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RESUMO

Alamotrigina € um antiepiléptico de nova geracdo que apresenta um vasto espectro
de eficicia, nomeadamente na abordagem de crises parciais com ou sem generalizacdo
secundaria, de crises tonico-clonicas primariamente generalizadas, de crises de ausén-
cia e de crises atonicas. Embora na pratica clinica a lamotrigina seja razoavelmente
bem tolerada pelos doentes, a dificuldade que existe no estabelecimento de uma relagdo
bem definida entre os niveis plasmaticos obtidos e a resposta farmacoldgica desencadeada

faz com que, actualmente, seja ainda dificil determinar o valor clinico deste antiepiléptico.

Partindo do principio de que a interpretacdo dos niveis plasmaticos de qualquer
antiepiléptico requer que esses niveis reflictam as concentracdes atingidas no cérebro,
que é o local onde ele vai exercer a sua ac¢éo farmacoldgica, o presente trabalho de
investigagdo tem por objecto a caracterizacdo neurofarmacocinética da lamotrigina.
Por razdes de ordem ética e logistica, tal estudo foi realizado em animais de laboratorio.
Assim, apos ter-se desenvolvido e validado um técnica cromatogréafica para a determi-
nagao de lamotrigina em matrizes bioldgicas, procedeu-se ao estudo dos perfis de con-
centracdo de lamotrigina obtidos no plasma e no cérebro de ratos ap6s a administrago
de uma dose Unica de farmaco por via intraperitoneal. A partir dos dados obtidos,
realizou-se um estudo farmacocinético aprofundado com vista a caracterizacéo do pro-
cesso de distribuicdo da lamotrigina entre a circulagdo sistémica e 0 sistema nervoso
central. Por Gltimo, procurou caracterizar-se a distribuicdo cerebral deste antiepiléptico,

através da quantificacdo do farmaco em diversas regides cerebrais.
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Os resultados obtidos revelaram a existéncia de linearidade entre a dose de
lamotrigina administrada e os niveis plasmaticos e cerebrais atingidos. Na analise
conjunta dos dois tipos de curva tracados, a relagdo entre 0s niveis plasmaticos e 0s
correspondentes niveis cerebrais mostrou ser também linear, a partir do momento em
que o sistema atingiu o equilibrio; deste modo, os niveis plasmaticos de lamotrigina
revelaram-se bons indicadores dos niveis de farmaco no local de acgéo. A analise cinética
do processo de distribui¢do da lamotrigina entre o plasma e o cérebro revelou que, em
doses baixas, a lamotrigina passa mais rapidamente pelo cérebro, pelo que se pode
esperar, nesses casos, uma resposta farmacoldgica de menor intensidade. Tais resultados
sugerem que se obtém maior eficcia terapéutica com a utilizagao de doses de lamotrigina
mais elevadas, 0 que, por sua vez, esta de acordo com a actual aceitabilidade clinica de
uma margem terapéutica para a lamotrigina mais elevada do que a inicialmente prevista.
Por ultimo, a distribuic&o cerebral da lamotrigina mostrou ser homogénea, o que abre
caminho a compreensdo dos multiplos mecanismos de ac¢éo que o farmaco apresenta,
ao mesmo tempo que pode justificar o vasto espectro de actividade apresentado por
este antiepiléptico de nova geracéo.
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ABSTRACT

Lamotrigine is a new generation antiepileptic drug which shows broad-spectrum efficacy
against partial seizures, generalized tonic-clonic seizures, absence seizures, drop attacks
and other seizure types. Although the use of lamotrigine in clinical practice is reasonably
well tolerated by patients, the resulting benefits of its administration are subject to a more
complex evaluation. In fact, there seems to exist a linear relationship between the administered
dosage and the plasma concentrations obtained; nevertheless, the way in which the plasma
levels and the induced pharmacological response inter-relate remains unknown.

As with all antiepileptics, lamotrigine needs to cross the blood-brain barrier to exercise
its therapeutic effect. Consequently, the interpretation of the lamotrigine plasma levels
requires the assessment of the drug concentration at the neuronal sites of action. From
this perspective, the neuropharmacokinetic characterization of lamotrigine would
necessarily have to include a parallel study of the evolution of lamotrigine concentrations
in the blood and in the brain over time. This characterization constitutes the aim of the
present research. For ethical and logistical reasons, this type of work had to resort to
animal experimentation. Therefore, after having developed and validated a
chromatographic technique for the determination of lamotrigine in biological matrices,
the study of the lamotrigine concentration profiles obtained in the blood and in the
brain of rats over time, after its acute administration, was performed. Thus, the data
obtained was submitted to an extensive pharmacokinetic analysis in order to characterize
the lamotrigine distribution process between the systemic circulation and the central
nervous system. Additionally, the lamotrigine brain distribution pattern was studied by

analysing brain samples from various brain areas.

Caracterizagdo neurofarmacocinética da lamotrigina em ratos

The results obtained establish a linear relationship between the dose of lamotrigine
administered and the plasma or brain levels measured. Linear correlations were also
found between lamotrigine plasma and brain levels, since the system has reached
equilibrium; consequently, the plasma levels of lamotrigine can be considered good
indicators of lamotrigine levels at its site of action. The kinetic analysis of the distribution
process of lamotrigine between the blood and the brain showed that, for the lowest dose
used, the lamotrigine passage through the brain was faster. And since the drug will be
less time at its site of action, a lower response intensity could be expected, which could
explain the actual clinical tendency to consider the lamotrigine therapeutic range higher
than in earlier studies. In addition, the distribution pattern of lamotrigine in the brain
seemed to be homogeneous, providing a better understanding of its anticonvulsant
profile as well as suggesting new approaches to the comprehension of its multiple

mechanisms of action.
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SIGLAS E ABREVIATURAS

AIC Critério de Akaike (Akaike’s Information Criterion)
ANOVA Analise de variancia

At Area do pico da lamotrigina

Api Area do pico do padrao interno

AUC Area sob a curva

AUMC Area sob o primeiro momento da curva

AUFS Unidades de absorvancia (Absorbance Units Full Scale)
BZD Benzodiazepinas

CBZ Carbamazepina

CL Clearance (depuragéo)

CLIV Clearance (depuracéo) de distribuicdo normalizada com o volume tecidual
C. Concentracéo cerebral

Cp Concentracdo plasmatica

Crnax Concentracdo maxima

Cv Coeficiente de variagéo

DP Desvio-padrao
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1. EPILEPSIA

1.1. Enquadramento historico

A epilepsia é uma doenca conhecida desde tempos remotos e que afecta actualmente
1% da populacdo mundial, ou seja, cerca de 50 milhdes de pessoas (Perucca, 1996; BiaLer,
2002). A palavra epilepsia deriva do termo grego eTuAapBavelv (epilamvanein), que
significa ser atacado. De facto, na Grécia antiga todas as doencas eram consideradas
como um castigo exercido pelos deuses ou espiritos malignos contra a pessoa e, portanto,
um ataque sofrido pelo individuo; no entanto, dadas as caracteristicas das crises epilépti-
cas, que se assemelham as das possessdes demoniacas, a epilepsia era considerada a “do-
enca sagrada” por exceléncia (EnceL e PeoLey, 1997). Também em Roma, a epilepsia
tinha uma conotacéo negativa, de tal modo que as leis romanas obrigavam a suspensao
de qualquer comicio se um dos circunstantes fosse acometido de um ataque epiléptico;
por esta razao, a epilepsia denominava-se de morbus comitialis (Esteves, 1994).

Foi Hipdcrates quem, 400 anos antes da era de Cristo, reconheceu, pela primeira vez, a
epilepsia como uma doenca do cérebro, que devia ser tratada com dietas e medicamentos
em detrimento das mezinhas religiosas. Contudo, s6 em meados do século XIX, com John
Hughlings Jackson, se iniciou a abordagem cientifica do fendmeno epiléptico. Estabelecendo
que as crises sao causadas por descargas ocasionais, rapidas, excessivas e localizadas da
substancia cinzenta; que existem varios tipos de crises, cada uma com a sua fisiologia; e que
uma crise generalizada ocorre quando o cérebro normal é invadido por uma actividade
iniciada num foco anormal, entre outras consideragdes, John Hughlings Jackson tornou-se o
pai dos conceitos contemporaneos de epilepsia (RaL e SHLeiFer, 1990; EnceL e PebLey, 1997).
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Muitos dos desenvolvimentos da neurociéncia basica da segunda metade do século
XX relacionam-se com a epilepsia, quer directamente — por exemplo, através de estu-
dos celulares dos mecanismos da doenca — quer indirectamente — por exemplo, medi-
ante a investigacdo da excitabilidade cortical e do seu controlo (EnceL e PeoLey, 1997).
Contudo, muito pouco se sabe ainda acerca do processo da epileptogénese, pelo que
néo se pode fazer muito, do ponto de vista clinico, para a protec¢ao de individuos com
fortes probabilidades de virem a desenvolver epilepsia. Ja se pode, no entanto, actuar
com melhores resultados na fenomenologia das crises, no intuito de as prevenir assim
que se comecam a manifestar (DicHTer, 1997).

Em todas as épocas, e quase até a actualidade, os doentes epilépticos tém sido
marginalizados, quer do ponto de vista social, quer profissional ou mesmo familiar.
Actualmente, 0o melhor conhecimento da doenca e as variadas possibilidades terapéuticas
permitem afirmar que a maior parte dos doentes epilépticos é perfeitamente recuperavel,
gozando de completa integracdo familiar e social (Esteves, 1994).

1.2. Conceitos sobre epilepsia

A epilepsia ndo é uma doenca especifica. Na verdade, é uma vasta categoria de
sintomas complexos, que resultam de um elevado numero de fungdes cerebrais
desordenadas que, por sua vez, podem ser secundarias de uma imensa variedade de
processos patoldgicos. Parte da diversidade que caracteriza a expressao clinica das crises
deriva do facto de diferentes areas cerebrais serem responsaveis por diferentes aspectos
da fenomenologia epiléptica (EnceL e PeoLey, 1997). A epilepsia pode considerar-se como

uma desordem crénica do sistema nervoso central caracterizada por crises repetidas que,
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aparecendo subitamente, constituem episédios intermitentes de actividade eléctrica
excessiva do cérebro acompanhados dos correspondentes sintomas clinicos (Fuerst, 1990).

A crise ou ataque epiléptico é a manifestacdo clinica da epilepsia, consistindo num
episddio repentino e intermitente, de actividade eléctrica excessiva, que ocorre algures no
sistema nervoso central (predominantemente no cortex cerebral). Ao local onde se produz a
descarga corresponde uma determinada manifestagao clinica (motora, sensorial, autonémica
e/ou psicologica) e um determinado tragado electroencefalogréafico que se encontra fora dos
padrdes normais (Esteves, 1994; BLume e WoLr, 1997; EnceL e PepLey, 1997).

Descrevem-se, em seguida, os principais tipos de crise (Gram, 1990; RaLL € SHLEIFER,
1990; SHorvon, 1990; Zarranz, 1992; Esteves, 1994; Dreiruss, 1997):

Crises generalizadas

As crises generalizadas emergem de descargas epilépticas que se estendem a ambos
os hemisferios cerebrais, de forma ampla e simultanea, desde o inicio da crise. A
perda ou a diminui¢do da consciéncia — uma das primeiras manifestacdes deste tipo
de crises — € um exemplo claro da implicacdo de ambos os hemisférios desde 0s
primeiros momentos da crise. As manifestacbes motoras, quando ocorrem, afectam
as quatro extremidades. As crises generalizadas podem ser ou ndo convulsivas,
classificando-se em diferentes grupos:

> As auséncias (denominadas de pequeno mal em classificaces mais antigas) séo
crises generalizadas ndo convulsivas, que levam a interrupcdo momentanea das
actividades em curso: tém inicio subito, duram apenas alguns segundos, e terminam
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tdo rapidamente como comegaram — o individuo sente-se, por breves instantes,
desligado do ambiente em que se encontra, apresentando um rosto sem expressao,
olhos fixos e palpebras semicerradas. As crises de auséncia podem classificar-se em
simples ou, quando acompanhadas de outras manifestagdes clinicas, em complexas.

> As crises mioclonicas (denominadas de pequeno mal impulsivo em classificagdes
mais antigas) sdo aquelas que, iniciando-se repentinamente e durando muito pouco
tempo, consistem em movimentos musculares subitos e bruscos, que podem ser gene-
ralizados ou confinados a algumas areas, como, por exemplo, a face e ao tronco, ou a
uma ou mais extremidades, ou mesmo a musculos ou a grupos de masculos individu-

ais. Estas crises podem repetir-se em intervalos curtos ou ser relativamente isoladas.

= As crises tonicas envolvem uma contrac¢ao muscular rigida e violenta, capaz de
colocar os membros em posicdes fixas, 0 que origina a queda do individuo.

> As crises clonicas caracterizam-se por movimentos musculares bruscos e repeti-
dos na auséncia do componente tonico.

> As crises tonico-clonicas (denominadas de grande mal em classificacBes mais
antigas) sdo de natureza convulsiva, iniciando-se com uma perda subita de consci-
éncia, ao que se segue a perda de ténus muscular e a queda do individuo, sendo
ainda muitas vezes acompanhadas de inibicdo respiratoria capaz de desencadear
um estado de cianose; seguem-se uma fase de contracc@es tonicas e outra de movi-
mentos clénicos convulsivos, de duracdo variavel; surgem depois depressao respi-
ratoria profunda e relaxamento muscular total, apds o que o individuo permanece
ainda inconsciente durante um periodo indeterminado de tempo; no final, o doente
entra numa fase de sono profundo.
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> As crises atonicas ou astaticas consistem numa diminuicdo subita do tonus mus-
cular conducente a queda do individuo.

Crises parciais

Nas crises parciais, a actividade epiléptica limita-se geralmente a uma zona focal do
cérebro. As primeiras alteracdes clinicas e electroencefalogréaficas indicam a activacéo
inicial de um sistema de neurdnios limitado a uma parte de um dos hemisférios cerebrais.
Dependendo do foco de origem do fendmeno, assim sera a por¢édo do corpo envolvida
na manifestagdo clinica da crise. As crises parciais tém inicio subito e podem repetir-se

varias vezes durante o dia, inclusive no tempo de sesta ou sono nocturno.

Se ndo se verificar perda de consciéncia, a crise parcial denomina-se simples; se ocorrer
diminuicdo de consciéncia, denomina-se complexa. Nesta Ultima situacdo, alguns
individuos, antes de ficarem inconscientes, experimentam uma sensacao estranha — como
se fosse uma aragem prenunciadora da crise vindoura — denominada de aura. Outros
individuos associam as manifestagfes clinicas proprias da crise parcial complexa certos
automatismos: actividades motoras que podem constituir simplesmente a continuacéo da
actividade que se estava a fazer antes da perda da consciéncia ou uma nova actividade
iniciada no preciso momento em que se perdeu a consciéncia.

Pode acontecer que a actividade epiléptica ndo se autolimite, antes se estenda até
atingir os dois hemisférios cerebrais. Nesse caso, esta-se perante uma crise parcial
secundariamente generalizada.
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1.3. Classificacdo das epilepsias e sindromes epilépticas

Dada a complexidade do fendmeno epiléptico, a epilepsia pode classificar-se de varias
maneiras, tendo em conta diferentes aspectos: manifestacdes clinicas (geralmente o tipo
de crise), alterac@es electroencefalograficas, etiologia, fisiopatologia, anatomia e/ou idade
(Gram, 1990; SHorvon, 1990). A classificacdo da epilepsia contribui decididamente para
um maior sucesso no seu tratamento. De facto, torna-se num instrumento bastante Util
no processo de escolha do farmaco antiepiléptico inicial, atendendo a que essa escolha se
deve basear no diagndstico preciso da crise convulsiva e na eficacia do farmaco
antiepiléptico no tipo de crise identificado (DreiFuss, 1997).

1.3.1. Classificagdo com base na etiologia

As epilepsias podem classificar-se, segundo a sua etiologia, em idiopaticas, sintomaticas
ou criptogénicas (Commission, 1989; Fuerst, 1990; Gram, 1990; SHorvon, 1990; Zarranz,
1992; Esteves, 1994; BrLume e WoLr, 1997; EnceL e PebLey, 1997; WoLr, 1997):

Idiopéticas

As epilepsias idiopaticas — do grego 1810 , “proprio de cada um”, e TtaBog “sofrimento,
padecimento” — pressupdem gue ndo ha outra causa subjacente para além de uma possivel
predisposicao hereditéria. Estas epilepsias ndo se seguem, por isso, a lesdes cerebrais nem
a outras anormalidades neuroldgicas, assim como néo s&o resultantes de uma diminuigéo
mental. A sua manifestacdo esta intimamente relacionada com a idade do individuo. Este
tipo de epilepsias responde com facilidade & terapia com farmacos antiepilépticos.
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Sintomaticas

As epilepsias sintomaticas — do grego ouv, “juntamente com”, e TITOOI(,
“ocorréncia” — surgem em consequéncia de um transtorno, suspeitado ou conhecido,
do sistema nervoso central, com origem no proprio sistema ou noutra parte do organismo.
Por exemplo, situacdes de trauma ou febre, infecgbes, tumores, ingestdo de agentes
toxicos, doengas cerebrovasculares ou diversas condigfes metabolicas podem induzir
diferentes formas de epilepsia. Por essa razdo, estas epilepsias sdo também denominadas
de secundarias. A manifestacédo da crise esta dependente da localizagdo da anormalidade
causativa estrutural e normalmente é parcial, podendo verificar-se ou ndo generalizagéo

secundaria. Este tipo de epilepsias é resistente a terapia em diversos graus.

Criptogénicas

As epilepsias criptogenicas — do grego KpuTttod, “obscuro”, e yeveold, “origem” —
constituem cerca de 60-70% de todas as epilepsias e incluem as epilepsias cuja etiologia
n&o pode ser suficientemente identificada, ou seja, todas as epilepsias de causa oculta.
Esta situacdo resulta do facto de a etiologia da epilepsia ser muitas vezes multifactorial,
0 que torna impossivel determinar com exactiddo a sua causa. Presumivelmente, este
tipo de epilepsias € sintomatico, mas a sua causa permanece desconhecida.
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1.3.2. Classificagdo com base no tipo de crise

Em 1969, a Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE — International League
Against Epilepsy) elaborou um esquema denominado “classificacéo internacional dos
tipos de crise”. Este esquema, revisto em 1981, classifica o tipo de crise tomando apenas
em consideracdo manifestagdes clinicas e dados electroencefalogréficos (tabela I.1). No
entanto, pelo facto de um determinado tipo de convulsdo poder expressar varias
“classes” de epilepsia e algumas epilepsias poderem cursar com Vvarios tipos de
convuls&o, esta classificagdo revelou-se pouco abrangente. A ILAE criou ent&o, em
1985, um novo esquema denominado “classificacdo internacional das epilepsias e
sindromes epilépticas”, o qual, revisto em 1989, é hoje amplamente utilizado. Esta
classificagdo agrupa as epilepsias de uma forma mais exaustiva, tomando em
consideragdo ndo s o tipo de crise e os dados electroencefalogréficos como também
dados de prognose, fisiopatologicos e etiologicos. Com base no presumivel local de
origem da crise (crises parciais ou generalizadas) e na sua etiologia (crises idiopaticas,
sintomaticas ou criptogénicas), as epilepsias e sindromes epilépticas sdo divididas em
quatro grandes classes; dentro de cada classe, por sua vez, formam-se subgrupos de
doentes com base noutras variaveis, como a idade, a histéria familiar, o
desenvolvimento do cérebro, a funcdo intelectual, a etiologia especifica, dados
electroencefalograficos ou manifestagdes clinicas (tabela 1.2) (Commission, 1989; Gram,
1990; SHorvon, 1990; Worr, 1997). Apesar desta classificagdo ser um instrumento
muito util no diagndstico das epilepsias na pratica clinica, nem sempre as situacées
clinicas reais sdo devidamente identificadas, muitas vezes devido a uma menor
experiéncia dos seus utilizadores. Neste contexto, Rinaldi et al. (2000) elaboraram,
recentemente, um algoritmo que visa a facilitacdo da aplicacdo pratica da referida

classificacdo. O algoritmo segue a estrutura original da classificagcdo apresentada pela
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ILAE em 1989 e permite a aplicacéo pratica desse esquema no momento do diagnostico
em diferentes contextos clinicos. As limitagGes verificadas na utiliza¢do do algoritmo
reflectem, em parte, as limitagdes intrinsecas do proprio esquema de classificacao,
evidenciando a necessidade de aparecimento de um novo esquema mais adequado a
actual prética clinica.

Tabela 1.1 Classificacdo internacional dos tipos de crise.

. Crises parciais (inicio numa area localizada do cérebro)

A. Crises parciais simples (sem perda de consciéncia)
Com sinais motores
Com sintomas somato-sensoriais ou sensoriais especiais
Com sinais e sintomas autonémicos
Com sintomas psiquicos

B. Crises parciais complexas (com perda de consciéncia)
Inicio como crise parcial simples seguida de perda de consciéncia
Com perda de consciéncia desde o inicio

C. Crises parciais secundariamente generalizadas
Crises parciais simples que evoluem para generalizadas
Crises parciais complexas que evoluem para generalizadas
Crises parciais simples que evoluem para parciais complexas e depois para generalizadas

I1. Crises generalizadas (envolvem ambos os hemisférios cerebrais)
A.1. Auséncia (pequeno mal)
A.2. Auséncia atipica
B. Crises miocldnicas
C. Crises clonicas
D. Crises ténicas
E. Crises tonico-clonicas (grande mal)
F. Crises atonicas
I11. Crises epilépticas néo classificadas

Adaptado de Gram, 1990; SHORVON, 1990; WoLF, 1997.
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Tabela 1.2 Classificagdo internacional das epilepsias e sindromes epilépticas.

1. Epilepsias e sindromes focais, parciais ou locais (relacionadas com a localizagao)

1.1. Idiopaticas
Epilepsia rolandica (epilepsia benigna da infancia com pontas centro-temporais)
Epilepsia occipital
Epilepsia primaria da leitura
1.2. Sintomaticas
Epilepsia parcial continua crénica progressiva
Sindromes com modalidades especificas de desencadeamento
Epilepsias dos lobos temporal, frontal, parietal ou occipital

1.3. Criptogénicas
2. Epilepsias e sindromes generalizadas

2.1. Idiopaticas
Convuls6es neonatais benignas (familiares ou néo)
Epilepsia mioclénica benigna da infancia
Epilepsia infantil ou juvenil com auséncias
Epilepsia mioclénica infantil ou juvenil
Epilepsia com crises de grande mal (ao acordar)
Outras epilepsias idiopaticas generalizadas
Epilepsia com crises desencadeadas por estimulos especificos

2.2. Criptogénicas ou sintomaticas
Sindrome de West (espasmos infantis)
Sindrome de Lennox-Gastaut
Epilepsia com convulsdes mioclénico-astaticas
Epilepsia com auséncias mioclénicas

2.3. Sintomaticas

Sindromes especificas (consequéncia de diversas situagdes clinicas)
Epilepsia e sindromes indeterminadas (focais ou generalizadas)

3. Epilepsias e sindromes indeterminadas focais ou generalizadas

3.1. Com crises focais e generalizadas
Crises neonatais
Epilepsia com ponta-onda continua durante o sono
Epilepsia infantil mioclénica grave
Afasia epiléptica adquirida (sindrome de Landau-Kleffner)
Outras epilepsias indeterminadas

3.2. Sem tracos focais ou generalizados inequivocos

4. Sindromes especiais (relacionadas com a situagao)
Convulsdes febris
Estado de mal epiléptico isolado ou crises isoladas
Convulsdes que resultam de perturbacdes metabolicas ou estados toxicos

Adaptado de Commission, 1989; Gram, 1990; SHORVON, 1990; WoLF, 1997.
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1.4. Terapéutica da epilepsia

1.4.1. Antiepilépticos cléassicos

Desde meados do século XIX que a abordagem terapéutica da epilepsia se tem vindo
a implementar com o objectivo de prevenir a ocorréncia de crises em individuos
epilépticos. Os primeiros compostos a serem utilizados foram os brometos, em 1857, e
durante quase sessenta anos constituiram a Unica terapéutica disponivel na pratica
clinica para a abordagem da epilepsia. Em 1912, foi descoberta a efic&cia antiepiléptica
do fenobarbital (PB). Seguiu-se a introducéo da fenitoina (PHT), em 1938. Em 1972,
foi a vez da carbamazepina (CBZ) e, em 1978, a do &cido valprdico (VPA). Desde
entdo, e até ao inicio dos anos 90, as op¢les para a terapéutica medicamentosa da
epilepsia limitaram-se aos principais antiepilépticos classicos — fenobarbital, fenitoina,
carbamazepina e acido valpréico — e a compostos como a primidona (PRM), a
etossuccimida (ESM) e algumas benzodiazepinas (BZD) (SHorvon, 1990; PorTer €
Rocawski, 1992; BiaLer, 1993; LoscHer € Schmiot, 1994; White, 1999; BiaLer, 2002).

A terapéutica classica, no entanto, ndo se revelou totalmente satisfatoria: se a
utilizacdo destes farmacos, por um lado, permitia a erradicacdo das crises epilépticas
em cerca de 70% dos individuos, cerca de 25-30% dos doentes revelavam-se refractarios
a terapia. Para além disso, a estes farmacos associavam-se efeitos laterais e interaccdes
farmacoldgicas bastante relevantes, o que veio a limitar bastante a sua utilizagdo,
concretamente em regimes de politerapia (BiaLer, 1993; Gos, Ross e Crisp, 1993;
KaLvidinen, KErANEN € RiexkiNEN, 1993; BeneTeLLo, 1995; GoLpsmitH € Birtencourt, 1995;

Perucca, 1996; WHite, 1997; McCaee, 2000).
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1.4.2. Antiepilépticos de nova geracéo

Grandes esforgos estavam a ser feitos, entretanto, quer na investigacdo bésica quer
na clinica, com o objectivo de se melhorar o controlo terapéutico dos doentes epilépticos,
nomeadamente dos refractarios a terapéutica classica. E foi na década de 90 que a
situagdo se alterou substancialmente com a introducdo no mercado de um ndmero
elevado de novos antiepilépticos: felbamato (FBM), gabapentina (GBP), lamotrigina
(LTG), levetiracetam (LEV), oxcarbazepina (OXC), tiagabina (TGB), topiramato (TPM),
vigabatrina (VGB) e zonisamida (ZNS). Os estudos clinicos realizados em doentes
refractarios a terapéutica classica revelaram que, quando se associava um destes novos
antiepilépticos ao tratamento classico previamente estabelecido, se verificava uma
reducdo significativa na frequéncia das crises (igual ou superior a 50%) em cerca de
metade dos doentes em estudo. Surgia assim uma nova oportunidade terapéutica para
12 milhdes de pessoas em todo 0 mundo (BiaLer, 1993; LoscHer € SchmipT, 1994; Perucca,
1996; WHite, 1999; McCaee, 2000; Perucca, 2002).

Em contraste com o desenvolvimento empirico da maioria dos antiepilépticos clas-
sicos, os antiepilépticos de nova geragdo sdo o resultado de uma abordagem racional
baseada nos eventos basicos relacionados com a epilepsia. A compreensao das bases
eléctricas e celulares da iniciacdo e propagacdo das crises permitiu identificar diversos
processos fisiopatoldgicos, que se converteram em alvos preferenciais dos novos
antiepilépticos (Bropig, 1992; Porter € Rocawski, 1992; KiLviiinen, KERANEN € RIEKKINEN,
1993; LoscHer € Schmipt, 1994; BeneteLro, 1995; GovpbsmitH € Birtencourt, 1995;
MeLorum, 1996a; WHite, 1999).

Por sua vez, um maior conhecimento acerca dos mecanismos de ac¢ao apresentados

por estes novos farmacos permitiu a sua utilizacdo, de uma forma mais racional, em
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politerapia, combinando modos de acgdo complementares. Curiosamente, a limitada
experiéncia na utilizagao destes novos farmacos na pratica clinica fez com que o principal
critério para a seleccéo do farmaco mais adequado em cada situagdo fosse o do principal
mecanismo de accdo por ele apresentado. A elevada especificidade resultante do
desenvolvimento destes novos farmacos trouxe ainda vantagens em termos de uma
melhor tolerabilidade e de um potencial de interacces mais reduzido (GoLosmiTH €
Birtencourt, 1995; Kwan, SiLs € Bropig, 2001; Perucca, 2002).

Contudo, esta nova geracdo de antiepilépticos ainda néo foi capaz de substituir a
terapéutica classica. Na realidade, menos de 10-15% dos doentes refractarios conse-
guem permanecer completamente controlados quando sao sujeitos a ac¢éo de qualquer
um destes novos farmacos. O maior leque de escolha que eles oferecem nem sempre é
acompanhado de um conhecimento aprofundado das indicagdes, contra-indicagdes e
modo de utilizacdo mais adequados, nem tem em conta a variabilidade farmacocinética
que lhes esta associada, donde resultam muitas vezes tratamentos suboptimizados ou
riscos desnecessarios no que respeita a efeitos laterais ou interacgdes medicamentosas
(BiaLer, 2002; Perucca, 2002).

No inicio do século XXI, a procura de farmacos ainda mais eficazes na abordagem
da epilepsia continua a constituir um desafio para a ciéncia. Estruturas quimicas com-
pletamente novas ou antiepilépticos estruturalmente modificados sdo desenhados em
busca dos perfis farmacocinético e farmacodinamico mais adequados, com vista a
melhoria da qualidade de vida destes doentes (BiaLer, 2002).
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1.4.3. Mecanismos de ac¢do dos fArmacos antiepilépticos

O maior conhecimento dos eventos bésicos da epilepsia que foi alcan¢ado nos Gltimos
anos sugere que o fendmeno epiléptico envolve diversas alteragdes neurobioldgicas,
nomeadamente sobre 0s canais idnicos sensiveis a voltagem (particularmente canais de sodio
e de célcio), a transmissdo inibitéria (mediada pelo acido y-aminobutirico, GABA) e a
transmissao excitatoria (mediada pelo glutamato, Glu). Podem, por isso, definir-se trés grandes
categorias em termos de mecanismo de ac¢éo dos farmacos antiepilépticos: modulacéo dos
canais ionicos, potenciacdo da transmissdo inibitoria e inibicdo da transmiss&o excitatoria.
Deve, no entanto, atender-se ao facto de muitos dos antiepilépticos possuirem mdiltiplos
mecanismos de ac¢do, levando a que a classificacdo dos diversos farmacos se faca normalmente
em funcéo do principal mecanismo de ac¢ao que apresentam. A tabela I.3 agrupa os farmacos
antiepilépticos mais utilizados na prética clinica, de acordo com o seu principal mecanismo
de accdo (Porter & Rocawski, 1992; LoscHer € ScHmiot, 1994; Macoonaip e Ketry, 1994;
MeLbrum, 1996a; WhiTe, 1997 e 1999; McCase, 2000; Kwan, SiLis e Brooig, 2001):

Tabela 1.3 Mecanismos de acgéo dos principais farmacos antiepilépticos.

Mecanismo de ac¢édo Antiepiléptico classico  Antiepiléptico nova geragdo

1. Modulagdo dos canais iénicos sensiveis a voltagem

a) Bloqueio dos canais de Na™* PHT, CBZ, VPA LTG, OXC, ZNS, FBM, TPM
b) Bloqueio dos canais de Ca™™ ESM, VPA LTG, ZNS, FBM
11. Potenciacdo da inibi¢do neuronal mediada pelo GABA
a) Estimulagéo da sintese do GABA VPA GBP
b) Aumento da libertacdo do GABA GBP
c) Agonismo dos receptores do GABA PB, BZD, VPA FBM, TPM
d) Inibicdo da captacdo do GABA TGB
e) Bloqueio do metabolismo do GABA VPA VGB, GBP

I11. Reducéo da excitagdo neuronal mediada pelo Glu
a) Antagonismo dos receptores do Glu FBM, TPM
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2. LAMOTRIGINA

2.1. Histéria da lamotrigina

Desde os inicios dos anos 60 que se procurava relacionar a acgao anticonvulsivante
com o antagonismo do &cido félico, com base nas hipoteses de que a acgao
anticonvulsivante dos farmacos a ntiepilépticos estaria relacionada com o apareci-
mento de distdrbios no metabolismo do folato (RevnoLps, Preece € CHanarin, 1969) €
de que o folato actuaria como pré-convulsivante (Baxter , MiLLer e WessTer, 1973).
De facto, ja nos anos 50 se reconhecera a existéncia de disturbios no metabolismo do
folato durante a administracdo cronica de farmacos antiepilépticos como a primidona,
o fenobarbital ou a fenitoina. Além disso, estudos laboratoriais indicavam verificar-se
uma acgdo convulsivante na actuacédo do folato, quando era administrado em doses
elevadas ou quando era injectado directamente no cérebro de animais de laboratério
(MicLer et al., 1986a; MacponaLp e KeLty, 1994; GiLman, 1995).

Inserindo estas observagdes num esforco de desenvolvimento racional de novos
antiepilépticos, a modificagdo de compostos antagonistas do acido folico com efeitos
anticonvulsivantes tornou-se num objectivo comum a Varios grupos de investigagao.
Nos anos 70, a Glaxo Wellcome, apds modifica¢des racionais numa sequéncia de
feniltriazinas antagonistas do acido folico, sintetizou um derivado feniltriazinico
caracterizado por uma acgdo anticonvulsivante poderosa e por uma fraca actividade
antifolato. A esse composto foi atribuido 0 nome de lamotrigina. Estudos de estrutura-
-actividade posteriormente desenvolvidos demonstraram que as propriedades
antiepilépticas da lamotrigina ndo estavam relacionadas com a fraca actividade antifolato
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por ela apresentada, mas sim com a estabilizacdo da membrana neuronal pré-sinéptica
resultante do bloqueio dos canais de sodio sensiveis & voltagem e consequente inibigao
da libertacdo de aminoacidos excitatorios, particularmente de glutamato e aspartato
(Brobig, 1992; Goa, Ross € CHrise, 1993; Macponaip € KeLLy, 1994).

Esta nova molécula, estruturalmente bastante diferente dos antiepilépticos classicos,
foi respondendo de forma adequada nos ensaios pré-clinicos e clinicos em que foi sendo
objecto de estudo até que, ao ser considerada como um antiepiléptico de nova geracéo,
a sua comercializacdo foi aprovada em Dezembro de 1994, nos Estados Unidos da
América, pela Food and Drug Administration (GioaL € GarnetT, 1995). Em Portugal, a
Autorizacdo de Introducdo no Mercado foi concedida pelo Instituto da Farmacia e do
Medicamento, no inicio de 1995, & Glaxo Wellcome (RCM, 1999).

2.2. Descricao do farmaco

2.2.1. Estrutura molecular

Lamotrigina é a denominacéo genérica da 3,5-diamino-6-(2,3-diclorofenil)-1,2,4-triazina, e
formula empirica CyH,CI,N5 e peso molecular 256,096 Da. A sua férmula estrutural

encontra-se representada na Figura I.1.
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2.2.2. Propriedades fisico-quimicas

A lamotrigina apresenta-se sob a forma de um pd quimicamente estavel, de cor
branca a tender para o creme. E praticamente insolGvel em agua (0,17 mg/ml a 25° C);
é apenas ligeiramente solGvel no etanol e no &cido cloridrico 0,1 M (4,1 mg/mla 25° C
para ambos); é sollvel na acetona e no metanol aquecido. O coeficiente de partilha
6leo/agua é de 2,08. E uma base fraca de pka=>5,7 a 25° C. Na presenca de acidos ou
bases fortes é hidrolisada, convertendo-se numa mono ou dihidroxitriazina. Apesar de
se revelar estavel & temperatura ambiente, a lamotrigina deve ser armazenada em local
seco, com temperatura nunca superior a 25° C e ao abrigo da luz (GLaxoWeLLcome, 1998).

Em Portugal, a lamotrigina é comercializada sob 0 nome de Lamictal®, na forma
de comprimidos contendo 25, 50, 100 ou 200 mg de principio activo ou de comprimi-

dos dispersiveis com 5, 25 ou 100 mg de lamotrigina.

Cl

Cl

Figura I.1 Férmula estrutural da lamotrigina.
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2.3. Propriedades farmacocinéticas

O perfil cinético de um farmaco antiepiléptico “ideal” deverd incluir determinadas
caracteristicas, a saber: absorcdo rapida e completa; distribuicdo facil e homogénea;
ligacdo pouco extensa e ndo-saturavel as proteinas plasmaticas; cinética de eliminagéo
linear; semivida de eliminacéo de cerca de 24 horas, por forma a permitir uma Unica
toma diaria; ndo ocorréncia do fendmeno de auto-indugdo no processo de
biotransformacéo enzimatica; inexisténcia de metabolitos activos ou toxicos; auséncia
de interaccOes farmacocinéticas com outros farmacos.

A lamotrigina — um antiepiléptico de nova geragdo — parece assumir algumas das
caracteristicas referidas (Coren et al., 1987; Bourceors, 1995).

2.3.1. No ser humano

Absorgao

Alamotrigina é absorvida rapida e completamente ap6s administracdo oral. O efeito
de primeira passagem € irrelevante, estimando-se em cerca de 98% a sua
biodisponibilidade absoluta. A presenca de alimentos ndo afecta a absorcéo. O pico da
concentracdo sérica é atingido 1 a 3 horas ap6s a toma do farmaco. A presenca de um
segundo pico, 4 a 6 horas ap6s a administragdo oral da lamotrigina, sugere a existéncia
de recirculagdo entero-hepatica. Existe uma relagdo de linearidade entre a dose
administrada e o pico sérico, assim como entre a dose e a area sob a curva estimada,

para uma dose Unica oral entre 30 e 450 mg. Esta proporcionalidade também se estende
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a individuos com doses ndo superiores a 700 mg/dia (Coren et al., 1987; Peck, 1991;
Goa, Ross e Crrisp, 1993; Fitton e Goa, 1995; Giuman, 1995).

Distribuicao

O grau de ligacdo da lamotrigina as proteinas plasmaticas estima-se em cerca de
55%, quer se faca a determinacdo in vitro, por dialise de equilibrio, quer se efectue in
vivo, a partir da razdo de concentrag@es saliva/plasma. Esta percentagem néo é pertur-
bada pela presenca de concentragdes terapéuticas de outros antiepilépticos, como a
fenitoina, o fenobarbital ou o acido valpréico. Por sua vez, a lamotrigina também néo
afecta a ligacdo as proteinas plasmaticas por parte desses farmacos. Deste modo, a
hipdtese de alteraces nas concentracdes plasmaticas destes antiepilépticos, causadas por
alteracdo da ligacéo as proteinas, quando os antiepilépticos sdo usados em co-medicagao,
fica excluida (Coren et al., 1987; Parsons, Dickins € MorLEy, 1995).

A lamotrigina distribui-se bem por todo o organismo. O volume de distribuicéo
aparente da lamotrigina varia entre 0,9 e 1,3 L/kg, independentemente da dose admi-
nistrada, do regime de dosagem aplicado e do facto de o individuo se apresentar sdo ou
doente (Goa, Ross € CHrisp, 1993; GiLman, 1995).

A lamotrigina atravessa a placenta e esta presente no leite materno em quantidades
gue ndo devem ser negligenciadas, pelo que o feto ou o lactente deve ser cuidadosa-

mente observado de modo a evitar potenciais efeitos adversos (Ramseck et al., 1997).
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Eliminacéo

A eliminacdo da lamotrigina segue uma cinética linear de primeira ordem (Cowen et
al., 1987; Ravseck € WoLr, 1993; Giman, 1995; Ewwes e Binnig, 1996). O tempo de
semivida de eliminacéo da lamotrigina, quando esta ¢ administrada em dose Unica oral
em voluntarios sdos, é de cerca de 24 horas (Cowen et al., 1987). A clearance ou depu-
racéo total, em condigdes idénticas, assume valores na ordem dos 0,021-0,035 L/h/kg
(Conen et al., 1987; Goa, Ross e Crise, 1993; GiLman, 1995).

a) Metabolismo

A lamotrigina é uma base fraca, que, no atomo N-2 do seu anel triazinico, é exten-
sivamente atacada pelas uridina-5’-difosfato-glucuroniltransferases. Consequentemente,
0 seu principal metabolito é o conjugado glucurénico N-2, que corresponde a cerca de
70% da dose administrada. O perfil de eliminagdo deste conjugado € paralelo ao da
lamotrigina, pelo que se postula que a velocidade de formacdo deste metabolito é
determinante para a velocidade de depuracéo do farmaco. A lamotrigina é também
transformada, embora em menor extenséo (cerca de 10% da dose administrada), no
conjugado glucurdnico N-5. Forma-se ainda o conjugado metilico N-2, mas em quan-
tidades muito pequenas (<1% da dose administrada). Qualquer destes metabolitos
revela-se inactivo. Cerca de 10% da dose administrada de lamotrigina é excretada na
urina sob forma inalterada (Conen et al., 1987; Dickins et al., 1995).

Parece ocorrer uma pequena inducdo da lamotrigina em relacdo ao seu proprio
metabolismo. Embora alguns autores ndo reconhecam a existéncia dessa auto-indugéo

(Conen et al., 1987; BiaLer, 1993), outros ha que referem uma reducéo na semivida da
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lamotrigina no inicio do tratamento, enquanto as suas concentragdes séricas nao atin-
gem o estado de equilibrio; por se manifestar apenas no inicio do tratamento, tal
fendmeno ndo assume, contudo, relevancia clinica (Raveeck € WoLr, 1993; Dickins et
al., 1995; Giman, 1995; Evwes e Binnig, 1996; HacHap, Racueneau-MaiLessi € Levy, 2002).

b) Excrecdo

A excre¢do urindria constitui a principal via de eliminacdo da lamotrigina: cerca de
90% de uma dose Unica oral é recuperada na urina. A deteccdo de uma pequena per-
centagem de lamotrigina nas fezes — cerca de 2% da dose administrada — sugere a
ocorréncia de excrecao biliar, ainda que em quantidades insignificantes (Parsons, Dickins
e MorLey, 1995).

2.3.2. No rato

Durante o desenvolvimento da lamotrigina — e & semelhanca do que acontece com
todos os compostos que potencialmente irdo integrar o arsenal terapéutico de determi-
nada patologia — realizaram-se diversos estudos pré-clinicos. A cinética do farmaco,
com a caracterizagdo dos parametros farmacocinéticos essenciais, foi estudada em di-
versas espécies de animais de laboratorio, ajudando a interpretacdo de diversos testes
farmacoldgicos e toxicoldgicos (Parsons, Dickins € MorLey, 1995).

Descrevem-se, em seguida, as principais caracteristicas dos fendémenos de absorcéo,
distribuicdo e eliminacdo da lamotrigina no rato:
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Absorgao

A lamotrigina apresenta uma boa biodisponibilidade oral. O pico da concentragéo
plasmatica é atingido 3 a 5 horas ap6s a administra¢do do farmaco. Existe uma relagao
de linearidade entre a dose administrada e a concentragdo plasmatica maxima atingida,
assim como entre a dose e a area sob a curva calculada, no intervalo de doses
compreendido entre 2,5 e 10 mg/kg. Com o0 aumento da dose de lamotrigina
administrada observa-se, no rato, um aumento da extensao da fase de absorcéo. Este
efeito, que consiste num retardamento do esvaziamento gastrico, desencadeia-se por
um mecanismo ainda desconhecido mas que se sabe ser especifico das espécies roedoras
(Parsons, Dickins € Morcey, 1995; YamasHima et al., 1997).

Distribuicdo

O grau de ligacéo da lamotrigina as proteinas plasmaticas é semelhante ao que se
verifica no ser humano, estimando-se o seu valor em 54% (Parsons, Dickins € MoRrLEY,
1995; Wacker et al., 2000).

A lamotrigina distribui-se facilmente por todos os 6rgaos e tecidos do organismo, aten-
dendo as suas caracteristicas basicas e lipdfilas. A velocidade de eliminagdo da lamotrigina
desses tecidos é comparavel a velocidade de eliminagéo do plasma, com excepgao do rim e
dos tecidos que contém melanina. No rato, o volume de distribui¢éo aparente da lamotrigina
variaentre 1,5 e 2,1 L/kg (Parsons, Dickins € MorLey, 1995).

Estudos de distribuicdo no rato macho revelam uma grande afinidade da lamotrigina
com 0s rins, onde aquela se acumula apés administragdo em dose multipla. Esta acumulagéo
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renal apresenta-se dependente da dose. Estudos com diferentes espécies animais permitem
concluir que tal acumulacéo é especifica da espécie e do sexo, isto &, que se verifica Unica e
exclusivamente no rato macho adulto, ndo sendo por isso relevante para os seres humanos
(Parsons, Dickins € Morcey, 1995; WaLker et al., 2000). Admite-se que a lamotrigina provoca
no rato macho uma redugdo da protedlise da a-2U-globulina, que é uma proteina
transportadora especifica para ligandos lipofilicos que se acumula nos lisossomas secundarios
das células dos tabulos proximais renais: ou porque, ligando-se a proteina, a torna mais
resistente a hidrolise; e/ou porque, acumulando-se nos lisossomas, tem um efeito inibidor
directo da funcéo lisossomal. Esta situacdo so se verifica no rato macho adulto em
consequéncia de um conjunto de trés factores: porque um rato macho adulto produz, no
figado, sob um controlo sinérgico da testosterona e dos corticosteréides endégenos, grandes
quantidades de a-2U-globulina, que € uma proteina de baixo peso molecular que, sendo
facilmente filtrada a nivel glomerular, é também facilmente reabsorvida para os tubulos
proximais renais; porque a a-2U-globulina é bastante resistente a proteélise; porque, sob
efeito dos androgeéneos, o rato macho apresenta uma baixa actividade proteolitica nos seus
lisossomas. Esta conjugacéo de factores leva a que a acumulagdo renal de lamotrigina ndo
ocorra noutras espécies, nomeadamente no ser humano (Rex et al., 1988; Reap, 1991).

No rato, a lamotrigina também revela uma afinidade particular com a melanina do
olho e, em menor extensdo, com a da pele pigmentada. Este tipo de afinidade — com o0s
tecidos que contém melanina — ndo tem, no entanto, relevancia clinica (Parsons, Dickins
e MorLey, 1995).

A semelhanca do que acontece no ser humano, também no rato a lamotrigina atra-
vessa a placenta e esta presente, embora em quantidades muito pequenas (<1%), no
leite materno (Parsons, Dickins € MorLey, 1995).

I INTRODUGEO | 061



Eliminacéo

A cinética de disposicdo da lamotrigina revela-se linear entre 2,5 e 10 mg/kg. O
tempo de semivida de eliminacdo da lamotrigina, apds uma dose oral de 4 mg/kg,
assume um valor médio de 12,5 horas no rato macho e de 22 horas no rato fémea, em
consequéncia da acumulagéo renal que se observa no rato macho, como descrito
anteriormente. A clearance ou depuracéo total respectiva assume um valor médio de
0,097 L/h/kg no rato macho e de 0,054 L/h/kg no rato fémea (Parsons, Dickins € MorLEY,
1995). Yamashita et al. (1997) referem um tempo de semivida de eliminacéo de cerca
de 25 horas, quando a lamotrigina é administrada oralmente na dose de 10 mg/kg,
valor esse que se assemelha ao referenciado para voluntarios sdos ap6s uma toma oral
de lamotrigina na dose de 120 mg (Coren et al., 1987; Parsons, Dickins € MorLey, 1995).

a) Metabolismo

As vias e a extensdo do metabolismo da lamotrigina no rato diferem das que ocor-
rem no ser humano. Ap6s administragdo oral, verifica-se o seguinte: cerca de 30% da
dose administrada encontra-se na urina sob forma inalterada; o conjugado glucuronico
N-2 que surge na urina corresponde a cerca de 6% da dose administrada de lamotrigina;
0 conjugado glucurdnico N-5 ndo atinge, na urina, mais de 5% da dose administrada;
0 conjugado Oxido N-2 nem sempre se detecta; o conjugado metilico N-2 n&o se forma
em quantidades aprecidveis. No entanto, aparecem na urina alguns metabolitos ndo
identificados que, no seu conjunto, correspondem a cerca de 20% do total de farmaco
administrado (Dickins et al., 1995).
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b) Excrecdo

A excrecdo urindria constitui, também no rato, a principal via de eliminacdo da
lamotrigina: cerca de 60% da dose de lamotrigina administrada por via oral é recupe-
rada na urina. Por sua vez, a deteccdo de lamotrigina nas fezes assume, no rato, valores
da ordem dos 30%, 0 que parece dever-se, em parte, a excrecdo biliar do farmaco
(Parsons, Dickins € MorLEy, 1995).

2.4. Propriedades farmacodinamicas

2.4.1. Mecanismo de ac¢ao

Os primeiros estudos que incidiram sobre 0 mecanismo de acgdo da lamotrigina
basearam-se na semelhanca entre o perfil anticonvulsivante da lamotrigina e os perfis
apresentados pela fenitoina e pela carbamazepina em estudos farmacoldgicos realiza-
dos em animais. Sabendo-se que a ac¢do terapéutica da fenitoina se relacionava com a
estabilizagdo neuronal resultante de uma modulagdo da libertagdo de neurotransmissores
ao nivel pré-sinaptico, comegou por se estudar o efeito da lamotrigina na modulagéo
pré-sindptica da libertacdo de aminoécidos enddgenos. Os resultados obtidos sugerem
que 0 seu mecanismo de ac¢do envolve o blogqueio dos canais de sodio sensiveis a volta-
gem com a consequente estabilizacdo das membranas pré-sinapticas e inibicdo da li-
bertagdo de neurotransmissores, particularmente de glutamato, 0 aminoacido excitatorio
com papel mais determinante no desencadeamento da crise epiléptica (LeacH, Marpen
e MiLLeRr, 1986; LeacH, Baxter e CritcHLEY, 1991; TeoH, FowLer € Bowery, 1995).
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Durante varios anos, este foi considerado o mecanismo de ac¢do mais provavel da
lamotrigina, semelhante aos mecanismos apresentados pela fenitoina e pela carbamazepina
(Goa, Ross € Chrisp, 1993; Lanc, Wane € Cooper, 1993; MacoonaLp € KeLLy, 1994; FirTon e
Goa, 1995; MessenHEIMER, 1995; CaLasresi et al., 1996; Zona e AvoLi, 1997).

A continuacédo dos estudos possibilitou a Xie et al. (1995) sugerir a existéncia de
uma interaccdo preferencial da lamotrigina com os canais de sodio, quando estes se
encontram no estado de inactivacdo lenta. Deste modo, conseguia diferenciar-se 0s
mecanismos de ac¢do da lamotrigina e da fenitoina, sendo que esta parece interagir
preferencialmente com os canais de sodio no estado de inactivagéo rapida (MeLorum,
1996a). No entanto, Kuo e Lu (1997) vieram pdr em causa esta hipotese, apresentando
resultados diferentes que evidenciam que a ac¢do da lamotrigina néo resulta de uma
ligagéo selectiva da molécula aos canais de sddio, quando estes se encontram no estado
de inactivagdo lenta, mas sim de uma cinética lenta de ligagdo da molécula de lamotrigina
aos canais de sddio, quando estes se encontram no estado de inactivacdo répida, a
semelhanga do que acontece com a fenitoina.

Entretanto, o proprio mecanismo de acgéo, na sua esséncia, Comegou a ser posto
em causa. Estudos de Waldmeier et al. (1995), em condicBes experimentais mais
semelhantes as condicdes fisiologicas do que os estudos de estimulacdo através da
veratrina, demonstraram que a ac¢éo de inibicdo da lamotrigina se faz sentir ndo s6 em
relacdo ao Glu (transmissao excitatoria) mas tambem em relacdo ao GABA (transmissdo
inibitéria) (LeacH, Maroen € MiLLER, 1986; LeacH, BaxTer € CritcHLEY, 1991; TeoH, FowLeRr
e Bowery, 1995). Foi, entdo, sugerida, como mais plausivel, a hipotese de que a ac¢éo
anticonvulsivante da lamotrigina se deve ao blogueio dos canais de sédio, e ndo a
inibicdo da libertagdo de glutamato dependente desse bloqueio (WaLomeier et al., 1995).
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Estudos mais recentes de Cunningham e Jones (2000) demonstraram, por sua vez, que
nem o bloqueio dos canais de sddio nem o bloqueio dos canais de calcio constitui um
pré-requisito para a inibigao da libertacdo de glutamato. Estes autores revelaram ainda,
em contraste com os estudos anteriormente referidos, a existéncia de efeitos opostos da
lamotrigina na libertagdo dos neurotransmissores — inibicdo da libertacdo de Glu e
aumento da libertacdo de GABA —, que se afiguram independentes de qualquer efeito
nos canais de sddio. Segundo este estudo, a ac¢do anticonvulsivante da lamotrigina,
semelhante a da fenitoina, deve-se a combinac&o destes dois efeitos, conduzindo a uma
reducdo significativa da excitabilidade neuronal e, consequentemente, a protecgao contra

crises parciais e generalizadas.

Quando os espectros de actividade anticonvulsivante da lamotrigina e dos
antiepilépticos classicos fenitoina e carbamazepina se comegaram a diferenciar na pratica
clinica— a lamotrigina € eficaz em alguns casos de epilepsia focal em adultos e em certas
epilepsias generalizadas, como as de auséncia, em criancas, em situacdes refractérias a
fenitoina e a carbamazepina (MeLorum, 1996a) —, surgiu a necessidade de tentar explicar
a accao terapéutica do farmaco através de outros mecanismos de ac¢@o que ndo apenas
0 do bloqueio dos canais de sodio sensiveis & voltagem. A este proposito, Lees e Leach
(1993) realizaram estudos em culturas neuronais de cortex de rato, chegando a concluséo
de que a inibicdo de correntes de calcio através de interaccbes da lamotrigina com
canais de calcio é um outro mecanismo de ac¢do apresentado pela lamotrigina. Mais
tarde, foi defendida a existéncia de uma interac¢do preferencial da lamotrigina com os
canais de calcio sensiveis a voltagem do tipo N, P e L, canais estes que sao responsaveis
pelas correntes de calcio que, nos terminais pré-sinapticos, desencadeiam a libertagao
de neurotransmissores (Cacasresi et al., 1996; MeLorum, 1996b; Sterani et al.,
1996; Wanc et al., 1996; Sterani, Spaponi € Bernaror, 1997a; Grunze et al., 1998).
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A continuagdo dos estudos em neuroénios isolados de cortex de rato permitiu chegar a
conclusdo de que a inibicdo das correntes de célcio activadas por voltagens elevadas
constitui o principal mecanismo de ac¢éo da lamotrigina, quando esta é administrada
em concentragOes baixas. Paralelamente, revelou ser necessaria uma concentragéo
bastante mais elevada do farmaco para que a inibi¢o das correntes de sodio ocorresse
de um modo significativo. Estes resultados aproximaram a lamotrigina da
carbamazepina, a0 mesmo tempo que a afastaram da fenitoina, dado que, ao contrario
do que acontece com a carbamazepina, o impacte da fenitoina nas correntes de calcio é
insignificante, quando esta é administrada em doses terapéuticas (Sterani, Spaponi €
Bernaror, 1997b). O antagonismo exercido ao nivel dos canais de célcio pode também
explicar, em parte, a ac¢do terapéutica da lamotrigina na estabilizagdo do humor e no
tratamento da depressdo associada a desordens afectivas bipolares (Sterani, Seaboni €
Bernarol, 19970; von Wecerer et al., 1997; Grunze et al., 1998; Lancosc et al., 2000).

Atendendo a que muitos dos antiepilépticos que actuam nos canais i6nicos ndo
exercem apenas um tipo de bloqueio especifico — de que é exemplo a carbamazepina,
que revela acgdes nos canais de sodio, calcio e potassio —, procurou-se também averiguar
uma eventual ac¢ao da lamotrigina nas correntes de potéssio. Os resultados obtidos por
Grunze et al. (1998) e, mais recentemente, por Zona et al. (2002) sugerem que a
lamotrigina, para além da modulacdo das correntes de sodio e de calcio, modula de

uma forma positiva as correntes de potassio.

Os trabalhos de investigacéo levados a cabo sobre a ac¢éo da lamotrigina no anta-
gonismo dos receptores ionotropicos do glutamato ndo revelou a existéncia de uma
qualquer interacgao capaz de justificar a sua ac¢ao anticonvulsivante, a semelhanca do
que se passa com a carbamazepina e a fenitoina em concentracgdes terapéuticas
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(MessenHEIMER, 1995; CaLagresi et al., 1996; Pricuies et al., 1997; Grunze et al., 1998;
CunnineHam € Jones, 2000; Lancosch et al., 2000). Contudo, este mecanismo podera ter
alguma influéncia na eficacia anticonvulsivante da fenitoina no tratamento do estado
de mal epiléptico, situacdo em que este farmaco é utilizado em doses mais elevadas
(PHiLuies et al., 1997).

2.4.2. Avaliacao experimental da resposta farmacoldgica da lamotrigina

A avaliagdo pré-clinica de farmacos antiepilépticos requer a utilizacdo de modelos
animais que sejam preditivos da actividade anticonvulsivante dessas substancias em rela-
&0 aos diversos tipos de crise (LoscHer e SchmioT, 1988). Embora a relagéo entre os dados
obtidos em animais e 0s que ocorrem nos seres humanos ndo seja clara, os estudos em
animais fornecem pistas para as eventuais aplicagdes clinicas desses farmacos (Goa, Ross
e Crrisp, 1993). De facto, ao observar-se os perfis clinicos de diversos antiepilépticos clas-
sicos e a actividade que esses farmacos apresentam em determinados modelos animais, é
possivel estabelecer correlacdes que, consideradas no seu conjunto, permitem prever as
aplicacBes clinicas mais provaveis dos novos antiepilépticos (MiLLer et al., 1986b).

Um modelo experimental de epilepsia, para ser ideal, deve apresentar as seguintes
caracteristicas: ser capaz de desenvolver crises espontaneas recorrentes; apresentar crises
semelhantes as que ocorrem na epilepsia humana, quer nas suas manifestacdes clinicas
quer nas alteracdes electroencefalograficas que lhes estdo associadas; apresentar uma
frequéncia de crises elevada, que permita a realizagdo de estudos agudos e/ou crénicos
para avaliacdo da eficacia; possibilitar uma cinética (particularmente na fase de

eliminacdo) dos antiepilépticos semelhante a que ocorre nos seres humanos, de modo a
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que os niveis efectivos do farmaco sejam mantidos durante o tratamento crénico; permitir
niveis plasmaticos e cerebrais de farmaco semelhantes aos requeridos para o controlo

das respectivas crises nos seres humanos (LoscHer e ScHmioT, 1988 e 1994).

Ora, nenhum modelo, até ao presente, conseguiu preencher todos estes requisitos.
Os gque mais se aproximam do modelo ideal sdo os chamados “modelos animais gené-
ticos de epilepsia”. Estes modelos podem ser de dois tipos: num primeiro grupo, englo-
bam-se as espécies ou estirpes animais que apresentam epilepsia inata, semelhante a
epilepsia idiopatica dos seres humanos; num segundo grupo, incorporam-se 0s animais
com epilepsia reflexa, isto €, animais geneticamente predispostos a um determinado
tipo de crise facilmente desencadeado por um estimulo sensorial especifico. No entanto,
também estes modelos apresentam desvantagens, para além de dificuldades logisticas
de aquisicdo. Assim, no primeiro grupo, a frequéncia das crises espontaneas é demasia-
do baixa e irregular, enquanto que os modelos do segundo grupo apresentam crises que
ndo se assemelham as dos humanos no que respeita ao seu modo de desencadeamento
(apenas 5% do total das epilepsias correspondem as epilepsias que ocorrem nos seres
humanaos). Por estas razdes, e porque o valor preditivo destes modelos na avalia¢éo da
eficacia de farmacos antiepilépticos ainda ndo € claro, a grande utilidade dos modelos
genéticos surge apenas no &mbito de estudos acerca dos mecanismos basicos e funda-

mentais da epilepsia (LoscHer e Schmiot, 1988; NoeseLs et al., 1997).

A investigacdo experimental relacionada com farmacos antiepilépticos faz-se, desde
0s primordios, em ratos e murganhos com crises convulsivas agudas induzidas através de
meios eléctricos ou quimicos. Estes modelos, sendo embora Uteis na identificagdo de
farmacos com acgdo anticonvulsivante, ndo se relacionam directamente com a epilepsia
humana em toda a sua complexidade, devendo ser considerados apenas como modelos de
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indugdo de crises convulsivas isoladas e ndo como modelos experimentais de epilepsia. Na
realidade, a falta de uma patologia prévia, a auséncia de alteraces anatomicas e fisiologicas
duradouras e a presenca de um foco bem definido afastam estes modelos agudos da
verdadeira condicéo da epilepsia humana. Pelo facto de cada modelo compreender apenas
uma parte do complexo fendmeno que é a epilepsia, a poténcia anticonvulsivante de um
dado farmaco ndo deve ser avaliada através de um teste Unico, mas antes através de um
conjunto diversificado de testes, de modo a evitar a obtengdo de falsos positivos ou de
falsos negativos. Apesar de todas estas limitagdes, os modelos de indugéo de crises convulsivas
isoladas asseguram quer a adopcéo dos critérios de seleccéo referidos anteriormente para
um modelo ideal quer a facilidade de aquisicdo dos animais e a execucéo dos testes,
permitindo assim a avaliagdo de farmacos em larga escala, de forma padronizada e

consistente (LoscHer € SchmipT, 1988; Mopy e ScHwarTzkrROIN, 1997).

O perfil anticonvulsivante da lamotrigina tem sido aprofundado em varias espécies
animais através da utilizacdo de diversos testes de avaliagdo de farmacos antiepilépticos.
Os resultados obtidos com este antiepiléptico de nova geracdo tém vindo a ser
comparados, mediante o recurso aos mesmos testes, com os resultados obtidos com os
antiepilépticos classicos. Atendendo ao facto de que o primeiro mecanismo de acgéo
identificado e devidamente estudado da lamotrigina se assemelha aos mecanismos de
accdo da fenitoina e da carbamazepina — bloqueio dos canais de sodio sensiveis a
voltagem, com estabilizacdo da membrana pré-sinaptica e a consequente inibicdo da
libertagcdo de neurotransmissores excitatorios, como o glutamato e o aspartato —,
compreende-se que tenha vindo a ser dada particular énfase a comparacéo da accéo
anticonvulsivante da lamotrigina com a acgdo apresentada por estes dois antiepilépticos
classicos. Descrevem-se, em seguida, 0s resultados obtidos nalguns testes utilizados na

avaliacdo experimental da resposta farmacoldgica da lamotrigina:
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Teste do electrochoque méaximo

A lamotrigina revela-se eficaz na aboli¢do das crises tonicas induzidas no teste do
electrochoque méximo: apds a administracdo da lamotrigina, 0s animais (ratos e
murganhos) ndo manifestam a extensao tonica dos membros posteriores quando lhes é
aplicado um determinado choque eléctrico. Esta capacidade da lamotrigina de protec-
¢&o dos animais depende da dose administrada e sugere a existéncia da eficacia clinica
deste farmaco no tratamento de crises convulsivas primariamente generalizadas (MiLLEr
et al., 1986b; Daisy e NieLsen, 1997).

Estudos realizados por Miller et al. (1986b) revelam que a lamotrigina, apds admi-
nistracdo oral, é eficaz dentro de 15 minutos, atingindo o pico da poténcia
anticonvulsivante 1 hora apdés a sua administragdo. Os mesmos estudos revelam tam-
bém que esse nivel de poténcia se mantém durante pelo menos 8 horas apds a toma e
que a accao anticonvulsivante ainda se faz sentir de um modo significativo 24 horas

apos a administracdo do farmaco, o que sugere uma duracéo de accéo longa.

A poténcia anticonvulsivante da lamotrigina é avaliada através da determinagao da
dose capaz de suprimir as crises tonicas em 50% dos animais (EDs, — median effective
dose). Os valores encontrados por diversos autores séo apresentados na tabela 1.4.

Entre os antiepilépticos avaliados por Miller et al. (1986a e 1986b), a lamotrigina
revela-se como sendo 0 mais potente, quer no rato quer no murganho. No entanto, a
poténcia maxima deste farmaco, embora a tempos diferentes, é bastante semelhante a
da fenitoina no murganho e a da carbamazepina no rato. A duragdo da sua accéo

também se revela superior a dos antiepilépticos classicos.
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Tabela 1.4 Poténcia anticonvulsivante (EDg,) da lamotrigina em ratos e murganhos.

- . : EDs, (Mmg/kg)
Autores Condicgdes experimentais
ratos murganhos
1 h apds administragéo oral 1,9 2,6
. 2 h ap6s administracéo subcutanea 2,4 -
Miller et al. (1986 a e b) . o ] )
2 h ap6s administrago intraperitoneal 3,6 -
1 h apds administragéo endovenosa 3,0 -
Rataud et al. (1994) 30 min ap6s administragéo intraperitoneal 3,1 44
Dalby e Nielsen (1997) 2 h ap6s administragdo intraperitoneal - 9,2

Teste do pentilenotetrazol

No teste do pentilenotetrazol administrado por infusdo endovenosa, a lamotrigina
revela-se incapaz, qualquer que seja a dose utilizada, de prolongar o tempo de laténcia
para o inicio do clénus. Além do mais, em doses elevadas reduz, de um modo significa-
tivo, a laténcia do clonus, o que sugere a existéncia de uma acgéo prdé-convulsivante
(MiLer et al., 1986a). O teste do pentilenotetrazol administrado por via subcutanea
em dose baixa também revela a incapacidade da lamotrigina para aumentar o tempo
de laténcia do clonus. Estes resultados séo sugestivos da ineficacia clinica da lamotrigina
no tratamento de crises mioclonicas (Dacey € Niecsen, 1997).

Em relacdo as crises tonicas, a lamotrigina protege 0s animais da extensédo tonica
dos membros posteriores induzida pelo prolongamento da infuséo do pentilenotetrazol
ou pela sua administragdo subcutanea em dose mais elevada. Essa proteccdo revela-se
dependente da dose e sugere, tal como no teste do electrochoque maximo, a eficacia
clinica da lamotrigina no tratamento de crises convulsivas primariamente generaliza-
das (MiLer et al., 1986b; Dacey e NieLsen, 1997). O valor de EDs, determinado por
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Miller et al. (1986b) em murganhos 2 horas ap6s a administragdo oral da lamotrigina é
de 7,2 mg/kg. O valor encontrado por Dalby e Nielsen (1997) 2 horas ap6s a adminis-
tracdo intraperitoneal da lamotrigina é de 43 pumol/kg (11,0 mg/kg). Este estudo revela
também que a lamotrigina, para além de inibir a ocorréncia de convulsées tonicas,
aumenta o tempo de laténcia para a ocorréncia desse tipo de convulsdes.

Quando comparada com a fenitoina e a carbamazepina, a lamotrigina revela um
comportamento similar, quer na abolicdo das crises tonicas (poténcia semelhante) quer
na incapacidade de prolongamento da laténcia do clénus. A fenitoina, tal como a
lamotrigina, apresenta uma acgdo pro-convulsivante, quando administrada em doses
elevadas. Em relacéo aos outros antiepilépticos, a lamotrigina revela-se menos potente
do que o diazepam na aboli¢do das crises tonicas (MiLLer et al., 1986b).

Modelo do “kindling” @

O modelo do kindling, assim designado e caracterizado detalhadamente no final
da década de 60 (Goposaro, McInTvre € LeecH, 1969), consiste na aplicagdo repetida
de um estimulo eléctrico, inicialmente subconvulsivo, numa determinada regido
cerebral (normalmente a amigdala), de modo a desencadear, por epileptogénese, uma
disfungdo cerebral cronica que resulta em intensas crises convulsivas parciais e
secundariamente generalizadas.

@ Usa-se o termo “kindling” em lingua inglesa por n&o existir na lingua portuguesa um termo que seja usado
consensualmente pela comunidade cientifica para designar a realidade em causa, ou seja, este modelo experimental
de estimulagdo eléctrica repetitiva.
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Neste modelo, a lamotrigina ndo actua nem por bloqueio nem por reducéo da
velocidade de desenvolvimento do processo (O’DonneLL € MiLLer, 1991). Estudos recentes
demonstram que, em dose baixa (5 mg/kg), a lamotrigina ndo tem qualquer efeito no
desenvolvimento inicial do processo, e que, em dose mais elevada (15 mg/kg), chega a
favorecer esse desenvolvimento, suscitando crises mais longas e de maior intensidade
(Postma et al., 2000).

A eficacia da lamotrigina revela-se, no entanto, no final do processo. Varios estudos
demonstram a capacidade do farmaco de proteger os animais da estimulagéo,
aumentando, de uma forma dependente da dose, 0 nimero de respostas nulas, ou seja,
0 namero de animais que nao responde a este processo de estimulagdo, nem sob o
aspecto comportamental nem do ponto de vista electroencefalogréfico. A actuacdo da
lamotrigina faz-se ainda sentir ndo s6 na diminuicdo do nimero de respostas positivas
ao teste como também na reducéo da sua duracdo (MiLcer et al., 1986a; O’'DonNELL €
MiLLer, 1991). Diversos estudos demonstram a eficicia da lamotrigina na prevencgao
das crises com origem em estruturas do sistema limbico, efeito esse com duragdo superior
a 24 horas apos a administracdo intraperitoneal do farmaco (Dacsy € NieLsen, 1997;
Ortsuki et al., 1998; Eserr, ReissmuLLER € LoscHer, 2000). Contudo, se 0 animal em
estudo tiver sido exposto a lamotrigina durante o desenvolvimento do processo, os efeitos
produzidos no final serdo marcadamente menores (Postwa et al., 2000). Todos estes
resultados sugerem o valor clinico da lamotrigina na abordagem da epilepsia
caracterizada por crises parciais com ou sem generaliza¢do secundaria (O’DonnELL €
MiLLer, 1991; Egerrt, ReissmuLLER € LoscHERr, 2000).
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A analise comparativa da eficacia da lamotrigina, no final do processo de estimulacéo,
com a da fenitoina e a da carbamazepina revela a existéncia de uma maior semelhanca
com a carbamazepina em termos de ac¢do e poténcia do que com a fenitoina, manifes-
tando-se esta menos eficaz. No entanto, quer a carbamazepina quer a fenitoina apre-
sentam reacg0es adversas significativas nas doses anticonvulsivantes efectivas para este
modelo. O &cido valprdico apresenta uma poténcia semelhante a da lamotrigina (OTsuk
et al., 1998). No que respeita a eficacia avaliada durante o desenvolvimento do proces-
s0, 0s diferentes farmacos comportam-se de maneiras diversas. Assim, enquanto que a
lamotrigina, em dose baixa, ndo tem qualquer efeito no desenvolvimento inicial do pro-
cesso e, em dose mais elevada, apresenta um efeito pré-convulsivante, j& a carbamazepina,
que € bastante eficaz no final do processo, ndo tem qualquer efeito durante o seu desen-
volvimento. A fenitoina, por seu lado, ndo tendo grande eficacia no final do processo,
parece ser capaz de prevenir as crises espontaneas que ocorrem apos longo tempo de
estimulagdo, apesar das grandes diferencas interindividuais detectadas. O &cido valprdico

revela grande eficacia em qualquer dos niveis do processo (Postma et al., 2000).

Teste das descargas consecutivas
a) Descargas consecutivas suscitadas por estimulacéo eléctrica focal

A lamotrigina é capaz de reduzir, de uma forma dependente da dose, a duragdo das
descargas consecutivas suscitadas por estimulagao eléctrica focal. Este resultado sugere
a eficacia da lamotrigina em crises parciais simples e complexas. Quando comparada
com a fenitoina, a lamotrigina revela-se duas vezes mais potente em estudos efectuados
no cdo, a Unica espécie na qual a fenitoina se revela eficaz (WrearLey e MiLLer, 1989).

074, Caracterizagdo neurofarmacocinética da lamotrigina em ratos

b) Descargas consecutivas suscitadas por estimulacéo eléctrica visual

A lamotrigina é capaz de inibir, de uma forma dependente da dose, as descargas
consecutivas suscitadas por estimulagdo visual. Este resultado sugere a eficacia da
lamotrigina em crises de auséncia. A fenitoina e a carbamazepina revelam-se ineficazes
neste teste (Laws € MiLLEr, 1985).

Modelo do estado de mal epiléptico

A lamotrigina revela-se ineficaz no modelo de crises convulsivas secundariamente
generalizadas do estado de mal epiléptico induzido por aplicagdo directa de cobalto na
regido cortical. De modo contrario, a fenitoina, no mesmo modelo, revela-se capaz de
controlar as crises e de prevenir o seu inicio, quando é administrada antes da aplicacdo
do estimulo (WaLton et al., 1996).

Modelos genéticos
a) Teste da estimulacdo auditiva em ratos e murganhos com predisposi¢do genética

A lamotrigina é capaz de prevenir as crises tonico-clonicas induzidas por estimulo
auditivo em ratos geneticamente predispostos a esse tipo de estimulacdo. Neste modelo,
a resposta positiva da lamotrigina, que é em grande medida sobreponivel a do teste do
electrochoque méaximo, sugere a existéncia de eficacia clinica no tratamento de crises
primariamente generalizadas. Quando comparada com a fenitoina, a lamotrigina reve-
la maior poténcia (LoscHer € Schmipt, 1988; SmitH, S.E. et al., 1993).
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Alamotrigina é, igualmente, capaz de antagonizar as crises tonico-clonicas induzidas
por estimulo auditivo em murganhos da estirpe mutante DBA/2 de um modo depen-
dente da dose. Contudo, este modelo ndo se revela particularmente sensivel a qualquer
classe de farmacos antiepilépticos, visto que todos 0s que sdo usados na pratica clinica
sao eficazes na proteccdo destes animais contra as crises clonicas induzidas por estimulo
auditivo (LoscHer e SchmipT, 1988; Sarro et al., 1996; Dacsy e NieLsen, 1997).

b) Murganho mutante letargico

Alamotrigina reduz significativamente a frequéncia das crises no murganho mutante
letargico, o qual é considerado como um modelo preditivo de crises de auséncia no ser
humano. Contrariamente, quer a fenitoina quer a carbamazepina revelam a sua inefi-
cécia neste modelo e chegam mesmo a apresentar-se, em determinadas ocasifes, como
facilitadoras do desenvolvimento das crises (HosForp & Wang, 1997; White, 1999).

¢) Murganho mutante EL

A lamotrigina exerce um efeito anticonvulsivante no murganho da estirpe mutante
EL, o qual é considerado um modelo preditivo de crises parciais complexas com
generalizagdo secundaria no ser humano. Do mesmo modo, também as crises suscitadas
por estimulacdo vestibular, exibidas por este murganho mutante, podem ser inibidas
por farmacos como a fenitoina e o fenobarbital (LoscHer € ScHmioT, 1988; Daisy €
NieLsen, 1997).
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2.5. Margem terapéutica

A eficécia terapéutica dos antiepilépticos classicos depende fundamentalmente da
capacidade de serem alcancadas concentracBes séricas situadas dentro de margens
terapéuticas preestabelecidas (Goa, Ross e Crrisp, 1993). De facto, quer os efeitos
terapéuticos quer os efeitos toxicos deste grupo de farmacos relacionam-se melhor com as
concentrac@es séricas do que com a dose administrada, o que resulta da circunstancia de
se associar a estes farmacos uma grande variabilidade farmacocinética, a qual é dependente
de factores como o regime de dosagem, o estado da doenca subjacente, a idade, o peso
corporal ou a terapéutica concomitante (MacKicHan, FErrenpeLLI € WiLDER, 1988).

Neste contexto, também os ensaios farmacoldgicos, farmacocinéticos e clinicos que se
realizaram durante o desenvolvimento da lamotrigina procuraram identificar niveis séricos
deste novo antiepiléptico correspondentes a respostas terapéuticas eficazes. Por comparagéo
com as concentracBes plasmaticas eficazes da fenitoina em modelos animais (que s&o
semelhantes as concentraces terapéuticas atingidas nos humanos), foi inicialmente
sugerida para a lamotrigina uma margem terapéutica situada entre 1-1,5 e 3 mg/L
(Parsons € MiLes, 1984; Conen et al., 1985). Por sua vez, 0s primeiros ensaios clinicos
realizados apontaram para niveis sericos de lamotriginaentre 1 e 3ou 1 e 4 mg/L (Binnie
et al., 1986; Jawap et al., 1986). Contudo, em ensaios posteriores ndo se conseguiu
reencontrar a relagao entre estes valores e a eficacia clinica pretendida (Jawap et al., 1987
e 1989). Além disso, alguns doentes revelaram ser possivel atingir niveis séricos superiores a
10 mg/L, com beneficio clinico e sem manifestagdes de toxicidade (Brobie, 1992; ScHLUMBERGER
et al., 1994; Kiratrick, ForresT € Bropie, 1996). Outros estudos complementaram estas
observacdes, ndo evidenciando qualquer relacdo entre uma maior ocorréncia de efeitos
adversos e niveis séricos de lamotrigina mais elevados (Betts et al., 1991).
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Perante tal indefinicéo, e atendendo a grande variabilidade interindividual verificada
na obtenc&o da resposta terapéutica, os clinicos foram procurando ajustar a dosagem
da lamotrigina em funcéo da resposta apresentada por cada individuo, quer quanto a
resposta terapéutica quer quanto a tolerabilidade manifestada (Goa, Ross € CHrisp, 1993;
Firton € Goa, 1995; GiLman, 1995).

Mais tarde, perante o facto de ndo se conseguir estabelecer uma relacéo bem definida
entre os niveis séricos de lamotrigina e as respostas farmacologicas desencadeadas, sejam
elas terapéuticas ou toxicas (KiLratrick, ForresT € Brobie, 1996), Morris et al. (1998)
levantaram a hipotese de tal se dever & adopgao, nos ensaios clinicos, de uma margem
de concentragdes para a lamotrigina demasiado baixa (1-3 mg/L), que se revelou muitas
vezes inadequada para a obtencgdo dos efeitos terapéuticos desejados. Nesse sentido, e
com base nos dados entretanto obtidos na experiéncia clinica — que demonstraram que
a obtencéo da resposta 6ptima da lamotrigina exigia, muitas vezes, concentracdes séricas
mais altas —, estes investigadores defenderam uma margem terapéutica mais elevada e
alargada para a lamotrigina, a saber, entre 3 e 14 mg/L. Até a0 momento, estes valores
ainda ndo foram refutados pela préatica clinica (Crone e Dupuis, 2002; FroscHer et al.,
2002; HacHap, Racueneau-MaiLessi € Levy, 2002; Perucca, 2002).
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2.6. Utilizagdo clinica

2.6.1. Indicag0es terapéuticas

Como ja foi referido, a avaliacdo pré-clinica é uma etapa essencial no processo de
desenvolvimento de um novo farmaco. No caso dos antiepilépticos, o grau de eficacia
do composto deve ser avaliado em modelos animais que sejam preditivos da actividade
anticonvulsivante dessa substancia em relagéo aos diversos tipos de crise. Infelizmente,
ndo existe um teste laboratorial Gnico e simples que possa ser utilizado para estabelecer
a presenca ou a auséncia da actividade anticonvulsivante ou para predizer a utilidade
clinica de um determinado composto. No entanto, os diferentes testes, no seu conjunto,
fornecem pistas para eventuais aplica¢des clinicas do farmaco. No final, os ensaios cli-
nicos com o farmaco confirmam (ou ndo) e caracterizam a sua eficacia na abordagem
dos diferentes tipos de crise (WHiTe, 1999).

Nalguns aspectos, o perfil pré-clinico da lamotrigina assemelha-se bastante aos perfis
apresentados pela fenitoina e pela carbamazepina: qualquer um destes trés antiepilépticos
se revela activo no teste do electrochoque maximo e no modelo do kindling e ineficaz no
teste do pentilenotetrazol subcutaneo em dose baixa. No entanto, a lamotrigina apresenta
um comportamento diferente no modelo do murganho mutante letargico: enquanto que
a fenitoina e a carbamazepina se revelam ineficazes e, por vezes, manifestam mesmo uma
accdo promotora das crises, a lamotrigina reduz significativamente a frequéncia das crises
neste modelo genético. Estes resultados suportam os resultados clinicos obtidos numa fase
mais avancada. De facto, a avaliacdo clinica do farmaco revela a sua eficacia terapéutica
na abordagem de crises parciais, de crises generalizadas tonico-clonicas e de crises
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generalizadas de auséncia, tal como foi predito pelos testes de avaliacdo pré-clinica da
actividade farmacolégica da lamotrigina (Wwite, 1999).

Os primeiros estudos clinicos realizados em doentes refractarios a terapéutica classica
revelaram a eficacia da lamotrigina, como adjuvante da terapia, na abordagem de crises
parciais com ou sem generalizagdo secundaria (Jawso et al., 1989; Loiseau et al., 1990;
Yuen, 1994). Doentes com crises de auséncia, crises atonicas, crises tonico-clonicas primari-
amente generalizadas, em estado de mal epiléptico ou com a sindrome de Lennox-Gastaut
também responderam positivamente & ac¢do da lamotrigina (Ricrens e Yuen, 1991; Goa,
Ross e CHrise, 1993; Yuen, 1994; GiLman, 1995; McCaee, 2000). Embora mais limitada, a
experiéncia com criancas epilépticas revelou a eficacia da lamotrigina na abordagem de
crises de auséncia, da sindrome de Lennox-Gastaut e de outras epilepsias generalizadas
sintomaticas (RicHens e Yuen, 1991; Yuen, 1994). Mais tarde, em ensaios clinicos desenha-
dos especificamente para regimes de monoterapia, a lamotrigina também revelou ter efica-
cia na abordagem de crises parciais com ou sem generalizacdo secundaria e em crises
tonico-clonicas primariamente generalizadas. Quando foi comparada com a carbamazepina
e com a fenitoina, a lamotrigina revelou, em epilepsias recentemente diagnosticadas, ter
eficacia semelhante a estes antiepilépticos classicos na abordagem deste tipo de crises. No
entanto, manifestou gozar de melhor tolerabilidade do que a associada aos referidos farmacos
(Yuen, 1994; Bropig, RicHens € Yuen, 1995; GiLuiam et al., 1998; Steer et al., 1999).

Actualmente, o espectro de eficacia da lamotrigina revela-se bastante vasto, abran-
gendo os principais tipos de crise, nomeadamente as crises parciais com ou sem genera-
lizacdo secundaéria, as crises tonico-clonicas primariamente generalizadas, as crises de
auséncia e as crises atonicas. A sua eficacia nos espasmaos infantis e nas crises mioclénicas
n&o se encontra ainda bem definida (Perucca, 2002).
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Em Portugal, a lamotrigina esta aprovada para tratamento das crises parciais e
generalizadas, incluindo as crises tonico-clonicas, no ambito da epilepsia. No adulto
pode ser utilizada em terapéutica de associagcdo ou em monoterapia; na crianga reco-
menda-se inicialmente a terapéutica de associa¢do, podendo passar-se ao regime de
monoterapia apenas quando a epilepsia estiver controlada (RCM, 1999).

2.6.2. Tolerabilidade

Qualquer tentativa de abordagem do perfil de tolerabilidade associado a lamotrigina
encontra-se dificultada pelo facto de, na maioria das vezes, a lamotrigina ser usada em
combinagdo com outros farmacos antiepilépticos. No entanto, dados recolhidos de al-
guns ensaios clinicos onde a lamotrigina foi usada em monoterapia permitem reconhe-

cer as principais reaccfes adversas que Ihe estdo associadas.

Podem considerar-se trés grandes grupos de reaccdes adversas, de acordo com a
sua natureza: reacgBes neuroldgicas, gastrointestinais e dermatoldgicas. Mais especifi-
camente, a terapéutica com a lamotrigina podem estar associadas cefaleias, fadiga,
tonturas, diplopia, ataxia, visdo perturbada, sonoléncia, insonia, irritabilidade/agres-
sao, tremor, agitacdo, confusdo, nauseas, vomitos e rash cuténeo.

De entre os efeitos indesejaveis citados, 0s de maior relevancia sdo os de natureza
dermatoldgica, de origem idiossincratica, que podem atingir cerca de 10% dos doentes.
A maioria dos rashes, usualmente descritos como maculopapulares, sdo ligeiros e
autolimitados, desaparecendo com a interrupcdo da medicacdo. No entanto, j& foram
identificadas situaces graves, com potencial risco de vida, incluindo a sindrome de
Stevens-Johnson e a sindrome de Lyell. As reac¢des adversas cutaneas ocorrem
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geralmente nas primeiras semanas de tratamento, levantando-se a hipdtese de
existéncia de uma relacéo de dependéncia entre o aparecimento deste efeito e a rapidez
com que se processa a subida dos niveis séricos da lamotrigina. Normalmente, este
tipo de reacgOes desaparece rapidamente apds a interrupcdo do tratamento, como ja
foi referido (Berrsetal., 1991; Smitw, D. et al., 1993; Ricrens, 1994; Brobig, RicHENS
e Yuen, 1995; Giuman, 1995; GiLuiam et al., 1998; RCM, 1999; Steiner et al., 1999;
McCase, 2000). Uma maior incidéncia do rash parece estar também associada a
terapéutica de co-administragdo da lamotrigina com o &cido valproico (Giman, 1995;
GiLuiam et al., 1998). No entanto, outros investigadores constataram, recentemente,
que, se a adi¢do da lamotrigina ao regime terapéutico preestabelecido com &cido
valproico se fizer lentamente, a incidéncia do rash sera semelhante a que se verifica

quando a lamotrigina é adicionada a outros antiepilépticos (FaucHr et al., 1999).

Ndao obstante o referido, a lamotrigina, em regime de monoterapia, € melhor
tolerada pelos doentes do que alguns antiepilépticos classicos, nomeadamente a
fenitoina e a carbamazepina. Essa melhor tolerabilidade est4 normalmente associada
a uma menor incidéncia de efeitos sedativos. A lamotrigina também esta associada
uma menor ocorréncia de fadiga e astenia quando comparada com a fenitoina. Este
antiepiléptico de nova geragdo tem ainda a vantagem de ndo provocar o ganho de
peso que esta muitas vezes associado a terapéutica com outros antiepilépticos. Em
geral, as reaccOes adversas que podem ocorrer na terapéutica com a lamotrigina séo
mais facilmente toleradas do que aquelas que se encontram associadas a
carbamazepina ou a fenitoina (Brooig, RicHens € Yuen, 1995; Fitton e Goa, 1995;
Stemer et al., 1999).
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2.6.3. Interacgdes medicamentosas

A abordagem clinica da epilepsia é, em grande parte dos casos, dificultada pela
existéncia de interacgdes medicamentosas resultantes da necessidade de recurso a uma
terapéutica de associacdo entre dois ou mais antiepilépticos. Estas interacgdes sdo, na
maioria das vezes, de natureza farmacocinética. Processos de inducdo ou inibigdo
enzimatica, relacionados com o metabolismo hepatico, constituem o tipo de interac¢éo
mais frequente, podendo provocar importantes alteracdes nas concentracdes sericas dos
antiepilépticos. Fendmenos relacionados com alteraces no grau de ligagdo dos farmacos
as proteinas plasmaticas também podem ocorrer, mas sao menos frequentes, dado a sua
relevancia clinica estar associada a existéncia de graus bastante elevados na ligagdo dos
farmacos as proteinas plasmaticas (Ravseck, SpecHt € WoLr, 1996; Rwva et al., 1996).

Sabendo-se que a principal via de eliminagdo da lamotrigina é a da glucuronidagao
hepatica, também este antiepiléptico — que é muitas vezes usado como adjuvante de
terapia com outros antiepilépticos — deve ser estudado na sua capacidade de envolvimento
em interacgOes medicamentosas (Gos, Ross e CHrisp, 1993; Riva et al., 1996).

2.6.3.1. Efeitos de outros antiepilépticos na farmacocinética da lamotrigina

Atendendo a indugdo enzimética desencadeada por farmacos como a carbamazepina,
a fenitoina, o fenobarbital e a primidona, a extensdo da glucuronidacgéo da lamotrigina
aumenta quando estes farmacos sdo administrados concomitantemente. Este efeito re-
quer a sintese de uma maior quantidade de enzimas, pelo que se desenvolve gradual-
mente apos a introducdo do farmaco indutor. Uma vez desenvolvido o processo, 0s

valores de clearance da lamotrigina passam a situar-se entre 0,044-0,084 L/h/kg, e a
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sua semivida é reduzida para valores que se estimam a volta de uma valor médio de 15
horas (Binnie et al., 1986; Conen et al., 1987; Jawap et al., 1987; Ria et al., 1996).
Outros antiepilépticos de nova geracdo, como a oxcarbazepina e a metossuccimida,

também se comportam como indutores enzimaticos (May, Raveeck € Jurcens, 1999).

Por sua vez, tendo em consideragao a inibi¢do enzimatica resultante de uma eventual
competicdo entre a lamotrigina e o acido valproico para um mesmo local de ligacéo as
enzimas envolvidas na etapa da glucuronidagao, o acido valproico provoca uma reducéo
na clearance total da lamotrigina e um aumento médio na sua semivida de eliminagao
de 24 para 59 horas (Binnie et al., 1986; Coren et al., 1987; Yuen et al., 1992). Esta
inibicdo do metabolismo da lamotrigina traduz-se num aumento rapido dos niveis séricos
do farmaco e, consequentemente, num aumento do risco de aparecimento das reaccdes
adversas que lhe estdo associadas. E neste contexto que se pode explicar uma maior
incidéncia de rash cutaneo quando a lamotrigina se associa a terapéutica com o acido
valprdico, confirmando-se a tese da existéncia de uma forte correlacdo entre o
desenvolvimento do rash e uma subida rapida e significativa dos niveis séricos da
lamotrigina (GiLman, 1995; Riva et al., 1996; GiLuiam et al., 1998).

Em doentes medicados simultaneamente com &cido valproico e fenobarbital ou
carbamazepina, o efeito inibidor do primeiro prevalece sobre o efeito indutor do segundo;
no caso da associacéo se fazer com o acido valproico e a fenitoina, ambos os efeitos se
anulam e, consequentemente, a clearance da lamotrigina assume valores idénticos aos
estimados para o regime de monoterapia (May, Ravseck € Jurcens, 1996).

Estudos realizados com felbamato (Gioa et al., 1997), levetiracetam (Perucca et
al., 2000), topiramato (Berry et al., 2002) e retigabina (este dltimo em fase 11l dos
ensaios clinicos; Ferron et al., 2000) ndo manifestaram qualquer efeito sobre a
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farmacocinética da lamotrigina. A etossuccimida, o clobazam, o clonazepam, a
gabapentina, a tiagabina e a vigabatrina também revelaram néo influenciar
significativamente o0s niveis séricos da lamotrigina, quando foram administrados
concomitantemente (Armuo et al., 1999).

2.6.3.2. Efeitos da lamotrigina na farmacocinética de outros antiepilépticos

A lamotrigina ndo parece ter qualquer efeito sobre as enzimas microssomais hepati-
cas dependentes do citocromo P-450. Consequentemente, ndo devera afectar o meta-
bolismo dos farmacos extensivamente metabolizados por esta via, que é considerada
como uma das mais importantes no processo de metabolismo de farmacos (Goa, Ross e
Chrisp, 1993; Ramseck € WoLr, 1993).

Em concordancia com este facto, diversos estudos revelam que o perfil cinético de
outros antiepilépticos, nomeadamente da fenitoina, da carbamazepina, da primidona,
do fenobarbital e do &cido valpréico, ndo € influenciado pela lamotrigina (Parsons €
MiLes, 1984; Jawap et al., 1987 e 1989; Loiseau et al., 1990; Bartoui et al., 1997).

2.6.3.3. Interaccdes farmacodinamicas

A terapéutica de associagdo entre dois antiepilépticos também pode originar
interacces de natureza farmacodinamica, que podem resultar em situacdes de maior
ou menor tolerabilidade, quando comparadas com 0s regimes de monoterapia
(Perucca, 2002).
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Embora a administragdo conjunta da lamotrigina com o acido valprdico necessi-
te de uma redugdo na dosagem de cada um dos farmacos, de forma a minimizar as
reaccOes adversas resultantes de uma administracdo conjunta (Reutens, Duncan €
ParsaLos, 1993), a associacdo entre estes dois antiepilépticos parece resultar numa
nova oportunidade terapéutica para doentes que se tenham manifestado refractarios
a terapéutica com cada um destes farmacos administrados isoladamente. De facto,
estad descrita para esta associagdo um efeito sinérgico, de natureza farmacodinamica,
que resulta numa reducdo significativa da frequéncia das crises em doentes refracta-
rios (Panaviotoroutos et al., 1993; Pisani et al., 1993; Rameeck, SpecHT € WoLr, 1996;
Pisani et al., 1999; Decerce et al., 2000; Kanner e Frey, 2000).

A associacdo entre a lamotrigina e a carbamazepina, por sua vez, origina uma
maior frequéncia de reaccdes adversas. A hipotese de existéncia de uma interacgao
farmacocinética que origina um aumento dos niveis sericos do metabolito activo da
carbamazepina é defendida por Warner et al. (1992) mas refutada por Besag et al.
(1998). O aumento da toxicidade relacionada com a administracdo conjunta da
lamotrigina e da carbamazepina é atribuida por Besag et al. (1998), com maior
probabilidade, a uma eventual interac¢do farmacodindmica entre estes dois
antiepilépticos. O aumento da toxicidade parece ser mais significativo quando 0s
niveis séricos da carbamazepina séo superiores a 8 mg/L e a reducdo dos efeitos
adversos pode ser facilmente conseguida com a reducgdo lenta da dose de
carbamazepina.
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2.6.3.4. InteraccOes da lamotrigina com outros farmacos

Contraceptivos orais

Ao contrario de outros antiepilépticos que, devido a sua actividade indutora,
aumentam o metabolismo dos contraceptivos orais, provocando a descida dos seus
niveis séricos e, por conseguinte, a diminuicdo da sua eficacia, a lamotrigina ndo revela
qualquer tipo de interaccdo metabdlica com estes farmacos, permitindo a utilizago,
com eficécia, de preparagdes contraceptivas, em doses normais, em mulheres medicadas

com lamotrigina (HovoicH et al., 1991; Crawrorp, 2002).

Paracetamol

Uma investigacdo levada a cabo em voluntarios séos estudou os efeitos cinéticos de
doses mdltiplas orais de paracetamol (analgésico e antipirético) numa dose Unica oral
de lamotrigina. Os resultados revelaram uma diminuicdo de 20% e 15%, respectiva-
mente, nos valores de area sob a curva de niveis plasmaticos e na semivida de elimina-
¢&do da lamotrigina, o que indica um aumento da clearance do antiepiléptico. O estudo
referido ndo permitiu, no entanto, esclarecer o mecanismo que suporta tal interaccéo.
Os mesmos autores concluiram que tais efeitos provavelmente ndo terdo relevancia
clinica (Depor et al., 1990).
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Sertralina

Foram referenciados dois casos de doentes que revelaram a existéncia de uma interacgao
entre a lamotrigina e a sertralina, um antidepressivo que se associa a terapéutica
antiepiléptica para controlo de transtornos psiquiatricos. Segundo os autores do estudo, a
interaccéo — que se manifestou com o aparecimento de sintomas de toxicidade e revelou a
duplicagdo dos niveis séricos da lamotrigina — terd origem metabolica, sendo a inibigao da
glucuronidac&o da lamotrigina o seu mecanismo mais provavel (Kaurman e Gerner, 1998).

Rifampicina

Um ensaio desenhado para o estudo dos efeitos da rifampicina (agente antibacteriano)
na farmacocinética e farmacodinamica da lamotrigina em individuos sdos revelou um
aumento da clearance do antiepiléptico e da quantidade de farmaco excretado como
glucuronido, com a consequente diminuicdo da sua semivida de eliminacéo e do valor
de &rea sob a curva de niveis plasmaticos ao longo do tempo. A ac¢éo da rifampicina,
atendendo & sua potente capacidade de inducéo enzimatica, sera a responsavel pela
aceleracdo do metabolismo da lamotrigina (Eserr et al., 2000).

Cimetidina

O ensaio levado a cabo por Ebert et al. (2000) também estudou a influéncia da
cimetidina — um antiulceroso com forte actividade inibidora do sistema microssomal
hepatico do citocromo P-450 — sobre a lamotrigina. Os resultados ndo revelaram efeitos
significativos na farmacocinética da lamotrigina.
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2.6.4. Dosagem e administracéo

A terapéutica com lamotrigina devera iniciar-se gradualmente, seguindo um
escalonamento lento, de forma a reduzir o risco de desenvolvimento de rash cutéaneo.
No final, a sua descontinuidade devera fazer-se também de uma forma lenta e gradual,
a fim de se evitar o aparecimento de crises por efeito rebound (Giman, 1995).

Em termos praticos, o esquema terapéutico da lamotrigina dependera do facto de
se pretender instalar um regime de mono ou de politerapia. Neste Gltimo caso, os doen-
tes que receberem, concomitantemente, farmacos indutores enzimaticos, necessitaréo
de doses mais elevadas de lamotrigina, para compensar esse mesmo efeito indutor. De
modo contrario, 0s doentes que associarem a lamotrigina com o &cido valproico irdo
requerer doses mais baixas de lamotrigina, uma vez que esta ndo sera tdo rapidamente
metabolizada (Barmino et al., 1997; Armio et al., 1999).

A posologia da lamotrigina também devera ter em conta a idade do doente. Assim, pelo
facto de as criancas apresentarem uma velocidade de eliminacdo do farmaco superior a
dos adultos, as doses diarias para criangas e adolescentes deverdo ser superiores, em termos
relativos, as recomendadas para os adultos, de modo a contrariar a tendéncia do aumento
da razéo concentragdo/dose com a idade (Barrino et al., 1997; Armijo et al., 1999).

Por ultimo, convém recordar que, pelo facto de ainda néo se ter conseguido estabe-
lecer uma relacéo clara entre os niveis séricos de lamotrigina e a resposta terapéutica
desejada, 0 ajuste da dosagem da lamotrigina devera ser feito, na pratica, em funcéo da
resposta apresentada por cada individuo, quer no que respeita a resposta terapéutica
quer no que respeita a tolerabilidade manifestada (Goa, Ross € CHrisp, 1993; Fitton €
Goa, 1995; GiLman, 1995).
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OBJECTIVOS

A dificuldade em estabelecer uma relagdo bem definida entre os niveis plasmaticos
de lamotrigina e a resposta farmacoldgica desencadeada faz com que, actualmente,
seja ainda dificil determinar o valor clinico deste antiepiléptico de nova geragédo
(KiLpaTrIck, ForresT € Brobig, 1996; BartoLi et al., 1997; Morris et al., 1998). Sabe-
-se, no entanto, que a interpretacdo dos niveis plasmaticos de qualquer antiepiléptico
requer que esses niveis reflictam as concentracgdes atingidas nos locais neuronais de
accao, uma vez que, para exercer a sua ac¢ao farmacologica, esse farmaco necessita
de atravessar a barreira hematoencefalica e de penetrar no sistema nervoso central.
Nesta perspectiva, um estudo cinético aprofundado da lamotrigina devera incluir,
para além do estudo das concentragfes plasmaticas ao longo do tempo, o estudo
das concentragfes atingidas no cérebro ao longo desse mesmo periodo de tempo, e
ainda procurar estabelecer uma relacdo entre os dois tipos de curva tracados. Por
raz0es de ordem ética e logistica, tal estudo ndo € facil de realizar em seres humanos,
pelo que os estudos farmacocinéticos experimentais em animais se revelam
imprescindiveis.

O presente trabalho de investigagdo tem pois, como objecto, a caracterizacdo
do perfil neurofarmacocinético da lamotrigina em ratos, visando contribuir para
um melhor conhecimento da relacéo existente entre as concentragdes plasmaticas e

a resposta farmacoldgica desencadeada por este antiepiléptico.
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Foram objectivos deste trabalho:

1. Desenvolver e validar uma técnica analitica de cromatografia liquida de elevada
resolucéo para a determinacéo quantitativa de lamotrigina em fluidos e tecidos
bioldgicos.

2. Estudar a evolucéo das concentragdes plasmaticas e cerebrais da lamotrigina
em funcdo do tempo, utilizando para o efeito animais de experimentagdo e a
formulacéo do farmaco mais adequada.

3. Avaliar em simultaneo, com base nos dados obtidos através do estudo anterior,

os perfis de concentracdo da lamotrigina no plasma e no cérebro ao longo do

tempo, por forma a caracterizar a distribuicdo da lamotrigina entre a circulacéo
sistémica e o seu local de acgdo.

4. Caracterizar a distribuicdo da lamotrigina no cérebro, através da quantifica¢do
do farmaco em diversas regides cerebrais.
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1. TECNICA ANALITICA

Para a determinagdo dos niveis de lamotrigina no plasma e no cérebro de rato foi
desenvolvida e validada, no Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Farmécia da
Universidade de Coimbra, em colaboragdo com o Departamento de Farmacia e Tecnologia
Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da Universidade de Salamanca (Espanha), uma
técnica de cromatografia liquida de elevada resolugéo (CasteL-Branco et al., 2001).

1.1. Generalidades sobre cromatografia

O método cromatogréafico € um método fisico-quimico que permite separar, identi-
ficar e quantificar diferentes espécies quimicas presentes numa amostra. A separacéo
tem por base um mecanismo de interacgao selectiva entre as moléculas do soluto (amos-
tra) e duas fases, uma estacionaria e outra movel. A fase estacionaria apresenta uma
area superficial grande em relacdo ao volume, encontrando-se acondicionada no inte-
rior da coluna cromatografica; a fase moével transporta as espécies a separar, fluindo
continuamente através do sistema. As substancias com maior afinidade para a fase
estacionaria sofrem uma maior retenc¢do, pelo que sdo eluidas mais tarde; aquelas que
sao mais afins a fase movel séo eluidas em primeiro lugar.

A cromatografia liquida de elevada resolugdo (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) surgiu, no final dos anos 60, com Halasz, Horvath, Huber e outros.
A introducdo de colunas reutilizaveis de pequeno diametro (2-5 mm), de enchimentos
de coluna de particula pequena (5-50 pum), de novos materiais, de detectores muito
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sensiveis, de instrumentos normalizados e automatizados, e o recurso a altas pressdes
de entrada e ao controlo do fluxo da fase mdvel trouxeram rapidez, sensibilidade e
elevada resolucéo as analises cromatogréficas, introduzindo a cromatografia liquida na
era da “modernidade” (A.varez-Cepron Ropricuez, 1997).

Para que a técnica cromatografica possa ser levada a cabo necessita de varios com-
ponentes instrumentais que, no seu conjunto, constituem o cromatdgrafo, conforme se
encontra esquematizado na figura M.1.

Reservatério de fase mével

Filtro
Z Injector
Indicador de pressao
Bomba
i :% Coluna
i 'H Termostato
Processador de dados
Integrador Detector
mV

t

Figura M.1 Esquema dos componentes basicos de um cromatdgrafo.
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Atendendo ao método utilizado no processo cromatografico, a cromatografia liquida
de elevada resolugdo classifica-se como sendo uma cromatografia de partilha liquido-
-liquido, onde a separacdo dos diferentes componentes da amostra se baseia nas
diferencas de solubilidade que estes apresentam nos dois liquidos imisciveis que
constituem as fases estacionaria e movel (ALvarez-Cebron Ropricuez, 1997; CasQuero
Dorapo, 1997).

No interior da coluna cromatogréafica, encontra-se um enchimento constituido
por particulas de silica-base, de didametro situado normalmente entre 5 ¢ 10 pm.
Esse enchimento apresenta elevadas porosidade e area superficial. Ao suporte sélido
inerte liga-se a fase estacionaria, normalmente por meio de ligac6es covalentes entre
0s seus grupos funcionais e os grupos hidroxilo livres da silica. Este tipo de liga¢do
quimica produz um leito cromatografico com elevada estabilidade, homogeneidade e
reprodutibilidade. E também importante considerar o pH de trabalho, que se devera
situar entre 2 e 8, uma vez que a silica se dissolve de forma acentuada em meios de
pH superior a 8 e a fase ligada se hidroliza em meios de pH inferior a 2.

Quanto a sua natureza, a fase estacionaria podera ser polar ou apolar,
denominando-se a cromatografia, respectivamente, de cromatografia de fase normal
ou de fase reversa. A natureza da fase mdvel depende, por sua vez, do tipo de fase
estacionaria utilizado. Deste modo, trabalhando-se em fase normal, a fase movel é
apolar, enquanto que, trabalhando-se em fase reversa, a fase movel é polar. Neste
ultimo caso, os primeiros compostos a serem eluidos sdo 0s mais polares, pois sofrem
menor retengdo. Na figura M.2, esquematizam-se os dois tipos de cromatografia
resultantes das diferentes polaridades que as fases liquidas envolvidas no processo
podem assumir.
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Actualmente, o tipo de cromatografia mais comum apresenta a fase estacionéria
ligada, em fase reversa, ao suporte sélido inerte. Em cerca da 90% das anélises de
medicamentos por HPLC, é utilizada a fase reversa e, em 99% desses casos, a fase
reversa utilizada é a Cyg, cujo principal grupo funcional é o grupo octadecilsilano
(SiC1gH37). Asua quase universalidade baseia-se no facto de todas as moléculas organicas
possuirem regides hidrofobicas que, de uma forma ou de outra, sdo capazes de interactuar
com a fase estacionaria apolar. As grandes vantagens deste tipo de cromatografia sao as
seguintes: a estabilidade da fase estacionaria na coluna; o curto tempo de retencéo; a
elevada velocidade de amostragem; a ndo ocorréncia de reaccdes irreversiveis e a ndo
deterioracdo da coluna; para além da relativa simplicidade e menores custos de todo o
sistema cromatogréfico, dado que, neste caso, 0 eluente é constituido, na sua maior

parte, por agua (CHust, 1990; Casquero Dorapo, 1997; GonzaLez Lorez, 1997).

(@)
Fase estaciondria polar Fase mdvel apolar
a si H
VN
0 LT
ST I ]
Si H ' polar + apolar | C ‘c ‘c ‘c ‘cf
\ 0 / ________ . - 2
0
s S
coluna amostra solvente

Figura M.2 HPLC em fase normal (a).
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1.2. Tratamento das amostras bioldgicas

A andlise de farmacos por HPLC requer, normalmente, trabalho com amostras
bioldgicas. Ora, este tipo de amostras ndo pode ser injectado directamente no
cromatografo: por um lado, porque se apresentam com proteinas que, uma vez injectadas
na coluna, precipitariam, aumentando a pressdo e fazendo desmoronar a fase
estacionaria; por outro lado, porque, na maioria dos casos, se torna imprescindivel
concentrar a amostra, 0 que tem de ser feito antes da sua injec¢do. Estas sao razoes so
por si suficientes para justificar um tratamento prévio das amostras biologicas que sdo
analisadas por HPLC.

(b)

Fase estaciondria apolar Fase movel polar

,,7' RN
// 4 \ S,
Si - LY

) \SiCHZ(CHZ)16CH3 }
Si H
\SiCHZ(CHZ)16CH3 ‘ apolar ' polar |
Si \\\ /,-’I— ——————— ! O—H
\SiCHZ(CHZ)16CH3
U
coluna amostra solvente

Figura M.2 HPLC em fase reversa (b).
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Esse tratamento a que a amostra bioldgica deve ser sujeita pode ser muito variado,
dependendo tanto da matriz bioldgica em causa como do farmaco a analisar, e pode ir
de uma simples precipitacéo de proteinas até uma combinagao de varias técnicas de
diluic&o, extracgdo ou derivatizacdo (ZarzuerLo CasTakeDa, 1997).

Dependendo da complexidade do tratamento, serd necessario, ou ndo, 0 uso de um
padrdo interno para a quantificacdo do farmaco, sendo aquele tdo mais necessario quanto
mais complexo for o tratamento requerido. Este composto, utilizado como um verdadeiro
marcador interno, devera ter uma grande equivaléncia estrutural com a substancia em
estudo, de tal modo que tudo o que afecte 0 acondicionamento dessa substancia venha a
afectar, num mesmo modo e em idéntico grau, o padréo interno. Na pratica, 0 recurso a
utilizacdo de um padréo interno desde o inicio do processo de acondicionamento da
amostra é bastante frequente, dado que s6 ele permite evitar que a variabilidade inerente
ao tratamento da amostra venha a afectar significativamente os resultados. A sua utilizacéo
permite também compensar eventuais erros produzidos por pequenas alteracdes no sistema
cromatografico que afectem, de igual modo, todos os picos (MenTa, 1989; CoLino

GanpariLLAs € GonzaLez Lopez, 1997; ZarzuerLo CasTafeps, 1997).

Para o tratamento das amostras de plasma e homogeneizado de cérebro de rato,
assim como dos padrdes de calibracdo das matrizes respectivas, desenvolvemos, a
partir dos métodos apresentados por Fraser et al. (1995) e por Sallustio e Morris (1997),
um processo de extraccdo liquido-liquido, com acetato de etilo, em meio basico. As
amostras de homogeneizado de cérebro foram submetidas, previamente, a um proces-
so de desproteinizagdo com acido tricloroacético, devido & maior complexidade desta
matriz bioldgica. A figura M.3 representa um esquema dos processos envolvidos.
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1 ml plasma 1 ml homogeneizado de cérebro
+ 100 pl padrdo interno 40 mg/L + 100 pl padréo interno 20 mg/L
Agitagéo no vortex (10™) Agitagéo no vortex (10™)

=+ 100 pl &cido tricloroacético 20 %

Agitacdo no vortex (10™)
Centrifugacdo (10’ a 4 500 r.p.m.)
Recolha do sobrenadante

-+ 1 ml NaOH 2M

Agitag8o no vortex (10™)

=+ 5 ml acetato de etilo

Agitag@o no vortex (10™)

Agitacao horizontal (10’ a 400 oscilagdes/min)
Centrifugacdo (10’ a 4 500 r.p.m.)

Evaporagéo da fase organica a secura (N,, 45° C)

Redissolugéo do residuo em 200 pl fase mével

Figura M.3 Esquema de tratamento de amostras bioldgicas com lamotrigina.
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Plasma

O tratamento do plasma inicia-se com 1 ml de amostra acondicionado num tubo
cilindrico, ao qual se adicionam 100 pl de uma solugdo metandlica de padréo interno
40 mg/L. Ap6s uma ligeira agitacdo, segue-se a adi¢éo de 1 ml de uma solugéo aquo-
sa de hidroxido de sodio 2 M para alcalinizagdo do meio, a fim de se assegurar que
quer a lamotrigina quer o seu analogo estrutural se encontram na forma molecular, a
Unica capaz de passar para a fase organica. Procede-se, de seguida, a adicdo de 5 ml
de acetato de etilo, o reagente que vai promover a extrac¢do propriamente dita. Se-
guidamente, os tubos séo tapados e colocados num agitador horizontal, a 400 oscila-
¢Bes/min, durante 10 minutos. Depois, sdo colocados na centrifuga, a 15° C, e sub-
metidos a 4500 rota¢6es/min, durante mais 10 minutos. A fase orgénica é, ent&o,
transferida para um tubo conico e evaporada a secura, sob corrente de azoto, num
bloco de aquecimento a 45° C. O residuo seco que se obtém €, mais tarde (imediata-
mente antes da andlise cromatografica), redissolvido em 200 pl de fase mével.

Homogeneizado de cérebro

O tratamento do homogeneizado de cérebro inicia-se com 1 ml de amostra acondicio-
nada num tubo conico, ao qual se adicionam 100 pl de uma solu¢do metandlica de padréo
interno 20 mg/L. Apos agitagao, segue-se a adicao de 100 pl de uma solugéo aquosa de
acido tricloroacético a 20% para desnaturacao das proteinas. Apos realizacdo desta mistura,
0s tubos séo colocados na centrifuga, a 15° C, e submetidos a 4500 rotagGes/min, durante 10
minutos. O sobrenadante obtido é, entéo, recolhido para um tubo cilindrico e sujeito ao
tratamento com hidréxido de sodio e acetato de etilo conforme descrito para o plasma.
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1.3. Condigdes cromatograficas

Para a execugdo da técnica de HPLC com vista a quantificacdo de lamotrigina em
amostras bioldgicas, utilizamos um sistema cromatografico composto por: um
cromatografo BAS-480, equipado com uma bomba PM-80; um injector manual
Rheodyne, com bucle de 50 pl; um detector de ultravioleta-visivel BAS UV-116 UV-Vis;
um sistema de processamento e de integracdo de dados BAS DA-5 Chromatography
Control e Report (Bioanalytical Systems, West Lafayette, IN, USA).

A separacgdo cromatografica foi levada a cabo numa coluna de fase reversa com
15 cm de comprimento por 4 mm de didmetro interno e enchimento LiChrospher"”
100 RP-18 de 5 um de tamanho de particula (LiChrospher 100 RP-18 (5 um)
LiChroCART 125-4; Merck). A separacdo ocorreu durante 10 minutos, a temperatu-
ra ambiente.

A fase movel consistiu numa mistura de 35,0% de metanol, 64,7% de uma solucéo
aquosa de dihidrogenofosfato de potassio 0,1 M e 0,3% de trietilamina. A trietilamina
tem por funcao assumir uma interaccao preferencial com os grupos silanol residuais
da fase estacionaria, que sdo expostos gradualmente a medida que ocorre o
envelhecimento da coluna, impedindo que a lamotrigina ai fique retida e originando,
consequentemente, uma estabilizacdo do tempo de retencédo e da forma dos picos
do analito.

A fase movel, ap6s ter sido preparada com agua destilada e desionizada, filtrada
através de uma membrana com diametro de poro de 0,45 um e desgaseificada num
banho de ultra-sons, antes de cada utilizacao, foi eluida através do sistema, de forma
isocratica, a um fluxo de 1,0 ml/min.
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A detecgdo realizou-se com um detector de ultravioleta-visivel pré-seleccionado a
306 nm e com unidades de absorvancia (AUFS — Absorbance Units Full Scale) de 0,2,
para a quantificacdo da lamotrigina no plasma, e de 0,05, para a determinacéo da

lamotrigina no homogeneizado de cérebro.

As condicBes cromatogréficas utilizadas encontram-se resumidas na tabela M.1.

Tabela M.1 Condicdes cromatogréficas da técnica de HPLC desenvolvida para a quantificacdo
de lamotrigina em plasma e em homogeneizado de cérebro de rato.

Coluna LiChrospher® 100, fase reversa RP-18, 5 um, 125x4 mm
Fase movel metanol : H,PO, 0,1 M : trietilamina (35,0 : 64,7 : 0,3)
Fluxo 1,0 ml/min

Deteccdo 306 nm

Volume de injec¢ao 50 wl

Tempo de andlise 10 minutos

Temperatura ambiente

1.4. Validacéo da técnica analitica

A técnica de HPLC apresentada, antes de comecar a ser utilizada na prética
laboratorial, foi submetida a um processo de validacdo. Este processo consiste na
realizacdo de um determinado conjunto de ensaios e na comparacao sistematica dos
dados obtidos com critérios de aceitacdo preestabelecidos, de acordo com os requisitos
desejados para a técnica, tendo por objectivo assegurar que tal técnica é adequada
aquilo que se pretende, ou seja, que € capaz de fornecer dados fidedignos, com bom
nivel de seguranca e consisténcia. Note-se que é universalmente aceite que uma técnica
analitica desenvolvida para a quantificagdo de um determinado analito, numa

determinada matriz, deve ser caracterizada e validada perfeitamente para que 0s
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resultados possam ser considerados fidedignos e interpretados satisfatoriamente (SwaH
etal., 1991; Jenke, 1996a).

Os seguintes parametros — denominados parametros de fiabilidade, por demonstra-
rem a capacidade de uma técnica analitica em manter, ao longo do tempo, os critérios
fundamentais da validagdo — sdo considerados essenciais para assegurar um elevado
grau de confiancga e seguranca na técnica analitica e na qualidade dos resultados (CaLrena
Camemany et al., 1990; Jenke, 1996b), motivo esse por que foram incluidos no nosso
protocolo de validacéo:

(BN

. Especificidade e selectividade

N

. Linearidade
3. Precisdo
4. Exactiddo

5. Eficacia da extraccdo

»

. Sensibilidade, limite de detec¢éo e limite de quantificacéo

~l

. Estabilidade

Perante o facto de, em relagdo aos critérios de aceitacdo dos diversos parametros,
ndo existirem orientagdes oficiais claras organizadas em protocolos de validagdo bem

definidos, o protocolo de validacdo e os critérios de aceitacdo adoptados no presente
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trabalho tiveram a sua principal inspiracdo nas recomendacdes provenientes da
conferéncia sobre validacdo de métodos analiticos em estudos de biodisponibilidade,
bioequivaléncia e farmacocinética, que se realizou em Washington, em Dezembro de
1990 (SHaH et al., 1991, 1992a e 1992b).

A validacdo da técnica de HPLC fez-se de uma forma independente para cada
matriz biolégica — plasma e homogeneizado de cérebro de rato —, de modo a assegurar
que a técnica é adequada a determinagdo de lamotrigina em qualquer uma delas. Na
validacéo da técnica analitica em plasma utilizou-se plasma humano, gentilmente ce-
dido pelo banco de sangue do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra, dada a
disponibilidade muito limitada de plasma de rato a nivel laboratorial. Na validacéo em
cérebro de rato, utilizou-se homogeneizado de cérebro proveniente de cérebros de ratos
n&o sujeitos previamente a qualquer tipo de medicacéo.

O sinal cromatografico, depois de integrado, foi lido sob a forma de area do pico
(&rea da curva compreendida entre as margens do pico e a linha de base). Devido a
utilizacdo do método do padréo interno, a resposta cromatogréfica final foi considerada
na forma da razdo entre a area do pico da lamotrigina e a area do pico do padréo
interno (A .1/ A p) (MenTa, 1989; CoLino GanpariLLAs € GonzaLez Lorez, 1997).
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1. Especificidade e selectividade

A especificidade de uma técnica define-se como sendo a capacidade dessa técnica
de detectar 0 analito sem interferéncias de nenhum outro composto presente na amostra
(CaLrena Camemany et al., 1990).

A selectividade €, por sua vez, a capacidade da técnica de detectar, simultanea ou
separadamente, substancias quimicas diferentes presentes numa mesma amostra
(CaLpena Camemany et al., 1990).

O estudo da especificidade da técnica foi realizado mediante a comparacéao
entre solugBes-teste de lamotrigina, com e sem padrdo interno, e seis fontes inde-
pendentes da mesma matriz bioldgica — os chamados brancos de plasma e brancos
de homogeneizado de cérebro —, sob condigBes idénticas as de anélise das amostras
(SHan et al., 1991).

O estudo da selectividade realizou-se mediante a comparagao entre solugdes-teste
de lamotrigina, com e sem padré&o interno, e solucdes de outros farmacos que, eventu-
almente, podem ser usados em co-medicagdo com a lamotrigina, a saber: &cido valproico,
carbamazepina, clobazam, clonazepam, fenitoina, fenobarbital, gabapentina,
midazolam, primidona, vigabatrina e paracetamol.

A inexisténcia de picos aos tempos de retengdo especificos da lamotrigina e do seu
padrdo interno comprova a especificidade (em relacdo a propria matriz biolégica) e a

selectividade (em relacdo a compostos exdgenos) da técnica (WieLine et al., 1996).
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2. Linearidade

A técnica foi estudada no que respeita a sua capacidade de obtencdo de resultados
linearmente proporcionais & concentracdo do analito na matriz, dentro de um intervalo

de concentracdes predefinido (CaLrena Camemany et al., 1990; Jenke, 1996b).

Atendendo a que a margem terapéutica sugerida para a lamotrigina se situa, actu-
almente, entre 3 e 14 mg/L (Morrss et al., 1998), a técnica para a quantificacdo de
lamotrigina em plasma foi estudada entre 0,1 e 15,0 mg/L. Deste modo, ao englobar a
gama completa das concentracdes esperadas, quer na investigacdo experimental quer
na pratica clinica, a técnica ficou optimizada para poder ser utilizada em qualquer uma
destas situagdes. O intervalo de concentragbes estudado para a quantificacéo de

lamotrigina no homogeneizado de cérebro de rato situou-se entre 0,1 e 5,0 mg/L.

Arelacéo entre a concentracdo de lamotrigina no plasma e a resposta cromatografica
foi estabelecida através da obten¢do de uma curva de calibracdo definida com seis
padrodes de calibragdo: 0,1,0,5,2,5,5,0, 10,0 e 15,0 mg/L. A curva de calibragéo
para 0 homogeneizado de cérebro, com um intervalo de concentragdes mais estreito, foi
definida com apenas cinco padrdes: 0,1, 0,5, 1,0, 3,0 e 5,0 mg/L. Em qualquer dos
casos, 0s padrdes de calibracdo foram preparados a partir de uma solucdo-mée de
lamotrigina de 100 mg/L em metanol e de solugdes de trabalho resultantes de dilui¢des
apropriadas em plasma ou homogeneizado de cérebro isentos de farmaco (denomina-
dos de brancos), conforme esquematizado na figura M.4.

As solugBes de trabalho de padréo interno utilizadas na técnica do plasma (40 mg/L)
e do homogeneizado de cérebro (20 mg/L) foram preparadas diluindo-se uma aliquota
proveniente de uma solugdo-mée metanolica de padréo interno 100 mg/L num volume
apropriado de metanol.
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@)

Solugdo-mée
100 mg/L
Padréo 15,0 mg/L Padréo 10,0 mg/L
Padréo 5,0 mg/L Padréo 2,5 mg/L
Solugdo-trabalho
1mg/L
Padréo 0,5 mg/L Padréo 0,1 mg/L

Figura M.4 Esquema de preparacéo dos padrdes de calibracdo em plasma (a).

(b)

Solugdo-mée
100 mg/L

Solugdo-trabalho
10 mg/L

Padréo 5,0 mg/L Padréo 3,0 mg/L

Padréo 1,0 mg/L
|
|

Padréo 0,5 mg/L Padréo 0,1 mg/L

Figura M.4 Esquema de preparacéo dos padrdes de calibracdo em homogeneizado de cérebro (b).
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Para nos assegurarmos da eficicia da técnica na préatica laboratorial, o estudo de
alguns parametros foi realizado nédo s6 ao longo de um dia — ensaio intradia — como
também durante varios dias — ensaio interdia. Assim, a avaliagdo da linearidade intradia
decorreu ao longo de um dia, com cinco determinac@es de cada nivel de concentracéo,
e 0 estudo interdia realizou-se com os resultados obtidos ao longo de cinco dias. Devido
a maior disponibilidade de plasma para a realizacdo dos ensaios, em comparag¢éo com
a disponibilidade de homogeneizado de cérebro, o estudo interdia no plasma incorpo-
rou valores de cinco dias em que cada valor diério foi a média de trés determinagdes
realizadas nesse dia.

Sabendo que a qualidade dos dados esta intimamente dependente da qualidade da
curva de calibragdo utilizada na sua geragdo, demos particular énfase ao estudo deste
primeiro parametro de fiabilidade (linearidade). Assim, e depois de verificarmos que a
extensdo da gama de concentragdes considerada em ambas as matrizes — em qualquer
dos casos superior a uma ordem de magnitude — ndo permitia verificar a assuncéo da
homoscedasticidade (igualdade de variancias em todas as concentragdes), recorremos a
utilizacdo da regressdo linear ponderada para a obtencdo da recta de calibracdo mais
adequada. O procedimento, que se passa a descrever de forma sucinta, envolveu trés
etapas fundamentais (ALmeioa, CasteL-Branco e FaLcio, 2002):

a) Teste da homoscedasticidade — através da observacéo da distribuico dos residu-
ais em redor do eixo das concentracdes e da aplicagdo do teste do F estatistico, esta
etapa permite concluir acerca da ocorréncia ou ndo de uma situagdo de igualdade
de variancias (homoscedasticidade).

b) Escolha do factor de ponderagéo — perante uma situacdo de heteroscedasticidade,
esta etapa permite escolher, atraves do calculo da percentagem de erro relativo para
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cada factor de ponderagao considerado (1/x?, 1/x, 1/x"?, 11y?, 11y e 1/y*?

), o factor
que mais se aproxima do peso teérico do inverso da variancia (1/0°). A escolha tem
por base quer a observacdo da distribuicdo dos erros em redor do eixo das concen-

traces quer a comparacéo das somas dos seus valores absolutos.

¢) Calculo dos parametros da recta ponderada — através de formulas especificas, é
possivel, nesta etapa, calcular o valor do declive e da ordenada na origem da recta

ponderada que melhor se ajusta aos dados experimentais.

A qualidade do ajuste foi avaliada por diversos processos. Uma primeira aborda-
gem foi feita através do valor do coeficiente de correlagdo (r), que é reconhecido
como um bom indicador de linearidade quando se apresenta préximo da unidade,
normalmente com um valor superior a 0,98 (CaLrena Camemany et al., 1990; Jenke,
1996b). No entanto, porque alguns autores demonstraram que este coeficiente é um
indicador pobre da correc¢do do ajuste dos dados por um determinado modelo de
regressdo (Karnes e MarcH, 1991), recorreu-se a outros processos para a avaliacdo da
qualidade do ajuste. Assim, utilizaram-se os valores da percentagem de erro relativo,
que foram calculados aquando da escolha do factor de ponderagéo, para avaliar a
eficacia do factor de ponderagdo escolhido: uma distribuicdo em forma de banda
horizontal estreita em redor do eixo das concentragdes e uma soma de baixo valor sdo
indicativos de um correcto ajuste dos dados (Jornson et al., 1988). Uma outra forma
de confirmar a qualidade do ajuste foi a verificacdo da ndo existéncia de mais de dois
pontos, ndo consecutivos, que se desviassem da recta mais do que 15% em relagdo
aos seus valores tedricos, podendo esse desvio atingir 0s 20% apenas para o limite de
quantificacdo (Swan et al., 1991; Guipance, 2001).
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3. Precisdo

A precisdo de uma técnica analitica define-se como sendo o grau de concordancia
entre os valores de uma série repetida de ensaios analiticos efectuados sobre uma amos-
tra homogénea. Este parametro constitui uma verdadeira medida da dispersao dos
valores analiticos em redor da sua média (CaLpena Cavemany et al., 1990; Jenke, 1996b).

Para a avaliacdo da precisdo da técnica analitica, consideraram-se os mesmos valores
de resposta utilizados na elaboragdo das rectas de calibragdo para o estudo da linearidade.
Assim, apesar das recomendacdes internacionais indicarem um minimo de trés niveis
de concentracgdo, que devem ser representativos da gama completa da recta de calibragao,
para a avaliacdo deste parametro (SHa+ et al., 1991), a precisdo foi estudada em seis
niveis de concentragdo, na técnica que utiliza como matriz o plasma, e em cinco niveis,
na técnica que utiliza 0 homogeneizado de cérebro. Para o estudo da repetibilidade da
técnica — precisdo apresentada pela técnica, quando efectuada nas mesmas condicdes,
numa série repetida de ensaios — utilizaram-se os resultados das cinco determinagdes
de cada padrédo de calibracdo efectuadas no mesmo dia. Para o estudo da preciséo
interdia, utilizaram-se os resultados obtidos ao longo dos cinco dias de validag&o.

A precisao foi avaliada atraves do coeficiente de variacdo (CV) apresentado pelas

respostas obtidas para um mesmo nivel de concentracao:
CV (%) = (desvio-padrao / média) . 100

As recomendac0es internacionais para a validacédo de técnicas analiticas em matri-
zes bioldgicas referem um valor méximo de 15% para o coeficiente de variagdo em
qualquer dos niveis de concentragdo considerados, com excepg¢ao do limite de

quantificacdo, que pode atingir um valor de 20% (SHa+ et al., 1991).
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4. Exactiddo

A exactiddo de uma técnica analitica define-se como sendo a capacidade dessa téc-
nica de dar resultados o mais proximo possiveis do valor verdadeiro ou de referéncia
(CaLrena Cavemany et al., 1990; Jenke, 1996b).

Para a avaliacdo da exactiddo da técnica analitica, consideraram-se 0S mesmos
valores de concentragdo utilizados no estudo da linearidade. A semelhanca do que se
passa com a precisdo, também neste caso as recomendagdes internacionais indicam um
minimo de trés niveis de concentragao, que devem ser representativos da gama completa
da recta de calibracéo, para a avaliagdo deste parametro (SHaH et al., 1991). No entanto,
também aqui, o estudo fez-se em seis niveis de concentracéo, no caso do plasma, e em
cinco niveis, no caso do homogeneizado de cérebro. Na avaliagdo da exactidao intradia,
utilizaram-se os resultados das cinco determinagdes de cada padréo de calibragéo
efectuadas no mesmo dia. Para o estudo da exactido interdia, utilizaram-se os resultados

obtidos ao longo dos cinco dias de validacao.
A exactidao foi avaliada através do célculo do bias ou Viés, expresso por:
Bias (%) = (C média — C tedrica) / C tedrica . 100

e foi comprovada através da realizacdo de um teste t de Student emparelhado.

As recomendac0es internacionais para a validagao de técnicas analiticas em matrizes
bioldgicas referem um valor méximo de desvio entre a concentracdo média e a respectiva
concentracdo tedrica de 15% para cada nivel de concentragdo considerado, com excepgao
do limite de quantificacdo, em que o0 desvio pode atingir um valor de 20% (SHa+ et al.,
1991). A exactiddo da técnica é comprovada pela existéncia de diferencas néo
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significativas entre as concentracBes experimentais e as concentracdes tedricas em cada
nivel de concentracdo (Cacrena Camemany et al., 1990).

5. Eficacia da extracgao

A analise de amostras bioldgicas necessita, geralmente, de um acondicionamento
prévio da amostra. Ora, porque essa preparagao, mais ou menos complexa, € sempre
causa de erro e de diminuicdo do rendimento da técnica, torna-se imprescindivel medir,
num processo de validacéo, a eficicia da técnica de preparagdo da amostra. No nosso
caso, trata-se de medir a eficacia da extracgdo. Este parametro também é conhecido
por recuperagdo, por ser uma medida do rendimento da técnica (MenTa, 1989).

O estudo da eficacia da extrac¢do, ou recuperacdo absoluta, consiste na comparagao
dos valores obtidos na analise dos padrdes do analito, preparados na matriz biolégica,
com os valores obtidos na analise das respectivas solugbes-padréo, preparadas em fase
movel. A resposta cromatogréafica destas solugdes é considerada como o 100% de
recuperacgdo. Este estudo também se estende a recuperacdo do padrdo interno
isoladamente (MenTa, 1989; WieuinG et al., 1996).

Para a avaliagdo da eficacia da extraccdo da presente técnica realizaram-se estudos
comparativos entre trés niveis de concentragdo preparados na matriz biolégica — 2,5,
5,0 e 15,0 mg/L em plasma e 1,0, 3,0 e 5,0 mg/L em homogeneizado de cérebro — e
trés padrdes das concentrac@es correspondentes, que foram preparados em fase maovel.
Cada padrao foi analisado cinco vezes e a comparagéo foi feita no mesmo dia. As
solugOes-padrdo preparadas em fase moével foram injectadas directamente no

cromatdgrafo, a partir de 1 ml de solugéo adicionada de 100 pl de uma solucédo de
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padréo interno (40 mg/L no estudo do plasma e 20 mg/L no estudo do homogeneizado
de cérebro). Para ser possivel a comparagdo das respostas cromatogréficas, os residuos
secos obtidos na extracgao foram redissolvidos em 1100 pl de fase movel.

A avaliacdo da eficacia da extracgao fez-se através da seguinte expressao:
Recuperacéo (%) = resposta matriz bioldgica / resposta solugdo . 100

Os critérios de aceitacdo para este parametro referem que o seu valor médio deve
ser superior a 75% e reprodutivel; no entanto, sdo admissiveis valores superiores a 60%,
desde que a sua reprodutibilidade seja consideravel (MenTa, 1989; Guipance, 2001).

6. Sensibilidade, limite de deteccdo e limite de quantificacio

A sensibilidade de um método relaciona-se com a variagdo minima que é preciso
impor a grandeza a medir (concentracdo) para se obter uma variagéo significativa do
resultado da medicéo (resposta). A sensibilidade €, por conseguinte, definida pelo decli-
ve da recta de calibracdo, podendo por isso ser medida em qualquer ponto da recta
(MenTa, 1989; CaLrena Caviemany et al., 1990).

O limite de deteccdo é definido como sendo a quantidade mais baixa de analito,
presente numa amostra, que pode ser detectada mas n&o necessariamente quantificada
(CaLrena Campmany et al., 1990; Shan et al., 1991; Jenke, 1996D).

O limite de quantificacdo define-se como sendo a quantidade mais baixa de analito,
presente numa amostra, que pode ser determinada com preciséo e exactidao aceitaveis, aci-
ma do ruido da linha de base (CaLrena Cavemany et al., 1990; Shar et al., 1991; Jenke, 1996b).
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O limite de deteccéo foi determinado, no presente protocolo, por via instrumental,
através de diluicBes sucessivas do padrdo mais baixo da recta de calibra¢do. Colocando
a tonica na variabilidade da resposta cromatografica, foi considerada como limite de
deteccdo aquela concentracdo para a qual o triplo do desvio-padréo das respostas
cromatograficas foi superior a média dessas mesmas respostas, por a partir desse valor
se considerar que o sinal ndo pode mais ser distinguido do ruido da linha de base (Lanc
e BoLton, 1991; Jenke, 1996b).

O limite de quantificagdo foi considerado como sendo a menor concentragdo incluida
na recta de calibrac&o. Por exigéncias da propria técnica, 0 menor padréo deve apresentar
um coeficiente de variacdo e um bias maximos de 20% para ser aceite na recta. Por
outro lado, abaixo desse padrdo ndo se quantifica, normalmente, o analito. Estas
exigéncias estdo de acordo com a definicdo de limite de quantificacdo referida

anteriormente (SwaH et al., 1991).

7. Estabilidade

A estabilidade de um farmaco numa matriz bioldgica é funcdo das condigdes de
armazenamento, das propriedades quimicas da substancia, das caracteristicas da ma-
triz e do prdprio sistema onde a amostra se encontra acondicionada (Guibance, 2001).
As orientagOes internacionais recomendam, entre outros, o estudo da estabilidade do
analito na matriz durante o periodo de armazenamento da amostra (Swa+ et al., 1991).

Os padrdes de lamotrigina para o estudo da estabilidade — 2,5 mg/L e 10,0 mg/L
em plasma e 3,0 mg/L em homogeneizado de cérebro — foram preparados nas matrizes

bioldgicas respectivas, analisados cinco vezes nesse mesmo dia (dia zero) e divididos em
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aliquotas, algumas delas para armazenamento no frigorifico (4° C) e as restantes para
armazenamento no congelador (-25° C). A avaliagdo foi feita através de cinco determi-
nagdes de cada padréo em dias predefinidos. Tendo em consideracdo a aplicabilidade
da técnica do plasma a pratica clinica e, simultaneamente, a maior quantidade desta
matriz bioldgica disponivel para a preparacgdo dos padrdes, o estudo da estabilidade da
lamotrigina no plasma foi realizado, no frigorifico, ao longo de onze dias e, no congela-
dor, durante més e meio. O protocolo experimental e a menor disponibilidade de
homogeneizado de cérebro de rato para a preparacéo de padrdes levou a que o estudo
da estabilidade da lamotrigina nesta matriz biologica se processasse apenas durante
sete dias no frigorifico e num periodo de quatorze dias no congelador. Em qualquer das
situacBes, a estabilidade foi avaliada através do calculo da razéo entre as respostas
cromatograficas da amostra armazenada e as respostas obtidas no dia zero, que foram
consideradas como referéncia. O intervalo de confianca a 90%, relativamente a essas
mesmas razdes, foi também determinado (Hoorer, 1995).

Os critérios de aceitacdo adoptados no presente estudo reconhecem uma situacéo de
estabilidade quando as razdes calculadas se situam entre 90% e 110% e quando 0s respec-
tivos intervalos de confianga a 90% se encontram entre 80% e 120% (Hoorer, 1995).
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2. DESENHO EXPERIMENTAL

Para a concretizagdo dos objectivos propostos neste trabalho que se referem a ca-
racterizacdo neurofarmacocinética da lamotrigina, procedeu-se ao estudo da cinética
plasmatica e cerebral da lamotrigina em ratos, apos administracéo intraperitoneal (i.p.)
do farmaco em dose Unica.

Animais

Utilizamos nas experiéncias ratos Wistar adultos, machos, com peso compreendido
entre 250 e 320 gramas. Os animais foram alojados em armarios-biotério com ciclos de
luz-obscuridade de 12 horas, temperatura de 22-23° C, e sistemas de humidade e ven-
tilacdo adequados. N&o foi condicionado 0 acesso dos animais & agua e aos alimentos
durante o periodo de alojamento (Portaria 1005/92).

Administracdo do farmaco

A administragdo da lamotrigina foi sempre realizada em dose Unica por via

intraperitoneal.
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Anestesia

Cerca de 10 minutos antes do tempo fixado para a colheita das amostras, 0s ani-
mais foram anestesiados com uma solugdo de cetamina (7,7 mg/kg) e clorpromazina

(2,3 mg/kg), administrada por via intramuscular.

Recolha das amostras

A obtencéo das amostras de plasma e cérebro ocorreu a tempos predeterminados,
contados a partir do momento da administracéo da lamotrigina. Cada animal foi utili-
zado apenas para uma colheita.

O sangue (cerca de 4-5 ml) foi recolhido por puncéo cardiaca aberta para um tubo
previamente acondicionado com o anticoagulante citrato. Seguidamente, foi submeti-
do a centrifugacdo (4500 rotagbes/min, a 15° C) para separacdo do plasma.

Logo apds a recolha do sangue, o animal foi decapitado e o cérebro foi imediatamente
removido. Depois de devidamente pesado, o cérebro foi homogeneizado com 5 ml de
tampao fosfato (pH=7,4) por cada grama de tecido cerebral. A homogeneizagao ocorreu
em banho de gelo com 0 homogeneizador preseleccionado para 300 rotacfes/min. Nas
experiéncias em que o cérebro foi subdividido em diversas regifes, o procedimento de

homogeneizagdo realizou-se de forma semelhante.

As amostras de plasma e de homogeneizado de cérebro, divididas em aliquotas,
foram congeladas de imediato a -25° C, tendo assim permanecido até ao momento da
quantificacdo da lamotrigina.
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Andlise das amostras

Em cada amostra de plasma e homogeneizado de cérebro de rato foi feita a
quantificacdo da lamotrigina pela técnica de HPLC descrita.

As amostras de plasma e de homogeneizado de cérebro foram analisadas em dias
separados, para evitar contaminagdes do sistema e optimizar o tempo de trabalho. Em
cada dia foi preparada uma recta de calibragdo, através da qual foi possivel determinar
as concentracdes de lamotrigina nas amostras por interpolacdo das respostas
cromatograficas obtidas nesse dia.

As rectas de calibragao foram aceites ou rejeitadas de acordo com varios parametros.
Assim, foram analisadas no seu coeficiente de correlagdo, no desvio dos valores
experimentais em relacéo aos valores nominais, e no desvio dos valores experimentais
em relagdo aos valores da recta obtida no ensaio interdia da validac&o. As rectas que
apresentaram coeficientes de correlacéo inferiores a 0,98, ou desvios superiores a 15%
ou 20% (limite de quantificagdo), ou ainda que se desviaram da recta da valida¢&o em
mais de 20% foram rejeitadas, tendo-se preparado outra recta para a quantificacdo da
lamotrigina nesse dia.
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2.1. Seleccéo da formulagdo mais adequada para a administragéo da lamotrigina

Atendendo a influéncia que a formulagéo administrada pode ter na biodisponibilidade
do farmaco, realizamos ensaios preliminares com trés formulacbes diferentes de
lamotrigina, a fim de procedermos a selec¢do da formulacdo mais adequada a prosse-
cucdo dos estudos cinéticos (CasteL-Branco et al., 2002a):

1. Lamotrigina suspensa em metilcelulose a 0,25% (em agua destilada);
2. Lamotrigina dissolvida em propilenoglicol a 50% (em agua destilada);

3. Isotionato de lamotrigina dissolvido em &gua destilada.

Os animais foram divididos em trés grupos de 30 ratos cada. A cada grupo foi
administrada, pela manh&, uma formulac&o diferente. A administracdo do farmaco foi

feita, em qualquer das situac@es, por via intraperitoneal, na dose de 10 mg/kg.

A recolha de amostras de plasma e de cérebro ocorreu aos seguintes tempos de
amostragem: 15 e 30 minutos, 2, 12, 24 e 48 horas ap6s a administragdo do farmaco.
Foram utilizados, a cada tempo de amostragem, subgrupos de 5 animais.
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2.2. Caracterizagdo da cinética plasmatica e cerebral da lamotrigina

Apos a escolha da formulagdo mais adequada para a administragdo da lamotrigina
aos ratos, procedemos a caracterizagdo da cinética do farmaco no plasma e no cérebro
dos animais.

Os ratos foram divididos em trés grupos de 45 animais cada. A cada grupo foi
administrada, pela manh&, lamotrigina na dose de 5, 10 ou 20 mg/kg, por via
intraperitoneal.

A recolha de amostras de plasma e de cérebro ocorreu aos seguintes tempos de
amostragem: 7,5, 15 e 30 minutos, 2, 12, 24, 48, 72 e 120 horas apds a administracéo
do fa&rmaco. Foram utilizados subgrupos de 5 animais a cada tempo de amostragem.

2.3. Caracterizacao da distribuicdo cerebral da lamotrigina

Sabendo que a acgéo terapéutica dos antiepilépticos pode ser parcialmente avalia-
da pelo seu perfil de distribuicdo cerebral (Monaco e SecHi, 1991), procedemos ainda a
caracterizacdo da distribuicdo da lamotrigina no cérebro dos ratos, através da
quantificacdo do farmaco em diversas regides cerebrais (CasteL-Branco et al., 2002b).

A um grupo de 30 ratos foi administrada lamotrigina, pela manha, por via
intraperitoneal, na dose de 10 mg/kg.

O procedimento de recolha de amostras foi idéntico ao referido anteriormente, ocor-
rendo aos seguintes tempos de amostragem: 12, 24 e 48 horas ap6s a administragao do
farmaco. Foram utilizados, a cada tempo de amostragem, subgrupos de 10 animais.
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Apos a remogao do cérebro, este foi imediatamente colocado numa placa sobre gelo
e subdividido em cinco regides: cortex frontal, cortex restante, cerebelo, estriado e
hipocampo. Devido ao facto de algumas destas frac¢des serem de pequena dimenséo e
ndo atingirem a quantidade minima necessaria para a execugdo da técnica analitica,
procedeu-se & juncdo das fraccBes respectivas de cada subgrupo de 10 ratos utilizado a
cada tempo de amostragem. Deste modo obtiveram-se, a cada tempo de amostragem,
cinco grandes regides cerebrais, tendo cada uma sido posteriormente analisada como se
de uma Unica amostra se tratasse.

Substancias-padrao

Lamotrigina 3,5-diamino-6-(2,3-diclorofenil)-1,2,4-triazina
BW430C78
C,H.CLN
e, Wellcome
Isotionato de 2-hidroxietanosulfonato de 3,5-diamino-6-(2,3-diclorofenil)-1,2,4-triazina Research
lamotrigina CoH;Cl,NG.C,H 0,5 Lakzﬁraéo)ries
Padrao interno 3,5-diamino-6-(2-metoxifenil)-1,2,4-triazina
BW725C78
ClOHllNSO
Farmacos
. Hidrocloreto de 2-(o-clorofenil)-2-(metilamino)-ciclohexanona » e
Cetamina Laboratorios Pfizer
C,sHCINO
. 2-cloro-10-(3-dimetilaminopropil)-fenotiazina e
Clorpromazina Laboratdrios Vitoria
C,;H,,CIN,S
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Reagentes

Acetato de etilo

Acido tricloroacético

Agua destilada e desionizada

Cloreto de sodio

Dihidrogenofosfato de potassio
Dihidrogenofosfato de sédio dihidratado
Hidrogenofosfato de sdio dihidratado
Hidroxido de sédio

Metanol

Metanol grau gradiente

Metilcelulose

Propilenoglicol

Trietilamina

C,H;0,
C,HCLO,

H,0

NaCl

KH,PO,
NaH,PO,.,H,0
Na,HPO,.,H,0
NaOH

CH,OH
CH,OH
CH,0(CHy,00),
C,;H;0,

CeHisN

pro analysis

pro analysis

preparada no laboratério
pro analysis

pro analysis

puro

pro analysis

pro analysis

pro analysis

para cromatografia

para sintese, pro analysis

Merck®

Merck®

Merck®
Merck®
Merck®
Merck®
Merck®
Merck®
Merck®
Merck®
Merck®

Merck®

Matrizes bioldgicas

Plasma humano

Plasma de rato

gentilmente cedido pelo banco de sangue
do Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra

obtido em tubo com citrato a partir de sangue de rato

Homogeneizado de cérebro de rato

5 ml tampéo fosfato pH 7,4 / g (cérebro)
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3. ANALISE FARMACOCINETICA

3.1. Analise cinética da lamotrigina no plasma e no cérebro

Tendo por objectivo ultimo a caracterizagdo neurofarmacocinética da lamotrigina
em ratos, procuramos, numa primeira fase, estudar o comportamento cinético do farmaco
na circulacdo sistémica, local onde chega em primeiro lugar apo6s ser administrado ao
animal e a partir do qual consegue aceder ao sistema nervoso central, desencadeando a
consequente resposta farmacoldgica. Num segundo momento, procedemos ao estudo

do comportamento cinético do farmaco no cérebro.

3.1.1. Estudo da relacéo entre a dose administrada e os niveis de
lamotrigina obtidos

Aavaliacdo do efeito da dose nos niveis plasmaticos e cerebrais de lamotrigina — medidos
apos administracdo intraperitoneal do farmaco, em dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg — foi

realizada mediante varios processos, que se passam a enunciar:

1. Determinacdo do tipo e do grau de dependéncia entre dose e niveis obtidos,
através de uma analise de regressdo, com o calculo do respectivo coeficiente de
determinagéo (r%), entre (Peck, 1991; Garcia SincHez, 1997; YamashiTa et al., 1997;
DoHeny et al., 1999):

1.1. dose administrada e area sob a curva de concentragdes em funcéo do tempo;

1.2. dose administrada e concentragdo média maxima;
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1.3. dose administrada e concentracdo média a cada tempo de amostragem;

1.4. os perfis de concentracdes médias em fungdo do tempo, apos a fase inicial
de incorporacédo do farmaco.

2. Medida da dispersdo, através do célculo do coeficiente de variagao, dos valores de

area sob a curva normalizados pela dose (Garcia SincHez, 1997; Waker et al., 2000).

3. Analise de variancia, para um grau de significancia de 0,05, das concentraces
normalizadas pela dose, a cada tempo de amostragem (Garcia SincHez, 1997).

3.1.2. Analise compartimental

Apos a administracdo extravasal de um dado farmaco, a curva de concentraces
plasméticas em fungdo do tempo pode ser descrita pela seguinte equagao poliexponencial:

n
Ci=ZA.ehit (equacdo 1)

=1
em que C, representa a concentragdo do farmaco ao tempo t (variavel dependente), t
representa o tempo (variavel independente), A; e A; sdo, respectivamente, o coeficiente
e 0 expoente do termo exponencial i, e n corresponde ao nimero de exponenciais
consideradas.

Quando a curva de concentragdes plasmaticas em fun¢do do tempo corresponde a
diferenca entre uma exponencial descendente e uma exponencial ascendente, a equa-
¢80 passa a escrever-se da seguinte forma:

Ci=Ap.e™t-p, g2t (equacdo 2)

128, Caracterizagdo neurofarmacocinética da lamotrigina em ratos

onde A, é a ordenada na origem correspondente a exponencial descendente, A; € a
constante de velocidade do termo descendente, A, é a ordenada na origem correspon-

dente a exponencial ascendente, e A, é a constante de velocidade do termo ascendente.

Atendendo ao facto de que, ap6s administracdo intraperitoneal, a absorcéo atraveés
do peritoneu do rato se faz de forma bastante rapida, ndo é considerada a existéncia de
um periodo de laténcia, pelo que A; e A, sdo valores coincidentes, transformando a

equacdo anterior na seguinte:
Co=A . (g™ -2 (equagdo 3)

A abordagem matematica apresentada corresponde ao modelo cinético
monocompartimental extravasal aberto, onde o organismo €é visto como um comparti-
mento Unico, no qual o farmaco, apo6s a sua administracdo, se distribui de forma homo-
genea, sendo eliminado de acordo com uma cinética de primeira ordem, conforme
esquematizado na figura M.5.

Zona de absorgéo Organismo
A X

Figura M.5. Modelo cinético monocompartimental extravasal.
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Segundo este modelo, a varia¢do da quantidade de farmaco no organismo em fungao
do tempo (dX/dt) resulta do ganho instantaneo de farmaco por absorcéo e da sua perda

instantanea por eliminagdo, que se expressa pela equacéo diferencial:
dX/dt=k,.A-ky.X (equagéo 4)

em que A e X representam, respectivamente, as quantidades de farmaco no
compartimento externo e no organismo, e k, e ky representam, respectivamente, as
constantes aparentes de velocidade de absorcdo e de eliminagéo do farmaco.

A mesma equacao pode ser expressa em termos de concentragdo:
dC/dt=k,/Vy.A-ky.X (equagéo 5)
onde Vy representa o volume de distribui¢do do farmaco.

A integracdo desta equacdo origina a expressdo matematica que permite estimar o
valor da concentragdo do fArmaco no organismo a qualquer tempo considerado:

Co=F.D/Vy. ks /(ka-ky). (€™ -e*a (equacio 6)

em que F representa a biodisponibilidade, em magnitude, da formulagdo utilizada,
e D a dose administrada.

Esta funcdo matematica, simplificada, torna-se equivalente a equacéao 3 anterior-

mente referida:
C,=CP. (g™ t-gta (equagdo 7)

onde C° é a ordenada na origem das duas exponenciais consideradas.
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Para uma analise cinética compartimental, os niveis plasmaticos foram ajustados a
uma equago exponencial, utilizando-se um programa de regressdo nao-linear (Mucti"”)
(Yamaoka et al., 1981). Os dados médios obtidos nos animais, ao longo de 120 horas
apds administracdo de cada dose, foram ajustados a uma equacdo biexponencial e a
uma equacdo triexponencial. A seleccdo do melhor modelo foi feita com base no critério
de Akaike (AIC — Akaike’s information criterion), segundo o qual a equagdo com menor
valor de AIC é considerada como a melhor representacdo dos graficos de concentragéo
em fungdo do tempo (Yamaoka, Nakacawa € Uno, 1978a; Yamaoka et al., 1981). Para a
avaliacdo da qualidade do ajuste recorreu-se a anlise grafica dos resultados obtidos e a
utilizaco de critérios estatisticos, como sejam o erro de estimacdo dos pardmetros e a
analise da soma ponderada dos quadrados. Nesta analise, utilizou-se o factor de pon-
deragfo 1/C? atendendo ao facto de o erro residual da técnica analitica apresentar um

coeficiente de variagdo constante.

Assim, a partir do coeficiente (A;) e dos expoentes (A; e A,) estimados, e utilizando
as equac0es proprias deste modelo, calcularam-se o0s seguintes pardmetros

farmacocinéticos (DomenecH Berrozre, MarTiNEZ LanAo € PLi DeLFiN, 1997):

/el = tempo de semivida de eliminagéo =1In2/ky

tia = tempo de semivida de absorgéo =1In2/k,

AUC = é4rea sob a curva de concentragdes em fungéo do tempo = C°. (1/ky - 1/k,)

tax = tempo a que se alcanga a concentra¢do maxima =1/ (ka-Ka) . In(Ka/ Ky)
Cmsx = cONcentragio maxima = (P, (g Imax _ ga- tmax)
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Vy = volume de distribui¢éo =dose/C°
CL = clearance (depurac&o) = dose / AUC
TMR = tempo médio de residéncia =1/k,+1/kqy

Também os valores das concentracdes cerebrais medidas foram submetidos a uma
analise exponencial, tendo sido ajustados, tal como os niveis plasmaticos, com equacdes
biexponenciais. A analise compartimental propriamente dita envolveu o ajuste simultaneo

dos niveis plasmaticos e cerebrais, como se refere mais adiante.

3.1.3. Analise ndo-compartimental

A andlise cinética ndo-compartimental consiste num determinado tratamento dos
dados experimentais que permite estimar os parametros farmacocinéticos sem
necessidade de os ajustar a um modelo deterministico.

A caracterizacdo do comportamento cinético do farmaco faz-se, nesta analise
independente do modelo, recorrendo a aplica¢do da teoria dos momentos estatisticos,
segundo uma filosofia estocastica (Yamaoka, Nakacawa € Uno, 1978b; Venc-Pebersen, 1991
DowmenecH Berrozre € Laurosa ViLaprosa, 1997). Tal abordagem assume, por um lado,
que o movimento individual das moléculas do farmaco através do organismo é aleatorio,
pelo que os tempos de residéncia das moléculas de farmaco no sistema bioldgico podem
expressar-se através de uma curva de distribui¢do normal, com uma determinada média

e a respectiva variancia. Por outro lado, este tratamento farmacocinético assume que a
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disposicdo do farmaco é um processo cinético de primeira ordem, independentemente
do modelo farmacocinético que se poderia ajustar numa analise compartimental.

Em farmacocinética podem considerar-se trés momentos estatisticos fundamentais:
a area sob a curva de concentragdes em fungao do tempo (momento de ordem zero), o
tempo médio de residéncia (momento de ordem um) e a variancia do tempo de residéncia
(momento de ordem dois). Os momentos de ordem superior ndo implicam informacéao
adicional e aumentam consideravelmente a complexidade matematica do sistema
(Yamaoka, Nakacawa € Uno, 1978b).

Na prética, a caracterizacdo da distribuicdo do farmaco no equilibrio é feita através
da determinagdo do valor de area sob a curva e do tempo médio de residéncia, que se
definem como sendo:

AUC =/,"C.dt (equacdo 8)
TMR=f,°t.C.dt/f,“C.dt=AUMC/AUC (equagdo 9)

em que AUC € o valor da area sob a curva de concentracdes em funcéo do tempo,
AUMC é o valor da area sob a curva que se obtém ao relacionar, em papel milimétrico,
C.tcom t, o que equivale a uma curva pseudonormal representativa de uma distribuicéo
de frequéncia, e TMR é o tempo que, em média, uma molécula de farmaco permanece
no organismo durante a sua passagem através dele sem se alterar.

Os momentos estatisticos constituem um método independente do modelo para a
estimac&o de diversos pardmetros farmacocinéticos, entre os quais se destacam o tempo
medio de residéncia, o volume de distribuicéo e a clearance no equilibrio. A semivida de

eliminacéo resulta, por sua vez, da suposicao de que a curva de concentracdes na fase
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terminal corresponde a um processo monoexponencial. Os valores maximos de tempo e
concentracdo considerados na analise ndo-compartimental sdo valores experimentais,

correspondendo a amostra que apresenta o nivel de farmaco mais elevado.

Com vista a caracterizagao da passagem da lamotrigina através do organismo, realizou-
-se, a partir dos dados plasmaticos obtidos, uma analise cinética ndo-compartimental, ou
independente do modelo, utilizando o programa WinNonwin™ (WinNonLin Version 1.1, 1996),
donde resultou a estimacdo dos parametros farmacocinéticos respectivos (DomenecH
BerrozpE, MarTiNEZ Lanao € PLi DEeLFin, 1997). A semelhanca do estudo realizado com os
dados plasmaéticos, também os valores das concentracdes cerebrais foram submetidos a

uma analise cinética ndo-compartimental.

3.2. Analise cinética da distribuicdo da lamotrigina entre o plasma e o cérebro

A distribuicdo € o processo mediante o qual o farmaco, uma vez incorporado na
circulacdo sistémica, acede aos diferentes 6rgédos e fluidos corporais (Martinez Lanso,
1987). Para farmacos antiepilépticos, como é o caso da lamotrigina, o processo de
transferéncia do farmaco entre o plasma e o cérebro reveste-se de particular importancia,
j& que a sua presenca no cérebro é essencial para que se desencadeie a accao
farmacoldgica. Assim, para além da caracterizacdo isolada das cinéticas da lamotrigina
no plasma e no cérebro, anteriormente referidas, procedemos a caracteriza¢éo da cinética
de distribuicdo da lamotrigina entre a circulacéo sistémica e o sistema nervoso central.
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3.2.1. Estudo da relac&o entre niveis plasmaticos e niveis cerebrais correspondentes

Numa primeira abordagem, procurdmos caracterizar a relagao entre as concentracdes
de lamotrigina no plasma e os niveis atingidos no cérebro aos mesmos tempos de

amostragem. Este estudo foi realizado por dois processos diferentes:

1. Determinacéo do tipo e do grau de dependéncia entre niveis plasmaticos e niveis
cerebrais, através de uma analise de regressdo, com o calculo do respectivo coefici-
ente de determinago (). A analise de regressdo foi realizada entre os perfis de
concentragdes médias plasmaticas e cerebrais obtidos em funcéo do tempo para
cada uma das doses administradas (Aousumacti et al., 1993);

2. Célculo das razdes entre os valores medidos das concentragdes cerebral e
plasmatica correspondentes, para cada dose administrada, com avaliacdo da sua
dependéncia com a dose e com o tempo por analise de variancia (AbusumacLi et al.,
1993; Doweny et al., 1999).

3.2.2. Analise compartimental

A filosofia de andlise compartimental aplicada a este estudo de distribuicdo da
lamotrigina entre o plasma e o cérebro consiste em considerar o cérebro como um
elemento do compartimento periférico, ou seja, como um subcompartimento que procede
a trocas de farmaco directamente com o compartimento central mediante constantes
de primeira ordem (Noe e Kumor, 1983). O esquema deste modelo compartimental, que

considera o subcompartimento cerebral, encontra-se representado na figura M.6.
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Figura M.6 Modelo cinético compartimental extravasal que considera o subcompartimento cerebral.

De acordo com este modelo, a variagdo da quantidade de farmaco no cérebro em
funcdo do tempo pode expressar-se pela seguinte equacéo diferencial:

X,/ dt =Ky . Xp — Koy . X (equagéo 10)

em que X, e X, representam, respectivamente, as quantidades de farmaco livre no plasma
e no cérebro, e ky, e ky, representam as microconstantes de transferéncia de primeira
ordem de farmaco livre entre os dois compartimentos.

A mesma equagéo pode ser expressa em termos de concentra@éo:
dC./dt =Ky . (Vo / V) . Cy—ka . C; (equagéo 11)

em que V, e V; representam, respectivamente, os volumes de distribui¢do dos comparti-
mentos plasmatico e cerebral.

Considera-se, por sua vez, como j& foi referido, que a concentracdo plasmatica se
pode expressar mediante a seguinte equacéo poliexponencial:

n
Ci=ZA.ehit (equacdo 1)
i=1
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em que C, representa a concentracdo plasmatica do farmaco ao tempo t, A; e A; sdo,
respectivamente, o coeficiente e o expoente do termo exponencial i, € n corresponde ao
namero de exponenciais consideradas.

A combinacéo da equacgdo 11 com a equacdo 1, mediante o uso das transformadas
de Laplace, permite obter a seguinte equacéo integrada:

C=V,/V,. i{nlklz [ (Koy - A) AL (8- et (equacdo 12)

De acordo com este modelo, e em situacdo de equilibrio, pode escrever-se que:

v, IV, .k, Ik, =R (equacéo 13)
onde R representa o coeficiente de partilha cérebro/plasma.

Procedeu-se, deste modo, através da utilizacdo de um programa de regresséo
nao-linear (MuLT"), & caracterizagdo da distribuicdo da lamotrigina entre o plasma
e 0 cérebro, estimando as microconstantes de transferéncia do farmaco no tecido
considerado através do ajuste, em simultaneo, dos dados obtidos nestes dois tecidos a
um sistema de duas equagdes assim definido:

C,=A . (M -¢72 (equagéo 3)
Co=Vo/ Ve kg (A €7 (or = A0) - (€727 (kar = A0)) - (Ao / (ke = M) - (A (ben - A0)) - €°2) (equiagio 14)

em que C, e C, representam, respectivamente, as concentragfes plasmatica e cerebral
ao tempo t, A, é a ordenada na origem das exponenciais da curva plasmatica, A; e A,
representam, respectivamente, as constantes de velocidade dos termos descendente e
ascendente da curva plasmatica, ky, representa a microconstante de transferéncia de
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primeira ordem do compartimento plasmatico para o compartimento tecidual, ky;
representa a microconstante de transferéncia no sentido inverso, e V, e V; representam,
respectivamente, os volumes de distribuicdo dos compartimentos plasmatico e cerebral.
Para a avaliagdo da qualidade do ajuste recorreu-se, de modo idéntico ao utilizado na
analise dos dados plasmaticos, a utilizacdo de critérios estatisticos, como sejam o erro de
estimacdo dos parametros e a analise da soma ponderada dos quadrados (com o factor
de ponderagéo 1/C?).

Assim, a partir das estimadas finais de A, A1, Ay, K, € ka4, € utilizando as equagdes
proprias deste modelo, calcularam-se os parametros farmacocinéticos correspondentes
ao modelo monocompartimental da curva de niveis plasmaticos, tal como foi
anteriormente referido, e 0s seguintes parametros farmacocinéticos, correspondentes
ao modelo compartimental de distribui¢do do farmaco no cérebro (DomenecH Berrozee,
MarTiNEz Lanao € Pia DeLring, 1997; Fraite Laruente, 2001):

CLNV = clearance de distribui¢cdo normalizada com o volume cerebral =V, /V;. k.

R = coeficiente de partilha cérebro/plasma =V !/ Vo Kio / Koy
K = microconstante de transferéncia do cérebro para o plasma =ky

T™MT = tempo médio de transito na primeira passagem pelo cérebro = 1/ky
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3.2.3. Analise ndo-compartimental

Tendo como objectivo a caracterizagao da distribuicéo tecidual de um dado farmaco,
é também possivel, muitas vezes, realizar uma andlise cinética independente do modelo

recorrendo a métodos de convolugdo/deconvolucéo.

Convolugao/Deconvolucao

A convolucdo e a deconvolucédo constituem métodos independentes do modelo
de analise farmacocinética baseados na teoria dos sistemas lineares (CutcLer, 1978c;
Venc-Pepersen, 1984). Para que se possam aplicar, é necessario que se cumpram
duas condicdes: que a resposta produzida, quando se estimula o sistema, seja
proporcional ao estimulo (linearidade do sistema); e que a resposta obtida, através
da estimulagéo repetida do sistema, seja a soma das respostas parciais a cada

estimulo (principio da sobreposi¢éo).

Na andlise farmacocinética de qualquer sistema linear, podem considerar-se trés
etapas: um primeiro momento de incorporagdo do farmaco no sistema, uma segunda
fase de transferéncia do farmaco através do sistema, e um terceiro momento de resposta
do sistema ao estimulo aplicado. Estas trés etapas podem traduzir-se em trés funcoes,
conforme se esquematiza na figura M.7. Note-se que a funcdo unitéria de disposi¢éo
também se pode denominar de funcéo de transferéncia, de funcéo de transporte, de
funcdo de resposta do sistema a um input unitario, sendo ainda conhecida por resposta
caracteristica.
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I(t) = funcdo de incorporagéo do farmaco no sistema
F(t) = fungdo unitaria de disposicdo (FUD)
R(t) = funcdo de resposta do sistema

Figura M.7 Sistema farmacocinético linear.

A convolugéo é o método que, através do conhecimento das funces de incorporacéo
e de transferéncia, permite determinar a funcéo de resposta do sistema, segundo a

seguinte equagao:
R(t) = I(t) * F() (equag&o 15)
em que * € o sinal da operacéo de convolugao.

A deconvolucdo, sendo a operacdo inversa da convolucdo, permite caracterizar a
funcéo de incorporacdo ou a resposta caracteristica do sistema, quando se conhecem as
restantes fungdes:

I(t) = R(t) // F(t) ou F(t) = R(t) // 1(t) (equacéo 16)
em que // é o sinal da operagdo de deconvolugao.

O procedimento de convolucdo e de deconvolugéo algébricas mais usado baseia-se

na utilizagdo das transformadas de Laplace. Por este processo, a integral de convolugéo

R(t) = fo' I(t) . F(t-1) . dT (equagéo 17)
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converte-se num produto algébrico das transformadas de Laplace das funcfes de
incorporagao e de transferéncia

R(s) = 1(s) . F(s) (equacéo 18)

enquanto a deconvolucéo se converte num quociente entre a transformada da fungéo

de resposta e a transformada da fun¢éo de transferéncia ou de incorporacao

I(s) = R(s) / F(s) ou F(s) = R(s) / I(s) (equacdo 19)

Métodos de convolucéo e de deconvolugéo

Em farmacocinética experimental, utilizam-se normalmente métodos de convolugao
e de deconvolucdo numéricos, j& que se parte de dados obtidos experimentalmente. Se
esses dados experimentais sao utilizados directamente, os métodos de convolugéo e de
deconvolucdo denominam-se de directos; se esses dados sdo previamente ajustados a
funces, normalmente poliexponenciais, e a convolugdo ou a deconvolugéo se aplicam
sobre as fungdes ou os parametros das fungbes determinadas, denominam-se de analiticos.

Em estudos cinéticos, a resposta do sistema é, geralmente, determinada por via
experimental. Consequentemente, aplicam-se com maior frequéncia métodos de
deconvolugdo numérica, que procuram conhecer a funcdo de incorporagao ou a resposta
caracteristica do sistema.

Quando € aplicada a dados de distribuicdo tecidual de farmacos, a deconvolucéo
numerica permite caracterizar a funcéo unitaria de disposi¢ao do farmaco no tecido ou no
compartimento considerados. Contudo, em estudos de distribuicéo tecidual de farmacos, 0
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erro experimental é, geralmente, elevado, dada a grande dificuldade que muitas vezes
existe na obtencdo e manipulagéo das amostras, bem como na determinacéo analitica das
mesmas. Um maior erro residual dos dados submetidos a deconvolucéo pode, por sua vez,
comprometer os resultados, dada a grande sensibilidade dos métodos de deconvolugdo a
este fendmeno. Compreende-se, pois, que sejam ainda escassos 0s trabalhos publicados
sobre estudos experimentais de distribuicdo tecidual de farmacos que utilizam a convolugao/
deconvolugao para caracterizar o comportamento tecidual do farmaco (KaroL, VENG-PEDERSEN
e BrasHEar, 1983; VeroTTa et al., 1989; Szaeo et al., 1993; EsLing, Waba e Stanski, 1994).

Existem diferentes métodos de deconvolucéo para caracterizar a fungéo unitaria de

disposicao no tecido considerado:

1. Deconvolucdo numérica directa entre os dados de concentragdo tecidual e
plasmatica (CutLer, 1978a, 1978b e 1978c; VaucHan € Dennis, 1978; MarTiNez Lanao
etal., 1992; Maooen et al., 1996);

2. Deconvolugdo numérica analitica entre os pardmetros das fungdes matematicas
que definem as curvas de niveis teciduais e plasmaticos (Venc-Pepersen, 1980a,
1980b, 1980c e 1980d);

3. Deconvolugdo numérica indirecta mediante aproximacéo semiparamétrica e
convolugdo combinadas com regressao nao-linear (KaroL, VENG-PEDERSEN € BRasHEAR,
1983; Verotma et al., 1989; Yano et al., 1989).

A deconvolucdo numérica directa tem como principais inconvenientes uma grande
sensibilidade aos erros experimentais dos dados e a necessidade de tempos de amostragem
coincidentes para as funcdes de resposta e de disposicdo. Este método so se revela util
para dados com erro experimental minimo.
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A deconvolucdo numérica analitica, ao trabalhar com fungdes matematicas e néo
directamente com os dados experimentais, elimina o problema dos erros, uma vez
que estes s@o previamente considerados durante a andlise de regressdo. No entanto,
s6 se revela eficaz se as fungdes estimadas tiverem bom caracter preditivo das
concentracdes em fungdo do tempo, o que normalmente é dificil de se conseguir com
os dados teciduais. Além disso, torna-se mais complexa, por exigir a utilizacdo de
programas informaticos especificos.

A deconvolugdo numérica indirecta mediante aproximacdo semiparamétrica e
convolucdo combinadas com regressdo ndo-linear revela-se 0 método de andlise mais
robusto na analise farmacocinética de dados de distribuicdo tecidual (FraiLe LaruenTE,
2001). Por esse motivo, foi 0 método escolhido para a anélise da distribuicéo cerebral
da lamotrigina em ratos, pelo que se passa a descrever com mais pormenor.

Deconvolugdo numérica indirecta mediante aproximagéo semiparamétrica e

convolugd@o combinadas com regressao nao-linear

A deconvolucdo numérica indirecta, que deriva da aproximacéo proposta por Cutler
(1978a, 1978b e 1978c), associa 0s procedimentos de convolucdo/deconvolugdo a
regressdo ndo-linear ponderada, procurando, deste modo, minimizar o erro residual

dos dados experimentais.

Neste método, a funcdo incégnita — que, num processo de caracterizacdo da
distribuicéo tecidual de um dado farmaco, é a resposta caracteristica ou fungéo unitéria
de disposicéo — é definida por uma fungdo matematica, normalmente uma exponencial.

Os parametros desta funcéo séo obtidos por regressao ndo-linear a partir da comparagao,
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segundo o método dos minimos quadrados ponderados, entre a resposta do sistema,
gerada por convolugdo entre a fungdo incognita e a fungdo de incorporacéo, e os dados
teciduais experimentais.

Este método semiparamétrico, ao permitir combinar a eficacia da regressdo
ndo-linear ponderada no tratamento do erro residual com a inversao numérica da
transformada de Laplace, simplifica a operacao de convolugéo, ao converté-la numa
simples multiplicacdo entre fungdes transformadas, e permite estimar a resposta
caracteristica do sistema, utilizando directamente os dados de concentracéo tecidual.
Este facto tem particular relevancia, uma vez que os dados teciduais costumam ter
um erro residual significativamente superior ao dos dados plasmaticos, o que dificulta
a estimacgdo, com precisdo adequada, dos pardmetros correspondentes a curva
poliexponencial do tecido. Pelo contrario, os dados plasmaticos sdo facilmente
ajustaveis por métodos de regressao ndo-linear, comportando-se a poliexponencial
dai resultante como funcédo de incorporacdo do farmaco no sistema.

Base tedrica da deconvolucéo

Considerando, tal como na andlise compartimental, que a transferéncia de um
farmaco do plasma para um tecido se faz por difusdo passiva e que unicamente se
transfere o farmaco que se encontra na forma livre, a velocidade de incorporacéo do
farmaco no tecido em situacdo de ndo-equilibrio é proporcional a diferenca de
concentragdes de farmaco livre no plasma e no tecido, de acordo com a equagao (Karot,

VENG-PEDERSEN € BrasHEAR, 1983):

dX;/dt=k.(f,.Cpo-fr.Cy) (equagéo 20)
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em que X+ é a quantidade total de farmaco no tecido ao tempo t, C, e C+ sdo, respectivamente,
as concentragdes plasmaética e tecidual, f; e fr correspondem as fracgdes livres de farmaco,

respectivamente, no plasma e no tecido, e k é uma constante de proporcionalidade.
A equacdo anterior pode ser convertida na seguinte, em termos de concentracdes:
dCr/dt=k/V:.(fp.Cp- f1r.Cy) (equacdo 21)
em que Vy representa o volume tecidual.
Reagrupando:
dCr/dt=k.fr/Vr.(fp/fr.Co-Cy) (equagdo 22)
e simplificando:
dCr/dt=K.(F.Cp-Cy) (equacdo 23)
comK=k.f;/VreF= fp /f;.

Considerando o sistema linear e invariante no tempo, através da aplicagdo das
transformadas de Laplace, obtém-se:

SC+(s) - C+(0) =K . [F. Cs(5) - C1(s)] (equacéo 24)
em que s é o operador de Laplace.

Aplicando a propriedade convolutiva da transformada de Laplace, a expressao
anterior reduz-se a:

Ci(s) =F.K/(s+K).Cys) (equacdo 25)
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A antitransformada de Laplace desta expressao gera a integral de convolugéo, em
gue este sistema adopta a seguinte expressao:

Cr=/o'F.K.e®'. Cyt).dr (equagio 26)
que é equivalente as expressoes:

Cr=F.K.e"'*Cp (equagio 27)

Ci/ICo=F.K.eg*! (equagcio 28)

Deste modo, a curva de niveis teciduais (C+) de um farmaco cuja farmacocinética obedece
a um comportamento linear pode considerar-se como sendo a convolugao entre a funcéo de
incorporagéo do farmaco no tecido considerado, dada pela curva plasmatica (Cy), e a resposta
caracteristica ou fungéo unitéria de disposico do farmaco dentro do tecido (FK.e™).

De um ponto de vista fisioldgico, considerando um tecido sem capacidade de
eliminacéo e uma distribuicdo limitada pelo fluxo sanguineo, o balanco de massa pode
expressar-se do seguinte modo (CHen e Gross, 1979):

dX;/dt=Q.Cp-Q.Cr/R (equacao 29)

em que Q representa o fluxo sanguineo regional e R o coeficiente de partilha em situacéo
de equilibrio.

Por comparagéo entre a equagdo 29 e a equacdao 20, vem que:

Q=k.fp (equacao 30)
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€ que:
Q/R=k.fr = Q=k.R.fg (equacéo 31)

Daqui resulta que o coeficiente de partilha (R), em situacéo de equilibrio, se pode
definir como sendo o quociente entre a fraccdo livre do farmaco, respectivamente, no

plasma e no tecido:
R=fp/fr (equacdo 32)
Em consequéncia, a equagdo 29 pode ser reescrita como:
Cr=0Q/Vy.e@'T/R-tx (equacao 33)

De um ponto de vista compartimental, considerando um tecido sem capacidade de
eliminagdo e uma distribuicéo do tipo mamilar, o fluxo (Q) pode aproximar-se a clearance
de distribuicdo (CL), obtendo-se a seguinte expresséo:

Cr=CL/Vy.egC"TR*C, (equacdo 34)

A deconvolugdo realiza-se entre concentracdes teciduais e concentracfes plasmaticas,
e a fungdo unitaria de disposicdo, que se refere ao transito do farmaco numa primeira
passagem pelo tecido, vem normalizada pela clearance de distribuicdo, segundo a equagao:

FUD=C;//Co=CL/Vy. gC/VT/R (equacdo 35)

De acordo com esta expressdo, utilizando dados de concentragdo de farmaco no
tecido em situacdo de ndo-equilibrio, torna-se possivel optimizar dois parametros
fundamentais de distribuicdo: a clearance de distribuicdo normalizada pelo volume
tecidual (CL/V+) e o coeficiente de partilha tecido/plasma em situagdo de equilibrio (R).
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Tendo como objectivo a caracterizagdo da distribuicdo da lamotrigina do plasma
para o cérebro, realizamos também uma andlise cinética ndo-compartimental, ou seja,
independente do modelo, mediante aproximacdo semiparamétrica e convolucao
combinadas com regresséo ndo-linear (deconvolugdo numérica indirecta), através do

programa MuLmi(Fit)” (Yano et al., 1989). Introduzindo a biexponencial da curva

plasmatica determinada previamente por regressao nao-linear e utilizando um factor
de ponderagdo equivalente ao inverso do quadrado da concentracdo cerebral da
lamotrigina determinada experimentalmente, optimizaram-se os pardmetros da fungao
unitaria de disposicdo, CL/V+ e R. A partir deles, calcularam-se os restantes parametros
farmacocinéticos de caracterizacdo do processo de distribuicdo plasma-cérebro.
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1. TECNICA ANALITICA

Apresentam-se, em seguida, os resultados dos ensaios realizados durante a validagéo
da técnica de HPLC para a quantificacdo de lamotrigina em plasma e cérebro de rato.

A figura R.1 representa dois cromatogramas de padrdes de lamotrigina, que foram
preparados em plasma humano e em homogeneizado de cérebro de rato, nas concentra-
¢Oes de 2,5 e 3,0 mg/L, respectivamente. O padrdo interno foi adicionado ao plasma na
concentracdo de 4,0 mg/L e ao homogeneizado de cérebro na concentracéo de 2,0 mg/L.

(@) (b)
¥ Units ¥ Units -
i
158088 158088
[}
o
180808 180808
coan = coan
[§] [§]
min. 6.8 .8 18. min.

Figura R.1 Cromatogramas tipicos de lamotrigina: padréo de lamotrigina 2,5 mg/L preparado em plasma
humano (6,7 min), com adi¢do de padrdo interno 4,0 mg/L (2,2 min) (a); padrdo de lamotrigina 3,0 mg/L
preparado em homogeneizado de cérebro de rato (6,2 min), com adigéo de padréo interno 2,0 mg/L (2,2 min) (b).
AUFS = 0,2 (a) e 0,05 (b).
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As tabelas R.1 e R.2 apresentam os valores das respostas cromatograficas obtidas
nos ensaios intradia e interdia da validacdo da técnica de HPLC para a quantificagdo

de lamotrigina em plasma e em homogeneizado de cérebro de rato.

As tabelas R.3 e R.4 apresentam os valores das respostas cromatograficas obtidas
no estudo da efic&cia da extrac¢do da lamotrigina e do seu padrdo interno a partir do
plasma e do homogeneizado de cérebro de rato.

As tabelas R.5 e R.6 apresentam os valores das respostas cromatograficas obtidas
no estudo da estabilidade da lamotrigina em plasma e em homogeneizado de cérebro
de rato, apds um determinado periodo de armazenamento em frigorifico ou congelador.

Tabela R.1 Valores das respostas cromatograficas obtidas nos ensaios intradia (a) e interdia (b)
da validagéo da técnica para quantificacdo de lamotrigina em plasma.

(@)

Padrao de . ) Resposta cromatografica
calibrag&o (mg/L) At Api ArelAp

0,1 75381 3373583 0,0223

0,1 62834 2744443 0,0229

0,1 68050 2863618 0,0238

0,1 73212 3190782 0,0229

0,1 75930 3144582 0,0241
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0,5 257216 2014039 0,1277
0,5 405062 3171034 0,1277
0,5 288208 2030940 0,1419
0,5 241389 1784224 0,1353
0,5 170464 1336876 0,1275
25 1821207 2519066 0,7230
2,5 1313376 1854051 0,7084
25 1455983 1988923 0,7320
2,5 1571247 2257804 0,6959
2,5 1891859 2639658 0,7167
5,0 2920147 1953823 1,4946
50 3625661 2558610 1,4170
5,0 3470936 2411890 1,4391
5,0 3255545 2293479 1,4195
5,0 3348493 2296357 1,4582
10,0 7548655 2788875 2,7067
10,0 7461482 2621568 2,8462
10,0 8558588 2994875 2,8577
10,0 7417735 2879871 2,5757
10,0 6983170 2374008 2,9415
15,0 12209191 3244845 3,7626
15,0 12953689 2911392 4,4493
15,0 11682576 2903904 4,0231
15,0 10940196 2852877 3,8348
15,0 11147470 2672128 4,1718

2 Area do pico da lamotrigina; ® Area do pico do padréo interno.
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(b)

Padréo de
calibragdo (mg/L)

Resposta cromatografica ©

A’ Ap® Are ! Api

0,1 76928 2399880 0,0323
97666 2668165
94602 3272495

0,1 89701 2704743 0,0337
85227 2654030
74081 2024207

0,1 105093 3347661 0,0350
125749 3505118
139921 3752784

0,1 115724 3209952 0,0379
109996 2912360
129095 3230057

0,1 58142 1836197 0,0260
60350 2399621
76100 3257299

0,5 421024 3229169 0,1336
331715 2647402
444571 3083294

0,5 254206 1880190 0,1421
281786 2022747
392761 2634382

0,5 332013 2444101 0,1394
414958 3019208
434190 3012113

0,5 441066 2923119 0,1458
447133 3061401
406599 2893414

0,5 300793 2014308 0,1411
195650 1228519
343203 2709330

2,5 1812780 2851399 0,6488
2308825 3421793
2211443 3487779

2,5 649335 981341 0,6952
1610016 2392910
1921468 2639312

2,5 1655379 2493508 0,6443
1251134 1998542
1817380 2840211

25 2192046 3347988 0,6985
2622930 3828212
2324928 3046144

2,5 2123772 3028319 0,7017
2424642 3367359
1924364 2828827

50 4489861 3460377 1,2707
4708020 3644544
3523142 2906430

50 3441715 2432987 1,4470
3444874 2399447
3901117 2622714

5,0 3924952 3356437 1,1626
3210225 2814729
3609265 3070957

50 5097883 3459848 1,3484
4167389 3145260
4144233 3339468

50 4329000 3083790 1,4911
4752687 3077800
4553928 2983321
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10,0 7306450 3087896 24399 Tabel_a R.~2 Valores _das respostas c_rgma:[ogréficas opti_das Nos ensaios in_tradia @) e interdia (b)
da validacdo da técnica para quantificacdo de lamotrigina em homogeneizado de cérebro de rato.

8422444 3368648
6554134 2676291 (@)
10,0 8874158 3038340 2,9012 Padréo de Resposta cromatografica
7492820 2603891 calibragdo (mg/L) Ared AP Avel A
9417016 3245235 0,1 211654 6252522 0,0339
10,0 9314430 3770601 2,4576 0,1 142414 4378894 0,0325
9747977 3813758 0,1 149470 3980564 0,0375
9094360 3872435 0,1 142217 3768584 0,0377
10,0 9850396 3588457 2,6777 0,1 133371 5489934 0,0243
8086428 3064234 0,5 613727 4059940 0,1512
9391502 3553361 0,5 896378 6081764 0,1474
10,0 9185578 3615290 2,6687 0,5 524935 3772793 0,1391
6548833 2457328 0,5 675236 5385440 0,1254
8731030 3095009 0,5 778472 6002820 0,1297
15,0 10005954 2870386 3,7198 1,0 1326261 5187072 0,2557
14999168 3921274 1,0 1469542 5377444 0,2733
13096280 3451333 1,0 1356204 5357164 0,2532
15,0 10296069 2538189 3,9474 1,0 1275141 5132746 0,2484
14067189 3549309 1,0 1119083 4088623 0,2737
7153664 1896651 3,0 4146672 5037027 0,8232
15,0 13077411 3702707 3,6123 3,0 3847668 4975496 0,7733
12751411 3606604 3,0 3528853 4597898 0,7675
11915767 3139680 3,0 3626884 4404380 0,8235
15,0 13838963 3700009 3,8181 3,0 3948426 5242933 0,7531
14332541 3758808 5,0 6739029 4809248 1,4013
14566986 3734816 5,0 6789541 5042344 1,3465
15,0 12740379 3199056 3,9557 5,0 6424272 3886041 1,6532
13114795 3365227 5,0 6863060 5138679 1,3356
13620978 3415316 5,0 7037153 5055676 1,3919
2 frea do pico da lamotrigina; ® Area do pico do padréo interno; ¢ Média. 2firea do pico da lamotrigina; ® Area do pico do padréo interno.
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(b) Tabela R.3 Valores das respostas cromatograficas obtidas no estudo da eficacia da extracgao, a partir do plasma,

da lamotrigina na presenca do padr&o interno (a) e do padrdo interno isolado (b).

Padréo de Resposta cromatografica
calibracéo (mg/L) Ar? AP Avel Ap @
0,1 288590 9016526 0,0323 Padréo de Als? An° Resposta Als? An° Resposta
0.1 87929 4108933 0,0214 calibragao (mg/L) A el Ap Avel A
0,1 146003 4235907 0,0345 Solugéo Plasma
0,1 178812 7274736 0,0246 2,5 487170 903976 0,5389 310496 515962 0,6018
0,1 142414 4378894 0,0325 2,5 479116 901271 0,5316 556833 876812 0,6351
0,5 818916 5941778 0,1453 2,5 484994 923972 0,5249 994614 1630441 0,6100
0,5 810659 6107389 0,1327 2,5 482212 943318 0,5112 622865 947910 0,6571
0,5 584481 3884238 0,1505 2,5 486248 976089 0,4982 316044 515329 0,6133
0,5 692773 5067780 0,1367 50 985613 991696 0,9939 656454 528429 11,2423
0,5 524935 3772793 0,1391 5,0 1010710 780688 1,2946 828558 577239 1,4354
1,0 1722321 6777806 0,2523 50 993826 1014002 0,9801 1668453 1325664 1,2586
1,0 1256403 4759717 0,2640 5,0 997971 1003762 0,9942 1329571 968290 11,3731
1,0 871256 3608715 0,2414 50 990648 999247 0,9914 2206068 1736425 11,2705
1,0 1439269 5311661 0,2710 15,0 3084990 918100 3,3602 3441455 887163 13,8792
1,0 1356204 5357164 0,2532 15,0 3080196 1003946 3,0681 3198224 787959 4,0589
3,0 4992098 6729892 0,7459 15,0 3143989 881094 3,5683 2702150 715070 3,7789
3,0 4027160 5169252 0,7791 15,0 3109928 1074379 2,8946 5887805 1372368 4,2903
3,0 3001137 3837591 0,7820 15,0 3148866 842428 3,7378 4145739 995738 4,1635
30 423271 2188017 0.7948 #Area do pico da lamotrigina; ® Area do pico do padrao interno.
3,0 3847668 4975496 0,7733
50 8497102 6861184 1,2458 ®)
50 7906920 5592360 1,4139
5,0 5177180 3903734 1,3262 Padréo An®

interno (mg/L)
50 7835288 5716611 1,3706
5,0 6789541 5042344 1,3465 Solugdo __ Plasma

4,0 1051863 810041
2frea do pico da lamotrigina; ® Area do pico do padréo interno. 4,0 1058494 1033790

4,0 928453 782471

4,0 1052331 1011389

4,0 1027408 777230

b Area do pico do padrdo interno.
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Tabela R.4 Valores das respostas cromatograficas obtidas no estudo da eficacia da extracgao, a partir do Tabela R.5 Valores das respostas cromatogréficas obtidas no estudo da estabilidade dos padrdes de lamotrigina

homogeneizado de cérebro de rato, da lamotrigina na presenga do padrdo interno (a) e do padrao interno isolado (b). 2,5 mg/L e 10,0 mg/L no plasma, quando armazenados no frigorifico (a) ou no congelador (b).
@) (a)
Padrso de A An° Resposta A An° Resposta Padréo Dia A A ° Resposta cromatografica A ¢/ A o
calibracéo (mg/L) AelAn Ael Ao 2,5 mg/L
Solugéo Homogeneizado de cérebro 1759604 1804973 0,9749
1,0 198619 871378 0,2279 758860 2184892 0,3473 1249611 1333307 0,9372
1,0 204200 862774 0,2367 733905 2145950 0,3420 0 1400561 1778374 0,7876
1,0 221743 836611 0,2650 718713 2135866 0,3365 1384654 1622583 0,8534
1,0 201152 804854 0,2499 759366 2181032 0,3482 1417443 1649606 0,8593
1,0 226470 758233  0,2987 748768 2155626 0,3474 2279503 2774155 0,8217
3,0 1616710 2060593 0,7846 3069271 3939141 0,7792 1816243 2263144 0,8025
3,0 1387570 1819791 0,7625 3063917 3967771 0,7722 1 1798404 2257234 0,7967
3,0 1384074 1974816 0,7009 3042393 3954199 0,7694 1995104 2192019 0,9102
3,0 1296345 1630840 0,7979 3050021 3910269 0,7800 1839952 2289508 0,8036
3,0 3607590 4528862 0,7966 3124632 3944645 0,7921 1826246 2300132 0,7940
5,0 1458691 907133 1,6080 4117860 2151868 11,9136 1317218 1208164 1,0903
5,0 1242666 799575 11,5542 3939199 2105191 11,8712 2 1701718 2125666 0,8006
5,0 611351 307877 1,9857 3941162 2117976 1,8608 1854390 2178717 0,8511
5,0 1516936 907480 11,6716 3965487 2130901 11,8609 1634149 2053016 0,7960
5,0 1018917 676713 1,5057 4022247 2122931 11,8947 1483106 1423894 1,0416
2Area do pico da lamotrigina; ° Area do pico do padréo interno. 1496279 2006839 07456
3 1771020 1894982 0,9346
(b) 1453705 1622909 0,8957
Padro N 1443660 1604130 0,9000
interno (mg/L) P 2204059 2993670 0,7362
Solucéo Homogeneizado de cérebro 1701351 2044444 0,8322
2,0 1669639 1387137 4 1860922 2097123 0,8874
2,0 1664132 1357053 1726755 2194067 0,7870
2,0 1738882 1301254 1992492 2380451 0,8370
2,0 1738601 1219456
2,0 1742530 1160847

® Area do pico do padréo interno.
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8708469 2624538 3,3181

8498996 2096849 4,0532

3 8629394 2589035 3,3331
7523853 2163438 3,4777

9027427 2549241 3,5412

8529867 2741193 3,1117

9012117 2896785 3,1111

4 7901368 2270444 3,4801
10403695 3053838 3,4068

7993003 2335651 3,4222

8584186 2243196 3,8268

8698095 2622993 3,3161

7 8190528 2490720 3,2884
8627935 2717953 3,1744

9053359 2721669 3,3264

8507731 2637727 3,2254

7784822 2422304 3,2138

8 5857559 1759412 3,3293
6271666 1970404 3,1829

9265934 2757755 3,3600

4738940 1459897 3,2461

3776572 992862 3,8037

11 4682785 1398100 3,3494
5545633 1692770 3,2761

4338604 1428424 3,0373

2300710 2795469 0,8230
1991199 2487137 0,8006
7 1613891 1864156 0,8657
2109260 2645198 0,7974
2052198 2358099 0,8703
1751465 2157340 0,8119
1521550 1864308 0,8161
8 1530283 1921280 0,7965
1774238 2139883 0,8291
1977126 2309182 0,8562
1497509 1752697 0,8544
1685259 2057893 0,8189
11 1940615 2292318 0,8466
1475019 1850014 0,7973
1215091 1542570 0,7877
10,0 mg/L
5947368 1777054 3,3468
8035896 2224450 3,6125
0 8526789 2399528 3,5535
8654403 2267742 3,8163
7321873 1937874 3,7783
8251341 2574451 3,2051
8551956 2656749 3,2190
1 7371360 2039513 3,6143
6264618 1930144 3,2457
9472139 3069902 3,0855
9360920 3077015 3,0422
8228484 2691802 3,0569
2 8714272 2773011 3,1425
7600507 1853411 4,1008
8491515 2168111 3,9165
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Tabela R.6 Valores das respostas cromatogréficas obtidas no estudo da estabilidade do padréo de lamotrigina
3,0 mg/L no homogeneizado de cérebro, quando armazenado no frigorifico (a) ou no congelador (b).

(b)
Padréo Dia At A" Resposta cromatografica A ;¢ / A 5
2,5 mg/L
1759604 1804973 0,9749
1249611 1333307 0,9372
0 1400561 1778374 0,7876
1384654 1622583 0,8534
1417443 1649606 0,8593
1865562 2224258 0,8387
1481004 1871016 0,7916
11 1434110 1777313 0,8069
1467788 1711939 0,8574
1709750 1965740 0,8698
1573834 1907242 0,8252
1925955 2115238 0,9105
46 1325721 1695928 0,7817
1668214 1915152 0,8711
1232566 1303613 0,9455
10,0 mg/L
5947368 1777054 3,3468
8035896 2224450 3,6125
0 8526789 2399528 3,5535
8654403 2267742 3,8163
7321873 1937874 3,7783
5696574 1787163 3,1875
7075076 2142869 3,3017
11 6840062 2124320 3,2199
9368706 2904652 3,2254
7892976 2477584 3,1858
6246148 1786000 3.4973
5854963 1710930 3,4221
46 7928477 2593507 3,0570
7547764 2075716 3,6362
8704924 2754903 3,1598

@)
Padréo Dia Al? A ° Resposta cromatografica A ¢ / A p
3,0 mg/L
6781832 6753078 1,0043
3632611 3664984 0,9912
0 3989284 3800205 1,0498
4802431 4680248 1,0261
5304889 5417074 0,9793
8154849 5860307 1,3915
7027197 4903780 1,4330
1 7144720 5805975 1,2306
7583267 5273093 1,4381
6314605 4905746 1,2872
5911705 6535940 0,9045
5830990 5854726 0,9959
2 5474687 6008677 0,9111
5177028 5748564 0,9006
5634603 6335205 0,8894
6567060 7471954 0,8789
4594342 5157472 0,8908
3 4850910 5309105 0,9137
5261265 5714405 0,9207
5237646 5584263 0,9379
4761992 5281385 0,9017
4818158 6280275 0,7672
7 4987186 6433822 0,7752
4791615 5888156 0,8138
7483676 10064259 0,7436

2Area do pico da lamotrigina; ® Area do pico do padréo interno.
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(b) @ (b)

Dia Al? AgP Resposta cromatografica A g/ A 5
6781832 6753078 1,0043 ¢ Units Y Unite
3632611 3664984 0,9912
0 3989284 3800205 1,0498 15888 15000
4802431 4680248 1,0261
5304889 5417074 0,9793 10008 10808
5089338 5516532 0,9226
7109620 7954923 0,8937 c 000 —
7 5831477 5990574 0,9734
= m
s s oo 4 ol ®
! min. a_a 5.8 18. min. a.a c.a 18.
6066970 6636152 0,9142
4812948 4507723 1,0677
14 5697026 6140105 0,9278
5244836 5130830 1,0222
5905295 6659848 0,8867 ©
2 Area do pico da lamotrigina; ° Area do pico do padréo interno.
¥ Units
15008
1. Especificidade e selectividade
10008
Os tempos de retencdo médios especificos da lamotrigina e do seu padrdo interno
foram de 6,9 e 2,3 minutos, respectivamente. 5000
oo =
. =t
A figura R.2, que representa cromatogramas de brancos de plasma humano, de ol p—F——
min. a_a 5.8 18.
plasma de rato e de homogeneizado de cérebro de rato, demonstra a especificidade
da técnica.
A analise cromatografica de solugdes de outros farmacos que podem ser usados Figura R.2 Cromatogramas de brancos de plasma humano (), de plasma de rato (b)
.. ~ .. .. ;. e de homogeneizado de cérebro de rato (c).
em co-administragdo com a lamotrigina demonstrou a selectividade da técnica. AUFS = 0.2 (a & b) € 0,05 (c)
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2. Linearidade

A linearidade da técnica foi comprovada entre 0,1 e 15,0 mg/L para o plasma, e
entre 0,1 e 5,0 mg/L para 0 homogeneizado de cérebro.

Em qualquer dos casos, a calibracéo foi feita segundo 0 método da regressao linear
ponderada, utilizando-se como factor de ponderacio w; = 1/x?. As rectas de calibrac&o
obtidas encontram-se representadas na tabela R.7.

A qualidade do ajuste foi avaliada pelo valor do coeficiente de correlagdo determi-
nado (tabela R.7), pela distribuicdo da percentagem de erro relativo em funcéo da
concentragdo (figuras R.3 e R.4), e pelo nimero de pontos que se desviaram em mais
de 15% (20% para o padrdo mais baixo) da recta definida. Nesta tltima abordagem, o
plasma apresentou, no ensaio intradia, todos os pontos dentro da margem considerada,
e, N0 ensaio interdia, apresentou apenas um ponto com desvio superior a 20% em
relacdo a concentragdo teodrica de 0,1 mg/L. Por sua vez, o homogeneizado de cérebro
apresentou: no ensaio intradia, um ponto com desvio superior a 20% em relagdo a
concentragdo tedrica de 0,1 mg/L e um ponto com desvio superior a 15% da concentra-
¢&o tedrica de 5,0 mg/L; no ensaio interdia, apenas um ponto com desvio superior a
20% em relacéo ao padrdo de calibracdo mais baixo.

Tabela R.7 Rectas de calibracdo da lamotrigina em plasma e em homogeneizado de cérebro.

Plasma Homogeneizado de cérebro
(0,1-15,0 mg/L) (0,1-5,0 mg/L)
Intradia Interdia Intradia Interdia
y = 0,280x-0,005 y = 0,264x+0,007 y = 0,266x+0,006 y = 0,263x+0,003
r=20,999*¢ r=0,99?¢° r=20,991* r=20,993¢°

2Coeficiente de correlagdo.
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Figura R.3 Distribui¢do da percentagem de erro relativo em redor do eixo das concentrages,

no ensaio intradia (a) e no ensaio interdia (b) do plasma.
% erro relativo = (C medigza — C tesrica) / C tesrica - 100

IV. RESULTADOS I 169



(@)

50
40 4
30 4
20 4 ©
o
g 10 8
= ,
T ,L19 o O 8
&
< 10 8 9
.20 4
-30 4 o
-40
-50
0 1 2 3 4 5
Concentragéo (mg/L)
(b)
50
40 4
30 4
2010
o
g 10
= 10 8 é
2 o8 8 8
o
< 0 (0]
ZB -10 4 O
=
-20 -
3010
-40 4
-50
0 1 2 3 4 5
Concentraggo (mg/L)

Figura R.4 Distribuicdo da percentagem de erro relativo em redor do eixo das concentrages,
no ensaio intradia (a) e no ensaio interdia (b) do homogeneizado de cérebro.
% erro relativo = (C mediza — C tesrica) / C tesrica - 100
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3. Precisdo

Os resultados do estudo da precisdo intra e interdia da técnica analitica para a
quantificacdo da lamotrigina em plasma e em cérebro de rato encontram-se represen-
tados na tabela R.8.

4. Exactiddo

Os resultados do estudo da exactiddo intra e interdia da técnica analitica para a

quantificacdo da lamotrigina em plasma e em cérebro apresentam-se na tabela R.9.

A anélise estatistica efectuada através da realizagdo de um teste t de Student empa-
relhado revelou, em qualquer um dos ensaios efectuados, diferencas estatisticamente
ndo significativas entre as concentracfes experimentais e as concentracdes teoricas
(p>0,05).

5. Eficacia da extrac¢do

A tabela R.10 apresenta os resultados obtidos no estudo da efic&cia da extracgdo a
partir do plasma e do homogeneizado de cérebro de rato, quando a lamotrigina se
encontra na presenca do padrdo interno. A recuperagdo absoluta do padrdo interno
isolado foi de 86,14+9,264 % no plasma (4,0 mg/L, médiatdesvio-padrdo, n=>5) e de
75,24+7,102 % no homogeneizado de cérebro (2,0 mg/L, médiatdesvio-padrdo, n=>5).
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Tabela R.8 Estudo da precisdo em plasma (a) e em homogeneizado de cérebro (b).

(@)

Tabela R.9 Estudo da exactiddo em plasma (a) e em homogeneizado de cérebro (b).

Ensaio
C tesrica” Intradia Interdia
Resposta cromatografica ° Ccve Resposta cromatografica ° Ccve
0,1 0,023 £ 0,001 3,12 0,033 + 0,004 13,45
0,5 0,132 £ 0,006 4,88 0,140 + 0,004 3,18
25 0,715+0,014 1,93 0,678 0,029 4,22
5,0 1,446 £ 0,032 2,21 1,344+ 0,133 9,88
10,0 2,786 £ 0,144 5,19 2,629 £ 0,189 7,20
15,0 4,048 + 0,276 6,81 3,811+0,148 3,88
Média - 4,02 - 6,97
amg/L;® Area ;. / Area ,, médiatdesvio-padréo, n = 5; ¢ Coeficiente de variacAo, %.
(b)
Ensaio
C tesrica Intradia Interdia
Resposta cromatografica Cve Resposta cromatografica Cve
01 0,033 £ 0,005 16,48 0,029 + 0,006 19,66
0,5 0,139 £ 0,011 7,99 0,141 + 0,007 5,00
1,0 0,261 +0,012 4,54 0,256 + 0,011 4,45
3,0 0,788 £0,033 4,19 0,775+ 0,018 2,33
5,0 1,426 £ 0,130 9,14 1,341 + 0,062 4,64
Média - 8,47 - 7,22

(@)
Ensaio
C esrica Intradia Interdia
C edida” Bias ° C edida” Bias ¢
0,1 0,10 + 0,003 +0,28 0,10 £ 0,017 -0,33
0,5 0,49 +£ 0,023 -2,33 0,51+0,017 +1,44
25 2,57 £0,049 +2,73 2,55+0,108 +1,82
50 517+0,114 +3,46 5,07 £ 0,504 +1,46
10,0 9,95+ 0,515 -0,48 9,95+0,718 -0,52
15,0 14,46 + 0,983 -3,63 14,43 £ 0,561 -3,79
amg/L; ® mg/L, médiatdesvio-padrdo, n = 5; ° Bias, %.
(b)
Ensaio
C tesrica” Intradia Interdia
C medida” Bias ¢ C medida” Bias ¢
0,1 0,10 +£ 0,021 +0,68 0,10 £ 0,022 -0,63
0,5 0,50 + 0,042 -0,68 0,52+ 0,027 +4,83
1,0 0,96 + 0,044 -4,38 0,96 +£ 0,043 -3,70
3,0 2,94+£0,124 -2,08 2,93 +£ 0,069 -2,21
5,0 5,33 +£0,490 +6,67 5,08 + 0,236 +1,65

amg/L;® Area ;. / Area ,, médiatdesvio-padréo, n = 5; ¢ Coeficiente de variacAo, %.
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amg/L; ® mg/L, médiatdesvio-padrdo, n = 5; ¢ Bias, %.
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Tabela R.10 Eficacia da extraccdo da lamotrigina na presenca de padrdo interno a partir do plasma (a)
e do homogeneizado de cérebro (b).

(@)

C esrica Recuperagio cve
25 83,67 + 4,493" 5,37
50 79,70 £ 6,510° 8,17

15,0 82,78 +11,017° 13,31

Média 82,05+ 7,459° 9,09

amg/L; ®© %, médiatdesvio-padrdo, n =5 (°) e n = 15 (©); ¢ Coeficiente de variago, %.

(b)

C teorca” Recuperagcéo cvd
1,0 7427+ 8,125° 10,94
3,0 98,60+ 4,347° 4,41
5,0 88,62 + 10,776 ° 12,16

Média 87,16 +12,816 ° 14,70

amg/L; ¢ %, médiatdesvio-padrdo, n =5 (*) e n = 15 (%); ¢ Coeficiente de variagéo, %.

6. Sensibilidade, limite de deteccéo e limite de quantificagao

O limite de deteccdo da técnica para quantificacéo de lamotrigina em plasma e em
homogeneizado de cérebro de rato foi determinado instrumentalmente. O padrdo mais
baixo da recta de calibragdo — 0,1 mg/L — foi diluido a metade e a um décimo para a
técnica do plasma; a diluicdo foi feita também a um quarto para a técnica do cérebro,
uma vez que a diluicdo a um décimo ndo permitiu a detec¢do de nenhum pico ao tempo
de retencdo especifico da lamotrigina. Foi, de seguida, avaliada a variabilidade das
respostas cromatograficas. Os resultados encontram-se na tabela R.11.
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Para ambas as matrizes foi considerado como limite de quantificacdo o padrdo de
0,1 mg/L, por ser o padrdo mais baixo da recta de calibracéo e por apresentar valores

de precisdo e exactiddo dentro dos limites recomendados.

Tabela R.11 Limite de detecgdo da técnica no plasma (a) e no homogeneizado de cérebro (b).

(@)

C tesrica Resposta cromatografica ° Média 3 * Desvio-padréo
0,0103
0,0102

0,050 0,0064 0,0105 0,0083
0,0116
0,0141
0,0117
0,0108

0,010 0,0054 0,0067 0,0131
0,0036
0,0019

amg/L;" Area ¢ / Area ;.
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(b) Tabela R.12 Estabilidade da lamotrigina em plasma, no frigorifico e no congelador, em padrées de 2,5 mg/L (a)

e de 10,0 mg/L (b).
C tesrica” Resposta cromatogréafica ® Média 3 * Desvio-padréo
0,0066 @)
0,0083 2,5 mg/L Frigorifico (4° C) Congelador (-25° C)
0,050 0,0071 0,0082 0,0066 Resposta . ] Resposta . ]
0,0070 cromatografica® Razdo 1Co0 cromatogréafica® Razao 1Co0
0,0120 Dia 0 0,882+0,074 - - 0,882+0,074 - -
0,0296 Dial 0,827+0,047 94,3 85,1-1035 - - -
0.0145 Dia 2 0866:0,127 984 862-110,6 - - -
0,025 0,0409 0,0261 00344 Dia 3 0,904+0,106 103,0 89,4-116,6 - - -
0.0145 Dia 4 0816:0,057 933 804 - 106,2 - - -
0,0311 Dia7 0,831+0,035 949 84,6 -105,2 - - -
B Dia 8 0,822+0,022 93,7 86,1-101,3 - - -
B Dia 11 0,821+0,029 93,5 85,7-101,3 0,833+0,033 949 86,4-1034
0,010 - - - Dia 46 - - - 0,867:£0,065 98,6 89,8-107,4

@ Area | 1 / Area ,, média+desvio-padrdo, n = 5; ® Resposta dia X / Resposta dia 0; ¢ Intervalo de confianga a 90%.

amg/L; " Area o / Area ;.

(b)
10,0 mg/L Frigorifico (4° C) Congelador (-25° C)
.. crorzgstggigaflicaa Razéo® = croggstggig?icaa Razéo® =
7. Estabilidade
Dia 0 3,621+0,189 - - 3,621+0,189 - -
Os resultados do estudo de estabilidade da lamotrigina nas matrizes bioldgicas Dia 1 3,274£0,200 90,7 83,0- 984 - - -
o Dia 2 3,452+0,514 95,0 85,5-1045 - - -
estudadas, quando foram armazenadas no frigorifico ou no congelador, encontram-se Dia 3 3,54540,300 980 89,9 - 106.1 ) ) )
representados nas tabelas R.12 e R.13. Dia 4 3,306+0,180 91,4 872- 956 - - -
Dia7 3,386+0,253 94,0 82,6-1054 - - -
Dia8 3,262+0,078 90,3 855- 951 - - -
Dia 11 3,343+0,283 92,6 83,4-101,8  3,224+0,047 89,2 84,7- 937
Dia 46 - - - 3,354+0,240 92,8 84,9-1007

# Area ¢ / Area ;, média+desvio-padréo, n = 5; ° Resposta dia X / Resposta dia 0; ¢ Intervalo de confianga a 90%.
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Tabela R.13 Estabilidade da lamotrigina em homogeneizado de cérebro, no frigorifico e no congelador,
num padrdo de 3,0 mg/L.

3,0 mg/L Frigorifico (4° C) Congelador (-25° C)
Resposta x b . Resposta x b .
cromatografica® Razao 1Co0 cromatografica® Razao 1C0
Dia 0 1,010+0,028 - - 1,010+0,028 - -
Dia 1 1,356+0,093 134,4 124,2 -144,6 - - -
Dia 2 0,920+0,043 91,2 86,0- 96,4 - - -
Dia 3 0,908+0,024 90,0 86,7 - 93,3 - - -
Dia 7 0,800+0,062 793 73,4- 8572 0,923+0,030 91,4 895- 93,3
Dia 14 - - - 0,964+0,077 955 87,8-103,2

2 Area | / Area ;, média+desvio-padrdo, n = 5; ® Resposta dia X / Resposta dia 0; ¢ Intervalo de confianca a 90%.
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2. DESENHO EXPERIMENTAL

2.1 Seleccao da formulagéo mais adequada para a administracdo da lamotrigina

Os valores das concentragfes plasmaticas de lamotrigina obtidos, durante um
periodo de 48 horas ap6s a administragdo i.p. do farmaco aos animais, na dose Unica
de 10 mg/kg, sob a forma de suspensdo, solugdo lipofilica e solucdo aquosa, séo
apresentados na tabela R.14. A figura R.5 representa as respectivas curvas de niveis
plasmaticos ao longo do tempo.

Tabela R.14 Concentracdes plasmaticas de lamotrigina obtidas ap6s a administrago i.p. do farmaco,
em dose Unica de 10 mg/kg, sob a forma de suspenséo (a), solugdo lipofilica (b) e solugdo aquosa (c).

@

Rato

Tempo (h) 1 2 3 4 5 M? DP® Cve
0,25 0,59 0,86 1,16 0,65 1,14 0,88* 0,266 30,25
0,5 1,76 1,75 1,54 1,74 1,81 1,72 0,104 06,06
2 3,82 4,23 3,19 5,71 4,03 4,20 0,932 22,21
12 2,54 3,63 5,52 4,01 3,87 3,91 1,068 27,28
24 4,49 2,55 1,93 2,54 5,51 3,40 1,522 44,70
48 1,45 2,27 1,23 1,23 1,30 1,50 0,442 29,54

AUC,_,¢° 148,08

& Média, mg/L; ® Desvio-padrao; © Coeficiente de variagao, %; ¢ Area sob a curva, mg.h/L;
* Diferenca estatisticamente significativa (p<<0,05) entre os valores obtidos com as diferentes formulacdes
a determinado tempo de amostragem (ANOVA).
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(b)

Rato
Tempo (h) 1 2 3 4 5 M2 DP® Cve
0,25 4,68 1,24 1,14 4,98 1,09 2,63* 2,015 76,75
0,5 2,48 1,73 1,35 2,63 4,05 2,45 1,039 42,46
2 4,32 3,78 3,98 4,98 4,81 4,37 0,517 11,82
12 3,60 2,74 3,35 3,56 2,63 3,18 0,460 14,48
24 2,55 2,72 1,90 3,60 2,97 2,75 0,619 22,54
48 1,20 1,26 1,41 1,43 1,76 141 0,218 15,41
AUC, 3¢ 129,33

@ Média, mg/L; ° Desvio-padrio; © Coeficiente de variagdo, %; ¢ Area sob a curva, mg.h/L;
* Diferenca estatisticamente significativa (p<<0,05) entre os valores obtidos com as diferentes formulagdes
a determinado tempo de amostragem (ANOVA).

(©
Rato
Tempo (h) 1 2 3 4 5 M2 DP® cve
0,25 6,04 5,07 5,12 5,49 6,75 5,69* 0,706 12,40
0,5 4,26 4,00 4,80 5,08 6,80 4,99* 1,099 22,04
2 3,97 4,70 3,95 5,60 5,94 4,83 0,916 18,96
12 3,57 3,13 3,78 3,95 2,76 3,44 0,488 14,18
24 2,63 2,50 2,08 2,11 3,48 2,56 0,567 22,16
48 1,43 1,68 0,81 0,98 1,73 1,33 0,414 31,22
AUC,.4s° 133,44

@ Média, mg/L; ° Desvio-padrio; ¢ Coeficiente de variagio, %; ¢ Area sob a curva, mg.h/L;
* Diferenca estatisticamente significativa (p<<0,05) entre os valores obtidos com as diferentes formulagdes
a determinado tempo de amostragem (ANOVA).
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Figura R.5 Curvas plasmaticas de lamotrigina obtidas apos a administragéo i.p. do farmaco, em dose Unica de
10 mg/kg, sob a forma de suspensdo, solucdo lipofilica e solugdo aquosa (média+=desvio-padréo).

A tabela R.15 apresenta os valores das concentragdes cerebrais de lamotrigina
correspondentes aos niveis plasmaticos da tabela R.14. A figura R.6 representa as

correspondentes curvas de niveis cerebrais ao longo do tempo.
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Tabela R.15 Concentracdes cerebrais de lamotrigina obtidas apds a administracdo i.p. do farmaco, ()
em dose Unica de 10 mg/kg, sob a forma de suspenséo (a), solucdo lipofilica (b) e solugéo aquosa (c).

Rato
@ Tempo (h) 1 2 3 4 5 M2 DP® cve
Rato 0,25 0,82 1,01 1,10 1,28 1,19 1,08* 0,177 16,37
Tempo (h) 1 2 3 4 5 M@ DP® Cve 0,5 1,59 1,47 1,33 1,86 1,93 1,64* 0,255 15,58
0,25 0,24 0,39 0,30 0,31 0,41 0,33* 0,070 21,10 2 1,38 1,55 1,48 2,02 1,92 1,67 0,283 16,93
0,5 0,43 0,41 0,46 0,51 0,77 0,52 0,147 28,47 12 1,27 1,19 0,96 1,52 1,13 1,21 0,205 16,93
2 1,20 2,32 1,09 2,06 1,43 1,62 0,542 33,48 24 0,74 0,70 0,63 0,72 0,97 0,75 0,129 17,12
12 1,21 1,46 1,31 1,48 1,68 1,43* 0,179 12,56 48 0,61 0,64 0,43 0,70 0,53 0,58 0,105 18,00
24 1,05 0,90 0,63 1,16 2,26 1,20 0,625 52,08 AUC, ¢ 45,08
48 0,50 1,09 0,48 0,36 0,10 0,51 0,363 71,80 @ Média, mg/L de homogeneizado; ® Desvio-padrao; © Coeficiente de variacéo, %; ¢ Area sob a curva, mg.h/L;
AUC, 5" 53,30 * Diferenca estatisticamente significativa (p<<0,05) entre os valores obtidos com as diferentes formulagdes

a determinado tempo de amostragem (ANOVA).

@ Média, mg/L de homogeneizado; ® Desvio-padréo; ¢ Coeficiente de variacio, %; ¢ Area sob a curva, mg.h/L;
* Diferenca estatisticamente significativa (p<<0,05) entre os valores obtidos com as diferentes formulagdes
a determinado tempo de amostragem (ANOVA).

(b)
Rato 2,50 - —&— Suspensdo
Tempo (h) 1 2 3 4 5 M? DP® Cve = —o- Solug#o lipofilica
0,25 1,42 0,49 0,26 124 020 072 0569 78,82 g0 o Soleiosauo
0,5 0,63 0,59 0,44 0,82 1,43 0,78 0,387 49,46 ‘é"’
2 1,55 2,14 1,43 1,74 1,62 1,70 0,272 16,06 2
© 150 4] |
12 1,25 0,88 1,07 1,37 1,04 1,12* 0,191 17,02 é» :
24 0,86 0,83 1,02 0,99 1,14 0,97 0,126 13,01 § ‘
48 041 056 075 050 062 057 0128 2253 g 107
AUC, ¢ 47,26 g
) 80,50
@ Média, mg/L de homogeneizado; ® Desvio-padréo; ¢ Coeficiente de variacio, %; ¢ Area sob a curva, mg.h/L; 38
* Diferenca estatisticamente significativa (p<<0,05) entre os valores obtidos com as diferentes formulages
a determinado tempo de amostragem (ANOVA). 0.00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tempo ap6s a administragéo (h)

Figura R.6 Curvas cerebrais de lamotrigina obtidas apds a administracdo i.p. do firmaco, em dose Unica
de 10 mg/kg, sob a forma de suspenséo, solugdo lipofilica e solugdo aquosa (médiaz-desvio-padrao).
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2.2. Caracterizacdo da cinética plasmatica e cerebral da lamotrigina (b)

Rato
A tabela R.16 apresenta os valores das concentragdes plasmaticas de lamotrigina Tempo (h) 1 2 3 4 5 VE DP®
obtidas durante um periodo de 120 horas apds a administracdo i.p. do farmaco aos 0,125 283 305 302 349 249 298 0364
0,25 4,67 5,07 512 5,49 6,75 5,42 0,798
animais em dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg. A figura R.7 representa as respectivas 05 426 400 480 5,08 6.80 4,99 1,099
curvas de niveis plasmaticos em funcéo do tempo. 2 3,97 4,70 3,95 5,60 5,94 4,83 0,916
12 3,57 3,13 378 3,95 2,76 3,44 0,488
24 3,39 2,88 3,04 2,11 3,48 2,98 0,545
Tabela R.16 Concentragdes plasmaticas de lamotrigina obtidas ap6s a administragdo i.p. do farmaco 48 1,43 1,68 0,81 0,98 1,53 1,29 0,373
em dose Unica de 5 mg/kg (a), 10 mg/kg (b) e 20 mg/kg (c). 72 0,88 1,32 111 0,86 0,97 1,03 0,191
(a) 120 0,45 0,31 0,11 0,20 0,18 0,25 0,133
Rato @ Média, mg/L; ® Desvio-padrao.
Tempo (h) 1 2 3 4 5 M @ DP®
0,125 1,41 1,37 1,17 0,75 1,06 1,15 0,267 ©
0,25 2,81 2,21 2,72 1,88 1,95 2,31 0,431 Rato
05 2,48 2,45 2,47 2,60 2,31 2,46 0,103 Tempo (h) 1 ) 3 s . Ve Dp b
2 2,98 219 2,06 178 2,02 2,21 0457 0,125 2,18 2,43 2,34 1,88 2,58 2,28 0,267
12 187 1,90 1,69 1,58 L75 1.76 0.131 0,25 8,51 6,12 9,12 6,32 7,29 7,47 1,321
24 1,24 1,15 1,17 1,26 1,32 1,23 0,069 05 0,01 8,00 789 812 7,05 8.01 0,698
48 0,56 051 0,33 0,42 0,42 0,45 0,089 ) 871 10,30 - 8,56 708 8.69 0,965
7 035 0.24 040 0.17 027 0.29 0,091 12 5,56 6,53 6,74 6,64 6,47 6,39 0,474
120 027 - 0.12 - 0.8 0,19 0075 24 5,20 6,25 4,85 4,89 5,35 5,31 0,567
* Concentragdes plasmaticas < 0,1 mg/L (limite de quantificagio); * Média, mg/L; ® Desvio-padrao. 48 2,63 2,49 3,01 2,47 3,05 2,73 0,281
72 1,68 1,58 1,37 1,69 1,60 1,58 0,129
120 0,89 1,35 0,80 047 1,17 0,94 0,341

2 Média, mg/L; ° Desvio-padrio.
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Atabela R.17 apresenta os valores das concentracdes cerebrais de lamotrigina obtidas
12,00 —=—Plasma 20 mg/kg durante um periodo de 120 horas ap6s a administragdo i.p. do farmaco aos animais em

—e- Plasma 10 mg/kg

1000 | e dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg. A figura R.8 representa as respectivas curvas de niveis
) - & Plasma 5 mg/kg

cerebrais em fungdo do tempo.
8,00

6,00 |
Tabela R.17 Concentragdes cerebrais de lamotrigina obtidas apds a administragéo i.p. do farmaco
em dose Unica de 5 mg/kg (a), 10 mg/kg (b) e 20 mg/kg (c).

Concentragdo plasmatica (mg/L)

4,00
@
2,00 1
o - Rato
0,00 ‘ ‘ - e : Tempo (h) 1 2 3 4 5 M@ DP®
°o 1 4 % 4 60 72 8% 108 120 0,125 0,23 0,16 0,16 0,53 0,23 0,26 0,154
Tempo apés a administracao (h)
0,25 0,65 0,48 0,57 0,66 0,56 0,58 0,074
0,5 0,81 0,79 0,88 0,89 0,94 0,86 0,061
Figura R.7 Curvas plasmaticas de lamotrigina obtidas ap6s a administragéo i.p. do farmaco em dose Unica
de 5, 10 e 20 mg/kg (médiatdesvio-padrao). 2 1,07 0,92 0,97 141 0,86 1,05 0218
12 0,88 0,70 0,65 0,57 0,68 0,70 0,114
24 0,36 0,51 0,41 0,43 0,46 0,43 0,056
. e Gérebro 20 mylkg 48 0,16 0,16 0,17 0,15 0,30 0,19 0,063
) 72 0,15 0,12 0,16 0,18 0,11 0,14 0,029
350 | —e- Cérebro 10 mg/kg
) 120 - * - * - * - * - * - -

- & Cérebro 5 mg/kg

* Concentragdes cerebrais << 0,1 mg/L (limite de quantificacdo);  Média, mg/L de homogeneizado; ® Desvio-padréo.

150 4|

Concentragdo cerebral (mg/L de homogeneizado)
S
o
|

1,00 44 .
S .
050 4 IR - T
.
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : : : :
0 12 24 3% 48 60 72 84 9% 108 120

Tempo ap6s a administracao (h)

Figura R.8 Curvas cerebrais de lamotrigina obtidas apds a administrac¢do i.p. do firmaco em dose Unica
de 5, 10 e 20 mg/kg (médiaz=desvio-padréo).
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(b)

Rato

Tempo (h) 1 2 3 4 5 M @ DP®
0,125 0,29 0,80 0,58 0,24 0,28 0,44 0,244
0,25 0,51 1,01 1,10 1,28 1,19 1,02 0,301
0,5 1,59 1,47 1,33 1,86 1,93 1,64 0,255
2 1,38 1,55 1,48 2,02 1,92 1,67 0,283
12 1,27 1,19 0,96 1,52 1,13 1,21 0,205
24 0,98 1,51 1,12 0,72 0,97 1,06 0,290
48 0,61 0,64 0,43 0,70 0,47 0,57 0,115
72 0,29 0,70 0,39 0,44 0,37 0,44 0,156
120 - * - * - * 0,12 - * - -

* Concentragdes cerebrais << 0,1 mg/L (limite de quantificacdo);  Média, mg/L de homogeneizado; ® Desvio-padréo.

(©
Rato

Tempo (h) 1 2 3 4 5 M @ DP®
0,125 0,30 0,27 0,29 0,17 0,18 0,24 0,062
0,25 1,65 1,67 1,75 1,33 1,50 1,58 0,166
0,5 2,81 2,55 2,45 2,36 2,56 2,55 0,169
2 3,39 3,42 3,31 3,14 3,05 3,26 0,161
12 2,20 2,46 2,66 2,29 2,26 2,37 0,187
24 1,85 2,33 1,68 1,97 2,47 2,06 0,331
48 0,74 0,88 1,00 0,98 0,70 0,86 0,136
72 0,45 0,62 0,38 0,52 0,46 0,49 0,090
120 0,26 0,56 0,23 0,28 0,29 0,32 0,134

2 Média, mg/L de homogeneizado; ® Desvio-padrao.
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2.3. Caracterizagéao da distribuigdo cerebral da lamotrigina

A tabela R.18 apresenta os niveis de lamotrigina medidos nas diversas regifes
cerebrais analisadas apés a administracdo i.p. de lamotrigina na dose de 10 mg/kg.

A figura R.9 representa graficamente esses resultados.

Tabela R.18 Concentracdes de lamotrigina obtidas em diversas regides cerebrais 12, 24 e 48 horas apds
a administragéo i.p. do farmaco na dose de 10 mg/kg.

Regido cerebral Concentracéo de lamotrigina ?

12h 24h 48h
Cortex frontal 1,29 1,04 0,60
Cortex restante 1,33 0,93 0,50
Cerebelo 1,49 1,13 0,64
Estriado 1,41 0,97 0,54
Hipocampo 1,43 1,01 0,64
cve 5,84 7,45 10,73
ICqs ¢ 1,29-1,49 0,92-1,11 0,51-0,66

Valor resultante da jungo das respectivas regides cerebrais provenientes de 10 animais, mg/L de homogeneizado;
b Coeficiente de variacéo, %;  Intervalo de confianca a 95%, mg/L.

1,60 W Cortex frontal
s I Cortex restante
B 1404 Cerebelo
s O Es_trlado

O Hipocampo

S 1,20 - pocamp
o
£
2 1,00
5
3 080+
f=2}
£ 0,60 1
o
g
S 0,40 4
E
8 020
o
38

0,00 -

12 24 48
Tempo apds a administragéo (h)

Figura R.9 Concentracdes de lamotrigina obtidas apds a administracdo i.p. do farmaco, na dose de 10 mg/kg,
nas diversas regides cerebrais. Cada valor determinado resulta da juncéo das respectivas regides cerebrais
provenientes de 10 animais.
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3. ANALISE FARMACOCINETICA (b)

Dose * C s Andlise de regressdo
5 2,46
10 5,42 y = 0,403x + 0,825
3.1. Andlise cinética da lamotrigina no plasma e no cérebro 20 8,69 r2=0,974°

amg/kg; ® Concentracio maxima, mg/L; ¢ Coeficiente de determinagcfo.

Analise de regressdo

Coeficiente de determinacéo

y = 0,055x + 1,500
y = 0,324x + 1,285
y = 0,360x + 0,950
y = 0,425x + 0,280
y = 0,307x + 0,285
y = 0,266x + 0,065
y =0,151x - 0,270
y = 0,082x + 0,015
y =0,053x - 0,155

r2 = 0,204
r?=0,908
r2=0,981
r? = 0,994
r2=0,999
r2=0,988
r?=0,998
r’=0,926
r?=0,933

Analise de regressao

Coeficiente de determinagéo

y =2,062x + 0,219
y = 3,114x + 0,898
y = 1,482x + 0,652

r’=0,975
r’ = 0,963
r=0,951

~ - Lo (©
3.1.1. Estudo da relagéo entre a dose administrada e os niveis de
.. . Tempo ?
lamotrigina obtidos 0125
) o 0,25
Apresentam-se, em seguida, os resultados do estudo sobre a influéncia da dose nos 05
niveis plasmaticos de lamotrigina: a tabela R.19 apresenta os resultados das analises de 2
regressao efectuadas; a tabela R.20 refere-se a dispersdo dos valores de area sob a 12
24
curva normalizados pela dose; a tabela R.21 apresenta os resultados obtidos na analise 48
de variancia. 72
120
“h.
Tabela R.19 Andlise de regressdo entre: dose e area sob a curva de concentragdes plasmaticas versus tempo (a);
dose e concentragdo média méxima (b); dose e concentragdo média a cada tempo de amostragem (c);
perfis de concentragdes médias plasmaticas versus tempo a partir das 0,25 h (d). (d)
(@)
Doses 2
Dose # AUC® Andlise de regresséo
5e10
5 87,57
5620
10 201,21 y = 21,217x - 15,493
1020
20 407,34 r?=0,999°
mg/kg.

amg/kg; ® Area sob a curva, mg.h/L; ° Coeficiente de determinago.
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Tabela R.20 Coeficiente de variacdo dos valores de area sob a curva de concentragdes plasmaticas versus
tempo normalizados pela dose.

Dose ? AUC/D® cve
5 17,51
10 20,12 8,18
20 20,37

amg/kg; ® Area sob a curva normalizada pela dose, kg.h/L; © Coeficiente de variago, %.

Tabela R.21 Andlise de variancia das concentracdes plasmaticas normalizadas pela dose a cada tempo de
amostragem.

Rato
Tempo ? Dose ° 1 2 3 4 5 232{2‘5&%?
5 0,282 0,274 0,234 0,150 0,212
0,125 10 0,283 0,305 0,302 0,349 0,249 p < 0,05
20 0,109 0,122 0,117 0,094 0,129
5 0,562 0,442 0,544 0,376 0,390
0,25 10 0,467 0,507 0,512 0,549 0,675 p <0,05
20 0,426 0,306 0,456 0,316 0,364
5 0,496 0,490 0,494 0,520 0,462
0,5 10 0,426 0,400 0,480 0,508 0,680 NS
20 0,450 0,400 0,394 0,406 0,352
5 0,596 0,438 0,412 0,356 0,404
2 10 0,397 0,470 0,395 0,560 0,594 NS
20 0,436 0,515 0,396 0,428 0,399
5 0,374 0,380 0,338 0,316 0,350
12 10 0,357 0,313 0,378 0,395 0,276 NS
20 0,278 0,326 0,337 0,332 0,324
5 0,248 0,230 0,234 0,252 0,264
24 10 0,339 0,288 0,304 0,211 0,348 NS
20 0,260 0,312 0,242 0,244 0,268

192, Caracterizagdo neurofarmacocinética da lamotrigina em ratos

5 0,112 0,102 0,066 0,084 0,084

48 10 0,143 0,168 0,081 0,098 0,153 p <0,05
20 0,132 0,124 0,150 0,124 0,152
5 0,070 0,048 0,080 0,034 0,054

72 10 0,088 0,132 0,111 0,086 0,097 p <0,05
20 0,084 0,079 0,068 0,084 0,080
5 0,054 -* 0,024 -* 0,036

120 10 0,045 0,031 0,011 0,020 0,018 NS

20 0,044 0,068 0,040 0,024 0,058

2h; ® mg/kg; © NS, estatisticamente no significativo (p = 0,05);
* Concentragdes plasmaticas < 0,1 mg/L (limite de quantificagao).

As tabelas seguintes apresentam os resultados do estudo sobre a influéncia da dose

nos niveis cerebrais de lamotrigina: a tabela R.22 apresenta os resultados das analises

de regresséao efectuadas; a tabela R.23 refere-se a dispersdo dos valores de area sob a

curva normalizados pela dose; a tabela R.24 apresenta os resultados obtidos na analise

de variancia.

Tabela R.22 Andlise de regresséo entre: dose e area sob a curva de concentragdes cerebrais versus tempo (a);
dose e concentracdo média maxima (b); dose e concentragdo média a cada tempo de amostragem (c);
perfis de concentragdes médias cerebrais versus tempo a partir das 0,5 h (d).

(@)
Dose ? AUC® Andlise de regressao
5 32,44
10 83,79 y =7,039x + 3,711
20 141,26 r’=0,975°¢

amg/kg; ® Area sob a curva, mg.h/L; ¢ Coeficiente de determinagio.
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(b)

Tabela R.23 Coeficiente de variagdo dos valores de area sob a curva de concentragdes cerebrais
versus tempo normalizados pela dose.

Dose ® C s Anélise de regressdo
5 1,05
10 1,67 y = 0,149x + 0,255
20 3,26 r?=0,997°¢

amg/kg; ® Concentragio maxima, mg/L de homogeneizado; ¢ Coeficiente de determinago.

Dose ? AUC/D® cve
5 6,49
10 8,38 13,26
20 7,06

amg/kg; ® Area sob a curva normalizada pela dose, kg.h/L; © Coeficiente de variagao, %.

Tabela R.24 Andlise de variancia das concentragdes cerebrais normalizadas pela dose a cada tempo
de amostragem.

(©)
Tempo ? Analise de regressao Coeficiente de determinagéo
0,125 y = -0,004x+ 0,360 r2=0,077
0,25 y = 0,065x + 0,300 r2 = 0,985
0,5 y = 0,110x + 0,405 r’=0,979
2 y = 0,149x + 0,255 r2 =0,997
12 y =0,112x + 0,120 r2=0,999
24 y =0,107x - 0,070 r2 = 0,996
48 y = 0,042x + 0,045 r’=0,930
72 y = 0,021x + 0,115 r2=0,698
120 - -
2h,
(d)
Doses Andlise de regresséo Coeficiente de determinacéo
5e10 y = 1,376x + 0,326 r2 = 0,955
5e20 y = 2,770x + 0,376 r’=0,934
10e20 y =1,970x - 0,233 r2 = 0,937
amg/kg.
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Rato
Tempo @ Dose 1 2 3 4 5 ils%gtllf:tﬁig
5 0,046 0,032 0,032 0,106 0,046
0,125 10 0,029 0,080 0,058 0,024 0,028 p <0,05
20 0,015 0,014 0,014 0,008 0,009
5 0,130 0,096 0,114 0,132 0,112
0,25 10 0,051 0,101 0,110 0,128 0,119 p <0,05
20 0,082 0,084 0,088 0,066 0,075
5 0,162 0,158 0,176 0,178 0,188
0,5 10 0,159 0,147 0,133 0,186 0,193 p <0,05
20 0,140 0,128 0,122 0,118 0,128
5 0,214 0,184 0,194 0,282 0,172
2 10 0,138 0,155 0,148 0,202 0,192 NS
20 0,170 0,171 0,166 0,157 0,152
5 0,176 0,140 0,130 0,114 0,136
12 10 0,127 0,119 0,960 0,152 0,113 NS
20 0,110 0,123 0,133 0,114 0,113
5 0,072 0,102 0,082 0,086 0,092
24 10 0,098 0,151 0,112 0,072 0,097 NS
20 0,092 0,116 0,084 0,098 0,124

IV. RESULTADOS I 195



5 0,032 0,032 0,034 0,030 0,060

48 10 0,061 0,064 0,043 0,070 0,047 p < 0,05
20 0,037 0,044 0,050 0,049 0,035
5 0,030 0,024 0,032 0,036 0,022

72 10 0,029 0,070 0,039 0,044 0,037 p < 0,05
20 0,022 0,031 0,019 0,026 0,023
5 % _* _* _* %

120 10 -* -* -* 0,012 -* -

20 0,013 0,028 0,012 0,014 0,014

2h; ® mg/kg; © NS, estatisticamente no significativo (p = 0,05);
* Concentracdes cerebrais < 0,1 mg/L (limite de quantificacéo).

3.1.2. Analise compartimental

Representam-se, na tabela R.25, as equacdes biexponenciais que melhor ajustaram
0s niveis plasmaticos de lamotrigina obtidos ap6s a administracdo i.p. do farmaco
nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg. A figura R.10 representa graficamente as curvas
plasmaticas ajustadas. A tabela R.26 apresenta os parametros farmacocinéticos
estimados para a lamotrigina, nas diferentes doses utilizadas, através da anélise cinética
monocompartimental.

Tabela R.25 Equacdes biexponenciais resultantes do ajuste dos niveis plasmaticos de lamotrigina obtidos
apos a administragéo i.p. do frmaco aos ratos em dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg.

Dose (mg/kg) Equagéo biexponencial
5 C, = 2,200.e%27t — 2 200,013
10 C, =5,039.e00% _ 5 039,¢820%
20 C, = 8,423,001 8 423 g2
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12,00 —— Plasma 20 mg/kg
—— Plasma 10 mg/kg
10,00 4 - +- Plasma 5 mg/kg
8,00 1

6,00 -

4,00 A

Concentragdo plasmatica (mg/L)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tempo ap6s a administragéo (h)

Figura R.10 Curvas plasmaticas ajustadas por equagdes biexponenciais para a lamotrigina nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg.

Tabela R.26 Parametros farmacocinéticos da lamotrigina obtidos em ratos apés a administracdo i.p. do farmaco
em dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg, utilizando o modelo cinético monocompartimental.

Parametros 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
Ky (™) 0,027 0,025 0,021
tye (D) 25,67 21,72 33,00
k. (h™) 7,01 8,20 3,22
ty,, (h) 0,099 0,084 0,215
AUC,* / D (kg.h/L) 16,23 20,10 19,92
trax () 0,80 0,71 1,57
Crnax (Mg/L) 2,14 4,94 8,10
Vy (L/kg) 2,27 1,98 2,37
CL (L/h/kg) 0,061 0,050 0,050
TMR (h) 37,18 40,12 47,93
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Representam-se, na tabela R.27, as equacdes biexponenciais que melhor ajustaram 3.1.3. Analise ndo-compartimental

0s niveis cerebrais de lamotrigina obtidos ap6s a administragdo i.p. do farmaco nas . o _
. _ _ Apresentam-se, na tabela R.28, os parametros farmacocinéticos estimados para a
doses de 5, 10 e 20 mg/kg. A figura R.11 representa graficamente as curvas cerebrais . ) . ) L
lamotrigina, nas diferentes doses utilizadas, atraves da anélise cinética independente do

ajustadas.
modelo.
Tabela R.27 Equacdes biexponenciais resultantes do ajuste dos niveis cerebrais de lamotrigina obtidos ap6s a Tabela R.28 Pardmetros farmacocinéticos da lamotrigina obtidos em ratos apés a administracdo i.p. do farmaco
administracdo i.p. do farmaco aos ratos em dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg. em dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg, utilizando a analise cinética independente do modelo.
Dose (mg/kg) Equagéo biexponencial Parametros 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
5 C,=1,014.e0%11 _ 1 014,287 ky (™) 0,023 0,025 0,019
10 C, = 1,699.609%0t _ 1 699 g2 t,,0 () 29,90 28,02 36,12
20 C, = 3,105.6°09%3t _ 3 105.¢ 0919 AUC,” / D (kg.h/L) 18,19 20,82 20,92
trax () 0,50 0,25 2,00
Crnax (MQ/L) 2,46 5,42 8,69
V, (L/kg) 2,37 1,93 2,49
CL (L/h/kg) 0,055 0,048 0,048
TMR (h) 43,38 39,67 51,66
4,00 —=— Cérebro 20 mg/kg
150 ] - zzz: ;Omn;kfzg Apresentam-se, na tabela R.29, os parametros farmacocinéticos estimados para a

lamotrigina na sua passagem pelo cérebro, nas diferentes doses utilizadas, através da
analise cinética independente do modelo.

Tabela R.29 Pardmetros farmacocinéticos cerebrais da lamotrigina obtidos em ratos apds a administracéo i.p.
do farmaco em dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg.

Concentragéo cerebral (mg/L de homogeneizado)

Parametros 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
A (D) 0,029 0,019 0,020
t,, (h) 24,14 35,87 34,39
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ AUC,” / D (kg.h/L) 6,70 8,54 7,31
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Tempo ap6s a administracao (h) tméx (h) 2,00 2,00 2,00
Conax (MA/L) 1,05 1,67 3,26
TMR (h) 34,38 52,60 48,65

Figura R.11 Curvas cerebrais ajustadas por equagdes biexponenciais para a lamotrigina nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg.
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3.2. Distribuicéo da lamotrigina entre o plasma e o cérebro

3.2.1. Estudo da relacdo entre niveis plasmaticos e niveis cerebrais correspondentes

A figura R.12 representa as curvas de niveis plasmaticos e cerebrais obtidos em
fungdo do tempo apos a administracdo i.p. da lamotrigina aos ratos em dose Unica de
5, 10 e 20 mg/kg (valores das tabelas R.16 e R.17). A tabela R.30 apresenta 0s

resultados das analises de regressao efectuadas.

12,00 ~
11,00 +
10,00 -
9,00 4

6,00
5,00

Concentracdo (mg/L)

4,00
3,00 4

2,00 £4
1,00 45 .

8,00

7,00 4

0,00

—=— Plasma 20 mg/kg
- - Plasma 10 mg/kg
--&-- Plasma 5 mg/kg

—a— Cérebro 20 mg/kg
—o- Cérebro 10 mg/kg
- &~ Cérebro 5 mg/kg

36 48 60 72 84 96 108 120
Tempo ap6s a administragdo (h)

Figura R.12 Curvas plasmaticas e cerebrais obtidas apos a administragéo i.p. da lamotrigina em dose Unica
de 5, 10 e 20 mg/kg (médiaz=desvio-padrao).
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Tabela R.30 Analises de regressao efectuadas entre os perfis de concentragdes médias plasmaticas e cerebrais, em
funcdo do tempo, obtidos apds a administragdo i.p. da lamotrigina a ratos em dose Gnica de 5, 10 e 20 mg/kg.

Andlise de regressao

Dose * [0,125 — 72/120] h [0,25 - 72/120] h [0,5 - 72/120] h
5 y = 0,350 + 0,007 y = 0,339 + 0,046 y = 0,394 + 0,010
r2=0,792° r2=0,806° r2=0,930°
10 y = 0,234x + 0,216 y = 0,223x + 0,322 y = 0,307x + 0,149
r2=0,610° r2=0,696° r2=0,997°
20 y=0,342x - 0,126 y = 0,324x + 0,021 y =0,364x - 0,046
r2=0,863° r2=0,858° r2=0,978°

2 mg/kg; ® Coeficiente de determinagéo.

A tabela R.31 apresenta os valores das razfes entre as concentracdes de lamotrigina
no cérebro e as respectivas concentragdes plasmaticas, assim como os resultados do
estudo da sua dependéncia relativamente & dose e ao tempo. A representacdo grafica
das razdes cérebro/plasma em funcéo do tempo apresenta-se na figura R.13.

Tabela R.31 Valores médios das razbes niveis cerebrais/niveis plasmaticos (a), com avaliacdo da sua dependéncia
em relacéo & dose (b) e ao tempo (c) por anélise de variancia.

(@
Raz&o nivel cerebral / nivel plasmatico °
Dose ? [0,125 — 72/120] h n [0,25 — 72/120] h n [0,5 = 72/120] h n
5 0,39+0,178 40 0,41+0,163 35 0,43 +0,162 30
10 0,33 +£0,130 40 0,35+0,114 35 0,38 £ 0,097 30
20 0,31 +0,104 45 0,33 +0,079 40 0,35 + 0,069 35

3 mg/kg; ® média+desvio-padrao.

(b)
Tempo ® 0,125 0,25 0,5 2 12 24 48 72 120
Significado
es%atl’sticob NS NS NS NS NS NS NS NS -

an; ® NS, estatisticamente ndo significativo (p = 0,05).
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(c) Tabela R.32 Parametros farmacocinéticos da lamotrigina obtidos em ratos ap6s a administragdo i.p. do
farmaco em dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg, utilizando 0 modelo cinético compartimental que considera o
Dose ? pP Intervalo com diferencas néo significativas subcompartimento cerebral, com ajuste simultaneo dos dados plasmaticos e cerebrais: parametros
farmacocinéticos correspondentes a0 modelo monocompartimental da curva de niveis plasmaticos (a);

> NS [0,125-72]h  (p>0,05) parametros farmacocinéticos correspondentes ao modelo compartimental de distribuicdo da lamotrigina no
10 p <0,05 [05-72] h  (p=>0,05) cérebro (b).
20 P < 0,05 [0,5-120] h  (p >0,05) @)
amg/kg; ° [0,125-72/120] h; NS, estatisticamente no significativo (p = 0,05). Parametros 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
kg (™) 0,028 0,024 0,022
1204 —=— Cérebro/Plasma20 mgkg tya () 24,75 28,88 31,50
—e Cérebro/Plasma 10 mgikg K, (Y 6,54 8,78 3,19
1,00 - A CéebroMasmas makg ty,a (h) 0,106 0,079 0,217
AUC,” / D (kg.h/L) 16,31 20,16 19,76
el thax (N) 0,84 0,67 1,57
: C..... (mg/L) 225 476 8.36
3° V, (L/kg) 2,16 2,06 2,30
';5 CL (L/h/kg) 0,061 0,050 0,050
TMR (h) 35,89 41,87 45,78
(b)
000 : : : : : : : : : ‘ Parémetros 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
° ’ * * T::po apdsa:;minisragé: (Zh) * ® - = CLNV (hh 4,63 2,46 1,97
R 0,39 0,38 0,34
Figura R.13 Perfis das razdes niveis cerebrais/niveis plasmaticos, em fungéo do tempo, para as doses de K (h™) 11,77 6,50 5,70
5, 10 e 20 mg/kg (médiaz=desvio-padrao). T™T (h) 0,085 0,154 0175

3.2.2. Analise compartimental

Apresentam-se, na tabela R.32, os parametros farmacocinéticos estimados para a
lamotrigina, nas diferentes doses utilizadas, através de uma analise cinética
compartimental com ajuste simultaneo dos dados de niveis plasmaticos e dos dados de

niveis cerebrais.
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3.2.3. Andlise ndo-compartimental

Apresentam-se, na tabela R.33, 0s parametros farmacocinéticos estimados para a
lamotrigina, nas diferentes doses utilizadas, atraves de uma anélise cinética

independente do modelo, mediante aproximacdo semiparamétrica e convolucdo

combinadas com regressdo ndo-linear (deconvolugéo numérica indirecta).

Tabela R.33 Pardmetros farmacocinéticos da lamotrigina obtidos em ratos ap6s a administragéo i.p. do farmaco
em dose Unica de 5, 10 e 20 mg/kg, através de uma analise por deconvolugéo numérica indirecta.

Parametros 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
CLWV (h) 4,64 2,47 2,40
R 0,40 0,37 0,34
K (h™) 11,68 6,68 5,96
TMT (h) 0,086 0,150 0,168
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1. TECNICA ANALITICA

1.1. Desenvolvimento da técnica analitica

A caracterizagdo neurofarmacocinética da lamotrigina em ratos, pretendida com o
presente trabalho de investigagao, requereu o desenvolvimento de uma técnica analitica
adequada a determinacéo dos niveis de lamotrigina atingidos no plasma e no cérebro
dos animais apo6s a administragdo de uma determinada dose de farmaco.

Depois de uma cuidadosa pesquisa bibliografica, apercebemo-nos de que nenhum
dos métodos que tinham sido publicados até a data era apropriado ao nosso estudo. De
facto, a maioria foi desenvolvida tendo em vista a monitorizacao terapéutica da
lamotrigina na prética clinica. Assim, tais métodos ndo s6 ndo abrangem o leque de
concentragdes por nés desejado, como, principalmente, ndo sdo adequados a
quantificacdo de lamotrigina noutros fluidos bioldgicos que nédo sejam o plasma ou o
soro. Ja depois de termos iniciado o desenvolvimento da presente técnica, foi publicada
por Ren, Scheuer e Zheng (1998) uma nova técnica para determinacéo de lamotrigina
em diversas matrizes bioldgicas, como sejam o plasma, a urina e 0 homogeneizado de
cérebro. Até ao presente, ndo temos conhecimento da publicacdo de nenhuma outra
técnica para a quantificacdo deste antiepiléptico em plasma e em cérebro de rato.

A técnica por nos desenvolvida (CasteL-Branco et al., 2001) envolve um sistema de
HPLC de fase reversa, que é de utilizacdo comum na pratica laboratorial. As condicoes
cromatograficas sdo simples, ndo exigindo cuidados especiais. O tempo de analise é
curto, uma vez que a lamotrigina é detectada antes de terem decorrido 10 minutos ap6s

asua injeccao no sistema cromatogréafico. A deteccdo a 306 nandmetros elimina a maioria
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dos eventuais interferentes provenientes das proprias matrizes biologicas. A preparacéo
das amostras segue um método de extraccdo liquido-liquido simples e de custos baixos.
Por fim, a possibilidade de aplicacédo da presente técnica a determinagao quase simultanea
de lamotrigina em plasma e em cérebro abre portas a inimeros estudos de investigacédo
experimental com utilizacdo deste antiepiléptico.

1.2. Validagéo da técnica analitica

A validacdo de métodos analiticos é universalmente aceite e reconhecida como
sendo uma etapa importante do desenvolvimento e utilizacdo dos ditos procedimentos.
E através da validagdo do método que se assegura a sua adequagdo aquilo que se
pretende, 0 que constitui um passo decisivo na interpretacdo correcta dos resultados.
Actualmente, qualquer método analitico que se pretende utilizar na investigagao basica,
na inddstria ou na pratica laboratorial necessita de ser acompanhado por um relatério
de validag&o que comprove a sua idoneidade.

Contudo, se, por um lado, a validagdo é indiscutivelmente recomendada por todos
0s autores, ja em relacéo aos mecanismos necessarios para a sua realizacdo, mediante a
execucdo de um protocolo rigoroso e efectivo, ndo existe uma posi¢do unénime. A exis-
téncia de uma grande diversidade de métodos analiticos, com um leque vastissimo de
aplicacdes, dificulta a elaboragdo de um protocolo de aplicacdo universal, uma vez que
este deve ser 0 mais adequado possivel ao método em causa. Porém, mesmo quando
sdo limitadas a determinados campos de trabalho, as orientacdes existentes sdo, muitas
vezes, vagas, imprecisas e confusas. Jenke (1996a) fez uma reviséo da literatura dedicada
a validacdo de métodos analiticos e concluiu que n&o existem orientagdes concretas que
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respondam as questfes com que, na pratica, se depara o analista quando pretende
validar uma determinada técnica: que parametros de validac&o se devem utilizar nesta
situacdo? Que procedimentos se devem executar na avaliacao de cada parametro selec-
cionado? Que critérios de aceitacdo se devem ter em conta para cada parametro?

Foi perante uma situagéo semelhante que, colocando as mesmas questdes, partimos
para uma pesquisa bibliogréfica intensa, em busca de orienta¢fes concretas para o
nosso trabalho. No @mbito dos métodos bioanaliticos — dado pretendermos validar
uma técnica cromatogréfica para a quantificacdo de um farmaco em fluidos
bioldgicos —, encontrdmos um documento que viria a servir de base e inspiracdo a
todo o processo de validacéo: o relatdrio da conferéncia sobre validacdo de métodos
analiticos em estudos de biodisponibilidade, bioequivaléncia e farmacocinética, que
se realizou em Washington, em Dezembro de 1990. Este relatério, que esta publicado
em diversas revistas cientificas (Smar et al., 1991, 1992a e 1992b), apresenta as principais
questdes e orientacbes discutidas na conferéncia, procurando definir principios
orientadores para a validacdo de métodos bioanaliticos.

Mas se o referido documento indica procedimentos concretos para o estudo dos
parametros mais habituais nos protocolos de validagdo, ja a referéncia a estudos mais
especificos — como a utilizagdo do modelo de regresséo linear ponderada, o estudo da
eficicia da extraccdo, a determinacdo do limite de detecgdo ou a avaliagdo da estabilida-
de do analito na matriz bioldgica — é escassa e insuficiente. Por este motivo, para a
elaboragdo do presente protocolo de validagéo, em busca de orientagGes concretas, tive-
mos necessidade de recorrer também aos trabalhos originais publicados por outros auto-
res (Garoen, MitcHeLL e MiLs, 1980; Jonnson et al., 1988; MenTa, 1989; Caroone, WiLLavize
e Lacy, 1990; Lanc e Bovton, 1991; Hoorer, 1995; WieLin et al., 1996; entre outros).
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1. Especificidade e selectividade

A técnica demonstrou ser especifica e selectiva para a quantificacdo da
lamotrigina em plasma e em homogeneizado de cérebro de rato. Nos tempos de
retencdo caracteristicos da lamotrigina e do seu analogo estrutural nao foram de-
tectados picos provenientes das matrizes biolégicas utilizadas, de que sdo exemplo
0s cromatogramas apresentados na figura R.2. Os farmacos analisados também

ndo revelaram qualquer pico cromatogréafico a esses tempos de retencéo.

As elevadas especificidade e selectividade da técnica foram conseguidas através
da conjugacao de diversos factores. Por um lado, uma criteriosa selec¢do da coluna
e da fase movel foi capaz de promover uma separacdo adequada dos diferentes
componentes. Por outro lado, 0 comprimento de onda utilizado na deteccdo do
analito — 306 nandmetros — constituiu, por si s6, um factor capaz de eliminar uma
grande parte dos interferentes potenciais, por a maioria dos compostos néo absor-
ver radiacao nesta zona do espectro (contrariamente ao que acontece abaixo dos
240 nm). A utilizacdo deste comprimento de onda foi possivel devido ao facto de a
lamotrigina, para além de absorver a radiagdo abaixo dos 240 nm, apresentar uma
outra zona de absorcao entre os 280 nm e 0s 340 nm, com 0 pico a situar-se por
volta dos 305 nm, conforme se encontra descrito na literatura (RAMACHANDRAN,
UnperHiLL € Jones, 1994) e foi comprovado por nés através de um varrimento do
espectro de absorcdo do farmaco entre 200 nm e 400 nm.
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2. Linearidade

O intervalo de concentragdes considerado para a quantificagdo da lamotrigina em
amostras de plasma (0,1-15,0 mg/L) e de cérebro (0,1-5,0 mg/L de homogeneizado)
revelou ser adequado a pratica laboratorial, abrangendo a quase totalidade das con-
centracBes determinadas. Apenas algumas amostras, obtidas cinco dias apds a admi-
nistracdo intraperitoneal da lamotrigina ao animal, se encontraram abaixo do limite de

quantificacdo da técnica.

A aplicacdo do modelo de regresséo linear ponderada ao ajuste dos dados permitiu
obter uma maior exactidao dos resultados, principalmente nas concentragdes mais bai-
xas. De facto, ao contrariar a maior influéncia que as concentracGes mais elevadas tém
na definicdo da equacdo da recta, por apresentarem maiores variancias do que as con-
centracdes mais baixas, a ponderacéo permite calibrar, com um grau de exactid&o mais
elevado, uma gama de concentracdes mais alargada (ALmeipa, CasteL-Branco e Faccio,
2002). A tabela D.1, que apresenta os niveis de exactiddo obtidos com a aplicacdo da
regressdo linear convencional e da regressao linear ponderada aos dados dos ensaios
interdia do plasma e do homogeneizado de cérebro, demonstra claramente a melhoria

da exactidao dos resultados na porgdo mais baixa da recta.
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Tabela D.1 Comparacéo da exactiddo obtida através da aplicacdo da regresséo linear simples (w; = 1)

e da regresséio linear ponderada (w, = 1/x%) aos dados do ensaio interdia do plasma (2), A qualidade do ajuste foi confirmada, por qualquer um dos processos utilizados, em

todos 0s ensaios:

Recta ndo-ponderada (w; = 1) Recta ponderada (w;, = 1/x?)
y=0.255x :“ 0,034 y=0.264x :“ 0,007 > Uma primeira indicag&o do correcto ajuste dos dados foi obtida através dos valores
C te::’)ricaaL Bias Bias . .. ~ . . .
01 -103.24 033 determinados de coeficiente de correlacdo: em qualquer dos ensaios, o coeficiente de
05 -16,30 +1,44 correlacéo foi sempre superior a 0,98 (tabela R.7), valor que assumimos como sendo
25 +1,12 +182 aquele a partir do qual se pode considerar a existéncia de uma correlaco bem definida.
5,0 +2,88 +1,46

100 +1.89 -0.52 > Uma outra demonstragio da qualidade do ajuste foi obtida através dos valores

15,0 -1,14 -3,79 ) . ~ .
Média 19,132 40,013 assumidos pela percentagem de erro relativo, que compara a concentragdo obtida

*mg/L: *Bias, % através da equacgdo da recta com a concentragdo tedrica do padrdo de calibragdo

correspondente. Por defini¢&o, quanto mais baixa for a soma dos valores absolutos
da percentagem de erro relativo e quanto mais uniformemente os valores da
Tabela D.1 Comparacéo da exactiddo obtida através da aplicacdo da regresséo linear simples (w; = 1) percentagem de erro relativo se distribuirem em redor do eixo das concentragﬁes

e da regressdo linear ponderada (w; = 1/x?) aos dados do ensaio interdia do homogeneizado de cérebro (b).
(em forma de banda horizontal), tanto melhor sera o ajuste dos dados conseguido

Recta ndo-ponderada (w; = 1) Recta ponderada (w;, = 1/x?) . .
y = 0.266% - 0,002 y = 0,263 + 0,003 pelo modelo considerado. Na tabela D.2, comparam-se, para todos 0s ensaios
C srica® Bias Bias efectuados, os valores das somas calculadas para 0 modelo de regresséo linear simples
0.1 +18,58 -0.63 e para 0 modelo de regressao linear ponderada com w; = 1/x2 Na figura D.1,
05 +7,75 +4,83 e o
Lo 70 370 apresentam-se os resultados graficos da distribuicdo dos valores de percentagem de
3,0 -2,60 -2,21 erro relativo para 0 modelo de regresséo linear simples, que se podem comparar
50 +0,%5 +1,65 com os gréficos das figuras R.3 e R.4. Os resultados obtidos pelos dois processos
Média +4,391 -0,012

confirmam a correc¢do do ajuste dos dados pelo modelo de ponderacéo escolhido.
amg/L; ®Bias, %.

> A confirmacéo da qualidade do ajuste foi ainda feita através da deteccéo de pontos
fora da recta (outliers): a sua presenca nédo ultrapassou, em qualquer dos ensaios
realizados, 0 nimero de dois pontos ndo consecutivos, 0 que é considerado como

sendo o limite maximo aceitavel em face dos critérios de validacéo preestabelecidos.
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3. Precisdo

Todos os valores calculados para o coeficiente de variagéo encontram-se dentro dos
limites assumidos em face do critério de aceitacdo preestabelecido para este parametro:
em nenhum dos ensaios ultrapassam o valor de 15%, com excep¢do dos resultados
correspondentes ao padrdo de calibracdo de 0,1 mg/L, que, quando preparado em
homogeneizado de cérebro, apresenta uma dispersao de resultados, expressa em valores
de coeficiente de variacdo, situada entre os 15% e os 20% (tabela R.8).

4. Exactiddo

Todos os valores calculados para o bias encontram-se dentro dos limites assumidos

como critério de aceitacdo deste parametro: em nenhum dos ensaios ultrapassam o

Tabela D.2 Somas dos valores absolutos da percentagem de erro relativo (£ %ER) calculadas para 0s
modelos de regressdo linear simples (w; = 1) e de regressao linear ponderada (w; = 1/x?) nos ensaios intradia
e interdia do plasma (a).

Ensaio Recta néo-ponderada (w; = 1) Recta ponderada (w;, = 1/x?)
y = 0,255x + 0,034 y = 0,264x + 0,007
> %ER ?
Intradia 788,90 112,38
Interdia 707,36 179,34

2Soma da percentagem de erros relativos.
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valor de 15% ou de 20%, no caso do padrao mais baixo (tabela R.9). Os resultados do
teste estatistico t de Student emparelhado confirmam a boa exactiddo da técnica anali-
tica em qualquer uma das matrizes bioldgicas estudadas.

5. Eficacia da extrac¢do

A recuperacdo absoluta da lamotrigina, na presenca de padréo interno, apresenta,
em qualquer uma das matrizes bioldgicas estudadas, valores médios superiores a 80%.
A reprodutibilidade destes valores, avaliada através do célculo do valor de coeficiente de
variagdo respectivo, é aceitavel, dado situar-se abaixo dos 15% em qualquer uma das
matrizes (tabela R.10). Os resultados obtidos com o padréo interno isolado ndo se
revelam muito dispares destes, assegurando, conjuntamente, o bom rendimento do

processo de preparacdo das amostras para a analise cromatografica.

Tabela D.2 Somas dos valores absolutos da percentagem de erro relativo (£ %ER) calculadas para os
modelos de regresso linear simples (w; = 1) e de regressdo linear ponderada (w; = 1/x?) nos ensaios intradia
e interdia do homogeneizado de cérebro (b).

Ensaio Recta ndo-ponderada (w; = 1) Recta ponderada (w; = 1/x?)
y = 0,266x — 0,002 y = 0,263x + 0,003
> %ER®
Intradia 417,27 182,17
Interdia 201,83 171,61

2Soma da percentagem de erros relativos.
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6. Sensibilidade, limite de deteccéo e limite de quantificagao

No que respeita aos limites de deteccdo e quantificacdo, a literatura €, por vezes,
controversa, apresentando variadissimas maneiras de se proceder a sua determinacéo
(MiLLer € MiLLER, 1988; Jenke, 1996bh).

Devido ao facto de esta ser uma técnica para quantificacdo de um farmaco em
matrizes biologicas, optdmos por assumir a defini¢do de limite de quantificacéo adop-
tada na conferéncia de Washington, que considera que o limite de quantificacéo, na
pratica, corresponde ao padréo mais baixo da recta de calibracdo (SHa+ et al., 1991).
Consideramos, portanto, que, em qualquer uma das matrizes bioldgicas estudadas, o
valor mais baixo de lamotrigina mensuravel é de 0,1 mg/L.

Quanto ao limite de detecgdo, optdmos pela sua determinagdo instrumental,
procurando encontrar a concentracdo mais baixa de analito que o sistema consegue
diferenciar, com alguma confianga, da propria matriz bioldgica. Inspirados no trabalho
apresentado por Lang e Bolton (1991), seguimos o método das diluicbes, até
encontrarmos aquela diluicdo para a qual ja ndo é possivel fazer a distingao entre o pico
do analito e os picos caracteristicos da matriz em causa. Consideramos, como critério
de aceitacdo, a variabilidade da resposta cromatogréfica, assumindo que ja ndo é possivel
fazer uma distincéo fidedigna quando o triplo do desvio-padréo das respostas € superior
a média das proprias respostas. Assim, perante as dilui¢es utilizadas, pudemos definir
0 limite de deteccdo da técnica do plasma como tendo o valor de 0,010 mg/L, e o do
homogeneizado de cérebro, como tendo o valor de 0,025 mg/L (tabela R.11).
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7. Estabilidade

Os resultados obtidos no estudo da estabilidade da lamotrigina em plasma e em
homogeneizado de cérebro, quando o armazenamento se fez no frigorifico (4° C), ob-
servaram os critérios de aceitacdo preestabelecidos durante um periodo de, pelo menos,
onze dias, para o plasma, e de trés dias, para o cérebro. Quando o armazenamento se
fez no congelador (-25° C), a lamotrigina revelou ser estavel: no plasma, por um peri-
odo de, pelo menos, més e meio, e, no homogeneizado de cérebro, durante, pelo menos,
quatorze dias (tabelas R.12 e R.13). Estes resultados asseguraram a boa pratica
laboratorial que seguimos durante o desenrolar do presente trabalho de investigacéo.
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2. DESENHO EXPERIMENTAL

Antes de iniciarmos o estudo cinético propriamente dito, com vista a caracterizacéo
neurofarmacocinética da lamotrigina em animais de laboratério, procurdmos optimizar

as condicdes experimentais, de modo a assegurar a fiabilidade dos resultados.

Animais

Em primeiro lugar, procedemos a escolha da espécie animal a utilizar nas experiéncias.
Ap6s uma pesquisa bibliografica sobre o assunto, concluimos facilmente que o rato
(Rattus norvegicus) e 0 murganho (Mus musculus) sdo as espécies mais utilizadas em
estudos experimentais com antiepilépticos. Uma analise atenta das publicaces existentes
sobre a lamotrigina confirmou como boa a preferéncia dada a estas espécies em estudos
laboratoriais. Assim, optamos pelo rato Wistar, dado mostrar-se adequado aos objectivos
do trabalho e ser facil de adquirir, manejar e controlar. Utilizamos, em todas as
experiéncias, ratos adultos (idade superior a 4 - 6 semanas de vida, com peso
compreendido entre 250 e 320 gramas), de modo a assegurar a maturacao de todos 0s
sistemas bioldgicos do animal, como meio de padronizar, 0 mais possivel, 0s resultados.
Além disso, utilizamos unicamente ratos-macho, de forma a evitar, por um lado, quaisquer
interferéncias do ciclo menstrual das fémeas, e, por outro lado, as diferencas
farmacocinéticas que se encontram descritas para este farmaco, nesta espécie, em relacéo
aos dois sexos (Parsons, Dickins @ MorLey, 1995).
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Administracéo do farmaco

Em seguida, estudamos qual seria a melhor via para a administracdo da lamotrigina
ao rato. Atendendo ao objectivo da caracterizacdo do processo de distribuicdo da
lamotrigina entre a circulag&o sistémica e o cérebro do rato, num esforco de estabeleci-
mento de uma relacdo bem definida entre os niveis plasmaticos obtidos e a resposta
farmacoldgica desencadeada, optdmos por uma via de administracdo parentérica. De
facto, a administracdo por via oral iria dificultar a chegada do farmaco a circulacéo
sistémica, através de uma primeira etapa de absorcéo eventualmente demorada e acom-
panhada de grande variabilidade interindividual. Entre as diversas vias parentéricas
possiveis, escolhemos a via intraperitoneal, por se mostrar adequada aos objectivos do
estudo, dado garantir, através da elevada vascularizagdo do peritoneu, a colocagéo do
farmaco injectado na circulagdo sistémica, de forma simples e reprodutivel, num curto

espaco de tempo.

Anestesia

No desenho experimental da nossa investigacdo, procuramos também ter sempre
presente 0 bem-estar dos animais, orientando-nos por principios éticos universais que
asseguram, em Ultima instancia, a qualidade da propria investigacdo. Neste contexto,
demos particular atengdo a necessidade do recurso a anestesia para evitar o sofrimento
do animal aquando da recolha das amostras. Apesar do tempo de anestesia ser muito
curto em relagdo a duragéo da experiéncia — 10 minutos prévios a recolha das amos-
tras, em comparagdo com um periodo de experiéncia que pode ir de alguns minutos a
varios dias —, procuramos escolher um anestésico que ndo interferisse potencialmente
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com o percurso do farmaco no organismo. Ap6s uma analise exaustiva da bibliografia
existente sobre estudos cinéticos experimentais com farmacos antiepilépticos e sobre
estudos relacionados especificamente com a lamotrigina, selecciondmos a associagdo da
cetamina com a clorpromazina como solugdo anestésica. De facto, em relagdo a cetamina,
que é um anestésico dissociativo bastante utilizado em experimentagdo animal, apenas
foi demonstrado, até ao presente, que interage com a fenitoina, levando ao aumento da
sua absor¢do, quando injectada 10-15 minutos antes da administracdo oral deste
antiepiléptico. Quando a fenitoina é administrada por via parentérica, ndo é detectada
qualquer interferéncia com a sua cinética (Secwi et al., 1992). A associa¢do com a
clorpromazina teve apenas como finalidade uma acgdo neuroléptica cardioprotectora,
de modo a que a recolha de sangue por puncao cardiaca se processasse sem dificuldade.
Aauséncia de interferéncia com a técnica analitica também foi tida em consideracéo na
escolha desta mistura anestésica.

Recolha das amostras

Os tempos de amostragem foram escolhidos em fungéo do objectivo de se alcangar
um compromisso entre 0 nimero de pontos suficiente para a caracterizagdo dos perfis
desenhados em funcdo do tempo e a utilizagdo racional dos animais de laboratorio,
reduzindo-se assim ao minimo o nimero de animais necessario para uma correcta
interpretacéo dos resultados.

Quanto a escolha do anticoagulante que foi utilizado para a obtencéo de plasma a
partir do sangue recolhido do animal, foram tidos em conta a eventual interferéncia da

substancia com a determinagdo da lamotrigina ou do seu padréo interno, atraves da
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técnica de HPLC, e 0 volume maximo de plasma conseguido a partir de uma mesma
guantidade de sangue. Nenhum dos anticoagulantes estudados — heparina, citrato e
EDTA (&cido etileno-diamino-tetracético) — mostrou interferir com a técnica analitica.
No entanto, o citrato distinguiu-se das restantes substancias por permitir obter uma
quantidade maior de plasma a partir de um mesmo volume de sangue e por originar
cromatogramas de plasma com menos ruido do que os resultantes da utilizacdo dos
outros anticoagulantes. Foi por estes dois motivos que o citrato foi seleccionado para a
realizagdo das experiéncias.

2.1. Selecgéo da formulagdo mais adequada para a administracio da lamotrigina

Apos termos definido as condigdes experimentais a utilizar, colocAmo-nos uma Gltima
questdo: saber qual seria a formulagdo mais adequada para administrar a lamotrigina
aos animais, tendo em consideracdo a finalidade do nosso trabalho. Uma pesquisa
atenta na literatura, buscando as diferentes formulages relativas a utilizagdo da
lamotrigina em animais, levou-nos a seleccionar trés formulacdes, e, apos isso, a realizar

estudos preliminares com os animais, a fim de podermos optar pela mais apropriada.

Os veiculos e as formulagBes escolhidos foram os seguintes: suspensdo de lamotrigina
em metilcelulose a 0,25%, que é a formulacdo mais utilizada nos estudos experimentais
com este antiepiléptico (p. ex. MiLLer et al., 1986b; WHearLey € MiLLer, 1989); solucéo
lipofilica de lamotrigina em propilenoglicol a 50%, como € referido por Walker et al.
(2000); solucéo aquosa de lamotrigina, encontrando-se esta sob a forma de isotionato
de lamotrigina (WaLton et al., 1996; Conrov et al., 1999).
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Os estudos preliminares em causa foram realizados com a administracdo da
lamotrigina na dose de 10 mg/kg, atendendo ao facto de esta ser a dose referida para o
desencadeamento da resposta anticonvulsivante no rato (WxestLey € MiLLer, 1989).
Para além disso, a escolha desta dose teve em consideracdo a obtencdo de niveis
plasmaticos semelhantes a margem terapéutica proposta para os doentes epilépticos
(Moreris et al., 1998).

O objectivo destes estudos foi avaliar até que ponto a administragao de lamotrigina
em suspensao ou em solucdo e, neste Ultimo caso, conforme seja em solugéo lipofilica ou
em solucdo aquosa, origina niveis plasmaticos e cerebrais diferentes. A andlise dos resul-

tados permitiu concluir que:

> A magnitude da absorcdo, medida através do valor de area sob a curva de niveis
plasmaticos ou cerebrais em fungdo do tempo, é semelhante para as diferentes for-
mulagdes utilizadas. De facto, quer os valores de coeficiente de variagdo determina-
dos para cada tecido — 7,20% e 8,78%, respectivamente, para o plasma e para o
cérebro — quer os intervalos de confianga determinados com um grau de significancia
de 95% - [112,46-161,44] mg.h/L para o plasma e [37,96-59,13] mg.h/L para o
cérebro — revelam ndo existir diferencas significativas entre os valores de area sob a
curva determinados para cada tecido.

> A velocidade da absorcéo, pelo contrério, difere nas trés formulaces utilizadas.
De facto, detectam-se de umas para outras diferencas significativas entre os niveis
de lamotrigina que foram medidos durante as duas primeiras horas de amostragem
(tabelas R.14 e R.15). A andlise dos valores obtidos permite localizar o pico
plasmatico da lamotrigina, quando foi administrada em solucdo aquosa, logo ao
primeiro tempo de amostragem, ou seja, 15 minutos apds a injec¢do do farmaco.
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Por sua vez, 0 maximo cerebral pode considerar-se atingido ao fim de 30 minutos
apds a administragdo da lamotrigina, visto os valores obtidos aos 2° e 3° tempos de
amostragem ndo apresentarem diferencas significativas entre si (ANOVA, p=0,05).
No que respeita as outras formulagdes, apenas se atingem os maximos plasmaticos
e cerebrais 2 horas ap6s a administracdo da lamotrigina, ndo sendo possivel, em
nenhuma das situagdes, distinguir o momento em que ocorre 0 maximo plasmatico
do momento em que ocorre 0 maximo cerebral. Assim, em qualquer um destes
casos, a entrada do farmaco no cérebro assume como passo-limitante a entrada do
farmaco, que vem do peritoneu, na circulagdo sistémica. A representagdo grafica
mais pormenorizada dos niveis de lamotrigina medidos no plasma e no cérebro dos
animais durante as duas primeiras horas de amostragem é apresentada na figura D.2.

A solucdo aquosa de lamotrigina (isotionato de lamotrigina dissolvido em &gua
destilada) demonstrou ser a mais adequada para a realizacdo dos estudos cinéticos
pretendidos: por um lado, é a Gnica que permite caracterizar a passagem da lamotrigina
do plasma para o cérebro, ao conseguir diferenciar a parte inicial das duas curvas
tracadas; por outro lado, encontra-se-lhe associada uma menor dispersdo dos valores
medidos, 0 que possibilita uma maior reprodutibilidade dos resultados.

Esta concluséo era, de certo modo, esperada, atendendo as caracteristicas fisico-
-quimicas das formulages. De facto, as suspensdes esta, normalmente, associada uma
absor¢do mais lenta, como consequéncia da maior dificuldade manifestada pelas
particulas em atravessarem o peritoneu. Por sua vez, a absor¢do de um farmaco a partir
de uma solug&o lipofilica também se encontra, geralmente, retardada, devido a libertacéo
mais lenta do farmaco a partir do veiculo lipéfilo onde se encontra dissolvido (LoscHer,

NoLTinG € Fasssenper, 1990).
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Note-se, no entanto, que, no caso da solu¢do aquosa de lamotrigina, a passagem do
farmaco do peritoneu para a corrente sanguinea, apesar de ndo ser um passo-limitante
do processo, so se pode considerar completa a partir das 2 horas de amostragem, uma
vez que so a partir desse ponto os niveis plasmaticos medidos comecam a decrescer de
modo significativo (ANOVA, p=0,05 para os trés primeiros tempos de amostragem).
Como consequéncia, 0s niveis cerebrais sao mantidos num patamar maximo até os
niveis plasmaticos comegarem a diminuir, ou seja, entre os 30 minutos e as 2 horas apds
a administracdo do farmaco.

(a) 7,00 4 —=— Suspensio —e— Solugéo lipofilica - & - Solug&o aquosa

Concentragéo plasmatica (mg/L)

T T T T T T T 1
0 0,25 05 0,75 1 125 15 175 2

Tempo apés a administracdo (h)
(b) 2,50 4 —a— Suspensao —o— Solugdo lipofilica - - Solugdo aquosa
2,00
1,50 §
1,00 q

0,50 4

Concentragdo cerebral (mg/L de homogeneizado)

0,00

T T T T T T T 1
0 0,25 05 0,75 1 1,25 15 175 2
Tempo apés a administracdo (h)

Figura D.2 Niveis plasmaticos (a) e cerebrais (b) de lamotrigina obtidos durante as primeiras 2 horas apds a
administracdo i.p. do farmaco, em dose Unica de 10 mg/kg, sob a forma de suspensdo, solugdo lipofilica e solugéo
aquosa (médiaz=desvio-padréo).
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2.2. Caracterizacgdo da cinética plasmatica e cerebral da lamotrigina

Apos ser administrada aos ratos, por via intraperitoneal e sob a forma de soluc&o
aquosa, a lamotrigina atinge rapidamente niveis maximos no plasma e no cérebro, o
que é indicador, respectivamente, de uma rapida absorcdo a partir da cavidade
intraperitoneal e de uma facil penetracéo através da barreira hematoencefalica. Estas
observagdes sdo comparaveis as de Walton et al. (1996) e as de Walker et al. (2000).

Depois de serem atingidos os niveis maximos, os perfis plasmaticos e cerebrais da
lamotrigina em funcéo do tempo apresentam uma descida monoexponencial. Verifica-
-se que o decréscimo das curvas do plasma e do cérebro ocorre em paralelo, 0 que
indica que a distribuicdo da lamotrigina entre o plasma e o cérebro € limitada pelo fluxo
sanguineo e ndo pela permeabilidade da membrana. Pode-se, por isso, esperar que a
passagem da lamotrigina através da barreira hematoencefalica se faca por difusdo
simples. A auséncia de uma retencdo excessiva do farmaco por parte do tecido cerebral
esta de acordo com Parsons, Dickins e Morley (1995), quando estes autores referem que
a velocidade de eliminagdo da lamotrigina a partir dos diversos tecidos é comparavel a
do plasma, com excepc¢éo dos rins e dos tecidos que contém melanina.

Os resultados obtidos nesta etapa serdo discutidos mais adiante sob a perspectiva

de uma analise farmacocinética (pagina 230 e seguintes).

2.3. Caracterizacao da distribuicdo cerebral da lamotrigina

Através da quantificacdo da lamotrigina em diversas regides cerebrais, procuramos saber
se adistribuicdo cerebral deste antiepiléptico se processa de forma uniforme ou, pelo contrario,
se a lamotrigina se concentra preferencialmente em determinadas regides do cérebro.
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Para este estudo foram considerados suficientes apenas trés tempos de amostragem:
12,24 e 48 horas ap6s a administragdo da lamotrigina. A escolha destes tempos teve em
consideracdo o final da fase de incorporagdo da lamotrigina no cérebro e o inicio da fase
de eliminacéo, durante os quais ocorre a distribuicdo do farmaco no organismo e pode
ter lugar uma maior retengdo do farmaco num determinado tecido.

Os resultados obtidos revelam que a lamotrigina se distribui de forma homogénea no
cérebro do rato. De facto, a pequena dispersdo dos valores obtidos nas diferentes regifes
cerebrais — expressa pelos baixos valores de coeficiente de variacéo calculados e pela di-
mensao dos intervalos de confianga determinados com um grau de significancia de 95%
(tabela R.18) — € indicadora da auséncia de diferencas significativas entre os niveis de
lamotrigina determinados nas diferentes regides cerebrais a cada tempo de amostragem.

Além disso, também n&o foram encontradas diferengas estatisticamente significativas
(teste Mann-Whitney U, p=0,05) entre os niveis de lamotrigina medidos nas diferentes
regides cerebrais e a concentragao previamente obtida na andlise do cérebro total para
a mesma dose administrada e a idéntico tempo de amostragem. A figura D.3 expressa
esta comparacdo atraves da representacdo, num mesmo grafico, dos valores obtidos
nas diferentes fraccBes e os correspondentes niveis medidos no cérebro total de um

outro conjunto de ratos.

Este perfil homogéneo de distribuicdo cerebral encontrado na lamotrigina difere do
perfil descrito para a fenitoina, que é um antiepiléptico classico que se pensa que actua
por um mecanismo de ac¢ao bastante semelhante ao da lamotrigina. Walker et al. (1996)
referem, num estudo de microdialise sobre a farmacocinética da fenitoina no rato, a
existéncia de concentragdes de fenitoina mais elevadas no hipocampo do que no cortex
frontal; em contrapartida, 0 mesmo grupo de investigagao refere, num outro estudo de
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microdialise em ratos, a existéncia de niveis de lamotrigina idénticos no hipocampo e no
cortex frontal (Waker et al., 2000). Curiosamente, as diferencas observadas na distri-
buicdo cerebral da lamotrigina e da fenitoina sdo acompanhadas por diferencas nos

seus perfis anticonvulsivantes.

Deste modo, a caracteriza¢éo da distribuigdo cerebral da lamotrigina reveste-se de
maxima importancia, porquanto abre caminho para que a investigacdo basica possa
continuar a procurar identificar com éxito os mdaltiplos mecanismos de ac¢do da
lamotrigina, a0 mesmo tempo que traz nova luz sobre a compreenséo do vasto espectro
de actividade antiepiléptica apresentado por este farmaco, o qual torna possivel, por

exemplo, a sua eficacia na abordagem de epilepsias refractarias.

W Cortex frontal
I Cortex restante
. [ Cerebelo

- O Estriado
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, I Hipocampo

Concentragéo (mg/L de homogeneizado)

24 48
Tempo ap6s a administragao (h)

Figura D.3 Concentracdes cerebrais de lamotrigina obtidas ap6s a administracao i.p. do farmaco na dose

de 10 mg/kg. Linhas sélidas = mediana das concentragdes de lamotrigina obtidas na analise do cérebro total.
Linhas a tracejado = intervalo interquartil correspondente (n=5). Barras = concentracdes médias de lamotrigina
nas diferentes regides cerebrais (n=10).
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3. ANALISE FARMACOCINETICA

3.1. Analise cinética da lamotrigina no plasma e no cérebro

3.1.1. Estudo da relagéo entre a dose administrada e os niveis de
lamotrigina obtidos

Estando uma vez desenhadas, a partir dos resultados experimentais, as curvas
plasmaticas de lamotrigina em funcdo do tempo (tabela R.16 e figura R.7) e as
respectivas curvas de niveis cerebrais (tabela R.17 e figura R.8), procuramos, numa
primeira fase, estudar o tipo de relagdo que existe entre a dose administrada e as

concentragdes obtidas no animal.

Habitualmente, as concentragdes de farmaco no sangue aumentam de forma
proporcional a dose, comportamento este que se designa por cinética linear ou
independente da dose e do tempo. No entanto, alguns farmacos estdo sujeitos a
processos de absorcéo, distribuicdo ou eliminacgao que envolvem sistemas enzimaticos
ou transportadores saturaveis, de tal modo que incrementos progressivos na dose
de fA&rmaco administrada ndo originam alteragdes proporcionais nos niveis
plasmaticos correspondentes. As causas da ndo-linearidade sdo multiplas, podendo
estar associadas, por sua vez, a cada um dos diferentes processos que regulam a
cinética de disposicdo do farmaco. Por exemplo, a fenitoina apresenta uma cinética
ndo-linear devido a um metabolismo levado a cabo por um sistema enzimatico de
capacidade limitada; ja a carbamazepina apresenta uma cinética ndo-linear
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motivada por fendmenos de auto-indugdo enzimatica; e o acido valproico apresenta
uma cinética ndo-linear como consequéncia de um processo de liga¢do a proteinas

plasmaticas de caracter saturavel (Garcia SincHez, 1997).

Existem diversas formas de averiguar a existéncia ou ndo de linearidade entre a
dose de farmaco administrada e as concentragdes obtidas. Analisemos
pormenorizadamente os resultados:

1. Em qualquer dos tecidos estudados, as analises de regresséo efectuadas apresentam
coeficientes de determinacéo bastante proximos da unidade, o que ¢ indicador da
existéncia de uma relacéo linear entre as varidveis em causa para o intervalo de
doses utilizado (tabelas R.19 e R.22). Note-se apenas a excepgao correspondente
ao coeficiente apresentado ao primeiro tempo de amostragem (0,125 horas:
r’=0,204, para o plasma, e r’=0,077, para o cérebro), que se explica por
condicionantes galénicas que influenciam esta fase inicial de incorporacéo do farmaco
na circulacédo sistémica. Uma relacdo de falta de linearidade verifica-se também
mais tarde, no cérebro, as 72 horas de amostragem, numa zona onde 0s niveis de
lamotrigina medidos assumem j& valores muito residuais. Como sinal desta situac&o,
ja ndo foi possivel efectuar a analise de regressdo, no cérebro, as 120 horas de
amostragem, uma vez que 0s niveis cerebrais atingidos, apds a administragao das
doses de 5 e de 10 mg/kg, se encontravam abaixo do limite de quantificacéo da
técnica analitica (0,1 mg/L). Para evitar 0 enviesamento dos resultados na procura
da relacdo dose-concentracdes medidas, a analise de regresséo levada a cabo entre
os perfis plasmaticos obtidos com as diferentes doses foi efectuada eliminando o
primeiro tempo de amostragem, ou seja, utilizando apenas as concentragdes obtidas
a partir de 0,25 horas ap6s a toma, e foi efectuada a partir de 0,5 horas no caso do
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cérebro, em virtude de isso corresponder ao momento a partir do qual j& se encontra
ultrapassada a fase de incorporagéo do farmaco, respectivamente, na circulagdo

sistémica e no sistema nervoso central. 0,80 | —a—Plasma 20 mg/kg

—e- Plasma 10 mg/kg

2. Os baixos valores do coeficiente de variacdo apresentados como medida de

- & Plasma 5 mg/kg

o
D
(=3

L

dispersdo dos valores da area sob a curva normalizados pela dose (tabelas R.20 e
R.23) sdo também indicadores de linearidade, ja que revelam que os niveis de
lamotrigina obtidos seguem o “principio da sobreposicao”, segundo o qual tendem

a ser aproximadamente iguais quando s&o normalizados pela dose.

o

N

(=}
L

Concentracdo plasmatica (mg/L) / dose (mg/kg)
o
B
o

3. Aanalise de variancia realizada entre os niveis de lamotrigina normalizados pela

0,00 T T T T T T T T T _ 7\
dose a cada tempo de amostragem (tabelas R.21 e R.24) demonstra também a o 12 24 3% 4 60 72 84 9% 108 120

Tempo apés a administragéo (h)

linearidade existente na parte principal do processo de disposi¢do do farmaco, ao
revelar diferencas estatisticamente néo significativas quanto aos valores obtidos, no Figura D.4 Curvas plasméticas de lamotrigina normalizadas pela dose,
plasma, entre as 0,5 e as 24 horas e, no cérebro, entre as 2 e as 24 horas apds a

administracdo do farmaco. No entanto, este método, ao apresentar maior
0,30 —&— Cérebro 20 mg/kg

sensibilidade aos valores experimentais do que 0S processos anteriores — situagao
—o- Cérebro 10 mg/kg

que seria atenuada com o aumento do ndmero de animais analisados em cada T
ponto —, detecta alguma falta de linearidade na fase final da eliminacéo do farmaco.
Este facto pode visualizar-se nas figuras D.4 e D.5, onde se detecta alguma diferenca

na inclinagdo relativa das curvas apds a normaliza¢éo pela dose.

Concentragdo cerebral (mg/L de homogeneizado) / dose (mg/kg)

HEH

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Tempo apés a administragéo (h)

Figura D.5 Curvas cerebrais de lamotrigina normalizadas pela dose.
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No seu conjunto, os resultados obtidos permitem afirmar que, no intervalo de doses
compreendido entre 5 e 20 mg/kg — que foi escolhido tendo em conta o0 desencadeamento
da resposta anticonvulsivante no rato (WxestLey € MiLLer, 1989) e o intervalo de
concentragdes plasmaticas até agora aceite como margem terapéutica para este farmaco
(Morris et al., 1998) —, a lamotrigina apresenta, quando é administrada por via
intraperitoneal, uma relagdo dose - concentragdes plasmaticas e uma relacdo
dose - concentragdes cerebrais de tipo linear.

Até ao presente, a lamotrigina tem sido descrita como sendo um farmaco que apre-
senta uma cinética linear. Segundo Parsons, Dickins e Morley (1995), a farmacocinética
da lamotrigina apresenta-se proporcional a dose na maioria das espécies estudadas.
Walton et al. (1996) também observam, num estudo experimental com a lamotrigina,
a existéncia de um aumento linear dos seus niveis séricos com a dose, quando o farmaco
¢ administrado por via parentérica num intervalo de doses compreendido entre 10 e
100 mg/kg. Do mesmo modo, Walker et al. (2000) descrevem uma farmacocinética
linear para a lamotrigina entre 10 e 40 mg/kg, quando esta é administrada
intraperitonealmente. Todos estes resultados experimentais, que séo indicadores de uma
cinética linear, convergem, por sua vez, com os resultados de diversos estudos clinicos
efectuados com este antiepiléptico (p. ex. Coren et al., 1987; Peck, 1991; BarroLi et al.,
1997). Também os resultados por nos obtidos estdo de acordo com o comportamento
linear da cinética plasmatica descrita na literatura para a lamotrigina.

Por outro lado, os resultados agora obtidos ajudam a esclarecer a davida colocada
por Yamashita et al. (1997) em relacdo a falta de linearidade observada para a dose de
20 mg/kg, quando a lamotrigina é administrada aos ratos em dose Unica oral. Segundo
as observagdes destes autores, a lamotrigina apresenta uma cinética linear para doses

234, Caracterizagdo neurofarmacocinética da lamotrigina em ratos

orais situadas entre 2,5 e 10 mg/kg, mas as suas concentracdes séricas deixam de ser
proporcionais a dose quando a lamotrigina é administrada na dose de 20 mg/kg. A
explicacéo para este facto pode passar, segundo 0s mesmos autores, por uma saturagéo
dos mecanismos de absor¢do ou dos mecanismos de eliminagdo. Os resultados que
obtivemos, ao demonstrarem linearidade para um intervalo de doses compreendido
entre 5 e 20 mg/kg, quando a lamotrigina é administrada por via intraperitoneal, ndo
revelam saturacdo de mecanismos de eliminagéo, pelo que sugerem que a acentuada
falta de linearidade observada por estes autores se deve a ocorréncia de um eventual
passo-limitante no processo de incorporacgdo do farmaco. Esta concluséo parece estar
de acordo, por sua vez, com Parsons, Dickins e Morley (1995), na referéncia que fazem
a existéncia de um retardamento do esvaziamento gastrico dependente da dose, quan-
do a lamotrigina é administrada a roedores por via oral. No entanto, afirmam que isso
ndo se verifica para doses inferiores a 25 mg/kg/dia.

Sobre a cinética da lamotrigina no cérebro, pouco foi descrito até hoje. Apenas
Walton et al. (1996) referem a existéncia de um aumento linear dos niveis cerebrais da
lamotrigina com o aumento da dose, por semelhancga com o que ocorre no soro, quando
o farmaco é administrado, por via parentérica, num intervalo de doses compreendido
entre 10 e 100 mg/kg. Os nossos resultados revelam a existéncia de linearidade na relagéo
dose - concentracdes cerebrais. Este estudo reveste-se de extrema importancia na medida
em que, conhecendo-se relativamente bem a relagéo que intercede entre a dose de lamotrigina
administrada e os niveis plasmaticos correspondentes, a relagéo entre os niveis plasmaticos e
a resposta farmacoldgica obtida se encontra ainda por definir (KiLeatrick, ForresT € Brobik,
1996; CHong e Dupuis, 2002; FroscHer et al., 2002). Atendendo a que a lamotrigina, para
exercer a sua accdo farmacoldgica, necessita de penetrar no sistema nervoso central,

torna-se essencial estudar detalhadamente o seu comportamento neste sistema.
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3.1.2. Analise compartimental

Na andlise compartimental realizada apenas com os dados plasmaticos, conside-
rou-se, de uma forma simplificada, o organismo como um compartimento Gnico onde
o farmaco se distribui de forma homogénea e donde é eliminado segundo uma cinética
de primeira ordem.

Os parametros farmacocinéticos estimados (tabela R.26) permitem fazer uma pri-

meira caracterizagdo da passagem da lamotrigina pelo organismo, salientando-se que:

> Ap6s administracdo intraperitoneal, 0 tempo necessario para a incorporagao
da lamotrigina na circulacdo sistémica revela-se semelhante para as doses de 5
e 10 mg/kg, mas duplica quando se administra a dose de 20 mg/kg. No entanto,
a semelhancga que se verifica entre os valores estimados de area sob a curva
normalizados pela dose sugere que a quantidade de farmaco incorporada, de

forma inalterada, no organismo, é proporcional a dose administrada;

> O volume aparente de distribuicdo, cujo valor é independente da dose
administrada, é cerca de 50 a 60 vezes superior ao volume de plasma do rato
(39,2 ml de plasma/kg de rato; GerLowski e Jun, 1983). Este valor elevado
indica a existéncia de uma distribuicdo extensa de lamotrigina pelos tecidos, o
que, por sua vez, é consequéncia das caracteristicas basicas e liptfilas da
molécula. Os valores obtidos nesta analise compartimental estdo de acordo com
os valores referidos na literatura (Parsons, Dickins € MorLey, 1995);
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3.1.3. Analise ndo-compartimental

Os parametros cinéticos obtidos por analise ndo-compartimental a partir do ajuste
dos dados plasmaticos (tabela R.28) sdo bastante parecidos com os estimados através
da aplicacdo do modelo monocompartimental (tabela R.26), o que confirma a validade

da analise compartimental na interpretacdo dos nossos dados experimentais.

A analise cinética ndo-compartimental dos dados cerebrais (tabela R.29), por com-
paracdo com a andlise dos dados plasmaticos (tabela R.28), permite constatar que:

> O tempo de semivida aparente da fase terminal da curva de niveis cerebrais de
lamotrigina é comparavel ao da curva de niveis plasmaticos, 0 que esta de acordo
com 0 que se encontra descrito na literatura (Parsons, Dickins @ MorLey, 1995).

3.2. Distribuicéo da lamotrigina entre o plasma e o cérebro

3.2.1. Estudo da relacdo entre niveis plasmaticos e niveis cerebrais correspondentes

A caracterizacdo da relacéo existente entre a evolugéo das concentraces plasmaticas
da lamotrigina ao longo do tempo e os niveis atingidos no cérebro nesse mesmo periodo
constitui uma etapa importante no conhecimento do processo que se desenrola entre a
administracdo de uma determinada dose do farmaco e o desencadeamento da resposta
farmacoldgica.
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Procurdmos, assim, numa primeira abordagem da distribuicdo da lamotrigina entre
0 plasma e o cérebro, avaliar a relacéo entre os dados plasmaticos e os dados cerebrais
correspondentes. Fizemo-lo através de dois processos complementares, cujos resultados

passamos a analisar:

1. As anélises de regressdo estabeleceram boas correlagdes entre niveis plasmaticos
e niveis cerebrais, para qualquer uma das doses estudadas, a partir do terceiro
tempo de amostragem, ou seja, transcorrida meia hora ap6s a administracéo do
farmaco (tabela R.30). Este periodo inicial corresponde ao tempo necessario para a
incorporacdo do farmaco na circulacéo sistémica e, seguidamente, no sistema nervoso
central, conforme analisado anteriormente. Deste modo, os resultados da anélise de
regressao sdo indicadores da existéncia de uma relagéo linear entre niveis plasmaticos
e niveis cerebrais, desde que o sistema tenha atingido o equilibrio;

2. As analises de variancia revelaram ndo existir qualquer tipo de dependéncia das
razes niveis cerebrais / niveis plasmaticos relativamente a dose (tabela R.31b).
Em relagdo ao tempo, também revelaram ndo existir dependéncia, a partir do
momento em que o sistema se encontra em equilibrio, ou seja, a partir do terceiro
tempo de amostragem (tabela R.31c). A figura R.13 representa graficamente estas
situacOes. Em consequéncia, assumimos que os elementos que caracterizam melhor
a distribuicdo da lamotrigina entre o plasma e o cérebro sdo os valores da razdo
cérebro/plasma que foram obtidos com a média dos valores tomados apenas a partir
do terceiro tempo de amostragem (tabela R.31a). Para tornar possivel a comparacéo
do grau de captura da lamotrigina por parte do cérebro, que foi levada a cabo em
diversos estudos, os valores de niveis cerebrais expressos em mg/L de homogeneizado
foram convertidos em valores expressos em pg/g de tecido cerebral, assumindo-se
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que a gravidade especifica do cérebro é igual a 1,0 g/ml (AousumaLL et al., 1993;
DecucHi et al., 1995). Os valores médios das razdes cérebro/plasma, com os niveis
cerebrais expressos em pug/g de tecido cerebral, calculados a partir de 0,5 horas
apos a toma foram, entdo, de 2,59 + 0,970 , 2,29 + 0,580 ¢ 2,10 + 0,411
(média * desvio-padrdo), respectivamente, para as doses de 5, 10 e 20 mg/kg.

O estudo da distribuicdo da lamotrigina entre o plasma e o cérebro revelou, nesta
primeira abordagem, a existéncia de uma relacdo linear entre niveis plasmaticos e niveis
cerebrais, apds o sistema atingir o equilibrio. As razdes cérebro/plasma calculadas
revelaram ser um bom indicador da capacidade de o cérebro de entrar em equilibrio
com o plasma, mantendo-se as suas concentracdes proporcionais as existentes em
circulagdo. Embora uma retencéo excessiva da lamotrigina por parte do tecido cerebral
ndo se faca sentir, tal como foi revelado pelo paralelismo entre os dois tipos de curva
tracados, ja a extensdo da distribuicdo da lamotrigina pelo tecido cerebral se revela
significativa. De facto, os niveis cerebrais determinados sdo cerca de duas vezes superiores
aos niveis encontrados no plasma, o que se justifica pelas caracteristicas basicas e lipofilicas
da lamotrigina, que lhe permitem atravessar facilmente a barreira hematoencefalica e
ter grande afinidade com o tecido cerebral. Tais valores estdo de acordo, apesar das
diferentes metodologias utilizadas, com os resultados descritos por outros autores (Parsons,
Dickins € MorLey, 1995; Wacton et al., 1996).
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3.2.2. Analise compartimental

A andlise compartimental realizada através do ajuste simultdneo dos dados
plasmaticos e cerebrais obtidos experimentalmente permitiu caracterizar mais
adequadamente a passagem da lamotrigina através do organismo, dando particular
relevancia a sua passagem pelo cérebro, que é o local onde vai exercer a acgao
farmacoldgica. Os pardmetros farmacocinéticos estimados (tabela R.32) caracterizam
0 comportamento da lamotrigina apds a sua administracdo ao rato, por via
intraperitoneal, em dose Gnica: 0s primeiros parametros referem-se a cinética da
lamotrigina no plasma, sendo os valores obtidos facilmente comparaveis aos valores
estimados anteriormente, aquando da analise monocompartimental efectuada apenas
com o0s dados dos niveis plasmaticos (tabela R.26); o segundo conjunto de parametros
descreve 0 processo cinético de distribuicdo da lamotrigina entre o plasma e o cérebro.

O tempo médio de transito durante a primeira passagem pelo tecido é um parametro
muito util, quer por discriminar diferencas na distribuicdo tecidual quer por reflectir a
concentracdo tecidual de um determinado composto. Se o calculo do tempo de semivida
da& uma indicacdo da afinidade relativa do tecido para determinado composto, 0 tempo
medio de transito permite caracterizar ainda com maior acuidade essa afinidade, bem
como o proprio processo da distribuicdo (McNavara, FLeisHaker € Havoen, 1987). Os
resultados obtidos sdo disso reveladores: para a dose de 5 mg/kg, a lamotrigina apresenta
uma semivida no cérebro ligeiramente inferior a estimada para as doses superiores (reducéo
de cerca de 30% - tabela R.29); no entanto, para a mesma dose de 5 mg/kg, o valor do
tempo médio de trénsito é cerca de metade dos valores estimados para as restantes doses,
ndo havendo duvidas acerca da maior rapidez de passagem das moléculas de lamotrigina
pelo cérebro, quando a lamotrigina é administrada na dose mais baixa.
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Note-se também a vantagem do célculo directo deste pardmetro em relagdo a sua
determinac&o através do calculo da diferenga entre os tempos médios de residéncia no
tecido e no organismo, o que n&o se revela adequado quando a curva tecidual é muito
parecida com a curva plasmatica. Nessa situagdo, os tempos médios de residéncia
calculados s&o muito parecidos e a diferenca pode chegar a ndo ter significado, por
atingir valores negativos (McNawara, FLEIsHaKER € Havpen, 1987). E o0 que acontece com
0s nossos dados experimentais. Os valores bastante curtos do tempo médio de trénsito
da lamotrigina, na sua primeira passagem pelo cérebro, sdo indicadores de uma
distribuicdo tecidual limitada pelo fluxo sanguineo e ndo pela permeabilidade da
membrana. Estes resultados estdo de acordo com a analise monocompartimental levada
a cabo apenas com os dados plasmaticos, onde o cérebro é um tecido incluido no

compartimento Unico central.

O conjunto dos Ultimos quatro parametros salientam o comportamento da
lamotrigina quando é administrada na dose mais baixa: em comparagdo com as restantes
doses, verifica-se, no caso da dose de 5 mg/kg, uma maior velocidade de incorporagéo
do farmaco no cérebro (CL/V), uma passagem mais breve através do tecido cerebral
(TMT), e bem ainda um retorno mais rapido a circulagdo sistémica (K). Tais resultados
revelam que o processo de distribuicdo da lamotrigina entre o plasma e o cérebro néo é
completamente independente da dose administrada. Este facto reveste-se de particular
importancia, atendendo a que a lamotrigina vai desencadear a sua resposta farmacoldgica
no tecido cerebral. Deste modo, podera esperar-se uma intensidade da resposta
farmacoldgica maior para doses mais elevadas de lamotrigina, uma vez que o estudo
cinético reconhece que, quando é administrada em doses mais elevadas, as moléculas
de lamotrigina permanecem mais tempo nos seus locais de acgao.
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3.2.3. Andlise ndo-compartimental

Os parametros cinéticos obtidos por analise ndo-compartimental (tabela R.33) sdo
bastante idénticos aos estimados através da aplicagdo do modelo compartimental, o
que confirma a validade do modelo compartimental, que considera o subcompartimento
cerebral, na interpretacdo dos presentes dados experimentais.

Ambos os tratamentos cinéticos apresentam coeficientes de partilha cérebro/plasma
com valores bastante semelhantes aos determinados experimentalmente, sob a forma
de razéo entre as concentragdes obtidas no cérebro e as concentracdes obtidas no plasma
(tabela D.3). Este facto significa que, uma vez atingido o equilibrio entre os dois sistemas,
as concentragdes cerebrais sdo proporcionais aquelas encontradas no plasma, pelo que

a determinacdo plasmatica reflecte adequadamente a concentragdo do farmaco no local

de accdo.

Tabela D.3. Comparagao entre os valores de coeficiente de partilha cérebro/plasma determinados por diferentes
processos.

. Razéo Analise Analise
Dose cérebro/plasma compartimental n&o-compartimental
5 0,43 0,39 0,40

10 0,38 0,38 0,37
20 0,35 0,34 0,34
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CONCLUSOES

1. Foi desenvolvida e validada uma técnica analitica de cromatografia liquida
de elevada resolugéo para a quantificacdo de lamotrigina em plasma e em
homogeneizado de cérebro de rato. A técnica revelou-se simples e a execugédo
do protocolo de validacéo assegurou a fiabilidade das determinacdes efectuadas.
As caracteristicas da técnica permitem a sua utilizacdo quer na clinica quer em

estudos laboratoriais envolvendo outras matrizes bioldgicas.

2. O estudo desenhado com vista a selec¢do da formulagdo mais adequada para
a administracdo da lamotrigina aos animais, no ambito do presente trabalho,
permitiu escolher, como forma de administracéo do farmaco, a solucdo aquosa de
isotionato de lamotrigina. Tal estudo demonstrou que a incorporacdo da
lamotrigina na corrente sanguinea ndo constitui um passo-limitante do processo
de distribuicdo do farmaco quando se utiliza esta formulacéo, assegurando assim
a ndo interferéncia da formulacéo administrada com os resultados experimentais.

3. Quer os niveis plasmaticos quer os niveis cerebrais de lamotrigina, quando
esta foi administrada a ratos-macho adultos, por via intraperitoneal, nas doses de
5, 10 e 20 mg/kg, revelaram a existéncia de uma relacdo com a dose de tipo
linear.

4. Os niveis plasmaticos determinados nas condi¢es acima referidas foram
adequadamente preditos através de um modelo cinético monocompartimental.
A andlise cinética ndo-compartimental comprovou a validade do modelo assumido

na andlise compartimental.
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5. Do mesmo modo, 0s niveis cerebrais foram adequadamente preditos através
de um modelo cinético compartimental que considera o subcompartimento
cerebral. A andlise cinética independente do modelo, mediante aproximacéao
semiparameética e convolugdo combinadas com regresséo ndo-linear (deconvolucéo
numeérica indirecta), comprovou a validade do modelo assumido na analise

compartimental com ajuste simultaneo dos dados plasmaticos e cerebrais.

6. Na distribuicdo da lamotrigina entre a circulacdo sistémica e o tecido cerebral,
verificou-se, uma vez transcorrida a fase de incorporacdo no cérebro, uma relacéo
linear entre os niveis plasmaticos e os niveis cerebrais correspondentes no intervalo de
doses considerado, 0 que sugere a existéncia de um processo de difuséo simples na
transposicdo da barreira hematoencefélica. O coeficiente de partilha cérebro/plasma,
determinado por diversos métodos, permitiu concluir que os niveis plasmaticos de

lamotrigina s&o bons indicadores dos niveis de farmaco no local de accéo.

7. A analise cinética do processo de distribuicdo da lamotrigina entre o plasma e
0 cérebro revelou também que, quando é administrada na dose mais baixa, a
lamotrigina passa mais rapidamente pelo cérebro, pelo que o tempo de
permanéncia no local de accdo é menor e, consequentemente, pode esperar-se
uma resposta farmacoldgica de menor intensidade. Estes resultados explicam,
pelo menos em parte, a necessidade de se obterem, nos seres humanos, niveis
sericos mais elevados do que os inicialmente previstos para a obtencéo da resposta
terapéutica (1-4 mg/L), o que justifica a aceitabilidade clinica da margem
terapéutica da lamotrigina actualmente situada entre 3 e 14 mg/L.
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8. Os resultados obtidos no estudo da distribuicdo cerebral da lamotrigina
revelaram que esta se distribui de forma homogénea no cérebro do rato. Tal perfil
de distribuicdo abre caminho a compreensdo dos multiplos mecanismos de acc¢éo
da lamotrigina, ao mesmo tempo que justifica, pelo menos em parte, o vasto
espectro de actividade deste antiepiléptico de nova geragao.
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