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STUDYING OF BEHAVIOURAL REACTIONS AT INTRODUCTION  CAFFEINE, CARBAMAZEPINE AND THEIR COMPOSITIONS IN THE CONDITIONS OF THE FORMALIN EDEMA IN RATS
The basis of all exhibitions of behavioral responses of animals is orienting reflex, one characteristic of which is mounting a reaction reflecting the activity of the whole organism [15]. A method for determining an estimated physiologic reaction, laid the basis for his "Mink reflex" rodents. The method of "open field" is recommended as an integral index.

In medical practice it is often combined pharmacotherapy used to enhance the effectiveness of the drug [4, 5, 7, 10]. The possibility of obtaining a strong pharmacological activity of the composition in comparison to each individual drug is the basis for drug combinations [6, 9, 10]. From the analysis of the literature it revealed that quite often in the combination analgesic agents include caffeine [4, 8, 12, 22, 23, 25-28], and carbamazepine is a secondary analgesic [2, 18]. Carbamazepine – iminostilbena derivative with a carbamoyl group at 6-position      (5-carbamoyl-5-N-dibenzazepine) close to the tricyclic antidepressants.

Data regarding the drug composition of caffeine with carbamazepine absent.

The purpose of this work – study of the influence of carbamazepine, caffeine, and their composition on the emotional-behavioral reactions (EBR) in rats when tested in the "open field" in the conditions of the formalin edema.

According to this goal the following tasks: to investigate and analyze the level of EBR rats in the test "open field" when administered carbamazepine, caffeine, and their composition on the background of the formalin edema.

Methods and facilities. An experimental study was conducted on 30 rats of both sexes in WAG average weight of 210-230. The source of residence and place of laboratory animals – vivarium Kharkiv National Medical University (KhNMU) (temperature – 23-25 ​​° C, lighting – in room 100 lux, in a cage – 20-40 lux). Length of stay laboratory animals – 1,5 months; acclimatization period – 2 weeks; basic diet – vegetables, fodder beet; water source – settled tap water.

Assessing the influence of drugs and their compositions, to characterize the behavior of the animals was performed by comparing the groups of 3-5 under conditions of edema formalin (group 3 – caffeine (0,6 mg / kg), group 4 – carbamazepine                      (6,25 mg / kg), group 5 – composition of carbamazepine (6,25 mg / kg) with caffeine                  (0,6 mg / kg)) to the positive control (group 1 – 3 % starch mucilage, 2 ml per 200 g rat) and negative control (group 2 – 3 % starch mucus, 2 ml per 200 g rat under formalin edema) 4 hours after modeling (in the face of maximum swelling) [1]. The test preparations were administered once intragastrically as a suspension in 3 % starch mucus for 1 hour prior to the development of maximum swelling, 3 % starch mucus was administered similarly. The behavior of the animals in the test "open field" [13] evaluated by conventional behavioral acts: physical activity, orienting-investigative reaction and emotional reactivity by the standard technique [20]. For the purpose of integrated assessment of behavioral responses counted the sum of all activities.

The method of "open field" makes it relatively quickly assess the integrity of the physiological response to the new situation, to reveal the dynamics of changes in various states, to obtain information about multilateral propulsion, research and emotional activity of the animal.

The animal is placed in the center of the site while a stopwatch. Within 3 minutes record the number of steps that characterize the motor and emotional activity of the animals [17, 19, 21]. Along with the motor component of the orienting-investigative reaction accounted autonomic activity – the number of bowel movements, urination and washing, which are regarded as a manifestation of emotional activity.

When evaluating the behavioral and motor activity of the individual components in the experiment is considered significant shifts by 30 % compared with the control. The most sensitive consider the vertical component of motor activity and the integrated value Σ (sum of activities) [19].

All procedures with animals were performed in accordance with international rules and standards (European Communities Council Directives of 24 November 1986, 86/609 / EEC). Experiments were carried out on laboratory animals in experimental biological clinic KhNMU taking into account norms of storage, care and feeding, approved in accordance with the principles of the "European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for experimental and scientific purposes" (Strasbourg, 1986) [24] and the decision of the First National Congress of Bioethics (Kiev, 2007) [11]. The experiments were conducted in the morning, which according to the literature is agreed with the dependence of the main parameters of the test and received pharmacological activity to the study drug by the circadian rhythm [14]. The resulting digital material is processed statistically using advanced methods of statistical analysis [16].

Results and its discussion. Record the following parameters: horizontal motor activity (HMA) (the number of squares crossed in an "open field"), the vertical motor activity (VMA) (number of poles), looking into the burrows, grooming, the number of urination and defecation. From the ratio of intensity of these acts and judged the emotional, motor and exploratory activity of the animal [19, 21].

Effect of carbamazepine, caffeine and their composition and HMA and VMA rats. Analysis orienting and research activities (ORA) of rats in the test "open field" in terms of HMA and VMA reveals the motivational component characteristic animals.

Simulation edema formalin (group 2) promoted statistically significant increase of   1,4 times HMA rats relative to controls. When administered caffeine (group 3) was observed as a decrease in HMA 1,4 times, and VMA 1,2 times relative to the group 2, the data almost reached the control values. Administration under edema formalin carbamazepine (group 4) promoted statistically significant reduction and HMA                    (5,6 and 8 times) and VMA (2,8 and 3,8 times) relative to the animals of group 1 and 2 respectively. When administered caffeine formulations with carbamazepine (group 5) showed statistically significant reduction and HMA and VMA in rats as a group with respect to 2 and 3, or even relative to the control (group 1) (table 1).

Number of surveyed holes (cognitive activity of rats). A variation is the amount of EBR of rat holes surveyed – an indicator of mink reflex, indicating the animal's ability to explore the "open field".

Modelling of the formalin edema contributed to a slight decrease in the cognitive activity of the animals (10,2 %) relative to the control group. Administration caffeine had no effect on cognitive activity of animals in formalin edema. Introduction carbamazepine and its composition with caffeine significantly decreased the cognitive activity in rats as a group relative to 1, and with respect to group 2 (see table 1).

Cosmetic rat behavior (grooming) in rats is an important feature of animal behavior in the "open field". Grooming closely correlated with physical activity. Therefore, the study of drugs, this characteristic behavior is particularly interesting.

In the simulation, the formalin edema was observed (in 1,3 times), statistically significant reduction in the number of washings with respect to control. When administered on a background of edema formalin caffeine, carbamazepine, and their composition was observed only grooming tends to increase relative to the group 2 (see table 1).

Diuresis, defecation. As an indicator of the importance of the emotional status of the rats have a number of urination and defecation. The level of the emotional state of the rats is evaluated by the number of these indicators. Modelling of the formalin edema (group 2) contributed to a statistically significant decrease in bowel movements                 1,9 times relative to the control group, and the number has slightly increased urination. When administered caffeine, carbamazepine, and their compositions were no statistically significant changes in the amount of urination and bowel movements relative to the group 2.

The integrated value Σ (sum of the activities) of caffeine was administered at least 30 %, when administered carbamazepine was 57,46 % versus the control group and 66,22 % with respect to group 2, and for administering the pharmaceutical composition of carbamazepine and caffeine – 30,71 and 44,97 %, respectively.

Conclusions. An analysis of the experimental results showed that:

1. In the formalin edema caffeine normalized if and HDA rats.

2. Administration to the conditions of edema formalin carbamazepine HMA significantly reduced (by 87,5 %) and VMA (by 73,3 %) relative to the negative control group (group 2).

3. Administration to the terms of the formalin edema composition caffeine and carbamazepine significantly reduced HMA (by 91 %) and VMA (by 69 %), cognitive activity relative to the group 2.

4. The integrated value Σ (sum of the activities) of caffeine was administered at less than 30 %, upon administration of carbamazepine was 57,46 % versus the control group and 66,22 % with respect to groups 2, and when administration of a pharmaceutical composition carbamazepine and caffeine – 30,71 % and 44,97 %, respectively.

The pharmaceutical composition of caffeine and carbamazepine is promising for the study of toxicity.

LIST OF SOURCES OF INFORMATION

1. Доклінічні дослідження лікарських засобів (методичні рекомендації) /За редакцією член-кор. АМП О. В. Стефанова. – К.: Авіцена, 2001. – 528 с.
2. Лікарські препарати України. 1999-2000 / Кол. авторів. – У трьох томах. – Том 1. – А-К. – X.: Прапор, 1999. – С. 532-534.

3. Сирова Г. О. Вивчення впливу диклофенак-натрію, кофеїну та їх композиції на емоційно-поведінкові реакції щурів в умовах формалінового набряку /              Г. О. Сирова, Є. Р. Грабовецька, Р. О. Бачинський [та інш.] // Запорожский медицинский журнал. – 2012. – № 6 (75).  – Запорожье, ЗГМУ. – С. 5-7. 
4. Сирова Г. О. Вивчення потенціюючих протибольових властивостей кофеїну в експерименті / Г. О. Сирова, Т. В. Звягінцева // XII конгрес Світової федерації українських лікарських товариств. – Івано-Франківськ, 2008. – С. 454.

5. Сирова Г. О. Експериментальне вивчення антиексудативної дії композицій диклофенаку натрію та ібупрофену з кофеїном / Г. О. Сирова,                                    Є. Р. Грабовецька, Л. Г. Шаповал [та інш.] // Експериментальна і клінічна медицина. - № 2 (51). – 2011. – С. 53-55. 
6. Сирова Г. О. Експериментальне вивчення протибольової дії карбамазепіну, парацетамолу і кофеїну та їх композицій / Г. О. Сирова, Р. О. Бачинський // Український біофармацевтичний журнал. – № 6. – 2014. – С. 8-12.

7. Сирова Г. О. Експериментальне вивчення специфічної дії диклофенак-натрію та його композиції з кофеїном / Г. О. Сирова, Р. О. Бачинський,                Є. Р. Грабовецька [та інш.] // Український біофармацевтичний журнал. – 2012. – № 5-6 (22-23). – С. 67-72.
8. Сирова Г. О. Квантово-фармакологічне обґрунтування потенціювальних протибольових властивостей кофеїну / Г. О. Сирова, Т. В. Звягінцева, І. С. Чекман, Т. Ю. Небесна // Фармац. журн. – 2008. – № 6. – С. 85-91.
9. Сирова Г. О. Патент України на корисну модель № 95253 «Спосіб підсилення аналгетичної дії периферичного ґенезу карбамазепіну» / Г. О. Сирова, Р. О. Бачинський, В. С. Шапошник // МПК 2014.01. – № u 2014 08577; Заявл. 28.07.2014; Опубл. 10.12.2014, Бюл. № 23.

10. Сирова Г. О. Патент України на корисну модель № 95254 «Спосіб підсилення аналгетичної дії периферичного ґенезу парацетамолу» /                    Г. О. Сирова, Р. О. Бачинський, В. С. Шапошник // МПК 2014.01. – № u 2014 08579; Заявл. 28.07.2014; Опубл. 10.12.2014, Бюл. № 23.

11. Сучасні проблеми біоетики / відп. ред. Ю. І. Кундієв. – К.: «Академперіодика», 2009. – 278 с.
12. Чекман І. Кофеїн: фізіологічні, біохімічні та квантово-фармакологічні властивості / І. Чекман, Н. Горчакова, Т. Звягінцева, Г. Сирова, Н. Небесна // Вісник фармакології та фармації. – 2009. – № 6. – С. 2-7.
13. Буреш Я. Методики и основные эксперименты по изучению мозга и поведения / Я. Буреш, О. Бурешова, Дж. П. Хьюстон. Под ред. проф.                    А. С. Батуева. – М., 1991. – 400 с.

14. Западнюк И. П. Лабораторные животные: разведение, содержаний использование в эксперименте / И. П. Западнюк, В. И. Западнюк, Е. А. Захария. – К.: Вища шк., 1983. – С. 243-297, 342-376.

15. Исмайлова X. Ю. Индивидуальные особенности поведения: (моноаминергические механизмы) / Исмайлова X. Ю., Агаев Т. М.,                  Семенова Т. П. – Баку: Нурлан, 2007. – 228 с.
16. Коросов А. В. / Компьютерная обработка биологических данных /                    А. В. Коросов, В. В. Горбач. – Петрозаводск: изд-во ПетрГУ, 2007. – 76 с.

17. Кулагин Д. А. Исследование эмоциональности у крыс линии Вистар и Крушинского-Молодкиной методом «открытого поля» / Д. А. Кулагин,                   В. Н. Федоров // Генетика поведения. – Ленинград: Наука, 1969. – С. 35-42.
18. Машковский М. Д. Лекарственные средства / М. Д. Машковский. – М.: ООО «Новая Волна», 2007. – Т. 1. – С. 42-43,120-121.

19. Методические рекомендации по использованию поведенческих реакций животных в токсических исследованиях для гигиенического нормирования. – Киев, 1980. – 47 с.
20. Родина В. И. Новый метод оценки тревожно-фобических состояний у крыс/ В. И. Родина, Н. А. Крупина, Г. Н. Крыжановский, Н. Б. Окнина // Высшая нервная деятельность. – 1993. – № 43 (5). – С. 1006-1017.

21. Трахтенберг И. М. Meтоды изучения хронического действия химических и биологических загрязнителей / И. М. Трахтенберг, Л. А. Тимофиевская,           И. Я. Квятковская, отв. ред. И. М. Трахтенберг. – Рига. Зинатне, 1987. – 172 с.
22. Caffeine as analgetic adjuvant. A double-blind study comparing aspirin with caffeine to aspirin and placebo in patients with sore throat / B. P. Schachatel,                 J.M. Fillingim, A.C. Lane [et al.] // J. Clin. Pharmacol. – 2007. – №47. – P. 860- 870.
23. Effect of caffeine on antinociceptive action of ketoprofen in rats / M. I. Diaz-Reval, R. Ventura-Martinez, G. P. Hernandez-Delgadillo, A. M. Dominguez-Ramirez // Arch. Med. Res. – 2001. – Vol. 32, № 1. – P. 13-20.

24. European convention for the protection of vertebrate animals used experimental and other scientific purposes // Council of European. – Strasboi 1986. –№ 123. – 51p.
25. Evaluation of cytochrome P450 probe substrates commonly used by the pharmaceutical industry to study in vitro drug interactions / R. Yuan, S. Madani,                  X. Wei, K. Reynolds // Drug Metab. Dispos. – 2002. – Vol. 30. – P. 1311-1319.
26. Goldstein J. Caffeine and headache: Friendly fire or enemy fire? / J. Goldstein // National Headache Foundation. – 2007. – № 189. – P. 2310.

Potentiation of the anti-inflammatory and analgesic activity of aspirin by caffeine in the rat / R. E. Vinegar, J. F. Erikson, J. L. Selph, R. M, Welch // Proc. Soc. Exp. Biol. Med. – 1976. – Vol. 151. – P. 556-560.

27. Seymour D. Ibuprofen plus caffeine in the treatment of tension – type headache / D. Seymour И Clinical Pharmacology & Therapeutics. 2000. – № 68. – P. 312-319.
28. Zhang W. Y. Do codeine and caffeine enhance the analgesic effect of aspirin? A systematic overview / W. Y. Zhang, A. L. Po // J. Clin. Pharm. Ther. – 1997. –                  № 22(2). – P. 79-97.

УДК 547.857:543.632.512:57084[616-005.98-02:547.281.1]-06:616.89-008.447

Л. В. Лук’янова 
Харківський національний медичний університет

ВИВЧЕННЯ ПОВЕДІНКОВИХ РЕАКЦІЙ ПРИ ВВЕДЕННІ КОФЕЇНУ, КАРБАМАЗЕПІНУ ТА ЇХ КОМПОЗИЦІЙ В УМОВАХ ФОРМАЛІНОВОГО НАБРЯКУ У ЩУРІВ 
АНОТАЦІЯ

В експерименті на лабораторних тваринах проведено дослідження впливу нітрогеновмісних органічних сполук (карбамазепіну, кофеїну) та їх композиції на емоційно-поведінкові реакції в умовах формалінового набряку. Аналіз результатів експериментальних досліджень вказує на те, що кофеїн потенціює дію карбамазепіну відносно горизонтальної і вертикальної рухової активності щурів. 
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ИЗУЧЕНИЕ ПОВЕДЕНЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ ПРИ ВВЕДЕНИИ КОФЕИНА, КАРБАМАЗЕПИНА И ИХ КОМПОЗИЦИИ В УСЛОВИЯХ ФОРМАЛИНОВОГО ОТЕКА У КРЫС
АНОТАЦИЯ
В эксперименте на лабораторных животных проведены исследования влияния нитрогенсодержащих органических соединений (карбамазепина, кофеина) и их композиции на эмоционально-поведенческие реакции в условиях формалинового отека. Анализ результатов экспериментальных исследований показывает, что кофеин потенцирует действие карбамазепина относительно горизонтальной и вертикальной двигательной активности крыс. 
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RESUME

Researches of behavioral-emotional reactions are carried out in experiment on laboratory animals at introduction nitrogen-containing organic compounds (carbamazepine, caffeine) and their compositions in the conditions of a formalin edema. The analysis of results of experimental researches shows, that caffeine potentiates the action of carbamazepine relative to the horizontal and vertical impellent activity in rats.
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