos ratos, em dose única de 10 mg/kg (0,25-48 horas).
Figura R.3 - Efeito anticonvulsivante da lamotrigina expresso em percentagem de ratos protegidos contra o o teste do electrochoque máximo versus níveis plasmáticos registados após administração intraperitoneal do fármaco aos ratos em dose única de 10 mg/kg (0,25-48 horas).
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3. Avaliação e quantificação da actividade anticonvulsivante da lamotrigina

Apresentam-se, em seguida, os resultados do estudo de avaliação da potência anticonvulsivante da lamotrigina (determinação do ED50), onde mais uma vez foi utilizado como modelo experimental o teste do electrochoque máximo. A Tabela R.9 refere o comportamento observado nos animais após a aplicação de uma estimulação “supramáxima” no referido teste, no ensaio em branco e após 2 horas da administração intraperitoneal do fármaco aos animais em dose única de 1, 3, 4,5, 6 e 10 mg/kg. Também aqui se considerou a fase tónica desde a aplicação do estímulo até à contracção total da musculatura do animal, incluindo a musculatura respiratória e extensão dos membros posteriores, cessando quando foram observados os primeiros movimentos clónicos. A fase clónica iniciava-se com o relaxamento muscular e com os referidos movimentos clónicos, clónus este que se propagava por todo o corpo até que terminava e se iniciava um período de depressão. Na Tabela R.10 e Figura R.4, podem ser observados os resultados obtidos. Do estudo de regressão não-linear efectuado no programa WinNonlin® resultou um coeficiente de determinação (r2) de 0,999; um intervalo de confiança (IC95%) de 3,172; 5,387, e um ED50 de 4,1mg/kg.

Tabela R.9 - Resultados obtidos no teste do electrochoque máximo, quer no ensaio em branco quer após 2 horas da administração intraperitoneal do fármaco, em dose única de       1 mg/kg (A), 3 mg/kg (B), 4,5 mg/kg (C), 6 mg/kg (D) e 10 mg/kg (E).

(A)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	5
	       13
	+
	7
	7

	2
	+
	5
	       10
	+
	7
	5

	3
	+
	6
	       10
	+
	5
	5

	4
	+
	7
	       13
	+
	6
	4

	5
	+
	5
	       15
	+
	6
	       20

	6
	+
	4
	       16
	+
	5
	       20

	7
	+
	7
	       11
	+
	6
	       16

	8
	+
	5
	8
	+
	5
	       20


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos
c Duração da fase clónica em segundos

(B)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s)  b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	5
	7
	-
	0
	18

	2
	+
	6
	       12
	+
	4
	6

	3
	+
	8
	       20
	+
	4
	8

	4
	+
	4
	       15
	+
	4
	       20

	5
	+
	6
	       14
	+
	5
	       12

	6
	+
	6
	       13
	+
	4
	       20

	7
	+
	4
	       15
	+
	4
	       15

	8
	++
	6
	       10
	+
	5
	       20


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos
c Duração da fase clónica em segundos 
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C)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	6
	10
	-
	0
	15

	2
	+
	7
	11
	+
	6
	20

	3
	+
	5
	15
	-
	0
	20

	4
	+
	5
	12
	-
	0
	20

	5
	+
	4
	15
	+
	5
	15

	6
	+
	6
	14
	+
	6
	15

	7
	+
	8
	12
	-
	0
	20

	8
	+
	5
	12
	-
	0
	20


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores 

b Duração da fase tónica em segundos

c Duração da fase clónica em segundos 

(d)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	6
	16
	-
	0
	25

	2
	+
	7
	11
	-
	0
	25

	3
	+
	6
	13
	-
	0
	25

	4
	+
	5
	10
	-
	0
	20

	5
	+
	7
	11
	-
	0
	20

	6
	+
	5
	14
	-
	0
	20

	7
	+
	6
	  8
	+
	5
	20

	8
	+
	7
	10
	-
	0
	15


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores

b Duração da fase tónica em segundos

c Duração da fase clónica em segundos 

(e)

	Rato
	Ensaio em Branco
	Após administração de LTG

	
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c
	(+ / -) a
	Tónica (s) b
	Clónica (s) c

	1
	+
	5
	15
	-
	0
	       17

	2
	+
	4
	8
	-
	0
	       20

	3
	+
	5
	       20
	-
	0
	       25

	4
	+
	4
	       15
	-
	0
	       25

	5
	+
	4
	5
	-
	0
	       25

	6
	+
	7
	       13
	-
	0
	       20

	7
	+
	       10
	       14
	-
	0
	       25

	8
	+
	5
	       15
	-
	0
	0


a Presença (+) ou ausência (-) de extensão tónica dos membros posteriores

b Duração da fase tónica em segundos

c Duração da fase clónica em segundos 

Tabela R.10 - Resultados obtidos no teste do electrochoque máximo, quer no ensaio em branco quer após 2 horas da administração intraperitoneal do fármaco, em dose única de       1, 3, 4,5, 6 e 10mg/kg.
	Doses (mg/kg)
	Nº de animais protegidos
	% de protecção

	1
	0
	0

	3
	1
	12,5

	4,5
	5
	62,5

	6
	7
	87,5

	                  10
	8
	               100



Figura R.3 - Curva dose-efeito obtida para a lamotrigina no teste do electrochoque máximo. Todas as experiências foram realizadas no pico de actividade anticonvulsivante da lamotrigina i.e. 2 horas após a administração intraperitoneal de 5 dosagens diferentes:          1, 3, 4,5, 6 e 10 mg/kg. Utilizaram-se 8 animais para cada uma das doses.
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