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Antinociceptivni efekat, mehanizam dejstva i inter&cije levetiracetama u
modelima somatskog, visceralnog i neuropatskog bola

REZIME

Svrha studije: Levetiracetam, antiepileptik novije generacijelvasuje antinociceptivno dejstvo
u nekim animalnim modelima bola. Cilj naSeg radajbida se ispitat) antinociceptivni efekat
levetiracetama u somatskom (inflamatornom), vidoera i neuropatskom modelu bol2)
mehanizam antinociceptivhog efekta levetiracetamiaflamatornom modelu bola3) efekat
kombinovane primene levetiracetama i standardnérfativnin analgetika u inflamatornom,
visceralnom i neuropatskom modelu bold)iuticaj antinociceptivnih doza levetiracetama na
motornu spretnost eksperimentalnih zivotinja.

Metode: Kao model inflamatornog bol&ori&en je model inflamatorne hiperalgezije izazvane
karageninom u pacova. Hiperalgezija i efekti leKkwenbinacija lekova mereni su u
modifikovanom testu pritiska na Sapu pacova. U ovoodelu bola ispitan je i mehanizam
antinociceptivnog dejstva levetiracetama, ispitjgan uticaja levetiracetama na GABRA
ergicke, opioidergike, ap-adrenergike, serotonergke i adenozinske receptore, nakon sistemske
i lokalne periferne primene levetiracetama i odgajgih antagonista. U testu@va u miSeva
izazvanih siéetnom kiselinommodel visceralnog bolaspitivani su efekti lekova/kombinacija
lekova. Kaomodel neuropatskog bolkori&en je model dijabetesne neuropatije u miseva.
Dijabetes je izazivan streptozotocinom, a hiperajgei efekti lekova/kombinacija lekova
mereni su u testu izmicanja repa pod uticajem tepRotarod test kor&n je za procenu uticaja
antinociceptivnih doza levetiracetama na motormetsppst miSeva i pacova.

Rezultati: U inflamatornom modelu bola u pacovh) levetiracetam je ostvario dozno-zavisno
antihiperalgezijsko dejstvo nakon sistemske i Iokgberiferne primene&) antagonisti GABA,
opioidergtkih, ay-adrenergikih, serotonergikih i adenozinskih receptora inhibirali su
antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama) levetiracetama primenjen u kombinaciji sa
ibuprofenom/celekoksibom/paracetamolom/ceftriaksatkofeinom ostvario je sinergisku
interakciju. U visceralnom modelu bola u miSevievetiracetam je ostvario dozno-zavisno
antinociceptivno dejstvo i sinergisku interakciju sa paracetamolom i ceftriaksononmbadelu

dijabetesne neuropatije u miSelevetiracetam je ispoljio antinociceptivnho dejstwa dozno-



zavisan nén i sinergizam sa ibuprofenom, paracetamolom, gabinom, duloksetinom i alfa-
lipoinskom kiselinom. Antinoceptivhe doze levetegamma nisu uticale na motornu spretnost
ekperimentalnih zivotinja u rotarod testu.

Zaklju ¢ak: Levetiracetam je ispoljio antinociceptivni efekatinflamatornom, visceralnom i
neuropatskom modelu bola u dozama u kojima ne agausotoriku eksperimentalnih Zivotinja.
Antinociceptivni efekat levetiracetama u inflamatom modelu bola posredovan je, barem
delimi¢no, centralnim GABA, centralnim i perifernim opioidergkim, op-adrenergikim,
serotonergikim i adenozinskim A receptorima. Levetiracetam ostvaruje sinergizam u
antinociceptivnom dejstvu sa standardnim/altermativ analgeticima. Prikazani rezultati
ukazuju na potencijalnu efikasnost levetiracetamasgitivanin kombinacija u tretmanu

inflamatornog, visceralnog i neuropatskog bolaudilj

Klju éne refi: levetiracetam, mehanizam dejstva, modulacija balernativni/standardni

analgetici, sinergizam, inflamatorni bol, viscerdol, neuropatski bol
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Antinociceptive effect, mechanism of action and imractions of levetiracetam

In somatic, visceral and neuropathic pain models

ABSTRACT

Background and aim: Levetiracetam, a novel antiepileptic drug, exartinociceptive effects

in some animal pain models. The aim of our studg wainvestigatel) the antinociceptive
effects of levetiracetam in the somatic (inflammmgtovisceral and neuropathic pain mod&s,
the mechanism of levetiracetam’s antinociceptivfeatfin the inflammatory pain mode) the
effects of two-drug combinations of levetiracetarithwstandard/alternative analgesics in the
inflammatory, visceral and neuropathic pain modealsd 4) the influence of levetiracetam’s
antinociceptive doses on motor performance in expgrtal animals.

Methods: The inflammatory hyperalgesia induced by carrageen rats was used asradel of
inflammatory pain Hyperalgesia and drug/drug combinations effeceyewexamined by a
modified paw pressure test. In this pain modeletieacetam’'s mechanism of action was
evaluated by examining the influence of levetiraoeton GABA-ergic, opioidergic,a,-
adrenergic, serotonergic and adenosine receptdiey aystemic and local peripheral
administration of levetiracetam and correspondimgagonists. In the acetic acid-induced
writhing test in micemodel of visceral paindrug/drug combinations effects were examined.
The model of diabetic neuropathy in mice was usedmodel of neuropathic paiThe diabetes
was induced by streptozotocine and the hyperalgasiadrug/drug combinations effects were
assessed by the radiant heat tail flick test. Rdtdest was used to evaluate the influence of
antinociceptive doses of levetiracetam on motofgoerance in both rats and mice.

Results: In the inflammatory pain model in ratd) levetiracetam exerted dose-dependent
antihyperalgesic effects after sistemic and lo@igheral administratior?) the antagonists of
GABAA-ergic, opioidergic,oz-adrenergic, serotonergic and adenosine recepbhibited the
antihyperalgesic effects of levetiracetad),levetiracetam exerted synergistic interactioniwit
ibuprofen/celecoxib/paracetamol/ceftriaxone/catéeinn the visceral pain model in mice
levetiracetam exerted dose-dependent antinocieeifects and synergistic interactions with
paracetamol and ceftriaxone.the model of diabetic neuropathy in miéevetiracetam exerted

antinociceptive effects, in a dose-dependent mammel synergistic interactions with ibuprofen,



paracetamol, gabapentin, duloxetine and alfa-lipmi. Levetiracetam did not influence the
rotarod performance in both rats and mice in ithaciceptive doses.

Conclusions: Levetiracetam exerted antinociceptive effects mlammatory, visceral and
neuropathic pain models at doses that did not ilmgaptor performance in both rats and mice.
The antinociceptive effect of levetiracetam in thBammatory pain model is, at least in part,
mediated by central GABA and both central and peripheral opioidergig;adrenergic,
serotonergic and adenosine; Aeceptors. Levetiracetam interacted synergisyicallith
standard/alternative analgesics in producing aotteptive effects. These results suggest that
levetiracetam and two-drug combinations of levegtam and analgesics could be useful in a

treatment of inflammatory, visceral and neuropagi@m conditions in humans.

Key words: levetiracetam, mechanism of action, pain modutatictandard/alternative

analgesics, synergism, inflammatory pain, viscpaah, neuropathic pain
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Uvod

| UVOD

Sredfa je odsustvo bola.

Artur Sopehnauer

lako je otklanjanje uzroka bola jedan je od osnb\ailjeva savremene medicine, u praksi
se najeXe sprovodi simptomatska terapija bola. Osnovnivekosimptomatskoj terapiji bola su
tzv. standardni analgetici (opioidi i nesteroidmtigflamatorni lekovi). Méutim, standardni
analgetici pokazuju ogratenu efikasnost u terapiji izvesnih hrémih bolnih stanja. Osim toga,
njihova hronéna primena moze biti pfana zn&ajnim nezeljenim efektima. Zato biternativni
analgetici i/ili kombinovana primena analgetikaogli da budu terapijsko reSenje za izvesna
bolna stanja.

1. Bol — definicija, klasifikacija i terapijski pri stup

Bol se definiSe kao neprijatan dag i emocionalno iskustvo izazvano stvarnim ili
potencijalnim oSt&enjem tkiva (IASP — International Association fau®y od Pain). N&eXi je
simptom koji pacijenta dovodi do lekara. Prema mérau nastanka bol moze biti nociceptivni
i neuropatski (Tondii Stepanovi-Petrovt, 2011) (Slika 1).

BOL |

v
¥ 3
'l Nociceptivni |' Neuropatski
¥ ¥
SomatskKi Visceralni

Slika 1. Klasifikacija bola prema mehanizmu nastanka.

Nociceptivni bol je posledica aktivnosti nervnog sistema kojom seakaipozorava da

na organizam deluje ugrozavéijbolni stimulus (noksa). Nokse mogu biti mehiei, terméke i
hemijske, a sa aspekta terapije bola najame su hemijske nokse, koje se oslidja iz
ishemgnog ili povreienog tkiva (u procesu zapaljenja). Nokse delujspecificne receptore za

bol (nociceptore), ogoljene nervne zavrSetke pnmiarsenzornih neurona, i prouzrokuju
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stvaranje bolnih impulsa. Nociceptivni bol moze bamatski i visceralni (Tonii Stepanowi-
Petrove, 2011).

Somatski bolnastaje kao posledica aktivacije somatskih seizorervnih vlakana, koja
inerviSu povrSinska tkiva (kozu, potkozno tkivo)ksgemitete (migie, zglobove, kosti i
ligamente) i glavu. OBno je jasne lokalizacije. Prema duzini trajanja endsiti akutni (npr.
zubobolja, tenziona glavobolja, opekotine, frakiurkronicni (npr. migrena i artritis) somatski
nociceptivni bol. Akutni somatski bol uglavhom dobreaguje na strandardne analgetike,
nesteroidne antiinflamatorne lekove (NSAIL) i opiej dok hronini neretko zahteva primenu i
alternativnih analgetika (antidepresivi, antiepiieip (Tomi¢ i Stepanou-Petrovt, 2011).

Visceralni bol nastaje zbog povrede/ishemije unutrasnjih orgapa Grca, pléa, jetre,
bubrega) ili spazma glatkih mé&i cevastih organa (npr. &ih i bubreznih puteva). Visceralni
nociceptori su za razliku od somatskih difuzno casjeni (ima ih manje), zato je rezultat
njihove aktivacije nejasno lokalizovan bol, koji 8esto reflektuje na druga tkiva i organe.
Visceralna senzorna vlakna se @itw nalaze u sklopu autonomnih nerava, te je vituebal
cesto préaen simptomima koji su posledica aktivacije autonoginervnog sistema — inina,
povraanje, hipotenzija, znojenje i dr. Visceralni boépra duzini trajanja moze biti akutni (npr.
bol kod akutnog infarkta miokarda, bubrezne tnei kolike) i hronéni (npr. kancer jetre,
ovarijuma i dr.) visceralni nociceptivni bol. Akutaisceralni bol uglavhom dobro reaguje na
standardne analgetike, a u zavisnosti od inteazibetla, koriste se NSAIL-i i/ili opioidi.
Hroni¢ni visceralni bol zahteva primenu standardnih dlternativnih analgetika (antiepileptici,
antidepresivi) (Tondi i Stepanowi-Petrove, 2011; Sikandar i sar., 2012).

Neuropatski bol nastaje usled promena u strukturi i/ili funkcigranih vlakana bolnog

puta. Ovu vrstu bola karakteriSe hiperekscitabtinoservnom sistemu za bol, Sto se manifestuje
kao hiperalgezija(prekomerna bolna reakcija na dejstvo blagih ostimulusa)alodinija (bol
izazvan nebolnim stimulusima, npr. dodirom)spontani bol (bol nastao bez prethodnog
stimulusa). Neuropatski bol prema lokalizaciji mobéi centralni i periferni. Centralni
neuropatski bol nastaje kao posledica lezije uncésmtralnog nervnog sistema (npr. bol nakon
mozdanog udara), a periferni kao posledica lezijeparifernom nervnom sistemu (npr.
postherpetika neuralgija, bolna dijabetesna nuropatija) (Sakai2007; Tomi | Stepanou-
Petrove, 2011). Prema toku neuropatski bol je uvek hiamj a njegova terapigesto je izazov

za Klinicare. U terapiji neuropatskog bola najueefikasnost ostvaruju alternativni analgetici,
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antidepresivi i antiepileptici, te predstavljajuagiju izbora. Neuropatski bol moze da odreaguje
i na opioidne analgetike (npr. morfin, tramadolppikalni kapsaicin, taki®e moze biti efikasan
kod izvesnih perifernin neuropatskih bolova (Téni Stepanov-Petrove, 2011; BNF 66,
2013).

1.1. Neuralni putevi i medijatori u transmisiji bal

Pre percepcije bola, nociceptivni signal prolamzprocese transdukcije, transmisije i
modulacije. Transdukcijapodrazumeva proces kojim energija bolnog stimul(reahanika,
termicka ili hemijska) dovodi do generisanja akcionoggpaijala (bolnog impulsa) u primarnom
senzornom nervnom zavrSetkliransmisija podrazumeva prenos bolnih impulsa najpre do
kicmene mozdine, a potom do viSih nervnih centt@adulacijabola je neuralna aktivnost koja
kontroliSe proces transmisije bolnih impuld2ercepcija bolaje proces integracije prispelih
bolnih impulsa u kortikalnim strukturama odgovornia senzornu i afektivnu komponentu
obrade bola (Marchand, 2010).

Procestransdukcije bolnih impulsa je delindno razjaSnjen. Nociceptivni bol nastaje
stimulacijom receptora za bol - nociceptora. Nggiog nisu receptori u pravom smislu teire
ve¢ predstavljaju razgranate, ogoljene nervne zaveSptkmarnih senzornih aferentnih nervnih
vlakana. KarakteriSe ih visok “prag za okidanjest, ge aktiviraju pod dejstvom stimulusa koji
mogu izazvati oStenje (Rang i sar., 2005). Nociceptori eksprimi@uoske kanale i receptore
za inflamatorne i druge medijatore, kofieastvuju u transdukciji bolnih impulsa. S druge rs¢sa
periferni nervni zavrSeci eksprimiraju i ragle inhibitorne receptorepfopioidergike, oy-
adrenergike, adenozinske A 5-HTigip i GABAA receptore), koji k&e transdukciju i
transmisiju bolnih signala (Millan, 2002; Marcharaf)10). lako do nastanka bola mogu dovesti
intenzivni mehardiki i termicki stimulusi, naje&i stimulatori nociceptora su hemijski medijatori
koji se oslobdaju iz tkiva nakon oStenja, tokom inflamatornih i ishetmih procesa. U
periferne medijatore bola ubrajaju se bradikinprpstaglandini, histamin, serotonin, adenozin-
trifosfat (ATP) (oslobdaju ih mastociti, polimorfonuklearn&elije, trombociti), kao i
interleukini, interferoni, TNF (tumor necrosis fact (oslobdaju ih imunecelije) (Marchand,
2010; Ossipov, 2012). Oslobeni medijatori mogu direktno da aktiviraju nocicagt (ATP,
bradikinin, serotonin, histamin, "Honi) ili indirektno, povéavajlti osetljivost nociceptora na

druge medijatore (prostaglandini, citokini, TNF)i(llsh, 2002). Postoje podaci da se i glutamat
3
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oslobala na periferiji i direktno ekscitira periferne neevzavrsSetke (Carlton i sar., 1995). Sa
perifernih terminala primarnog senzornog neuronabadaju se i supstanca P i CGRP (peptid
slican kalcitoninu). Periferno osloeni medijatori, indukuju vazodilataciju, plazma
ekstravazaciju, privigenje makrofaga i degranulaciju maselija, doprinosé& nastanku
neurogene inflamacije (Shaible, 2007; Marchand0201

Primarna senzorna aferentna vlakna koj&estvuju u transdukciji i transmisiji
nociceptivnih signala dele se na (Shaible, 2007 ,chtand, 2010):

 AJ nervna vlakna— tanka, mijelinizovana nervna vlakna, @grika 1-5 um, brzine
sprovaienja 5-30 m/s. Postoje 2 tipa Alakana: 1) mehanoreceptori visokog praga koji
registruju intenzivne i potencijalno opasne metlasi a izuzetno i terrske stimuluse i
2) polimodalna A vlakna koja odgovaraju na mehéie, terméke i hemijske stimuluse.
Njihovom aktivacijom, nastaje oStar, dobro lokalian, kratkotrajan bol (“primarni —
brzi bol”).

* C-polimodalna nervna vlakna tanka, nemijelinizovana nervna vlakna,cpika 0,2-1,5
um, brzine sprovéenja 0,5-2 m/s. Najbrojnija su nociceptivna vlakkaja registruju
mehanéke, terméke i hemijske stimuluse. Aktivacijom ovih vlakanastaje difuzan i
dugotrajan bol koji traje i po prestanku dejstuengtusa (“sekundarni — spori bol”).

Nakon oStéenja nerava i A nervna vlakna, koja u normalnim uslovima sprovosdolne
stimuluse (vibracija, dodir), mogucestvovati u transmisiji i modulaciji bola. To sulike,
mijelinizovana vlakna, ptaika 6-12um, brzine sprovienja 35-75 m/s (Marchand, 2010).

Tela primarnih senzornih neurona smeStena su uabhimz spinalnim ganglijama, a
njihovi centralni terminali ulaze u &nenu mozdinu gde ostvaruju singgd veze sa
sekundarnim senzornim neuronima (prevashodno kkani u laminama I, Il i V zadnjih
rogova kémene mozdine) (Marchand, 2010). Informacije sa arnmag na sekundarni neuron
bolnog puta prenose brojni peptidni medijatori: apca P, neurokinin A, vazoaktivni
intestinalni peptid (VIP), CGRP, kao i nepeptidnednatori: glutamat, aspartat, ATP, NO,
prostaglandini (Millan, 2002). Primarni senzorniuren stupa u interakciju i sa brojnim
inhibitornim i ekscitatornim spinalnim interneuram koji moduliSu nociceptivne signale pre
nego sekundarni neuron posalje informaciju u vi&ame centre (Marchand, 2010).

Sekundarni senzorni neuroni formiraju nekoliko asiEntnih puteva kojim se bolni

signali prenose u viSe nervne centre, dmekojima su najzngjniji spinotalamiki i
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spinoretikulotalandiki trakt (Slika 2). Neuroni spinotalatikog puta daju projekcije u lateralna
jedra talamusa, a spinoretikulotal@kog puta u medijalna jedra talamusa i jedra sregdnje
mozga (periakveduktalna siva masa - PAG i nuclapse magnus — NRM; strukture ukigne

u endogenu modulaciju bola) (Schaible, 2007; Mardha010).

Sekundarni neuroni lateralnih i medijalnih jedaaéamusa prenose bolne impulse na
tercijarne neurone bolnog puta. Tercijarni neurbolnog puta iz lateralnog talamusa Salju
aferentne signale do primarnog (S1) i sekundarn®g) (somatosenzornog korteksa. Ove
strukture odgovorne su za svesno dozivljavanjeralkarizaciju bola (lokalizacija, intenzitet i
duzina trajanja bola). Tercijarni neuroni medijalpédara talamusa daju projekcije u liktk=
strukture (anterior cingulated cortex i insulagyrus cingulatus koje su ukljgene u
emocionalno-afektivnu obradu bola (Schaible, 208&tchand, 2010) (Slika 2).

Promene u transdukciji i transmisiji bolnih impulsa u inflamaciji. Na periferiji moze
doi do promene broja/aktivnosti jonskih kanala [TRP{dansient receptor potential cation
channel subfamily V member 1) - kanali; voltazneigai Na'-kanali; voltazno-zavisni G&
kanali N-tipa; voltazno-zavisni Kkanali; ASICs (acid-sensing ion channels) - kanaétljivi na
nizak pH] i receptora za inflamatorne medijatorg k@estvuju u transdukciji bolnih impulsa.
Oslobateni medijatori zapaljenja snizavaju prag okidangeiceptora i dovode dperiferne
senzitizacije nociceptora. Na spinalnom nivou: 1) pésea se osloktanje ekscitatornih
neurotrasmitera (glutamata, supstance P, neur@kidini CGRP) sa centralnih terminala
primarnog senzornog neurona; 2) péaa se oslolitanje prostaglandina i citokina iz neurona i
glija ¢elija; 3) dolazi do ushodne regulacije atkrih subjedinica receptora za glutamat (NR1 i
GluR1) i povéane osetljivosti sekundarnog neurona bolnog puta, ddprinosi nastanku
centralne senzitizacijéSaegusa i sar., 2001; Shaible, 2007; Takeda, iZai1).

Promene u transdukciji i transmisiji bolnih impulsa nakon oStéenja nerava.
Ost&ena nervna vlakna pokazuju osobinu ekinpg praznjenja na mestu povrede i u telu
neurona u dorzalnom spinalnom ganglionu. Ekiapipraznjenje moze da se javi b A C-
vlaknima, ali i AB-vlaknima. Razliiti mehanizmi mogu doprineti nastanku spontanog
elektricnog praznjenja u ostenim nervima: 1) promena broja jonskih kanala odgow za
transdukciju bolnih impulsa (povava se ekspresija €akanala N-tipa; pouava se ekspresija
tetrodotoksin (TTX)-osetljivih Nakanala, a smanjuje ekspresija TTX-rezistentnifi-kénala);

2) inflamatorni medijatori (npr. bradikinin, NO itckini) mogu da ekscitiraju o&tene neurone i
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3) poveena osetljivost na simpatikusnu stimulaciju (Saadusar., 2001; Yaksh, 2006; Shaible,
2007). Spinalna hiperekscitabilnost se u neuropat&lolnim stanjima, barem deligrio, moze
objasniti: 1) povéanom osetljivo&u i spontanim eleknim praznjenjem spinalnih neurona, Sto
je pra&eno razvojem hiperalgezije i alodinije i Sirenjeraceptivnog polja; 2) gubitkom
inhibitornih interneurona procesom apoptoze ili edsl ekscitotoksnosti oslobdenih
neurotransmitera (Shaible, 2007; Ossipov, 2012kuD@ntovana je i uloga gligelija (astrocita

i mikroglija) u razvoju i odrzavanju neuropatskogldy koje nakon povrede, postaju reaktivne i
pacinju da oslobdaju faktore koji deluju pronociceptivno (Marcha2.10).

Neuralni putevi za transmisiju i modulaciju bolékpzani su na Slici 2.

cC
= g,
< (3)
4
\
PAG ,\ Srednji mozak
4 Srednji mozak
I Medula (2) 3
NRM >~ h :
Medula
\
Spinoretikulotalamicki trakt -—»]l! <« Spinotalamicki trakt A-beta
Primarni — W ! A-delta i
neuron 'Q\ Kiémena moZdina C-viakna

bolnog puta s

(A-delta i i
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Sekundarni neuron mo3dina
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TRANSMISIJA MODULACIJA

Slika 2. Levo: Sistem za transmisiju bolnih impulsaolni impulsi se sa primarnog §A C-vlakna) prenose

na sekundarni neuron bolnog puta u zadnjim rogoviidimene moZzdine. Sekundarni senzorni neuroni ulaze u
sastav dva glavna ushodna puta, spinotatdarii spinoretikulotalamiki, kojim se bolni signali prenose u vise
nervne centre. U talamusu se informacija sa sekumatpprenosi na tercijarni neuron bolnog puta, kdgje
projekcije u somatosenzorni korteks (S1 i S2) biifre strukture (ACC, anterior cingulate cortex i ihgu
PAG - periakveduktalna siva masa; NRM — nucleuh@amagnusDesno: Sistem za modulaciju bolnih
impulsa. 1) spinalni modulatorni mehanizmi; 2) descendentodulatorni mehanizmi iz srednjeg mozga i 3)
descendentni modulatorni mehanizmi iz viSih nervegéimtara (Preuzeto i prilagteno prema referenci
Marchand, 2010).
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1.2. Modulacija bola

Modulacija bola je neuralna aktivnost koja kon&elproces transmisije bolnih impulsa, a
moze biti facilitatorna ili inhibitorna. Odvija sea svim nivoima bolnog puta, perifernom,
spinalnom i supraspinalnom (Shaible, 2007; Marcha6dO0).

Na periferiji , modulacija bola je uglavnom facilitatorna. Iz eé&hog tkiva, kao i iz
samih senzornih neurona, osldafu se razlite pronociceptivhe supstance (prostaglandini,
bradikinini, K" i dr.) koje direktno ili indirektno snizavaju pragetljivosti nociceptora na i oko
mesta povrede, indukuju primarnu hiperalgeziju Primarna hiperalgezija se moze objasniti
pove&anom senzitizacijom nociceptora na réii bolne stimuluse, Sirenjem receptivnog polja i
gubitkom centralne inhibicije na mestu povrede (&) 2002; Marchand, 2010).

Na spinalnom nivou odvija se jedan od najzéegnijih i najkompleksnijih modulatornih
uticaja na transmisiju bolnih impulsa. Lokalni imteuroni dorzalnih rogova &nene mozdine
mogu biti ekscitatorni i inhibitorni. M@na inhibitornih interneurona ima GABA-etgu i/ili
glicinergicku aktivnost. Uloga inhibitornih interneurona je dare€i nekontrolisano Sirenje
ekscitacije (Millan, 1999; Shaible, 2007; Pan i.,s2008). Prema *“teoriji kapije” substantia
gelatinosai (SG) zadnjih rogova kmene mozdine susti se facilitirajii ushodni (ascendentni)
uticaji sa periferije i uglavnom inhibitorni nishmid(descendentni) uticaji viSih nervnih centara.
U zavisnosti od preovladavdg komponente, koan uticaj moze biti facilitacija ili inhibicija
transmisije bolnih impulsa (Millan, 2002; Marcha2®10).

Iz supraspinalnih centara polaze descendentni modulatorni putevi koji kool
transmisiju bolnih impulsa na nivoucknene mozdine (Marchand, 2010). Verovatno najajma
modulatorni uticaji polaze iz mozdanog stabla. i8tire mozdanog stabla ukfiene u endogenu
modulaciju bola su periakveduktalna siva masa (PAfgjira rostroventralne medule (RVM):
nucleus raphe magnuéNRM), nucleus reticularis gigantocellularis pars alphanucleus
reticularis paragigantocellularis lateralisPAG prima informacije iz hipotalamusa, talamusa,
limbic¢kih struktura i korteksa i predstavlja relejnu starpreko koje viSi nervni centri kontroliSu
nociceptivnu “kapiju” u zadnjim rogovima &nene mozdine. Descendentni putevi iz PAG se
uglavnom projektuju do jedara RVM, a manjim deloirekino do spinalnih neurona (Millan,
2002; Shaible, 2007). Jedra RVM daju projekcijektdimnene mozdine, gde ostvaruju sinapsu sa

inhibitornim interneuronima u SG ili sekundarnim unenima bolnog puta. Glavni
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neurotransmiteri na ovim sinapsama su serotonikefahin i noradrenalin, a njihov uticaj na
transmisiju bola je inhibitoran (Shaible, 2007; Pes, 2012). JoS jedan vazan descendentni
inhibitorni put polazi izlocus coeruleus (LC), koji posredstvom noradrenalina dovodi do
inhibicije transmisije na nivou &mene mozdine (Rang i sar., 2005). Opisani inhihitputevi

koji polaze iz PAG, RVM i LC gestvuju udescendentnoj inhibitornoj kontroli bola.

Kod perzistentnih bolnih stanja (npr. nakon inflaifei oSt€enja nerava), dolazi do
promena u opisanim modulatornim mehanizmima i rgzveuroplasttnosti bolnog puta.
Smatra se da ponavljana stimulacija C-vlakana pgpetransmisiju kroz zadnje rogove
kicmene mozdine (tzvwind-ug fenomen) mehanizmima koji ukuju produzeno osloldanije
glutamata i poslednu aktivaciju N-metil-D-aspartat (NMDA) receptordime se povéava
osetljivost nociceptora i smanjuje prag okidanjauselarnih neurona bolnog puta, Sto moze
rezultirati razvojem hiperalgezije i alodinije. Qvi@nomen je oliino tranzitoran, ali takie

moze doprineti nastanku hrénbg bola (Marchand, 2010; Ossipov, 2012).

1.2.1. Uloga GABA-ergikog sistema u modulaciji bola

Gama-amino-buterna kiselina (GABA) je glavni inldoni neurotransmiter u centralnom
nervnom sistemu (CNS). GABA d& na transmisiju bolnih impulsa posredstvom GABA
GABAg receptora. Podaci ukazuju na prisustvo GABA<Xigi receptora na aksonima
nemijelinizovanih aferentnih vlakana (Carlton i.sat999). lako su GABA-ergki neuroni
distribuirani Sirom CNS-a, najzéaniji modulatorni uticaj imaju GABA-erdgki interneuroni
lokalizovani u zadnjim rogovima &inene mozdine (tzv.¢tvari kapije”), gde kée transmisiju
nociceptivne informacije ka viSim nervnim centrihdillan, 2002; Sawynok, 2003).

Na periferiji, GABAA i GABAg receptori lokalizovani su na aksonima perifernih
aferentnih nervnih vlakana. Izvori periferne GAB/se najverovatnije sami primarni aferentni
neuroni koji sadrze glutamat, koji se procesom de)esilacije moze konvertovati do GABA-e
(Carlton i sar., 1999; Sawynok, 2003; Gangadharaari, 2009). Pokazano je da lokalna
periferna primena GABAagoniste, muscimola, ostvaruje kontradiktorne tefekformalinskom
testu (inicijalno antinociceptivne, potom pronogtene efekte) (Carlton i sar., 1999). Lokalna

periferna primena GABA agoniste, baklofena, smanjuje razvoj meblani hiperalgezije
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izazvane PGE(Reis i Duarte, 2006). S druge strane, izostakfilasnost lokalno primenjenih
GABA i GABA;g agonista u tretmanu bola nakon hirurSkog rezacoya(Reichl i sar., 2012).

GABA-ergicki inhibitorni neuroni lokalizovani su Siroki émene mozdine U dorzalnim
rogovima, GABA-ergiki interneuroni formiraju akso-aksonske sinapse @antralnim
terminalima primarnih aferentnih neurona (presiit&gat inhibicija) i akso-dendritske i akso-
somatske sinapse sa sekundarnim neuronima bolndg Goostsinaptka inhibicija).
Postsinaptiku inhibiciju, GABA-ergiki neuroni rade u sadejstvu sa glicinékgin inhibitornim
neuronima. GABA i GABAg receptori lokalizovani su presinaf{i (ha primarnom neuronu
bolnog puta) i postsinagki (na sekundarnom neuronu bolnog puta) (Shail®72Pan i sar.,
2008; Zeilhofer i sar., 2009). Aktivacijom ovih sgtora, GABA i GABA agonisti inhibiraju
transmisiju bolne informacije ka supraspinalnim tdema, mehanizmima koji ukljuju
inhibiciju oslob@anja glutamata i neuropeptida iz primarnog neurdwnog puta i
hiperpolarizaciju membrane postsingptig neurona (Pan i sar.; 2008; Ren i Dubner, 2010).
Pokazano je da intratekalna primena GABAgoniste, izoguvacina, sgeva razvoj taktilne
alodinije i terméke hiperalgezije u neuropatskom bolu u pacova (R2ubner, 2010). GABA
agonista, baklofen, primenjen intratekalno, ostparantinociceptivno dejstvo u akutnim i
hronicnim animalnim modelima bola (Pan i sar., 2008). i@kb spinalne GABA-ergike
inhibitorne kontrole smatra se glavnim uzmdkom nastanka hroémog bola (Zeilhofer i sar.,
2009).

Na supraspinalnom nivou GABA-ergicki neuroni ostvaruju kompleksan uticaj na
modulaciju bola (inhibicija i facilitacija). Inhibran uticaj GABA-erdgikih neurona na
transmisiju bola zabelezen je na nivou: 1) RVM4&agcilitacijom descendentne serotonékgi
inhibitorne struje, ¢ime se potencira descendentna inhibitorna konttodéa; 2) LC-a -
potencijacijom descendentne noradrendwiinhibitorne struje; i 3) cerebralnog korteksa -
poveanjem praga osetljivosti prema bolnim drazima mstacijom descendentne inhibitorne
kontrole bola (Millan, 2002; Jasmin i sar., 200Q@pisana su i facilitatorna dejstva GABA-e i
GABA agonista na nivou: 1) PAG-a, gde mikroinjekCiGABA, antagoniste ostvaruje
analgettko dejstvo, blokadom inhibitornog dejstva GABA-e mi@scendentne inhibitorne
puteve; 2) RVM-e i LC-a — direktnom i indirektnomhibicijom descendentnih serotoneigdh i
noradrenergkih inhibitornih puteva; i 3) cerebralnog korteksamanjenjem praga osetljivosti

prema bolnim drazima (Millan, 2002; Jasmin i s&003). Na bazi navedenog, moze se
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zakljwiti da je uloga GABA-erdgikih mehanizama u supraspinalnoj modulaciji bolamao
kompleksna i joS uvek nedovoljno razjasnjena.

Zbog kompleksnog uticaja na modulaciju bola, k&wake rasprostranjenosti GABA-e u
CNS-u i potencijalnih nezeljenih efekata (sedaaiemtorna inkoordinacija), kliska primena
GABA agonista kao analgetika nije zazivela.ddgém, mnogi analgetici i anestetici koji secve
koriste u klingkoj praksi ili se ispituju kao potencijalni analgétdeluju izmeu ostalog i na taj
n&in Sto aktiviraju GABA-ergike inhibitorne mehanizme (direktno ili indirektn&oriS¢cenjem
animalnih modela bola pokazano je da na ovajmdeluju: morfin (Jia i sar., 2004), baklofen
(Pan i sar., 2008); midazolam (Shih i sar., 20@&ybamazepin i okskarbazepin (Stepatovi
Petrovt i sar., 2008a), topiramat (Paranos i sar., 2048) i

1.2.2. Uloga opioidergkog sistema u modulaciji bola

Opioidergeki sistem je centralna karika endogenog sistemanmaulaciju bola.
Opioidergtki neuroni i/ili opioidergéki receptori ukljgeni su u modulaciju bola na perifernom,
spinalnom i supraspinalnom nivou. Endogeni opioidpioidni analgetici utiu na modulaciju
bola posredstvom Siroko rasprostranjenih k- i o-opioidergtkih receptora (-receptori
posreduju klingki relevantne efekte) (Sawynok, 2003; Marvizonri,s2010).

Na periferiji, opioidergéki receptori prisutni su na perifernim terminalima
mijelinizovanih i nemijelinizovanih senzornih nensy simpatikim postganglijskim neuronima
i imunim ¢elijama (Sawynok, 2003; Marvizon i sar., 2010).ifeeni opioidergéki mehanizmi su
posebno zn&jni za modulaciju bola u inflamaciji (Sawynok, 2)0 Inflamacija povéava
dostupnost (dolazi do prekida perineuralne banijerekspresiju opioidergkih receptora na
perifernom senzornom neuronu, kao i osttayge endogenih opioida iz imundelija (limfocita,
makrofaga i mastelija) (Marvizon i sar., 2010). Aktivacija perifemopioidergékih receptora
na senzornim neuronima smanjuje njihovu ekscitabiink@i propagaciju akcionih potencijala i
oslobaanje neuropeptida (Sawynok, 2003). Postoje brdigperimentalni dokazi da periferno
primenjeni agonisti opioidergkih receptora ostvaruju antinociceptivno dejstvanodelima
inflamatornog bola, prtemup-agonisti uglavnom ostvaruju & efikasnost u odnosu ma i d-

agoniste, mada efekat zavisi od prirode bolnogudtisa i kori$enog proinflamatornog sredstva.
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Pokazano je da periferno primenjen morfin ostvaefijgasnost i u klinikim uslovima (operacija
kolena, dentalna hirurgija, artritis) (Sawynok, 2D0

Glavni izvor endogenih opioida (enkefalina, dinoaj na spinalnom nivou su
interneuroni, a verovatno udela imaju i aksoni agpmalnih neurona. Endogeni opioidi i
opioidni analgetici kontroliSu proces transmisi@rish impulsa putem opioidergiih receptora
eksprimiranih na neuronima superficijalnih lamina (I) zadnjih rogova kimene mozdine i
dorzalnom ganglionu (Pan i sar., 2008; Marvizomr.,s2010). Intratekalno primenjeni opioidi
smanjuju oslobdanje ekscitatornih neurotransmitera (pre svegaagiata) iz primarnog
aferentnog neurona blokadom N-tipa’Geanala (presinaptka inhibicija) i inhibiraju aktivnost
sekundarnih aferentnih neurona otvaranjen-k&nala i poslednom hiperpolarizacijom
(postsinaptika inhibicija) (Shaible, 2007; Khalefa i sar., 2D1ZEkspresija opioidergkih
receptora se menja u zavisnosti od bolnog stampja, astéenje nerava smanjuje ekspresiju
receptora u Kimenoj mozdini, zato su antinociceptivni efekiiragonista smanjeni u
neuropatskim bolnim stanjima. Nasupnot,eceptori su ushodno regulisani u neuropatskifi, a
receptori u hrorinim inflamatornim bolnim stanjima (Pan i sar., 208

Nasupraspinalnom nivou brojne strukture uklgene u obradu bolnih impulsa (talamus,
hipotalamus, PAG i RVM) eksprimiraju-opioidergtke receptore (Khalefa i sar., 2012), ali se
smatra da je RVM kljéni region opioidne analgezije (Finnegan i sar.,£20an i sar., 2008).
Pokazano je da stimulacija PAG-a ili NRM-a dovodi dove&anog spinalnog oslofianja
opioida i potenciranja descendentne serototkegii noradrenergke inhibitorne kontrole
nociceptivne transmisije udnenoj mozdini (Marvizon i sar., 2010). Opioideidi mehanizmi
ukljuceni su u antinociceptivno dejstvo opioidnih analggtali i mnogih drugih supstanci. U
eksperimentalnim modelima bola, pokazano je da gustvom opioidergkih receptora
(direktno ili indirektno), antinociceptivno dejstwstvaruju paracetamol (Sandrini i sar., 2007),
ketorolak (Uphouse i sar., 1993), amitriptilin (§@iesar., 1998) i topiramat (Lopes i sar., 2009).
Imajuéi u vidu visoku efikasnost opioidnih analgetika,j &l nezeljena dejstva (sedacija,
respiratorna depresija i konstipacija) koja ogtamaju njihovu primenu u hrofnim bolnim
stanjima, jasno je da postoji potreba za lekoviroa ki aktivirali opioidergtke inhibitorne

mehanizme, ali uz povoljniji profil nezeljenih digsa.
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1.2.3. Uloga noradrenergkog sistema u modulaciji bola

Noradrenalin (NA) ima zri@ajno mesto u endogenoj modulaciji bola. Glavni izZM& su
postganglijska simpatka nervna vlakna na periferiji i noradrenekg jedra mozdanog stabla u
CNS-u (Petrovaara, 2006). Za modulatorno dejstvo 24&ajni su ay-adrenergiki receptori
(klonirana su 3 podtipaya, ogs i 02c), Siroko distribuirani u perifernom i centralnorermnom
sistemu (Pan i sar., 2008). Aktivacijom ralh podtipova a,-adrenergikih receptora na
razlicitim nivoima bolnog puta, mogu se objasniti supaotnodulatorna dejstva NA (facilitacija
i inhibicija).

Noradrenalin nema ztajan uticaj naperifernu modulaciju bola u fizioloSkim
uslovima, vé u neuropatskim i inflamatornim bolnim stanjimagguktvaruje i pronociceptivne i
antinociceptivne efekte. Literaturni podaci ukazdm nakon oStenja perifernog nerva/tkiva
dolazi do interakcije (tzv. kuplovanja) izide simpattkog i primarnog senzornog neurona, koja
je praena puplienjem simp&kog vlakna, promenom u ekspresiji i/ili osetljiviosdraienih
podtipovaay-adrenergikin receptora i pow@nim oslobdanjem NA i drugih medijatora (npr.
prostaglandina) koji moduliSu aktivnost oba tipakdna (Janig i sar., 1996; Petrovaara, 2006).
JoS uvek je predmet polemike koji podtip periferniftadrenerdgikih receptora posreduje
pronociceptivne, a koji antinociceptivne efekte Niajuéi u vidu kontradiktorne podatke
bihejvioralnih i elektrofizioloSkih studija. Pretp@vlja se da je pronociceptivno dejstvo Ndy-
adrenergikin agonista posredovanoogg-adrenergikim receptorima lokalizovanim na
simpattkom postgangliiskom neuronu, a antinociceptivnho s oyc-adrenergikim
receptorima na primarnom aferentnom neuronu, dgk-adrenergiki receptori mogu
posredovati oba efekta (Sawynok, 2003; Petrovazdag). Antinociceptivno dejstvo NA na
periferiji dodatno se moZe objasniti pdaeim oslobdanjem opioida iz imunihc¢elija i
smanjenom ekspresijom citokina u stanjima nakoe¢esgfa tkiva/nerava. Ovi efekti su taie®
posredovand-adrenergikim receptorima (Petrovaara, 2006).

Na spinalnom nivou, NA oslobaaju aksoni descendentnih neurona koji polaze iz
mozdanog stabla. Oslobeni NA suprimira spinalnu transmisiju bola: 1) aktijom opa-
adrenergikih receptora na centralnim terminalima primarndgrentnog neuron&ime se
inhibira oslobdanje ekscitatornih neurotransmitera (presirg&gtinhibicija); 2) aktivacijonu-

adrenergikih receptora na sekundarnom neuronu bolnog pptesledénom hiperpolarizacijom
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(postsinaptika inhibicija); 3) axc-receptor posredovanom inhibicijom ekscitatorniiinajmih
interneurona; i 4)os-receptor posredovanom aktivacijom GABA-eigh i glicinergickih
inhibitornih interneurona (Petrovaara, 2006; Osgip@012). Pokazano je da intratekalno
primenjeni klonidin, agonisti,-adrenergikin receptora, ostvaruje antinociceptivno dejstvo u
akutnim i hronénim animalnim modelima bola, ali i u klitkoj praksi (Pan i sar., 2008).

Na supraspinalnom nivou uloga NA u modulaciji bola moze biti facilitata@nili
inhibitorna u zavisnosti od supraspinalnog mestabaganja, tipa aktiviranih adrenetgih
receptora i intenziteta i duzine trajanja bolnagnatusa. Pretpostavlja se da supraspinani
adrenergiki receptori na noradrenetgim neuronima (autoreceptori) posreduju pronocivept
efekte NA iap-agonista, dok supraspinalnp-adrenergiki receptori na ne-noradrenetigim
neuronima (heteroreceptori) posreduju antinocigeptiefekte. Naju& i najznédajnija grupa
noradrenergkih neurona u mozgu jéocus coeruleugLC). LC je prevashodno ukken u
inhibitornu modulaciju perzistentnog bola (Petraaaissar., 2006).

U animalnim modelima bola pokazano je da posredstug-adrenergikih receptora,
antinociceptivho dejstvo ostvaruju diklofenak, ketafen i piroksikam (Pinardi i sar., 2002),
tramadol (Kimura i sar., 2012), lidokain (Saadéai.s2012), venlafaksin (Berrocoso i Mico,
2007), karbamazepin i okskarbazepin {kavi¢ i sar., 2006a) i gabapentin (Tanabe i sar., 2005).
Sistemsku terapijsku primenug-agonista kao Sto su klonidin i deksmedetomidimanigavaju
nezeljena dejstva (sedacija, hipotenzija). Daljemé&koloSke manipulacije idu u smeru
pronalazenja selektivnin za odemi podtip a,-adrenergikin agonista uz povoljniji profil

nezeljenih dejstava.

1.2.4. Uloga serotonergkog sistema u modulaciji bola

Uloga serotonergkog sistema u modulaciji bola je veoma kompleks®erotonin (5-
hidroksitriptamin, 5-HT) ima dvostruku ulogu (infdha i facilitacija) u procesu nastanka i
transmisije bolnih impulsa. Raziii 5-HT receptori distribuirani Sirom centralnogperifernog
nervnog sistema posreduju ove efekte (Kayser i 3aL0).

Pokazano je da 5-Hma periferiji aktivira nociceptore i po¥ava njihovu osetljivost na
druge algogene medijatore, dopringisea taj na&in perifernoj senzitizaciji i hiperalgeziji nakon

inflamacije i oStéenja nerava (Kayser i sar., 201@vor 5-HT na periferiji su trombociti,
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mastociti i endoteln&elije nakon oStgenja tkiva (Lin i sar., 2011a). Lokalno periferno
primenjeni 5-HT, sam ili u kombinaciji sa drugim diatorima zapaljenja (PGE bradikinin,
NA i histamin), izaziva u glodara spontano bolnc@&anje i bolnu preosetljivost. Periferna
dejstva 5-HT su uglavnom posledica aktivacije jooynih 5-HT; i metabotropnih 5-Hi, 5-HT,

i 5-HT,4 receptora (Sawynok, 2003). lako postoje kontradiktliteraturni podaci, preovliadavaju
oni koji ukazuju da aktivacija perifernih 5-HJ.g, 5-HTs i 5-HT, posreduje pronociceptivne
efekte. S druge strane, periferno primenjeni ago®ddT,g/1p receptora (triptani) ostvaruju
antinociceptivno dejstvo (Sawynok, 2003; Kaysaari,&2010; Lin i sar., 2011a).

I na spinalnom nivou, razlciti podtipovi 5-HT receptora posreduju rdzie
(antinociceptivne i pronociceptivne) efekte 5-HB-HT agonista. Agonisti spinalnih 5-HA
receptora, eksprimiranih na izvesnim interneuroningpinotalamikim neuronima, ostvaruju
antinociceptivne efekte u raglim animalnim modelima bola (Kayser i sar., 201Aktivacija
5-HTig1p receptora na centralnim terminalima primarnog seva neurona, smanjuje
oslobatanje ekscitatornih neurotransmitera (supstance GRR), inhibirajii nociceptivnhu
transmisiju (Kayser i sar., 2010). Antinociceptiveéekte posreduju i 5-HRoc | 5-HT3
receptori, ¢ija aktivacija pospeSuje spinalnu inhibitornu GABg€ku i glicinergcku
neurotransmisiju (Xie i sar., 2012). U vezi sa apiim 5-HT; receptorima, pokazano je da mogu
biti uklju¢eni i u facilitaciju nociceptivne transmisije, sznlom da 5-HE antagonisti inhibiraju
oslobatanje supstance P i CGRP iz centralnih terminal@gmog aferentnog neurona (Kayser i
sar., 2010).

Tela serotonergkih neurona nalaze se u jedrima mozdanog stal#asyrga u NRM-u.
Odatle polaze descendentni serotoriigputevi koji moduliSu transmisiju bolnih impulsa
nivou kicmene mozdine. Pokazano je da primena selektivnéill{a- antagoniste u RVM
smanjuje neuropatsku hiperosetljivost. Ovaj podaiakogao da ukaze da endogeno osiieind
5-HT putem supraspinalnih 5-HJ receptora (autoinhibitorni receptori) tono suprimira
descendentne inhibitorne mehanizme u neuropatskamjirma. Antagonisti ovih receptora
potenciraju antinociceptivho dejstvo antidepresivanimalnim modelima neuropatskog bola.
Brojne supraspinalne strukture (retikularna forgacNRM, talamus, cerebralni korteks i
limbicke strukture) eksprimiraju 5-HX receptore, a antagonisti ovih receptora mogu biti
efikasni u tretmanu razitih bolnih stanja. Pokazano je da 5-4antagonisti (npr. granisetron,

koristi se kao antiemetik), mogu biti efikasni attnanu hroriinog neuropatskog bola u ljudi. Na

14



Uvod

bazi navedenog, moze se zakijuda 5-HT nasupraspinalnom nivou prevashodno facilituje
nociceptivhu transmisiju, a da antagonisti odgowgéia 5-HT receptora mogu imati
potencijalnu terapijsku primenu (Kayser i sar., @01

Posredstvom serotonetgih mehanizama antinociceptivho dejstvo u animalnim
modelima bola ostvaruju paracetamol (Bonnefontri, 2003), morfin (Dogrul i Seyrek, 2006),
paroksetin (Kesim i sar., 2005), venlafaksin (Beosn i Mico, 2007) i pregabalin (Rahman i
sar., 2009).

1.2.5. Uloga adenozinskog sistema u modulaciji bola

Adenozin, neuromodulator i lokalni hormon, ostvarujSestruke uticaje na transmisiju
bolnih signala na perifernom, spinalnom i supraaipiom nivou, tj. na svim mestima zagnim
za nastanak i prenos bola. Modulatorno dejstvo @@ea posredovano je adenozinskim
receptorima (A Aza, Azg, Az) (Sawynok, 2007).

Adenozin ostvaruje kompleksan uticaj na moduladipla na periferiji (inhibicija i
facilitacija) Sto zavisi od tipa receptora koji aktiviraju, njihove lokalizacije, kao i od stanja
tkiva (inflamacija, oStéenje nerava i sl.). Adenozinski receptori su naf@i eksprimirani na
perifernim terminalima primarnog senzornog neuroa i Aza), kao i na imunim i
inflamatornim ¢elijama (Aa, Azs | Az) (Burnstock i Sawynok, 2010). Pretpostavlja se da
adenozinski A receptori zapravo na primarnom senzornom neurostoe kao kompleks od tri
receptora, zajedno gaopioidergtkim i axc-adrenergikim receptorima (Aley i Levine, 1997).
Lokalna periferna primenafagonista u zadnju Sapu pacova ostvaruje antinoic®, a Aa
agonista pronociceptivno dejstvo u animalnim maodalbola. Pronociceptivne efekte posreduju
i Axg i Az receptori prisutni na maselijama, putem osloldanja histamina i 5-HT, koji dalje
stimuliSu nociceptore (Sawynok, 2007).

Na spinalnom nivou, adenozinski A receptori imaju znsjnu inhibitornu ulogu na
proces transmisije bolnih signala, a lokalizovamiuslaminama 1 i Il. Agonisti spinalnih /A
receptora ostvaruju antinociceptivno dejstvo uitdzh eksperimentalnim modelima bola, Sto je
potvrdeno izostankom dejstva nakon primene selektivnihaAtagonista. Glavni mehanizmi
ukljuceni u spinalnu antinocicepciju posredovanuréceptorima su: 1) povanje propustljivosti

postsinaptikin neurona za K i njihova hiperpolarizacija i 2) presinagita inhibicija
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oslobatanja supstance P, CGRP i glutamata sa centralmihinala primarnog senzornog
neurona (Sawynok, 2007). Manje je poznata ulogaaspih Aca, Asg | Az receptora. Postoje
izvesni dokazi da agonisti.A receptora takie ostvaruju antinociceptivno dejstvo, ali slabijeg
intenziteta u pomenju sa A agonistima (Sawynok, 2007). Vezano za spinalninedi@ski
sistem, vazno je hapomenuti da opioidi (posredoyargceptorima) i monoamini (posredovano
5-HT; i ap-adrenergikim receptorima) ostvaruju antinociceptivno dejstetelimicno i
pove&anjem spinalnog oslobianja adenozina (Sawynok i Liu, 2003).

Uloga supraspinalnih adenozinskih receptorau procesu prenosa i modulacije bola
slabije je ispitana. Raspolozivi eksperimentalnilg@ ukazuju da i na supraspinalnom nivou A
receptori imaju inhibitornu modulatornu ulogu. Ma#o i sar. (2007) su pokazali da
mikroinjekcija A, agoniste u PAG ostvaruje antinociceptivno dejavplantarnom (ternika
stimulacija) i formalinskom testu. Supraspinalneléf doprinose ukupnom antinociceptivhom
dejstvu sistemski primenjenihyAgonista.

Adenozinski receptori (natdi A; podtipa), kao ciljno mesto vezivanja, mogu biti
potencijalna meta za razvoj novih analgetika. Mnagglgetici koji se ue koriste u klinékoj
praksi delom ostvaruju analggki efekat direktnom ili indirektnom interakcijom sa
adenozinskim receptorima. U tom kontekstu mozenvestastandarne analgetike: opioide (Keil
i Delander, 1995) i paracetamol (Liu i sar., 2018}, i izvesne alternativne analgetike:

amitriptilin (Sawynok i sar., 2008), karbamazepwokskarbazepin (Toraii sar., 2004).
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2. Uloga antiepileptika u terapiji bola

Antiepileptici se primenjuju u terapiji bola od @®-godina proSloga veka i to
prevashodnmeuropatskog bolgBirse i sar., 2012). Ovo je delitmo a:ekivano imajidi u vidu
da epilepsija i neuropatski bol delecsli etiopatogenetsku potku. PatofizioloSki proces s®
nalazi u osnovi “wind up” fenomena na nivou zadmpigova kémene mozdine, koji se smatra
osnovnim mehanizmom nastanka centralne senzitiz&oij neuropatskog bola, veoma jeasti
“kindling” fenomenu u hipokampalnim neuronima u lepsiji. U oba procesa deSavaju se
neuroplastine promene, pre svega usled aktivacije NMDA receptza glutamat, Sto za
posledicu ima hiperekscitabilnost postsingpti neurona. Pored toga, poznato je da nakon
oStetenja senzornog nerva, dolazi do promena u ekspgesip za N& i C&*-kanale i njihove
akumulacije na senzornim neuronima, snizavanja gordgpolarizacije neurona i Stvaranja
ektopekih zariSta. Opisana spontana elektrogeneza u patskom bolu stna je elektdnom
praznjenju u epilepsiji (Backonja, 2002; Pappagal®03; Rogawski i Loscher, 2004).
Antiepileptici se primenjuju u profilaksi migrene (BNF 66, 2013). Migrena i epilepsija, ne
samo da dele skan patofizioloSski mehanizam nastankag¢ veneke karakteristike klikke
interpretacije. Naime, obe bolesti se manifestpjaadicnim i paroksizmalnim napadima. Sto se
tice mehanizma nastanka, smatra se da u migreni pbgterekscitabilnost kortikalnih neurona,
koja nastaje kao posledica aktivacije trigeminovéeinog sistema i prekomernog osldaaja
ekscitatornih neurotransmitera (Rogawski i Losch#d04). Imajdi u vidu patofizioloSku
slicnost izméu epilepsije i neuropatskog bola/migrene, ne izdejegtinjenica da antiepileptici
ostvaruju efikasnost u tretmanu neuropatskog bgiafilaksi migrene, jer se blokadom Na
Cd*-kanala, pospesSivanjem GABA-etge i inhibicijom glutamatergke neurotransmisije
postize stabilizacija hiperekscitabilnih neuronskiembrana.

Pored svega navedenog, postoji tendencija daeséngiikacijska podrgja novih lekova,
a jedno od &ekivanih za antiepileptike je terapija bolova reaignih na standardne analgetike.

Uporedo sa empirijskom primenom antiepileptika lamlgetika, izvdene su brojne
pretklinicke i klinicke studije sa cillem da se utvrdi njihova efikagnodezbednost, kao i
mehanizam dejstva u tretmanu atkeog bolnog stanja. U pretklikiom ispitivanju

antiepileptika kori&eni su razltiti animalni modeli bola. Pokazano je da antieil@pstvaruju
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efikasnost pre svega u bolnim stanjima kod kojilstpp periferna i/ili centralna senzitizacija

bolnog puta, nezavisno od puta sistemske primealeq(a 1).

Tabela 1.Efekti antiepileptika u eksperimentalnim modelimi@gaimatornog, visceralnog i
neuropatskog bola

Model bola

Inflamatorni

Visceralni

Neuropatski

Eksperimentalni model, Antiepileptik
nociceptivni test (n#&n primene)
vrsta eksp. Zivotinje

Konkanavalinom-izazvana karbamazepin (i.p.)
inflamacija, modifikovani test okskarbazepin (i.p.)

pritiska na Sapu, pacov

Formalinski test, gabapentin (i.p.)
pacov lamotrigin (i.p.)
etosuksimid (i.p.)
fenitoin (i.p.)

valproat (i.p.)
retigabin (i.p.)

Monoartritis izazvan Freund-ovim  gabapentin (i.p.)
adjuvansom, test izmicanja Sape
pod uticajem toplote, pacov

Karageninom-izazvana topiramat (p.o.)
inflamacija, modifikovani test
pritiska na Sapu, pacov

Test gteva izazvanih sbetnom karbamazepin (p.o.)

kiselinom, mis okskarbazepin (p.o.)
gabapentin (p.o.)
topiramat (p.o.)

Test gteva izazvanih pregabalin (p.o.)
2,4,6-trinitrobenzen sulfonskom
kiselinom, pacov

Podvezivanja. ischiadicus-a gabapentin (p.o.)
test izmicanja Sape pod pritiskom,

pacov

Dijabetesna neuropatija, test gabapentin (p.o.)
izmicanja repa pod uticajem okskarbazepin (p.o.)
toplote, mis

Podvezivanje spinalnog L5 nerva, karbamazepin (p.o.)

stimulacija von Frey filamentima, pregabalin (p.o.)
pacov
Oksaliplatinom-indukovan pregabalin (i.v.)

neuropatski bol, test potapanja
repa u hladnu vodu, pacov

Efekat

+

+

+ 4+ + +

+

Referenca

Tomi¢ i sar. (2004)

Munro i sar. (2007)

Zhang i sar. (2009)

Paranos i sar.
(2013)

Stepanoui-
Petrovt i sar.
(2008b)

Ohashi-Doi i sar.
(2010)

Yasuda i sar. (2005)

Tomi¢ i sar. (2010Db)

Hahm i sar. (2012)

Ling i sar. (2008)
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Klini ¢ke studije su potvrdile efikasnost velikog brojdigpileptika u tretmanu razitih
neuropatskih bolova, a posebno u dijabetesnoj patijp trigeminalnoj i postherpekoj
neuralgiji (Johannessen Landmark, 2008 rbamazepin je lek izbora u terapiji trigeminalne
neuralgije (BNF 66, 2013), a ostvaruje efikasnost dijabetesnoj neuropatiji, ali ne i u
centralnom bolu nakon mozdanog udara (Campbelt.j 4866; Rull i sar., 1969; Leijon i
Boivie, 1989).Fenitoin se predlaze kao druga linija terapije trigeminaieearalgije, u sléaju
neefikasnosti i/ili nepodnosljivosti karbamazepifBNF 66, 2013). Postoje izvesni kliki
dokazi da je fenitoin efikasan i u kancerskom bMajnik i sar., 1992)Valproat je pokazao
efikasnost u dijabetesnoj neuropatiji i posthegp@ii neuralgiji, ali ne i u bolnim
polineuropatijama (Otto i sar., 2004; Kochar i s@005; Agrawal i sar., 2009Y.opiramat
ostvaruje izvesnu efikasnost u pacijenata sa dgsbem neuropatijom, mada rezultati
klini¢kih studija nisu konzistentni (Raskin i sar., 2004jienel i sar., 2004)Lamotrigin
pokazuje efikasnost u refraktarnoj trigeminalnojunadgiji i dijabetesnoj neuropatiji
(Zakrzewska i sar., 1997; Eisenberg i sar., 20@abapentin je indikovan u terapiji
perifernog neuropatskog bola (BNF 66, 2013). Efkat gabapentina pottena je u
perifernoj dijabetesnoj neuropatiji, postherplad] neuralgijii, u fantomskom i kancerskom
bolu, neuropatiji koja je u vezi sa HIV infekcijoma)i ne i u hemoterapijom-indukovanoj
neuropatiji (Rice i Maton, 2001; Bone i sar., 2002ahn i sar., 2004; Rao i sar., 2007;
Sandercock i sar., 2009; Mishra i sar., 2012). ikka studije su potvrdile efikasnost
pregabalina, derivata gabapentina, u tretmanu razh oblika neuropatskog bola, centralnog i
perifernog porekla, kao i u fibromijalgiji i kansom bolu (Lesser i sar., 2004; Crofford i sar.,
2005; van Seventer i sar., 2006; Mishra i sar.2201

Klini ¢ke studije potvrdile su efikasnosbpiramata (BNF 66, 2013) ivalproata u
profilaksi migrene (Diener i sar., 2004; Ashrafsar., 2005). Izvesnu efikasnost u profilaksi
migrenozne glavobolje pokazali sgabapentini lamotrigin (Mathew i sar., 2001; Lampl i sar.,
2005).

lako u izvesnim bolnim stanjima pokazujucueefikasnost od standardnih analgetika,
antiepileptici nisu liSeni nezeljenih dejstava. @at svi antiepileptici koji se n&&e koriste
mogu da izazovu siha dozno-zavisna nezeljena dejstva, kao Sto sacgadataksija i diplopija.
Vedina starih i neki noviji antiepileptici mogu izazvaidiosinkratske nezeljene efekte kao Sto

su: raS, supresija koStane srzi ili hepatotwksst (StepanoviPetrove, 2011b). Pomak u
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bezbednosnom profilu napravljen je sa gabapentin@inj dalje postoji potreba za novim

antiepilepticima sa analgekim sposobnostima koji bi imali bolju podnosljivost

2.1. Levetiracetam

Levetiracetam pripada novijoj generaciji antiepiilep. Ovaj lek je uveden u terapiju
epilepsije 1999. godine, a kod nas je registrovaa#i se u prometu od 2009. godine (Keppra®,
Epilev®, Tinalvo®; Registar lekova, 2013). Struktarje sléan piracetamu, nootropnom leku, a
odnedavno je pokazano da i sam levetiracetam imagiyen uticaj na kogniciju (Cho i sar.,
2012). Hemijska struktura levetiracetama prikazenaa Slici 3. Levetiracetam je indikovan kao
monoterapija/pomina terapija parcijalnih epilegtiih napada sa ili bez sekundarne
generalizacije i kao pondoa terapija mioklor@nih i primarno generalizovanih tamo-kloni¢nih
napada (BNF 66, 2013). Kao Sto je biocsiu sa ostalim antiepilepticima, ubrzo nakon degja
u terapiju epilepsije gelo je da se razmatra da li levetiracetam posedaalgettka svojstva.
Glavna prednost levetiracetama u odnosu na paést@atiepileptike koji nalaze primenu kao
alternativni analgetici bila bi bezbednost primeDesadasnji podaci svedt® da levetiracetam
ima neuobtajeno povoljne farmakokinéke osobine Levetiracetam se nakon oralne primene
resorbuje u visokom procentu, uz bioloSku raspetmsti od skoro 100%. Maksimalna
koncentracija u plazmi se postiZzedegte za 1,3 h od primene leka, a ravnotezna koncejattac
krvi za 2 dana. Vezivanje leka za proteine plazememgnje od 10 %. Levetiracetam se ne
metaboliSe obilno; oko 25 % podleze hidroksiladipi neaktivni metabolita. Enzimi CYP 450
najverovatnije nisu uklgeni u biotransformaciju levetiracetama, Sto ¢apao smanjuje
potencijal stupanja u interakcije sa istovremenion@njenim lekovima. Oko 95% primenjene
doze se ekskretuje urinom u nepromenjenom oblikputem metabolita (Patsalos, 2004; De
Smedt i sar., 2007). Generalno, levetiracetam $eodpodnosi od strane pacijenata. d¢&ja
nezeljena dejstva levetiracetama su pospanoshstlabrtoglavica. Rée se javljaju anoreksija,
dijareja, dispepsija, némina, promene u tezini, mijalgija, ataksija, depagsemocionalna
nestabilnost, insomnija, diplopija i ras (MartinelaP011). Ostala nezeljena dejstva uklju
parestezije, pankreatitis, insuficijenciju jetreneépatitis. Veoma retko mogu se javiti krvne

diskrazije. U postmarketinskom gemju leka zapazeni su i shjevi tokstne epidermalne
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nekrolize, Stivens-Dzonsonovog sindroma, multifoogreritema i alopecije. (Martindale, 2011,
BNF 66, 2013; Registar lekova, 2013).

N

CH3CH2 \
C \
CONH,
H

Slika 3. Hemijska struktura levetiracetama [(-)-(&)etil-2-okso-1-pirolidin acetamid].

2.1.1. Efekti levetiracetama u eksperimentalnim nedicha bola

Poslednjih nekoliko godina pokazano je da levetitaim ostvaruje efikasnost u r&iim
eksperimentalnim modelima bola (Tabela 2). Prei#to ispitivanje levetiracetama kao
alternativnog analgetika zagmi su Ardid i sar. (2003), ispitivanjem efikasndstetiracetama u
dva akutna nociceptivna testa i dva htoa modela bola u pacova. lzostala je efikasnost
levetiracetama u akutnim nociceptivnim testovimag k kod véine antiepileptika u akutnim
bolnim stanjima. S druge strane, levetiracetamsjgoljio zn&ajnu efikasnost u modelima
neuropatskog bola izazvanog podvezivanjenischiadicusa, odnosno dijabetesom u pacova.
Efikasnost levetiracetama u dijabetesnoj neurapadijvrdena je i u eksperimentalnom modelu
na miSevima (Ozcan i sar., 2008). Rezultati ovilspekimenata ukazuju na potencijalnu
efikasnost levetiracetama u neuropatskim bolnimjste kod ljudi. Davanje malih doza
anestetika (barbiturata, propofola i midazolamajopana izaziva prolaznu bolnu preosetljivost.
Archer i sar. (2007) su pokazali da profilg&kti primenjen levetiracetam smanjuje razvoj bolne
preosetljivosti izazvane malim dozama pentobarbitonmidazolama, ali ne i propofola.
Levetiracetam je pokazao efikasnost u smanjivangtgperativhog bola kada je primenjen 1 sat

pre operacije zadnje Sape pacova, ali je efikasirostala kada je levetiracetam primenjen
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postoperativno (Sliva i sar., 2008). Rezultati ®tedije ukazuju da preoperativho primenjen
levetiracetam moze biti efikasan u tretmanu postipaog bola. Efikasnost levetiracetama
izostala je u formalinom izazvanom-inflamatornontubo pacova (Munro i sar., 2007), iako su

drugi antiepileptici pokazali efikasnost u istomaetu bola (Tabela 1).

Tabela 2.Efekti levetiracetama u eksperimentalnim modeliwia b

Eksperimentalni model bola, Doza i Efekat  Referenca

nociceptivni test put primene
540 mg/kg; i.k

Neuropatski bol izazvan podvezivanjerr Ardid i sar. (2002
n. ischiadicusa u pacova,

~lest pritiska na Sapu pacova”

Dijabetesna neuropatija u pacove 17-120 mg/kg; i.f + Ardid i sar. (200<
Jest pritiska na Sapu pacova”

Anestetikom izazvana bolna preosetljivos  200-500 mg/kg; i.g + Archer i sar. (200°
u pacova,

“test izmicanja Sape pod uticajem toplote” i
“test izmicanja repa pod pritiskom”

Dijabetesna neuropatija u miSeve 20-200 mg/kg; i.x + Ozcan i sar. (200
“test tople ploce”

Postoperativni bol u pacove 25C-1000 mg/kg; i.f + Sliva i sar. (200¢

“test izmicanja Sape pod uticajem toplote”

Akutni nociceptivni testovi — 54-950 mg/kg; i.f - Ardid i sar. (200<

“test tople ploce” i “test izmicanja repa pod

uticajem toplote”, pacovi

Inflamatorni model bola u pacova 10C-600 mg/kg; i.f - Munro i sar. (2007
formalinom-izazvana inflamacija

“+" — ima efekta

“-“ —nema efekta

2.1.2. Mehanizam antinociceptivhog dejstva levetiegama

Mehanizam antinociceptivhog dejstva levetiracetama u potpunosti razjasnjen. Jos
uvek se té&no ne zna ni kako levetiracetam deluje kao antgepik. In vitro istraZivanja su
pokazala da se levetiracetam ne vezuje zacaia ciljna mesta vezivanja antiepileptika
(Noyer i sar., 1995). Antiepilegio dejstvo levetiracetama dovodi se u vezu sa tefgk
vezivanjem ovog leka za sinafii vezikularni SV2A protein (Kaminski i sar., 2012pvo
vezujute mesto je izgleda tigmo za levetiracetam, imdjuu vidu da ga ostali antiepileptici ne
istiskuju sa mesta vezivanja (Noyer i sar., 1998ada fizioloSka uloga SV2A proteina nije
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sasvim razjasnjena, verovatno da levetiracetam edesrom SV2A proteina modifikuje
sinapttko oslobdanje glutamata i GABA-e (Kaminski i sar., 2012). Daje interakcija
levetiracetama sa ovim proteinom odgovorna i zgoye antinociceptivno dejstvo ne zna se, s
obzirom da nije poznato kakvu ulogu SV2A proteimimtransmisiji i modulaciji bola.

Uticaj levetiracetama na GABA-etgiu i glutamaterdgiku neurotransmisiju ostvaruje se
sled€éim mehanizmima: 1) uticajem na metabolizam i obAB®A-e u odrelenim regijama
mozga (Loscher i sar., 1996); 2) smanjenjem osefifi GABAx receptora na dejstvo negativnih
alosternih modulatora, cinka fi-karbolina (Rigo i sar., 2002); i 3) ushodnom regibm
transportera za glutamat (Ueda i sar., 2007).

Ispitivana je interakcija levetiracetama sa jonskemalima. ElektrofizioloSka ispitivanja
su pokazala da levetiracetam selektivno inhibirdtavoo-zavisne Cékanale N-tipa u
hipokampusu (Niespodziany i sar., 2001; Lukyanesatn., 2002). Ovi kanali su z¥gni za
razvoj neuropatskog bola, te bi se njihovom blokadoogla objasniti efikasnost levetiracetama
u neuropatskim bolnim stanjima (Saegusa i sar.1P(ored toga, levetiracetam bi mogao da
ostvaruje antinociceptivni efekat smanjenjem ek&dihosti senzornih neurona putem aktivacije
K*-kanala {ime se izaziva hiperpolarizacif@lijske membrane) i inhibicije ulaska €a éeliju
(Ozcan i sar., 2012). Razumevanje mehanizma amteioyvnog dejstva levetiracetama je tek

nateto, te predstavlja svojevrstan izazov za istra&&va

2.1.3. Efikasnost i bezbednost levetiracetama @api bola — klinicke studije

Prvi dokaz o klinikoj efikasnosti levetiracetama u tretmanu bola daliRowbotham i
sar. (2003), koji su ispitivali efikasnost levetetiama u terapijpostherpettke neuralgije
(PHN) refraktarne na lekove prvog izbora. U prosiebj otvorenoj pilot studiji je &estvovalo
10 pacijenata, od kojih su neki nastavili sa prioraropioida (3 pacijenta) ili antidepresiva (2
pacijenta).Levetiracetam je p@tno primenjivan u dozi od 500 mg/dan, a doza jstgueno
poveavana do 1500 - 3000 mg/dan. Nakon 12 nedelja penteka zabelezeno je smanjenje
bola kod 6 od 10 pacijenata sa PHN uz dobru po@inosi.

Zlatni standard u teenju trigeminalne neuralgije joS uvek je karbamazepin uprkos
izvesnim neZzeljenim dejstvima i potencijalu da stup interakcije. Zato se traga za boljim

terapijskim reSenjima. U prospektivnoj otvorenojlopi studiji ispitivana je efikasnost i
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podnosljivost levetiracetama u terapiji pacijenagatrigeminalnom neuralgijom (Jorns i sar.,
2009). Deset pacijenata sa intenzivnim bolom #@abr je levetiracetamom (1000 do 5000
mg/dan) u trajanju od 10 nedelja. Kéesie doze u studiji ve su od onih koje su odobrene za
terapiju epilepsije (do 3000 mg/dan). Zapo smanjenje intenziteta bola zabelezeno je kod 4
pacijenta i to onih koji su primali levetiracetamdozama vém od 3000 mg/dan. Vazan je
podatak da su pacijenti levetiracetam dobro podinosvim ispitivanim dozama.

U cilju ispitivanja efikasnosti levetiracetama erdpiji bola umultiploj sklerozi (MS),
sprovedena je studija na 20 pacijenata sa &moni bolom, kod kojih je prethodna terapija
(gabapentin, karbamazepin, pregabalin, baklofenitrigiiiin, duloksetin) obustavljena zbog
neefikasnosti ili nepodnosljivosti (Rossi i sarQ09). Po dizajnu studija je bila prospektivna,
randomizirana, jednostruko slepa, placebo-kon@obsi trajala je 3 meseca. Pokazano je da je
levetiracetam bezbedan i efikasan lek u tretmara baviS, u dozama od 2000-3000 mg/dan.
Najveta efikasnost ostvarena je kod pacijenata sa inteijien bolom, dok je kod onih sa blazim
bolom bila samo diskretno && efikasnost od placeba. Kasnije jederaa studija boljeg dizajna
sa istim ciliem (Falah i sar., 2012). U studijiygestvovalo 27 pacijenata, nasumice podeljenih u
dve grupe, od kojih je jedna dobijala levetiracetardozi od 3000 mg/dan, a druga placebo.
Studija je trajala 6 nedelja. Kod dmee pacijenata nije bilo statiki znatajne razlike u
efikasnosti izméu levetiracetama i placeba. Meim, kod pacijenata sa razdiim bolom i
bolom koiji je prisutan i bez dodira, levetiracetgnispoljio zn&ajno smanjenje bola u paenju
sa placebom.

Efikasnost levetiracetama profilaksi migrene sa aurom ispitivana je u otvorenoj
klini¢koj studiji (Brighina i sar., 2006), koja je okupill6 pacijenata s&estim napadima
migrene préenih aurom. Pacijenti su tretirani 6 meseci leaegtamom (1000 mg/dan). Broj
napada migrenozne glavobolje Zapo je smanjen \etokom prvog meseca, a dodatno
smanjenje je zabelezeno i tokom drugog ¢dgpmeseca terapije. Postignuti efekat odrzao se i u
naredna 3 meseca. Kod 7 pacijenata (44%) napadi gatpunosti prestali nakon 3 meseca
lecenja. Intenzitet i duzina trajanja migrene sucafigo smanjeni u téem i Sestom mesecu
le¢enja. Pacijenti su dobro podnosili levetiracetawstBje podaci i o efikasnosti levetiracetama
u profilaksi migrene bez aure kod starijih pacijenatén=13), kod kojih je levetiracetam
primenjivan u dozi od 1000 mg/dan, u trajanju ochéseci (Pizza i sar., 2011). Pokazano je da

levetiracetam zr@jno smanjuje &estalost napada migrene, kao i potrebu za uzimalgkova
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u akutnom napadu migrene. Levetiracetam je efikasamprofilaksi migrene u pedijatrijskoj
populaciji (n=20) (Pakalnis i sar., 2007). Ovaj lek je uz mopodnosljivost primenjivan kod
dece u dozi od 20-40 mg/kg/dan, u trajanju od 2&kena. Ucak 90% dece zabelezeno je
smanjenje bola za 50% i viSe, u odnosu na bazaloi & proséan broj napada na me&sem
nivou smanjen je sa 6 na 2 napada.

Bol nakon mastektomijgodstranjenje dojke) karakteriSe se kao hfminneuropatski bol
u predelu hirurSkog zahvata i/ili suprotne ruke psavalencom izmi 20% i 68% (Vilholm i
sar., 2008). Glavna linijja ¢enja bolne mastektomije su alternativni analgetitl.
randomiziranoj, dvostruko-slepoj, placebo-kontratsj i ukrstenoj studiji Vilholma i sar. (2008)
u kojoj je westvovalo 25 zZena sa bolnom mastektomijom, ispidvje efikasnost levetiracetama
(3000 mg/dan), koji je primenjivan 4 nedelje. Ng#o znaajne razlike u efikasnosti izrde
levetiracetama i placeba.

Efikasnost levetiracetamaholnoj polineuropatiji ispitivana je od strane Holbech i sar.
(2011) u randomiziranoj, dvostruko-slepoj, plac&boirolisanoj i ukrStenoj kligkoj studiji.
Levetiracetam (3000 mg/dan) je primenjivan kod 3&cijnata sa dijagnostikovanom
polineuropatijom i perzistentnim simptomima (duzk@meseci; bol najmanje 4 dana/nedeljno)
u trajanju od 6 nedelja. U ovoj studiji nije zalimdea KklingEki relevantna efikasnost
levetiracetama u bolnoj polineuropatiji.

Bol nakon mozdanog udarase definiSe kao centralni neuropatski bol. Teeapyog
bolnog stanja je kompleksna i uglavhom nezadovajj@a. U randomiziranoj, dvostruko slepoj,
placebo-kontrolisanoj i ukrstenoj klitkoj studiji kod 33 pacijenta sa perzistentnim boloeakon
mozdanog udara, ispitivana je efikasnost i bezbstmomene levetiracetama (3000 mg/dan; 16
nedelja) u pordenju sa placebom (Jungehulsing i sar., 2013). Mgbelezeno smanjenje
intenziteta bola, niti poboljSanje kvaliteta zZivédad pacijenata tretiranih levetiracetamom.

U Tabeli 3 sumarno su prikazani rezultati lkdkih studija ispitivanja efikasnosti

levetiracetama u terapiji bola.
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Tabela 3.Efekti levetiracetama u terapiji bola — klitkie studije

Bolno stanje Dizajn studije Broj Dnevna Efekat Reference

pacijenata* doza

Postherpetitka Otvorena pilot studij 1500- Rowbotham
neuralgija 3000 mg sar., 2003
Trigeminalna Otvorena piloistudije 1C 300( - + Jorns i sar.
neuralgija 5000 mg 2009
Neuropatski bol u § Randomizirang 20 2000- + Rossi i sar.
multiploj sklerozi § jednostruko-slepa, placebog 3000 mg 2009
kontrolisana, pilot studija
Randomizirina, dvostruk- 27 3000 mq +/- Falati sar.,
slepa, placebo-kontrolisang 2012
ukrstena klintka studija
Profilaksa Otvorena klingka studija 16 1000 mq + Brighina i sar.
migrene 2006
Otvorena klintka studij 13 1000 mq + Pizza i sar.
2011
Otvorena klinkka studij 2C 20-40 mg/ke + Pakalnis i sar.
2007
Neuropatski bolni | Randomizirana, dvostru- 25 3000 m - Vilholm i sar.,
sindrom nakon slepa, placebo-kontrolisanz 2008
mastektomije ukrstena klintka studija
Bolna Randomizirana, dvostru- 35 3000 m¢ - Holbech i sar.
polineuropatija slepa, placebo-kontrolisana 2011
ukrstena klintka studija
Neuropatski bol Randomizirana, dvostru- 33 3000 m - Jungehulsing
nakon mozdanog | slepa, placebo-kontrolisang sar., 2013
udara ukrstena klintka studija

* - ukupan broj pacijenata koji jedestvovao u studiji
"+" - potvidena efikasnost kod giee pacijenata
“+/-“ - potvrdena efikasnost kod dela pacijenata

- nema efekta
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3. Kombinovana primena analgetika u terapiji bola

Savremena farmakoterapija susrese sa izvesnim problemima u oblasti terapije
hroniénih bolnih stanja, s obzirom da standardni anatgépioidi i nesteroidni antiinflamatorni
lekovi) pokazuju ograkdenu efikasnost u terapiji ovih bolnih stanja. Poteda, njihova
hronikcna primena moze biti pfana zn&ajnim nezeljenim efektima. Udenje alternativnih
analgetika, pre svega antiepileptika i antidepeesmmaajno je unapredilo terapiju neuropatskog
bola. U klinitkoj praksi se u situacijama kada jednim lekom nijgguwte suprimirati bol ili se
jave limitirajuta dozno-zavisna nezeljena dejstva, poseze za kowdnom primenom
analgetika. Olino se kombinuju analgetici ragliog mehanizma analgékog dejstva.
Primenjeni u kombinaciji mogu da ispolje nezavigifekte tj. da sumarni efekat bude jednak
zbiru pojedinanih efekata dditivha interakcijg ili da stupe u interakciju tako da efekat
kombinacije bude W& od sume efekata pojedifrah lekova ginergistika interakcijg. Na ovaj
nain se postize ista ili @ terapijska efikasnost uz smanjenje doza pojédihalekova
primenjenih u kombinaciji. Smanjenje doza za sobpavlati i smanjenje incidence i/ili
intenziteta nezeljenih dejstava lekovarg’u bezbednost primer{dao i sar., 2012).

Pored navedenog, izvesnha bolna stanja imaju korsplekiesto nedovoljno razjasnjenu
etiopatogenezu. Kombinacijom analgetika @y mehanizma dejstva moze se podbolja
kontrola ovih bolnih stanja, Sto je prepdeno od strane Svetske zdravstvene organizacije i
Ameri¢kog drusStva za bol (Raffa, 2001). U tom smislu, kamvana terapija neuropatskog bola
postala je pravilo, a ne izuzetak (Gilron i Max03)

Efekti kombinovane primene analgetika ispitivaniwswelikom broju eksperimentalnih
modela bola. Neretko su predmet istrazivanja bibnlinacije antiepileptika i standardnih
analgetika ili drugih alternativnih analgetika (B#b4). Ispitivani su pre svega antiepileptici za
koje je poznato da imaju nisku incidencu interakaa drugim lekovima, npr. gabapentin,
pregabalin i okskarbazepin. Kako je jedna od glaymvoljnih osobina levetiracetama niska
incidenca (farmakokineikih) interakcija sa drugim lekovima, ovaj lek je gmalan za
kombinovanu primenu. Do sada nisu ispitivane ikeja levetiracetama sa drugim
analgeticima u animalnim modelima bola. &&m, u animalnim modelima epilepsije pokazano
je da levetiracetam primenjen u kombinaciji sa drugntiepilepticima, ostvaruje sinergizam u

antikonvulzivhom dejstvu (De Smedt i sar., 2007).
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Tabela 4.Efekti kombinovane primene antiepileptika i stambtan/alternativnih analgetika u
eksperimetalnim modelima inflamatornog, visceralnnguropatskog bola

Model bola

Inflamatorni

Visceralni

Neuropatski

Eksperimentalni model,
nociceptivni test,
vrsta eksp. Zivotinje

Formalinski test,
pacov

Formalinski test,
pacov

Karageninom-izazvana
inflamacija, modifikovani test
pritiska na Sapu, pacov

Karageninom-izazvana
inflamacija, modifikovani test
pritiska na Sapu, pacov

Test gteva izazvanih
sircetnom kiselinom, mis

Test gteva izazvanih
sircetnom kiselinom, mis

Dijabetesna neuropatija, test
izmicanja repa pod uticajem
toplote, mis

Podvezivanje spinalnog L5
nerva, stimulacija von Frey
filamentima, pacov

Komimacija analgetika

(n&n primene)

gabapentin (i.pl.)
+
diklofenak (i.pl.)

gabapentin (i.pl./i.t./p.o.

+
metamizol (i.pl./i.t./p.o0.)

okskarbazepin (p.o.)
+

paracetamol (p.o.)

okskarbazepin (p.o.)
+

ibuprofen (p.o.)

okskarbazepin (p.o.)
+

etodolak (p.o.)

karbamazepin (i.p.)*
+
imipramin (i.p.) ili
fluvoksamin (i.p.) ili
milnacipram (i.p.)

okskarbazepin (p.o.)
+

paracetamol (p.o.)

okskarbazepin (p.o.)
+

gabapentin (p.o.)

okskarbazepin (p.o.)
+

amitriptilin (p.o.)*

gabapentin (p.o.)
+
amitriptilin (p.o.)*

karbamazepin (p.o.)
+

pregabalin (p.o.)

Efekat

sinergizam

sinergizam

sinergizam

sinergizam

aditivnost

potencijacija

sinergizam

sinergizam

sinergizam

aditivhost

sinergizam
(samo u véim
dozama)

Referenca

Picazo i sar.
(2006)

Ortega-Varela
i sar. (2007)

Tomi¢ i sar.
(2010a)

Stepanoui-
Petrovt i
sar. (2011a)

Aoki i sar.
(2006)

Tomié i sar.
(2010a)

Tomi¢ i sar.
(2010b)

Hahm i sar.
(2012)

|
* lek primenjen u subefektivnoj dozi
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II CILJEVI RADA

Nauwni ciljevi ove doktorske disertacije su:

1.

Ispitati da li levetiracetam ostvaruje antinociceptvno dejstvo u eksperimentalnim
modelima bola.

1.1. Ispitati efekte sistemski primenjenog levetiraoedau somatskom, visceralnom i
neuropatskom modelu bola u pacova i miSeva. Kacehsmmatskog bola kokién je model
inflamatornog bola; kao model visceralnog bola &@mn je test greva izazvanih séetnom
kiselinom, a kao model neuropatskog bola kanigje model dijabetesne neuropatije.

1.2. Ispitati efekte lokalno periferno primenjenog Iekecetama u somatskom

(inflamatornom) modelu bola u pacova.

Ispitati mesto i mehanizam antinociceptivnog dejsta levetiracetama u somatskom
(inflamatornom) modelu bola u pacova.

2.1. Ispitati uticaj levetiracetama na GABA-etke receptore nakon sistemske i lokalne
periferne primene levetiracetama i odgovatidguantagonista.

2.2. Ispitati uticaj levetiracetama na opioideéig receptore nakon sistemske i lokalne
periferne primene levetiracetama i odgovatiguantagonista.

2.3. Ispitati uticaj levetiracetama n&-adrenergike receptore nakon sistemske i lokalne
periferne primene levetiracetama i odgovatidguantagonista.

2.4. Ispitati uticaj levetiracetama na seroton&kgi receptore nakon sistemske i lokalne
periferne primene levetiracetama i odgovatidguantagonista.

2.5. Ispitati uticaj levetiracetama na adenozinske pewe nakon sistemske i lokalne

periferne primene levetiracetama i odgovatidguantagonista.

Ispitati efekte kombinovane primene levetiracetamai standardnih/alternativnih
analgetika u somatskom (inflamatornom), visceralnom neuropatskom modelu bola u
pacova i miSeva i utvrditi tip interakcije izmedu komponenti.

3.1. Ispitati efekte kombinovane primene levetiracetasaaibuprofenom, celekoksibom,

paracetamolom, ceftriaksonom i kofeinom u somatsKerflamatornom) modelu bola u
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pacova. Utvrditi tip interakcije (sinergizam, aditost ili antagonizam) iznde
levetiracetama i ispitivanih analgetika u somatsKorfiamatornom) modelu bola u pacova.
3.2.Ispitati efekte kombinovane primene levetiracet@agaracetamolom i ceftriaksonom u
modelu visceralnog bola u miSeva. Utvrditi tip natiecije (sinergizam, aditivnost ili
antagonizam) izmi levetiracetama i ispitivanih analgetika u modeisceralnog bola u
miSeva.

3.3. Ispitati efekte kombinovane primene levetiracetasaaibuprofenom, paracetamolom,
gabapentinom, duloksetinom i alfa-lipoinskom kisefn u modelu neuropatskog bola
(dijabetesna neuropatija) u miSeva. Utvrditi tiptenakcije (sinergizam, aditivnost ili
antagonizam) izmi levetiracetama i ispitivanih analgetika u mode&uropatskog bola u

misSeva.

Ispitati uticaj antinociceptivnih doza levetiracetama na motornu koordinaciju pacova i

miSeva i proceniti bezbednost primene leka.
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I MATERIJAL | METODE

1. Cuvanje eksperimentalnih Zivotinja

Eksperimenti su izvedeni na muzjacima pacwliatar soja telesne mase 180-220 g, kao i
muzjacima miSeva sofawiss Webstgoutbred) mase 20-30 g i C57BL/6 (inbred) mas&Q&y.
Zivotinje su¢uvane u vivarijumu pod standardnim laboratorijskistovima: temperatura od 20-
25°C sa prirodnim ciklusom dan i®©¢12/12 h) i relativna vlaznost vazduha od 60 %o#nje
su bile smestene u specijalnim kavezima od pleksigdimenzija 42,5x27x19éwsa Zkanom
reSetkom postavljenom odozgo. Kao podloga u kaveXori€ena je strugotina od drveta. U
jednom kavezu bilo je smeSteno po 10 miSeva ilipk&ova. Hrana (specijalni briketi za ishranu
eksperimentalnih zivotinja, Vetzavod, Suboticapda bili su dostupni 24 h dnevno, osim tokom
trajanja eksperimenta. Kako bi se navikle na uslowarijuma, sve Zzivotinje su boravile
najmanje 3 dana pre getka eksperimenta u prostorijama vivarijuma. Na d&sperimenta,
zivotinje su iz vivarijuma prenoSene u laboratongimanje 1 h pre getka eksperimenta. Svi
eksperimenti su izv@eni uvek u isto doba dana (od 8 do 16 h), kakcebizbegle cirkadijalne
varijacije u bihejvioralnim testovima.

Eksperimentalnu gruptinilo je 6-10 Zivotinja. Za svaku vrstu eksperimenpostojala je
kontrolna grupa koja je u istoj zapremini dobijakehikulum za rastvaranje ili suspendovanje
ispitivanih supstanci i bila je podvrgnuta istojspkrimentalnoj proceduri. Svaka Zzivotinja je
koris¢ena u eksperimentu samo jednom. Nakon izvrSendgatga, zivotinje su Zzrtvovane
akutnom intraperitonealnom primenom velike dozestatika (tiopenton-natrijuma).

Sve eksperimentalne procedure odobrene su od stetitke komisije za rad sa
eksperimentalnim Zivotinjama Farmaceutskog fakaltghiverziteta u Beogradu (br. dozvole
2/11). Prilikom rada sa eksperimentalnim Zivotinganizvaienju eksperimenata primenjivani su
eticki principi definisani Pravilnikom za rad sa ekspentalnim Zivotinjama Farmaceutskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu, kao icktiprincipi NIH Vodi¢a zacuvanje i upotrebu
laboratorijskih zivotinja (NIH Guide for Care andgé&of Laboratory Animals, 2011).
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2. Supstance korigene u eksperimentima

U eksperimentima_ispitivanja antinociceptivhog tegs levetiracetamakori&ene su

sled€e supstance:

levetiracetamKeppra®, UCB Pharma AG, Brisel, Belgija)
levetiracetam(Cista supstanca; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miniematka)
karagenin(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netha)

siréetna kiselingZorka Pharma, Sabac, Srbija)

streptozotocir{Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netka).

U eksperimentima_ispitivanja mehanizma antinociveply dejstva levetiracetama

koris¢ene su sled® supstance:

levetiracetamKeppra®, UCB Pharma AG, Brisel, Belgija)
levetiracetam(Cista supstanca; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miniematka)
bikukulin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netha)

bikukulin metil-jodid(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Ned&ka)
nalokson hidrohlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Ned&ka)
CTAP(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netka)

johimbin hidrohlorid(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Neéka)

BRL 44408 malegiSigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netha)

MK-912 hidrat(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netha)

metizergid maleatSigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netha)

GR 127935 hidrohlorid hidragSigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Ned&hka)
kofein(Galenika, Beograd, Srbija)

DPCPX (1,3-dipropil-8-ciklopentilksantinfSigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen,
Nemaka)

karagenin(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netha).
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U eksperimentima_ispitivanja interakcija levetirasea sa standardnim/alternativnim

analgeticim&oristene su slede supstance:
» levetiracetamKeppra®, UCB Pharma AG, Brisel, Belgija)
* ibuprofen(Pharmagen GmbH, Frankfurt, Netka)
» celekoksifCelebrex®, Pfizer Manufacturing Deutschland Gmbldrtissen, Nemeka)
» paracetamolPanadol®, GSK Dungarvan Ltd., Dungarvan, Irska)
» ceftriakson(Longaceph®, Galenika, Beograd, Srbija)
» kofein(Galenika, Beograd, Srbija)
o gabapentinNeurontin®, Pfizer H.C.P. Corporation, New Yotk$A)
« duloksetin(Cymbalta®, Eli Lilly S.A. Vernier/Zeneva, Svajska)
* (1) alfa-lipoinska kiselingSigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Ne&ka)
» karagenin(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netha)
« siréetna kiselingZorka Pharma, Sabac, Srbija)
» streptozotocir{Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minhen, Netka).

Sistemska primena Levetiracetam, ibuprofen, celekoksib, paracetamgabapentin i
duloksetin suspendovani su u destilovanoj vodi edatbk 1 kapi Tween-a 80 i homogenizovani
na vorteks-mesalici u trajanju od 15 min. Suspentgkova primenjivane su peroralnim putem
(p.0.) pom@u intragastine sonde. Alfa-lipoinska kiselina (p.o.) je rasara u destilovanoj
vodi uz dodatak par kapi 1M NaOH na ultrazwvam kupatilu. Ceftriakson je rastvaran u
fizioloSkom rastvoru i primenjivan je intraperitaieim putem (i.p.). Suspenzije/rastvori lekova
pripremani su svakodnevno. Svi antagonisti (bikiurkutalokson, johimbin, metizergid i kofein)
su rastvarani u fizioloSkom rastvoru, osim DPCPX Jerastvaran u smesi rastvaaa(93,75%
fizioloSki rastvor, 5% dimetilsulfoksid i 1,25% N&D 1M). Sve supstance (p.o./i.p.)
primenjivane su u finalnoj zapremini od 2 ml/kgesie mase pacova i/ili 10 ml/kg telesne mase
miSeva. Karagenin (1% m/v) je dispergovan u fiZdt&lmm rastvoru 24 h pre planiranog
eksperimenta, a primenjivan je intraplantarno (i.pl zapremini od 0,1 ml po Sapi pacova,
koristeti 1ml Spric i iglu od 26 G (0,45x12 mm). Streptazh je, neposredno pre primene,
rastvaran u sterilizovanom 0,03 mol/l citratnom guuf (pH = 4,5). Streptozotocin je davan

miSevima u dozi od 150 mg/kg (i.p.), u zapreminil®@ml/kg telesne mase miSeva.
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Lokalna periferna primena. Sve supstance (levetiracetam, karagenin, bikukulketil-
jodid, nalokson hidrohlorid, CTAP, metizergid mdle@R 127935 hidrohlorid hidrat, johimbin
hidrohlorid, BRL 44408 maleat, MK-912 hidrat, kafeiDPCPX) su rastvarane ili suspendovane
u fizioloSkom rastvoru i primenjivane i.pl. u zadr§apu pacova, u ko&oj zapremini od 0,1 ml

po Sapi pacova. U svim eksperimentima leva Sapggktovana neposredno pre desne.

3. Eksperimentalni modeli bola

U pretklinickom ispitivanju efikasnosti potencijalnih analgetikoriste se zivotinjski
modeli odgovarajéeg tipa bola. Izvesnim postupkom izazivaju se proeng bolnom putu koje
su karakteristine za odréeni tip bola kod ljudi. Potom se primenjuju tzv.creeptivni testovi
kojima je mogue utvrditi da li ispitivana supstanca moze da uimasgtljivost eksperimentalne
zivotinje prema dejstvu neke nokse (npr. testgk@ina Sapu pacova, test izmicanja repa misa
pod uticajem toplote i sl.). Antinociceptivno dejstlevetiracetama ispitivano je u modelu

somatskog (inflamatornog), visceralnog i neuropagdiola.

3.1. Model somatskog bola — inflamatorni bol u paeo

Koristili smo model somatske inflamatorne hipeedige prethodno opisan od strane
Tomi¢ i sar. (2004).

3.1.1. I1zazivanje inflamacije

Inflamacija je izazivana i.pl. injekcijom karageaim zadnju desnu Sapu pacova, Sto je
praceno razvojem bolne preosetljivosti (hiperalgezijgarageninska inflamacija je akutna,
neimunska i visoko reproducibilna. Posredovana @olmianjem medijatora zapaljenja:
inicijalno histamina i serotonina (5-hidroksitriptana, 5-HT), a potom tahikinina, bradikinina i
prostaglandina (PGIE koji aktiviraju nociceptore i/ili pow&avaju njihovu osetljivost u

inflamiranom tkivu Sape (Morris i sar., 2003).
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3.1.2. Testiranje inflamatorne hiperalgezije

Hiperalgezija i uticaj razitih tretmana na hiperalgeziju mereni su modifikowa
testom pritiska na zadnje Sape pacova (“paw pressst’). Test je izveden kao modifikacija
metode koju su predstavili Randall i Sellito (195@)i ¢emu je korien aparat za merenje
pritisaka (g), aplikovanih na zadnje Sape pacovailju odreiivanja razlika izméu leve
(neinflamirane) i desne (inflamirane) Sape (HugohSaElektronik-Harvard Apparatus D-79232,
March-Hugstetten, Nenika). Pacov se pridrzava tako da se zadnjim Sapasimmiona dve
platforme koje su preko transdjusera povezane s&tkm aparata. Blagim pokretom ruke
eksperimentatora, pacov se gura na dole, sve dak sestigne gratéma vrednost sile (“trigger
level”) od 100 g na jednoj od Sapa. U tom trenutkje se zvani signal, merenje se prekida, a
na kontrolnoj pldi se @ita vrednost sila (pritisaka), satt@%u od 0,1 g, aplikovanih na levu i
desnu Sapu. Grafria vrednost sile od 100 g odabrana je tako da tadgs blagi nociceptivni
stimulus dovoljan da se detektuje nociceptivna fsipezitivnost (hiperalgezija). Zivotinje $tede
bolnu (inflamiranu) Sapu i punom snagom se oslanjaa zdravu (neinflamiranu) Sapu.
Aparatom se mere pritisci oslanjanja na zdravipusSsa hiperalgezijom, a potom se &naava
razlika u pritiscima oslanjanja df (g), kao merdneopreosetljivosti (hiperalgezije) izazvane

inflamacijom (Tomé i sar., 2004):

df (g) = pritisak (g) aplikovan na zdravu Sapu — pitisak (g) aplikovan na Sapu sa

hiperalgezijom.

Merenje se ponavlja 4 puta uzastopno u svakoj vnekag taki, a srednja vrednost df
(9) izraunata iz 4 merenja za svaku zivotinju ponaosobskenia je u daljim izréunavanjima.
Za supstance koje smanjuju razliku u pritiscimaaoginja izméu zdrave Sape i Sape sa
hiperalgezijom, u podenju sa kontrolnom grupom, mozZe séima imaju antihiperalgezijsko
dejstvo.
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U ovom modelu bola ispitivali smo:

» efekte levetiracetama nakon sistemske i lokalnggoee primene

e uticaj razltitih sistemski i lokalno periferno primenjenih agbamista na
antihiperalgezijski efekat sistemski i lokalno pemo primenjenog levetiracetama

» efekte kombinovane primene levetiracetama i stalmillafalternativnih analgetika.

3.1.3. Ispitivanje antihiperalgezijskog efekta |¢acetama nakon sistemske i lokalne

periferne primene

Za ispitivanjesistemskih efekata levetiracetantek je primenjivan (p.o.) 60 min nakon
indukcije inflamacije karageninom (i.pl.) (Slika ¥BKontrolna grupa zivotinja je umesto
ispitivane supstance dobila rastvafdestilovana voda; p.0.) u istoj zapremini i kaaig (i.pl.)
(Slika 4A). Bazalna merenja df (g) vrSena su poriktije inflamacije i primene levetiracetama.
Test merenja vrSena su 30, 60, 90, 120, 180 i 2d4thakon p.o. primene levetiracetama.

Za ispitivanje lokalnog perifernog antihiperalgezijskog dejstievetiracetama lek i
karagenin su aplikovani (i.pl.) u sklopu iste injg&, u zadnju Sapu pacova, neposredno nakon
merenja bazalnih vrednosti df (g) (Slika 5A). Kattia grupa dobila je karagenin (i.pl.) u istoj
zapremini i istom rastvata (Slika 5B). Da bi se iskljili eventualni sistemski efekti
levetiracetama nakon i.pl. primene, n&gmespitivana doza je primenjena kontralateralno (u
levu, neinflamiranu Sapu; i.pl.) odvojenoj grupicpsa (Slika 5C). Test merenja razlika u
pritiscima oslanjanja vrSena su 60, 90, 120, 180, 240 i 300 min nakon i.pl. injekcija.

Za svaku ispitivanu dozu (sistemski ili lokalno ifEno primenjenog) levetiracetama
formirane su grupe od 6-8 pacova. Za ddranje EDyo vrednosti, antihiperalgezijska aktivnost
levetiracetama za svaku Zivotinju izraZzena je kemgnat antihiperalgezijskog dejstva (%AH)
racunatog po formuli (Tondii sar., 2004):

(srednja vrednost df kontrolne grupe- df pojedinaéne zivotinje u test grupi)
%AH = x 100.

srednja vredrtadf kontrolne grupe
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Ukoliko je df pojedindne Zivotinje u test grupi ¥e od srednje vrednosti df kontrole,
ratunato je da je efekat 0%AH. Krive odnosa doze ktfanalizirane su koid&njem metode
linearne regresije. B9 vrednost (doza leka koja ostvaruje 50 %AH) sa 9Bf&b-intervalima
poverenja utwena je regresionom analizom linearnog dela odgpwseekrive odnosa doze i

efekta u vreme postizanja maksimalnog efekta (fidda Murray, 1986).

3.1.4. Ispitivanje efekata sistemski i lokalno perno primenjenih antagonista GABA-
ergickih, opioidergickin, adrenergikih, serotonergékih i adenozinskih receptora na

antihiperalgezijski efekat sistemski i lokalno p&rtno primenjenog levetiracetama

U cilju ispitivanja mehanizma antihiperalgezijskdgjstva levetiracetama, @gen je uticaj
slede€ih antagonista:

* bikukulina, selektivhog antagoniste GARAeceptora

» naloksong neselektivnog antagoniste opioide€kiin receptora

» CTAP, selektivhog antagonisfeopioidergtkih receptora

» johimbina, selektivhog antagoniste-adrenerdikih receptora

* BRL 44408 selektivnog antagonistga-adrenergikih receptora

* MK-912 selektivhog antagonistec-adrenergikih receptora

* metizergida, neselektivhog antagoniste seroton&kidi receptora

* GR 127935 selektivhog antagoniste 5-Hgipreceptora

» kofeina, neselektivnog antagonistg,AMoa | Az receptora

* DPCPX, selektivhog antagoniste, &adenozinskih receptora.

Eksperimentalni protokoli za ispitivanje uticajaagonista na antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama, kreirani su prema vremenskom tokaradeninske hiperalgezije i
antihiperalgezijskog dejstva levetiracetama, ké&rmakokinettkim podacima za levetiracetam
i antagoniste.

Za ispitivanjesistemskogdnhibitornog dejstva bikukulin, nalokson, metizergid i kofein
(i.p.) primenjivani su neposredno pre primene [eeetiracetama, a johimbin i DPCPX (i.p.) 15
min pre leka (Slika 4C-1). Kontrolna grupa zivotinjdobila je pored i.pl. injekcije karagenina i

i.p. injekciju kori€enog rastvaksa umesto rastvora antagonista, kao i rastv§pe.) u istoj
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zapremini umesto ispitivane supstance (Slika 4Cl§kate, da bi se utvrdilo da li ispitivani
antagonisti imajyper seuticaj na mereni parametar df (g), ispitane swaetaj kori¥ene doze
antagonista, izostavljajuprimenu levetiracetama (Slika 4C-lll). Test mgeewrSena su 30, 60,
90, 120, 180 i 240 min u odnosu na vreme primevetiacetama.

Vreme (min)
=70 -60 0 30 — 240 (min)

bazalna merenja razlika
merenja CAR (i.pl.) lek (p.o.) i/ili u pritiscima oslanjanja
antagonist (i.p.)

| |

A) CAR (i.pl.) rastvarac (p.o.)
B) CAR (i.pl.) LEV (p.o.)
0 CAR (i.pl) I ANT @i.p.) + LEV (p.o.)

I1: fiziolosKki rastvor (i.p.) + rastvarac (p.o.)
III: ANT (i.p.) + rastvarac (p.o.)

Slika 4. Eksperimentalni protokol za ispitivanje hiperalgeizazvane injekcijom karagenin@AR) u
zadnju Sapu pacova], antihiperalgezijskog dejstva sistemski primeogetevetiracetamalEV)(B) i
uticaja sistemski primenjenih antagonistdNT) na sistemsko antihiperalgezijsko dejstvo LEY. (
ANT = antagonist: bikukulin, nalokson, johimbin,timergid, kofein, DPCPX.

Za ispitivanjeinhibitornog dejstva lokalno periferno primenjerahtagonistana lokalno
periferno antihiperalgezijsko dejstvo levetiracesam sastavu jedne injekcije (i.pl.) primenjivani
su lek, karagenin i antagonisti (Slika 5D). Kontilgrupa Zivotinja dobila je samo i.pl. injekciju
karagenina (Slika 5B), a poredbena grupa zivotipja injekciju karagenina i levetiracetama u
istoj zapremini i istom rastvata (Slika 5A). Da bi se iskligili mogu¢i sistemski efekti
antagonista usled resorpcije sa mesta primene)(igasebne grupe Zivotinja dobile su néage
ispitivane doze antagonista kontralateralno, teww Sapu, neposredno pre injekcije karagenina i

levetiracetama u desnu Sapu (Figura 5E). Na kigpitjvano je da li antagonisti ostvaryper se
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dejstvo, na taj nan Sto su najvée ispitivane doze antagonista primenjene istovremsm
karageninom (i.pl.) bez levetiracetama (Slika 5F§st merenja razlika u pritiscima oslanjanja
vrSena su 60, 90, 120, 150, 180, 240 i 300 min makd injekcija.

Vreme (min)

-10 0 0 60 — 300 (min)
bazalna merenja razlika
merenja injekcija u zadnju injekcija u zadnju u pritiscima oslanjanja

levu Sapu (i.pl.) desnu Sapu (i.pl.)
A)
fizioloski rastvor CAR + LEV
) i i
fizioloski rastvor CAR
o T T
LEV CAR
) T T
fizioloski rastvor CAR + LEV + ANT
. T T
ANT CAR + LEV
F) T
fizioloski rastvor CAR + ANT

Slika 5. Eksperimentalni protokol za ispitivanje efekatadlolog perifernog antihiperalgezijskog dejstva
levetiracetama l(EV) (A), hiperalgezije izazvane injekcijom karagenif@AR) u zadnju Sapu pacova
(B), efekata kontralateralno primenjenog LE®),( uticaja lokalno periferno primenjenih antagomist
(ANT) na lokalno periferno antihiperalgezijsko dejst&V (D), uticaja kontralateralno primenjenih
ANT na lokalno periferno antihiperalgezijsko dejsthEV E) i uticaja ANT na hiperalgeziju izazvanu
CAR. (ANT = antagonist: bikukulin metil-jodid; n&kon hidrohlorid, CTAP; metizergid maleat, GR
127935 hidrohlorid hidrat; johimbin hidrohlorid, BR44408 maleat, MK-912 hidrat; DPCPX i kofein).
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Ispitivane su po 3 doze svakog antagoniste (sidteitnfokalno periferno primenjenog),
a za svaku dozu antagoniste formirana je grupa -&dZzé/otinja. Procenti inhibicije (%l)
sistemskog i lokalnog perifernog antihiperalgengk dejstva levetiracetama od strane

antagonista, unati su prema formuli (Tori sar., 2004):

%I = 100 — (%AH sa antagonistom/%AH bez antagonistgx 100.

3.1.5. Ispitivanje efekata kombinovane primene lgkgcetama i standardnih/alternativnih

analgetika

Za ispitivanje efekata kombinovane primene levedtama i standardnih/alternativnih
analgetika u inflamatornom modelu bola u pacovaskena je ista eksperimentalna procedura
opisana kod ispitivanja antihiperalgezijskog degstevetiracetama nakon sistemske primene.
Eksperimentalni protokol za ispitivanje interakggastavljen je na bazi raspolozivih literaturnih
podataka o vremenskom toku karageninske hipergtgéblorris, 2003) i vremenskom toku
antihiperalgezijskog dejstva i/ili farmakokingim karakteristikama ispitivanih lekova
(Francischi i sar., 2002; Ardid i sar., 2003; Témisar., 2004; Hu i sar., 2010; Taini sar.,
2010a; StepanogiPetrovt i sar., 2011a). S tim u vezi, ibuprofen i celekbkzrimenjivani su u
isto vreme kada i karagenin (Slika 6B), dok su teaeetam, paracetamol i kofein primenjivani
jedan sat nakon karagenina (Slika 6A). Ceftriakegorimenjivan svakodnevno tokom 7 dana, a
8. dana je rden eksperiment (Slika 6E). Najpre su ispitani efékdoze) svakog leka ponaosob
(Slika 6A, B i E), a potom i efekti dvokomponentnikombinacija levetiracetama sa
ibuprofenom, celekoksibom, paracetamolom, ceftoaksn i kofeinom (Slika 6C, D i F). Svaka
kombinacija ispitana je u 4 radglie doze odréene prema pravilima analize utwanja tipa
interakcije (videti poglavlje 5). Bazalna merenjfa(g)) izvrSena su pre indukcije inflamacije, a
test merenja 30, 60, 90, 120, 180 i 240 min nakimgne levetiracetama, paracetamola, kofeina
i svih kombinacija lekova, dok su test merenjagjfzaa ibuprofen i celekoksilper se vrSena 90,
120, 150, 180, 240 i 300 min nakon njihove primekentrolne grupe Zivotinja testirane su
tokom svih eksperimentalnih faza, a primile su odgajue rastvarée (p.o./i.p.) umesto
ispitivanih supstanci i karagenin (i.pl.) u istopgmemini i istom rastvata. Za svaku dozu

ispitivanog leka/kombinacije lekova formirane supg od 6-8 Zivotinja.
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Eksperimentalni protokol za ispitivanje efekata kamovane primene levetiracetama i
standardnih/alternativnih analgetika u inflamatemmodelu bola u pacova prikazan je na Slici
6.

Vreme
-10 0 60 90 — 300 (min)
bazalna merenja razlika
merenja u pritiscima
LEK CAR (i.pl.) LEK (p.o./i.p.) oslanjanja
(i.p., 7 dana) i/ili LEK (p.o.)
A) T . ors T . .
CAR (i.pl.) LEV (p.o.) ili PAR (p.o.) ili CAF (i.p.)
ili rastvara¢ (p.o./i.p.)
B)

CAR (i.pl.) + IBU (p.o.) ili CEL (p.o.) ili rastvarac (p.o.)

| T

© CAR (i.pl.) LEV (p.o.) + PAR (p.o.) ili
LEV (p.o.) + CAF (i.p.)

. ! T

CAR (i.pl.) + IBU (p.o.) ili CEL (p.o0.) LEV (p.o.)

| |

E)  CEFili CAR (i.pl.)
fizioloski ratsvor (i.p.)

T T T

F)  CEF G.p.) CAR (i.pl.) LEV (p.o.)

Slika 6. Eksperimentalni protokol za ispitivanje antihipegaktijskog dejstva: levetiracetamb&V),
paracetamolaPAR) i kofeina CAF) (A), ibuprofena IBU) i celekoksibaCEL) (B), kombinacijaLEV
+ PAR i LEV + CAF (C), kombinacijeLEV + IBU i LEV + CEL (D), ceftriaksona CEF) (E) i
kombinacijeLEV + CEF (F) u inflamatornom modelu bola u pacova.
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3.2. Model visceralnog bola u miSeva

3.2.1. Test abdominalnih geva

Kao model visceralnog bola koégn je test abdominalnih ggva misSeva (“writhing
test”), izazvanih intraperitonealnom injekcijomtrasa sitetne kiseline (0,75%, u zapremini od
10 ml/kg) (Tomé i sar., 2010a). Sietna kiselina izaziva stereotipno bolno ponaSarifgeva
(Swiss Webster, outbred) u vidu karaktetisith grceva (izvijanje tela unazad sa opruzanjem
jedne ili obe zadnje Sape) koji se mogu kvantifi&ibv(brojati) u odréenom vremenskom
intervalu. Brojanje dgreva (N) zapéinje 5 minuta nakon injiciranja sietne kiseline i traje
narednih 15 minuta. Lek (ili kombinacija lekova)jikdovede do zn&jnog smanjenja broja

gréeva, smatra se da je ostvario antinociceptivnawejs testu abdominalnih gva u miseva.

U ovom modelu bola ispitivali smo:
» efekte levetiracetama nakon sistemske primene

» efekte kombinovane primene levetiracetama i statmillafalternativnih analgetika.

3.2.2. Ispitivanje antinociceptivhog efekta levetoetama i efekata kombinovane primene

levetiracetama i standardnih/alternativnih analg&a

Za ispitivanjeantinociceptivnog efekta levetiracetarmatestu abdominalnih geva u
miSeva lek je primenjivan (p.o.) 55 minuta pre rastveigetne kiseline, odnosno 60 min pre
pocetka brojanja greva (Slika 7A). Kontrolna grupa Zzivotinja dobila fi@stvaré (destilovanu
vodu) (p.o.) umesto leka, pored rastvoréaetime kiseline (i.p.). Da bismo izrazili smanjenjeja
grceva (N) u grupi Zivotinja koje su dobile levetirtama (ili neki drugi antinociceptivni tretman)
u odnosu na kontrolnu grupu, procenat antinocieaptiaktivnosti (%AN) za svakog misSa

ponaosob raunat je prema formuli (Tordii sar., 2010a):

(srednja vrednost N kontrolne grupe — N pojedin@ne zivotinje u test grupi)
%AN = x 100.

srednja vrednost N kontrolne grupe
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Ukoliko je N pojedindne Zivotinje u test grupi ¥e u odnosu na progeu vrednost

grceva u kontrolnoj grupi, smatrano je da ima 0%ANedfrosti EQy (doza ispitivane supstance

koja daje 50%AN) sa 95%-nim intervalima povererggunate su iz odgovarajin krivih log
doze-efekat pomim kompjuterskog programa Pharm PCS (Tallarida iriyr1986) .

Za ispitivanje interakcije levetiracetama sa paracetamolom i c¢akisonomu testu
abdominalnih gfeva u miSevanajpre su ispitani efekti svakog leka ponaosab,cemu su
levetiracetam (p.o.) i paracetamol (p.o.) primeajiv55 minuta pre rastvora &tne kiseline
(Slika 7A), dok je ceftriakson (i.p.) primenjivamakodnevno tokom 7 dana, a 8. dana {ema

eksperiment (Slika 7B). Potom su ispitivani efekbmbinovane primene levetiracetama
paracetamola (Slika 7C) i levetiracetama i cefsala (Slika 7D). Za svaki lek/kombinaciju

lekova ispitane su 4 doze, a za svaku dozu ispibgaeka/kombinacije lekova formirane su

grupe od 6-10 zivotinja.

A) - 60 -5 0 15 (min)

! l < BROJANJE GRCEVA >
LEV (p.o.)ili siréetna
PAR (p.o.)ili Kkiselina (i.p.)
rastvarac (p.o.)

B) -5 0 15 (min)
l l < BROJANJE GRCEVA >
CEF ili rastvarad sir¢etna
(i.p., 7 dana) kiselina (i.p.)
O - 60 -5 0 15 (min)
l | < BROJANJE GRCEVA >
LEV (p.o.) + PAR (p.o.) sircetna
kiselina (i.p.)
D) - 60 -5 0 15 (min)
! ! | < BROJANJE GRCEVA >
CEF LEYV (p.o.) siréetna
(i.p., 7 dana) Kiselina (i.p.)

Slika 7. Eksperimentalni protokol za ispitivanje antinocitepog efekta levetiracetama EV) i
paracetamolaRAR) (A), ceftriaksonaCEF) (B), kombinacijaLEV + PAR (C) i LEV + CEF (D) u testu
abdominalnih géeva u miSeva.
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3.3. Model neuropatskog bola - dijabetesna neurosatl miSeva

Kao model neuropatskog bola k@ée# je model dijabetesne neuropatije u miSeva opisan
u radu Tomt i sar. (2010b), s tim da je izveden na drugom safieva (C57BL/6 umestBwiss
Webste).

3.3.1. Indukcija dijabetesa i testiranje glikemije

Dijabetes je indukovan intraperitonealnom (i.pjekcijom streptozotocina (150 mg/kg)
(Slika 8A). Dve nedelje nakon injektovanja streptorina, testiran je razvoj dijabetesa
merenjem koncentracije glukoze u krvi miSeva kanmgem automatskog meia glukoze u krvi
(GlucoSure Plus, Apex Biotechnology Corp, Hsinchaiwan) pomou reagens traka sa glukoza
oksidaza peroksidaza reagensom. Krv je uzorkovamatio-orbitalnog sinusa miSeva paotuo
heparinizirane kapilare. MiSevija je koncentracija glukoze u krvi 2 h nakon olaaknad 250

mg/dl (13,9 mmol/L) smatrani su dijab@&tim i kori&eni su u eksperimentima.

3.3.2. Testiranje hiperalgezije

Za testiranje razvoja hiperalgezije (bolne prdpgesti) nakon indukcije dijabetesa
koris¢en je test izmicanja repa pod uticajem toploteil(fteeck test”) (Le Bars, 2001; Tongii
sar., 2010b). Test se izvodi aplikovanjem toplotriomgnog stimulusa na kozu repa miSeva.
Stimulus registruju povrSinski termoreceptori i lmeptori, a bolna reakcija zivotinje ogleda se u
izmicanju repa, Sto je posledica aktivacije spinglmefleksa, mada je sugerisan i uticaj visih
nervnih centara (Le Bars, 2001; T@nisar., 2010b). Merni parametar reakciono vremet;.
vreme (u sekundama) koje protekne od trenutka aziggrepa Zivotinje toplotnom zf@nju do
trenutka kada zivotinja naglo izmakne rep, Sto uj@ada je dostignut prag bola. Aparat (Hugo
Sach Elektronik, Cat. No. 7360, March-Hugstetteapiska) se sastoji od izvora infracrvenog
toplotnog zraenja (50 W) sa mogmo&u podeSavanja njegovog intenziteta. Radi lakSeg sad
Zivotinjama, ali i njihovog manjeg stresa, reake@orremena su merena dok su Zivotinje bile
smesStene u odgovarépidrz&e (perforirane plastne cilindre dijametra 3,2 cm i duzine 8 cm).

Zivotinje su najpre trenirane da borave u ditfe uzastopno 3 dana (po 30 minku@stiranja.
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Prilikom merenja, toplotni zrak je bio usmeren rekai podrdje repa zivotinje (oko 4 cm
udaljeno od vrha repa) kroz otvor na postolju agafritiskom na noznu pedalu istovremeno se
aktiviraju toplotni znak i Stoperica. U trenutkusti@anja praga bola zZivotinja naglim pokretom
izmakne rep, Sto automatski zaustavlja toplotndearg i Stopericu. Na kontrolnoj glioaparata
ocitava se reakciono vreme (s) san@agu od 0,1 s. Intenzitet toplotnog Zemja podeSen je tako
da bazalne vrednosti reakcionih vremena pre ingeildijabetesa iznose 4-6 s. U &ju da
Zivotinja ne izmakne rep do isteka 10 sekundi,gafge toploti se prekida da bi se sfiie

oStetenje tkiva (“cut off” vrednost).

U eksperimentalnom modelu dijabetesne neuropagivali smo:
» efekte levetiracetama nakon sistemske primene

» efekte kombinovane primene levetiracetama i stalmillafalternativnih analgetika.

3.3.3. Ispitivanje antinociceptivnog efekta levetaetama i efekata kombinovane primene

levetiracetama i standardnih/alternativnih analg&a

U eksperimentima ispitivanja antinociceptivhog ¢éeklevetiracetama i efekata
kombinovane primene levetiracetama i standardnérfativnih analgetika daestvovali su
hiperglikeméni miSevi koji su razvili hiperalgeziju. Kako bismprocenili stepen razvoja
hiperalgezije, merena su bazalna reakciona vremeadto) i 3 nedelje nakon {} indukcije
dijabetesa u testu izmicanja repa miSeva pod efticajoplote. Najpre su merena bazalna
reakciona vremena pre indukcije dijabetes) (tako Sto su merenja ponavljana 3 puta u
razmacima od 10 minuta. Srednja vrednost ovih njenamedstavljagh za svaku Zivotinju (Slika
8). Tri nedelje (ili dve nedelje, u slaju ispitivanja efekata alfa-lipoinske kiseline)koa
injekcije streptozotocina ponovo su merena reakcioremena, kako bi se utvrdio uticaj

dijabetesa na nocicepcijw)tProcenat hiperalgezije (%oHA)danat je prema sledej formuli:

ft— too)
%HA = x 10Q

(10 o)
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gde jetgo bazalno reakciono vreme pre indukcije dijabetesia bazalno reakciono vreme nakon
indukcije dijabetesaS obzirom da nakon indukcije dijabetesa usledajzhiperalgezije dolazi
do skr&enja bazalnih reakcionih vremeng<ttog), %0HA ima negativan predznak.

Potom su ispitivani efekti levetiracetama, ibuprafe paracetamola, gabapentina,
duloksetina, alfa lipoinske kiseline i dvojnih komd&cija levetiracetama sa navedenim
analgeticima na hiperalgeziju nastalu usled digdeet(streptozotocinom-indukovan dijabetes),
prema eksperimentalnom protokolu prikazanom na 8liZa svaki lek ispitane su 4 raite
doze (Slika 8B i C). Svaka kombinacija ispitanai jé razltite doze odréene prema principima
izobolografske analize (videti poglavlje 5) (SlikBD i E). Lekovi/kombinacije lekova
primenjivani/e su p.o. neposredno nakon merenj@ thedelje nakomdukcije dijabetesa), a
reakciona vremena (t) merena su 30, 60, 90 120, 1810 minuta nakon primene
lekova’/kombinacija lekova. lzuzetak je alfa-lipdias kiselina koja je primenjivana p.o.
svakodnevno tokom 7 dana,de® od 14. dana u odnosu na injektovanje streptorwo tj.
indukciju dijabetesa. Kontrolne grupe Zivotinja delsu rastvar&e) (p.o.) u istoj zapremini
umesto ispitivanih lekova/kombinacija lekova.

Antinociceptivni efekat ispitivanih lekova/kombingclekova izrazen je kao procenat od

maksimalne antinociceptivne aktivnosti (Y%oMAA}umate prema formuli (Tor@i sar., 2010b):

(t—o)
%MAA = x0D,

(10 o}

gde jet reakciono vreme nakon davanja ispitivane supstaadg bazalno reakciono vreme 3
nedelje nakon indukcije dijabetedakoliko su vrednosti t manje od odgovaaut,, smatra se
da je %MAA jednak nuli, odnosno da ispitivana sapsht nije ispoljila antinociceptivni efekat.

Kontrolne i test-grupe sastojale su se od 6 donl@va. E@Qy vrednost (doza leka koja
ostvaruje 50 %MAA) sa 95%-nim intervalima poverenj@wrdena je regresionom analizom
linearnog dela odgovardje krive odnosa doze i efekta u vreme postizanjasmatnog efekta
(Tallarida i Murray, 1986).
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3 nedelje pre 1 nedelja pre eksperiment
eksperimenta eksperimenta
Vreme 0 30 — 240 (min)
merenje ty merenje t, merenje t, merenje t
STZ (i.p.) LEK ili rastvara¢ LEK ili
(p.o., 7 dana) rastvarac (p.o.)
A) I T
STZ (i.p.) rastvara¢ (p.o.)
B) T T
STZ (i.p.) LEV ili IBU ili PAR ili GBP ili DLX ili rastvaraé¢ (p.o.)
(0] T T
STZ (i.p.) ALA ili rastvarac (p.o.)
STZ (i.p.) LEYV (p.o.) + IBU ili PARili GBP ili DLX (p.o.)
E) T I I
STZ (i.p.) ALA (p.o.) LEV (p.o.)

Slika 8. Eksperimentalni protokol za ispitivanje: hiperalgezizazvane streptozotocinon$T2) (A);
antinociceptivnog dejstva levetiracetanzEY), ibuprofena [BU), paracetamola RAR), gabapentina
(GBP), duloksetinaPLX) (B) i alfa-lipoinske kiselineALA) (C) i kombinacijaLEV + IBU ili PARili
GBPili DLX (D) ili ALA (E) u dijabetesnoj neuropatiji u miSeva.
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4. Test za procenu motorne spretnosti pacova i mige

Test za procenu motorne sposobnosti izveden je khkose ispitao uticaj
antinociceptivnih doza levetiracetama na motoriksperimentalnih Zivotinja (pacova i miSeva),
a sa namerom da se ispita njegova bezbednost ir(fetepanovPetrove i sar., 2008b;
Rylander i sar., 2009). Motorna spretnost/ometejgogtocenjivana na “rotarod” aparatu. Aparat
(Treadmill for rats 47700/Treadmill for mice 7600go Basile, Milano, lItalija) se sastoji od
rotirajuceg vretena praika 3 cm (za miSeve) i 5 cm (za pacove), podetjena pet odeljaka
Sirine 5,5 cm (za miSeve) i 9 cm (za pacove). \fretee okrée konstantnom brzinom od 15
obrtaja u minuti. Pacovi/miSevi su trenirani 2 uppea dana pre eksperimenta da “voze”
rotarod. Zivotinje koje¢e biti kori&ene u eksperimentu odabirane su 24 h pre ekspadamen
prema kriterijumu da ne padnu sa vretena tokomudastopna perioda voznje od po 180 s. Na
dan eksperimenta Zzivotinje su joS jednom testirasamo one koje su zadovoljile navedeni
kriterijum ukljucene su u eksperiment. Trideset minuta nakon ifmdg testiranja na dan
eksperimenta, ispitivana supstanca je primenjiyaoa dok je kontrolna grupa Zzivotinja dobila
rastvarg u istoj zapremini (p.o.). Vreme zadrzavanja zingatina rotarodu (s) mereno je 60, 90,
120, 180 i 240 minuta nakon primene leka (SlikaF®ymirane se grupe od 6-10 Zivotinja.

- 30 0 60 90 120 180 240 (min)
l l < MERENJE VREMENA >
inicijalno testiranje levetiracetam (p.o.) ZADRZAVANJA NA ROTARODU

Slika 9. Eksperimentalni protokol za ,rotarod” test.
Maksimalna duzina trajanja voznje rotarod aparatat{off”) bila je 180 s. Za procenu

motorne spretnosti kodén je sledé& kriterijum: za Zivotinje koje su uspele da se odrze na

rotirajucem vretenu 180 s smatrano je da nisu motorno osebjene.

48



Materijal i metode

5. Eksperimentalni dizajn i analiza podataka za utvdivanje tipa interakcije
izmedu levetiracetama i standardnih/alternativnih analgdika

U zavisnosti od toga kakvu efikasnost ostvarujuolekper se u odreéienom
eksperimentalnom modelu bola,cga se interakcija ispituje prilikom kombinovaneirpene,
kori&¢ena su dva ragiita eksperimentalna dizajna i analize podataka tadiuvanje tipa
interakcije (sinergizam, aditivnost ili antagonizam

* U slwaju da oba leka ostvaruju visoku analgjaii efikasnost i efekat ostvaruju na
dozno-zavisan ri&&n (moze da se odredi EBE), primenjuje se izobolografska analiza.
* U slkaju da jedan lek ima visoku, a drugi nisku anatgetiefikasnost i/ili efekat koji

nije zavisan od doze (ne moze da se odrediEPrimenjuje se eksperimentalni dizajn i

analiza opisani u daljem tekstu.

4.1. Izobolografska analiza

Izobolografska analiza primenjuje se za ditvanje tipa interakcije izm# dva leka
visoke antinociceptivne/antihiperalgezijske aktistho Ovu analizu opisali su Tallarida i sar.
(1997) za lek A i lek B koji ostvaruju antinociceto/antihiperalgezijsko dejstvo u
odgovarajdem eksperimentalnom modelu bola kao puni agostibi se utvrdio tip interakcije
izmeadu leka A i B koji su primenjeni u kombinaciji (A+Bprvo je bilo potrebno odrediti B
vrednosti lekova (doza koja ostvaruje 50% efekta) svaki lek pojedinao, pomdau
odgovarajdih krivih odnosa log doze i efekta. Sléd&orak podrazumeva ispitivanja fiksnih
kombinacija ekvi-efektivnih doza lekova A i B preradgovarajdoj Semi, npr. 1/16 EER 1ex A
+ 1/16 ERo 1ex B, 1/8 EDyo ek A + 1/8 EDsp ek B, 1/4 EDy ek A + 1/4 EDyo 1ex B 1 1/2 EDyp
Lexk A + 1/2 EDyo e B. Za svaku kombinaciju doza formirane su grupesadb 10 Zivotinja.
Eksperimentalna srednja efektivha doza kombind€&i[@so mix AB), sastoji se iz odgovardijin
doza ispitivanih lekova A i B, koje se odtge na osnovu fiksnog masenog udela komponenti u
kombinaciji. EBp mix AB se odrduje metodom linearne regresije iz krive odnosa doge i
efekta za ispitivanu kombinaciju. Zatim se dgDQyix AB statisttki uporeiuje sa teorijskom

srednjom efektivnom dozom kombinacije (&R44AB), koja se takde sastoji iz odgovaragth
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doza ispitivanih lekova A i B, uz pretpostavku dargihovi efekti sabiraju. E£ agaAB se
izracunava prema formuli (Tallarida i sar., 1997):

EDso addAB= f X EDsp Lex A + (1) X EDso Lex B,
gdef ozna&ava frakciju ER, leka u ispitivanoj kombinaciji. U kognom eksperimentalnom
dizajnuf = 0,5.

U gornjoj jednéini, EDsp 2q¢AB je zbirna doza, a njena varijanséuaa se kao:

Var EDsg aqgAB = f% x Var EDsg Lex A + (1) VAR EDsg Lex B,

Iz ovih varijansi, izrdunavaju se 95%-ni intervali poverenja i razdvajagukomponente
prema udelu svakog leka u kombinaciji.

Supra-aditivnha (sinergiskia) interakcija detektuje se ako je efekat komhbjadekova
statisttki znatajno vei od teorijskog izréunatog ekvivalentnog efekta kombinacije lekova sa
istim masenim udelom komponenti (EDhixAB znaajno manja Ey aq¢AB). Kada se EBy mix
AB ne razlikuje zn&jno od ERp a4sAB, kombinacija ima aditivni efekat, a u 8aju da je Elp
mix AB statisttki znatajno v&a od ERp aqqAB, komponente A i B interaguju kao antagonisti
(Tallarida i sar., 1997). Gr&ki prikaz rezultata izobolografske analize — izagwhm (Slika 10)
omoguava lakSe tum#enje njenih rezultata.

Slika 10. 1zobologram za lekove A i B ki
ispoljavaju antinociceptivni/antihiperalgezijski
77 efekat okarakterisan sa EfA i EDsgB. Kosa
linija predstavlja liniju aditivnosti (spaja E£
A i EDsoB), a na njoj se nalazi aditivha sred
efektivna doza kombinacije (EQRQq4qAB).
Prema poloZaju eksperimentalno dobijene
srednje efektivne doze kombinacije §E&X
AB) u odnosu na liniju aditivnosti, turfisse

karakter interakcije: 1) ako se ER,xAB
EDso ada AB poklapa sa linijom aditivnosti, odnosno ne

EDso B

B (mg/kg)

37 razlikuje se znéajno od ERy 1a¢AB, interakciji

je aditivna, 2) ako EBE mixAB odstpa od linije

27 aditivnosti i statisttki se zndajno razlikuje od
, EDs 20¢AB, a nalazi se nalazi ispod linije

11 EDSO mix AB aditivnosti radi se o sinergizmu, a 3) ako se
EDso A nalazi iznad linije aditivnosti i statisti se
0 ; ; ; ; ; , * . zna‘ajno razlikuje od El .44AB, radi se o

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 antagonizmyTallaridai sar., 1997).

B (mg/kg)
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Dodatno, da bi se opisao intenzitet sinergizmaiumkomponentama (prema kome je
mogute rangirati ispitivane kombinacije), izianava se indeks interakcijg)( prema formuli
(Tallarida, 2002):

? = EDsoA U komBINACIII SA B/EDsoA + EDsoB y komsinaciai sa A/EDsoB.

Indeks interakcije je kvantitativni pokazatelj zaratenu kombinaciju lekova koji
ukazuje na izmenjenu damu kombinacije. Vrednosti bliske 1, ukazuje natigdu interakciju,
vrednosti vée od 1 ukazuju na antagonizam, dok vrednosti maehjk ukazuju na sinergigku

interakciju izméu komponenti (Tallarida, 2002).

4.2. Analiza tipa interakcije leka sa visokom i kksa niskom analgetkom

efikasno$u

Interakcija izméu leka sa visokom (lek A) i leka sa niskom (leka®yihiperalgezijskom
efikasnosu ispitivana je na taj @& Sto je istovremeno primenjivana fiksna, sub-gfela doza
leka sa nizom antihiperalgezijskom efikasho3 rastde doze leka koji je pokazao visoku
antihiperalgezijsku efikasnost (Toéni sar., 2010b). Najpre se za lek A odrediskEfxrednost iz
odgovarajde krive odnosa log doze i efekta. Antihiperalgéajefikasnost leka B se ispita u
odreienom doznom opsegu (prema literaturnim podacirea)kombinovanje se odabere (mala)
doza koja ne daje antihiperalgezijski efekat. Ujimlaleksperimentima ispituju se efekti
kombinacija lekova A i B, sastavljenih od rastudoza leka A i fiksne sub-efektivhe doze leka
B (EDoB) (npr. 1/8 ERoA + EDyB; 1/4 EDwA + EDyB i sl.). Za svaku kombinaciju formira se
grupa od 6 do 10 Zivotinja.

Zatim se statistki uporeiuju regresiona kriva leka A primenjenpgr se(“kriva A”) i
regresiona kriva leka A primenjenog u kombinacgi lskom B (“kriva A + B”) (Slika 11).
Ukoliko se te krive poklapaju, komponente ostvaragitivni efekat. U sléaju da postoji
zna&ajan pomak u levo “krive A + B” u odnosu na “krifl, postoji potencijacija dejstva leka A
u prisustvu leka B, tj. lekovi ostvaruju supra-aatiti (sinergisttku) interakciju. Konano, ako se
javi zna&ajan pomak u desno, radi se o antagonizmu demekova A i B (Tallarida, 2000).
Pored toga, statiski se mogu uporediti E£3 vrednosti za lek Aper se(EDsp A) i za lek A
primenjen zajedno sa fiksnom dozom leka B {EB+B). Ukoliko je ED;y A+B statistéki
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zn&ajno manja u porenju sa Elp A, postoji potencijacija dejstva leka A u prisusteka B.
Ovo porgenje vrSi se primenom procedure za ditvaeinje odnosa jana prema Tallarida i
Murray (1986). Ukoliko 95%-ni intervali poveranja odnos jéina ne uklj¢uje 1, postoji
zna&ajna razlika izméu dve ERg vrednosti.

90 -
80 1 .
70 . . ,
kriva A + B a Slika 11 Regresione krive odnosa i
60 - doze i antihiperalgezijskog efekta
(%AH) leka A (kriva A) i leka A
- 50 - — primenjenog u kombinaciji sa lekom B
:t\o 40 - (kriva A+B). Ukoliko se detektuje
zna‘ajan pomak krive A+B u levo,
30 kriva A izmeiu lekova A i B postoji sinergizam
u dejstvu. Ako se kriva A i kriva A+B
20 A poklapaju, interakcija je aditivna, a
ako postoji zn&ajan pomak krive A+B
10 1 u desno u odnosu na krivu A, postoji
0 . . . antagonizam (Tallarida, 2000).
1,00 1,50 2,00 2,50

log dose (mg/kg)

5. Analiza duzine trajanja dejstva lekova i kombinaija lekova

Za analizu duzine trajanja antinociceptivhog/apehalgezijskog efekta ispitivanih
lekova/kombinacija lekova izéanavane su povrSine ispod krive (PIK) tigoj apscisi je
predstavljeno vreme (h ili min) nakon primene sapst.

U modelu inflamatornog bola u pacavaa ordinati je predstavljena razlika u pritiscima
oslanjanja izméu zdrave Sape i Sape sa hiperalgezijom - df (ga apscisi vreme (h). Zatim su
izracunavane povrsine ispod krivih (PIK) primenom trapdnog pravila (Tallarida i Murray,
1986) i formirane razlike u PIK iznda kontrolne (grupa koja je dobila rastwde) umesto
ispitivane/ih supstance/i) i eksperimentalne gr{gripa koja je dobila odgovargjutretman,
lek/kombinaciju lekova) (Plknwor — PlKeksp, koje su direktno proporcionalne intenzitetu
antihiperalgezijskog dejstva. Razlika izdnePKonro | PlKeksp (APIK), izrazena je u funkciji

procenta antihiperalgezijskog dejstva (%AH) ddmog tretmana, postignutog u trenutku
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maksimalnog efekta. Linearna zavisnost idmeova dva parametra oziava da je duzina
trajanja dejstva primenjene doze leka/kombina@jeva zavisna od doze (Yaksh i sar., 1986;
Tomi¢ i sar., 2010a).

U modelu dijabetesne neuropatije u miSena ordinati je predstavljena razlika iztne
reakcionih vremena posle i pre davanja lekay-(¥aksh i sar., 1986), a na apscisi vreme (min).
Kao i u prethodnom modelu, za svaku dozu leka/koatje lekova izr&unavane su povrsine
ispod krive (PIK) primenom trapezoidnog pravilal{@ada i Murray, 1986). Zatim su dobijene
PIK izrazene u funkciji procenta od maksimalne ramticeptivne aktivnosti (%0MAA). Linearna
zavisnost izméu ova dva parametra ozfawa da je duzina trajanja dejstva primenjene doze
leka/kombinacije lekova zavisna od doze (Yakslr., 4886; Tomt i sar., 2010a).

Nagibi dobijenih regresionih kriva\PIK = a x %AH + b i PIK = a x %MAA + b, gde je
“a” nagib krive, a “b” ods&ak na y-osi) su relativnha mera duzine trajanja tdejs
lekova/kombincija lekova), tj. 5to je nagibéetrajanje antinociceptivnog/antihiperalgezijskog
dejstva je duze (Yaksh i sar., 1986; Témsar., 2010a). Ukoliko se nagibi %ANRIK/%MAA-
PIK regresionih kriva za dva tretmana ne razlikepatajno, smatra se da imaju pribliznocsli
duzinu trajanja dejstva. Da li su razlike iztnenagiba krivih ispitivanih lekova/kombinacija
lekova statistiki znatajne, procenjivano je testom paralelizma (TallariVarray, 1986).

Dodatno, na bazi iztanatih koeficijenata korelacije za %AMPIK i %MAA-PIK
regresione krive procenjuje se da li je duzinaatrgg dejstva lekova/kombinacija lekova dozno-

zavisna (Yaksh i sar., 1986; Tamisar., 2010a).
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6. Statistika obrada rezultata

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SEMNdardna greska) u grupi od 6-10
Zivotinja. Pri statistikoj obradi rezultata koré&ni su sled&@ racunarski programi: Pharm PCS
(Pharmacological Calculation System) (Micro-Compuspecialists, Philadelphia, PA, USA),
Pharm Tools Pro (The McCary Group, Schnecksvilla, BSA), SPSS 18 za Windows i
Microsoft Excel.

Pharm PCSprogram korigen je za izr&unavanje: Ely vrednosti sa 95% intervalima
poverenja, povrsina ispod krivih (trapezoidno pi@wvi odnosa jaina izmeiu dva leka.

Programom Pharm Tools Pro odrelivana je vrsta interakcije iznde lekova
(sinergizam/aditivhost), dena je ANOVA u linearnoj regresiji uz odgovarajypost hoc test
(Bonferroni i Tukey HSD test), Kruskal-Wallis tedest paralelizma.

Pri statisttkoj obradi rezultata koré&ni su sled& statisteki testovi: jednofaktorska
ANOVA, Bonferroni i Tukey HSD test, Studentbvest, Kruskal-Wallis i Mann Whitney U test.
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IV REZULTATI

1. Efekti levetiracetama u eksperimentalnim modelim bola u pacova i miSeva

Dejstvo levetiracetama je ispitivano u modelima atgkog (infamatornog), visceralnog i

neuropatskog bola u pacova i miSeva.

1.1. Efekat levetiracetama u modelu inflamatornogola u pacova nakon

sistemske i lokalne periferne primene

U modelu somatskog inflamatornog bola u pacoveagtieacetam je ispoljio statighi
zna&ajno i dozno-zavisno antihiperalgezijsko dejstvakama sistemske i lokalne periferne
primene.

Nakon sistemske primenkevetiracetam (10-200 mg/kg; p.o.) je dozno-zavismanijio
razliku u pritiscima oslanjanja izrie zdrave Sape i Sape sa hiperalgezijom, df (g), u
modifikovanom testu pritiska na Sapu pacopa<(0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 12 —
veliki grafikon). Maksimum antihiperalgezijskog deja (%AH) levetiracetam postize 120 min
nakon p.o. primene, a odgovar@jdAH iznose 36,94%, 55,62%, 68,32% i 79,26% zaedoz
levetiracetama od 10, 50, 100 i 200 mg/kg, redohkgd<.2 — mali grafikon). Kriva odnosa log
doze i efekta levetiracetama konstruisana za vigdnmaksimalnog %AH ima visok koeficijent
korelacije (r = 0,994; Slike 29A, 31A, 33A i 35/9rednja efektivha doza levetiracetama, nakon
sistemske primene, u trenutku maksimalnog efektasiz27,59 + 2,72 (18,03 — 42,21) mg/kg
(Tabele 5-8). Duzina trajanja dejstva levetiracetapavisna je od doze, jer kriva odnosa
antihiperalgezijskog dejstva (%AH) i razlike pawg ispod krivih kontrolne i eksperimentalne
grupe APIK) ima visok koeficijent linearne korelacije (rG6s995; nije prikazano) (Yaksh i sar.,
1986; Tom¢ i sar., 2010a).
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60 1 —&— kontrola
—- LEV 10 mg/kg
—{ LEV 50 mg/kg
—@— LEV 100 mg/kg
50 A —O—LEV 200 mg/kg
40 A
S 30
G
20 -
10 A
0 5 T T T T T T 1 O T T T T T 1
-60 0 30 60 90 120 180 240 60 0 30 60 90 120 180 240

t (min) t (min)

CAR (i.pl.) LEV (p.o.)

Slika 12. Vremenski tok sistemskog antihiperalgezijskog kejvetiracetamalEV), izrazenog kao
razlika u pritiscima oslanjanja na zdravu Sapu ip8asa hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
(oznaeno na y-osi) izmerena su pre indukcije inflamatijeaplantarnom injekcijom (i.pl.) karagenina
(CAR), dok je LEV primenjen peroralno (p.o.) 60 min olkCAR (oznéeno strelicama). Svaka diea
predstavlja srednju vrednost + SEM razlike u pdiiea oslanjanja, df (g), dobijenu testiranjem 6-8
Zivotinja. Statisttka zn@ajnost (**p < 0,01; jednofaktorska ANOVA, Tukey HE&3t) odrdena je u
odnosu ha kontrolu.

Manji grafikon: Vremenski tok antihiperalgezijskog dejstva LEV ieredy kao procenat
antihiperalgezijskog dejstv84AH). Za simbole videti veliki grafikon.

Nakonlokalne periferne primene levetiracetant200-1000 nmol/Sapi; i.pl.) zajedno sa
karageninom, zabelezeno je statigtiznatajno i dozno-zavisno smanjenje razlike u pritiscima
oslanjanja izméu zdrave Sape i Sape sa hiperalgezijom, df (g)pdiflkovanom testu pritiska
na Sapu pacova (< 0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 13 — velikiadikon). Sve ispitivane
doze postigle su maksimalan antihiperalgezijskk&f€%AH) 120 min nakon i.pl. primene, a
odgovarajdi %AH iznose 25,31%, 49,38% i 68,40% za doze lexettama od 200, 600 i 1000

nmol/Sapi, redom (Slika 13 - mali grafikon). Krivamnosa log doze i efekta levetiracetama
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konstruisana za vrednosti maksimalnog %AH ima viko&ficijent korelacije (r = 0,989; nije
prikazano). Odgovaraga ED;pvrednost £+ SEM (95%-ni interval poverenja) atkea u trenutku
maksimalnog efekta ispitivanih doza iznosi 538,9%31#48 (159,91 — 1816,32) nmol/Sapi. Efekti
levetiracetama su lokalne prirode, s obzirom dazpgstao efekat najée ispitivane doze
levetiracetama (1000 nmol/Sapi) primenjene konteaédno, u zdravu Sapu pacova (p > 0,05;
Student-test) (Slika 13).

60 1 —&— kontrola

—- LEV 200 nmol/Sapi

—{ LEV 600 nmol/3api

—@— LEV 1000 nmol/Sapi

50 1 —4— LEV 1000 nmol/contra.Sapi

40
S 30 -
G
100 1
20 - 80 -
60 -
I
g
10 1 S 40 1
é 20 - !/I/.\I\F.\.
0 T 1 T T T T T 1 0 -W*ﬁ:h f
60 90 120 150 180 240 300 0 60 90 120 150 180 240 300
T‘ t (min) t (min)

i.pl. injekcije

Slika 13. Vremenski tok lokalnog perifernog antihiperalgdaig dejstva levetiracetamalEV),
izrazenog kao razlika u pritiscima oslanjanja naazd Sapu i Sapu sa hiperalgezijom, df (g). Bazalna
merenja (0znéeno na y-osi) izmerena su pre intraplantarnih ().jshjekcija (ozndeno strelicama). LEV
je primenjen istovremeno sa karagenind@AR) u sklopu jedne injekcije (i.pl.). Svakaka predstavlja
srednju vrednost + SEM razlike u pritiscima oslan@ df (g), dobijenu testiranjem 6-8 Zivotinja.
Statistika zna@ajnost (*p < 0,05; **p < 0,01; jednofaktorska ANOYAukey HSD test) odfena je u
odnosu na kontrolucontra = kontralateralno.

Maniji grafikon: Vremenski tok lokalnog perifernog antihiperalgeaijgkdejstva LEV izrazenog kao
procenat antihiperalgezijskog dejstvaAH). Za simbole videti veliki grafikon.
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1.2. Efekat levetiracetama u modelu visceralnogdalmiSeva

U testu abdominalnih geva u miSeva, levetiracetam (1-25 mg/kg; p.o.)taigicki
zn&ajno i dozno-zavisno smanijio broj abdominalnikegia (N) u odnosu na kontrolu, grupu
miSeva koja je dobila rastvor &tne kiseline i rastvatgp.o.) umesto lekgp(< 0,01; Kruskal-
Wallis test) (Slika 14). Antinociceptivni efekatvigtiracetama izrazen u procentima iznosi
25,63% (1 mg/kg; p.o.), 38,89% (5 mg/kg; p.0.)06% (15 mg/kg; p.o.) i 80% (25 mg/kg; p.o.)
(nije prikazano). Kriva odnosa log doze i antinegtivnog efekta levetiracetama ima visok
koeficijent korelacije (r = 0,956; Slike 41A i 43ADdgovarajda EDso vrednost £ SEM (95%-ni
interval poverenja) iznosi 6,03 + 1,61 (1,90-19,4®)kg (Tabele 9 10).

30 ~

25

20

15

**

broj gr €eva

1
i

10

**

SN NN NN

kontrola 1 5 15 25
LEV (mg/kg)

Slika 14. Antinociceptivno dejstvo levetiracetamad.EY), izrazeno kao broj geva izazvanih
intraperitonealnom injekcijom rastvora getne kiseline. LEV je primenjen per 0s 55 minuanastvora

siréetne kiseline. Svaki stubpredstavlja srednju vrednost + SEM, dobijenu tesiem 6-10 miSeva.
Statisttka zn@ajnost (*p < 0,05; **p < 0,01; Kruskal-Wallis potorilann-Whitney U test) od#ena je u

odnosu na kontrolu.
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1.3. Efekat levetiracetama u modelu dijabetesne rmogatije u miSeva

U testu izmicanja repa pod uticajem toplote koalkittnih miSeva, levetiracetam (10-
100 mg/kg; p.o.) ostvario je statili znatajno i dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo, u
poraienju sa kontrolnom grupom zivotinja koja je dob#atvaré (p.o.) umesto lekap(< 0,01;
jednofaktorska ANOVA) (Slika 15). Maksimum antinogptivnog dejstva (%MAA)
levetiracetam postize 90-120 min nakon p.o. primenedgovarajti %MAA iznose 29,59%,
41,26%, 67,79% i 82,47% za doze od 10, 20, 50 irh@tkg, redom (Slika 15). Kriva odnosa
log doze i efekta levetiracetama (%MAA) u trenutiaksimalnog efekta ispitivanin doza
pokazuje visok stepen linearne korelacije (r = 6;%like 47A, 49A, 51A, 53A i 55A). Srednja
efektivna doza (95%-ni interval poverenja) levet@tama u dijabetesnoj neuropatiji iznosi 25,33
+ 1,52 (19,28 — 34,50) mg/kg (Tabele 12-16). DuZnaganja dejstva levetiracetama zavisna je
od doze, jer kriva odnosa antinociceptivhog dejg#edAA) i povrsSine ispod krive (PIK) ima
visok koeficijent linearne korelacije (r = 0,995jenprikazano) (Yaksh i sar., 1986; Tamisar.,
2010a).

100 7 —&—kontrola
——LEV 10 mg/kg
—{LEV 20 mg/kg
—@—LEV 50 mg/kg
80 1 —O—LEV 100 mg/kg

Slika 15.Vremenski tok
antinociceptivnog dejstva
levetiracetamal(EV), nakon
peroralne primene (p.o.) (ozé@no
strelicom) u dijabetinih miSeva,
izrazenog kao procenat od
maksimalne antinociceptivne
aktivnosti #%6MAA). Antinociceptivno
dejstvo mereno je u testu izmicanja
repa pod uticajem toplote. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost +
SEM dobijenu testiranjem 6-10
miSeva. Statistka zn@ajnost (*p <
0,05; **p < 0,01; jednofaktorska
ANOVA, Tukey HSD test) odiena je
u odnosu na kontrolnu grupu miSeva.
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40 1 4
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2. Mehanizam antihiperalgezijskog efekta levetiradama u modelu

inflamatornog bola u pacova

Da bismo ispitali da li levetiracetam deluje prek®ABAA, opioidergékih, ap-
adrenergikih, serotonergiih i adenozinskih receptora i na kom nivou (cenirdili periferni
nervni sistem), pratili smo uticaj sistemski i lbk@a periferno primenjenih antagonista
pomenutih receptora na sistemsko i lokalno perifexntihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama

u inflamatornom modelu bola u pacova.

2.1. Uticaj antagonista GABA-ergkih receptora na antihiperalgezijski efekat

levetiracetama

Sistemski primenjerbikukulin selektivni GABA, antagonist (0,5-2 mg/kg; i.p.),
statisttki je zna&ajno i dozno-zavisno smanjio antihiperalgezijskgstd® levetiracetama (100
mg/kg; p.o.) u modifikovanom testu pritiska na Sgpova |§ < 0,01; jednofaktorska ANOVA)
(Slika 16). Maksimum inhibitornog dejstva (%l) bkulina na antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama postize se 60 min nakon i.p. primenedgovarajéi %l iznose 44,50% (0,5
mg/kg; i.p.), 73,37% (1 mg/kg; i.p.) i 86,49% (2 tg i.p.) (nije prikazano). Bikukulinper se
u najveoj ispitivanoj dozi (2 mg/kg; i.p.) nije ostvarioticaj na hiperalgeziju izazvanu
karageninom u inflamatonom modelu bola u pacgva Q,05; Studentotrtest) (Slika 16).

Nakonlokalne periferne primendikukulin (400 nmol/Sapi; i.pl.) nije statigki znatajno
uticao na lokalno periferno antihiperalgezijskostigp levetiracetama (1000 nmol/Sapi; i.ph)X
0,05; Studentov-test) (Slika 16). Bikukulin, primenjeper seu najve&oj ispitivanoj dozi, nije
uticao na hiperalgeziju izazvanu karageninom u filaianom testu pritiska na Sapu pacopa (

> 0,05; Studentottest) (nije prikazano).
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df (g)

60

50

40

20

10

—&— kontrola
—— LEV
—8- LEV + BIC 0,5 mg/kg
—{—LEV + BIC 1 mg/kg
—@—LEV + BIC 2 mg/kg
——BIC 2 mg/kg

o

30 60 90 120
t(min)

CAR (i.pl.) LEV (p.o.) + BIC (i.p.)

df (9)

60

50

40

20

10

0

—&—kontrola
——LEV
—@—LEV + BIC 400 nmol/3api

180

240

i

i.pl. injekcije

t (min)

240

300

Slika 16.Vremenski tok inhibitornog dejstva
sistemski primenjenog bikukulinBIC) na
sistemsko antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetamal(EV), izraZzenog kao razlika u
pritiscima oslanjanja na zdravu Sapu i Sapu sa
hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
(ozna*eno na y-o0si) izmerena su pre indukcije
inflamacije intraplantarnom injekcijom (i.pl.)
karagenina CAR), dok su BIC (i.p.) i LEV (100
mg/kg; p.o.) primenjeni 60 min nakon CAR
(ozna'eno strelicama). Svakadiea predstavija
srednju vrednost + SEM razlike u pritiscima
oslanjanja, df (g), u grupi od 6 do 8 pacova.
Statisti’ka zn&ajnost (*p < 0,05; **p < 0,01;
jednofaktorska ANOVA, Bonferroni test)
odredena je u odnosu na krivu za LEV.

Slika 17.0dsustvo inhibitornog dejstva lokalno
periferno primenjenog bikukulind®(C) na
lokalno periferno antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetamal(EV), izraZzenog kao razlika u
pritiscima oslanjanja na zdravu Sapu i Sapu sa
hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
(oznaeno na y-0si) izmerena su pre
intraplantarnih (i.pl.) injekcija (oznéeno
strelicama). BIC (i.pl.) i LEV (1000 nmol/Sapi;
i.pl.) primenjeni su istovremeno sa
karageninomCAR), u sklopu jedne injekcije.
Svaka taka predstavlja srednju vrednost +
SEM razlike u pritiscima oslanjanja, df (g),
dobijenu testiranjem 6-8 Zivotinja. Ne postoji
statist’ki zna‘ajna razlika izméu krivih LEV

vs LEV + BIC 400 nmol/Sapi (p > 0,05;
Studentov t-test).
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2.2. Uticaj antagonista opioidergkin receptora na antihiperalgezijski efekat

levetiracetama

Sistemski primenjen naloksomeselektivni antagonist opioidetgih receptora (1-3
mg/kg; 1.p.), izazvao je statigki znaajno i dozno-zavisno smanjenje antihiperalgezijskog
dejstva levetiracetama (100 mg/kg; p.o.) u modifs&kaom testu pritiska na Sapu pacova <(
0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 17). Maksimalmtibitorno dejstvo (%l) nalokson postize
60-90 minuta nakon i.p. primene, a odgovaiia§él iznose 70,27% (1 mg/kg; i.p.), 82,49% (2
mg/kg; i.p.) 1 100% (3 mg/kg; i.p.) (nije prikazandajveta ispitivana doza naloksona (3 mg/kg;
i.p.) nije ostvarila zn&jan uticaj na hiperalgeziju izazvanu karageninoavem modelu bola u
pacova p > 0,05; Studentottest) (Slika 18).

60 T —&— kontrola
—— | EV
—M—LEV + NLX 1 mg/kg
—{LEV + NLX 2 mg/kg
—@—LEV + NLX 3 mg/kg
50 A —4— NLX 3 mg/kg
Slika 18.Vremenski tok inhibitornog dejstva
sistemski primenjenog naloksordL(X) na
40 A sistemsko antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetamal(EV), izrazenog kao razlika u
pritiscima oslanjanja na zdravu Sapu i Sapu sa
=30 - hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
g (ozna*eno na y-o0si) izmerena su pre indukcije
inflamacije intraplantarnom injekcijom (i.pl.)
karagenina CAR), dok su BIC (i.p.) i LEV
20 1 (100 mg/kg; p.o.) primenjeni 60 min nakon
CAR (oznéeno strelicama). Svakadea
predstavlja srednju vrednost + SEM razlike u
10 1 pritiscima os!anjanja, df (9), u grupi od 6 do 8
pacova. Statistka zna@ajnost (*p < 0,05; **p
- < 0,01; jednofaktorska ANOVA, Bonferroni
Q test) odr@ena je u odnosu na krivu za LEV.
-60 0 30 60 90 120 180 240
T t (min)
CAR (i.pl.) LEV (p.o.) + NLX (i.p.)

Istovremena primena naloksona (neselektivnog antaigo opioidergikin receptora)
(75-300 nmol/Sapi; i.pl.) ili CTAP (selektivhog agbnistep-opioidergtkih receptora) (1-5
nmol/Sapi; i.pl.) sa levetiracetamom (1000 nmol/Sapl.) u zadnju Sapu pacova izazvala je

zna&ajno i dozno-zavisno smanjenje lokalnog perifernegtihiperalgezijskog dejstva
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levetiracetamap( < 0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 19A i B). Msiknalno inhibitorno
dejstvo (%l) nalokson postize 120 minuta nakon ppimene, uz odgovaraja %l od 75,50%,
82,68% i 100% za doze naloksona od 75, 150 i 300Il/8api, redom (nije prikazano). CTAP
ostvaruje najvéu inhibiciju antihiperalgezijskog dejstva levetiet@ma 90-120 minuta nakon
i.pl. primene, uz %l od 51,44%, 75,80% i 100% zaedGTAP od 1, 3 i 5 nmol/Sapi, redom (nije
prikazano). Efekti naloksona i CTAP su lokalne qulig, jer injekcija najugh ispitivanih doza
antagonista u zdravu Sapu nije ostvarila inhibitodejstvo (Slika 19A i B). Nalokson i CTAP,
primenjeni per se u najvé&im ispitivanim dozama, nisu uticali na hiperalgezizazvanu

karageninomg > 0,05; Studentotrtest) (nije prikazano).

A) B)
60 1 —&—kontrola 60 1 —&—kontrola
——LEV & LEV
—8-LEV + CTAP 1 nmol/3api —8-LEV + NLX 75 nmol/Sapi
—I—LEV + CTAP 3 nmol/Sapi —{—LEV + NLX 150 nmol/Sapi
—@—LEV + CTAP 5 nmol/3api | —®—LEV+NLX 300 nmol/3api
50 1 —A—LEV + CTAP 5 nmol/contra.Sapi S0 —— LEV + NLX 300 nmol/contra. $api
*% **
40 A 40 A
B30 A 530 A
£ ]
20 20
10 A 10
i
0 M T T T T T T 1 0 T T T T T T 1
60 90 120 150 180 240 300 0, 60 90 120 150 180 240 300
%T t (min) t (min)
i.pl. injekcije i.pl. injekcije

Slika 19. Vremenski tok inhibitornog dejstva lokalno perif@mprimenjenih antagonista opioidetgjih
receptora, naloksonaNLX) (A) i CTAP (B) na lokalno periferno antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama WEV), izraZzenog kao razlika u pritiscima oslanjanja raravu Sapu i Sapu sa
hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja (oZex@o na y-0si) izmerena su pre intraplantarnih ().pl
injekcija (ozna@eno strelicama). NLX (i.pl.) ili CTAP (i.pl.) primgni su istovremeno sa LEV (1000
nmol/Sapi; i.pl.) i karageninomQAR) (i.pl.), u sklopu jedne injekcije. Svakaka predstavlja srednju
vrednost + SEM razlike u pritiscima oslanjanja, @), dobijenu testiranjem 6-8 Zivotinja. Stattkt
zna‘ajnost (**p < 0,01; jednofaktorska ANOVA, Tukeyitgst) odr@ena je u odnosu na krivu za LEV.
contra. = kontralateralno.
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levetiracetama

2.3. Uticaj antagonista adrenergkih receptora na antihiperalgezijski efekat

Sistemska primena johimbinaelektivnog antagoniste,-adrenergikih receptora (1-3

60 7 —&—kontrola
——LEV
—-LEV + YOH 1 mg/kg
—{—LEV + YOH 2 mg/kg
—@—LEV + YOH 3 mg/kg
50 1 —— YOH 3 mg/kg
40 A
530
© *%
*
20 A
10 A
O g T T T T T T 1
-6 30 60 90 120 180 240

t (min)

CAR (i.pl.), YOH (i.p.), LEV (p.0.)

mg/kg; i.p.), zn&ajno je smanjila antihiperalgezijsko dejstvo lerstetama (100 mg/kg; p.o.) u
modifikovanom testu pritiska na Sapu pacovya <(0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 20).
Johimbin je dozno-zavisno inhibirao antihiperalggkn dejstvo levetiracetama. Maksimalno
inhibitorno dejstvo johimbin postize 90 minuta nakbp. primene, a odgovardgjuprocenti
inhibicije iznose 51,33% (1 mg/kg; i.p.), 79,60% r(®y/kg; i.p.) i 100% (3 mg/kg; i.p.) (nije
prikazano). Najvéa ispitivana sistemska doza johimbina (3 mg/kg) inje ostvarila zn&jan
uticaj na hiperalgeziju izazvanu karageninom u rioaliyanom testu pritiska na Sapu pacopa (
> 0,05; Studentottest) (Slika 20).

Slika 20.Vremenski tok inhibitornog dejstva
sistemski primenjenog johimbingd®H) na
sistemsko antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetamal(EV), izrazenog kao razlika
u pritiscima oslanjanja na zdravu Sapu i Sapu
sa hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
(ozna'eno na y-0si) izmerena su pre
indukcije inflamacije intraplantarnom
injekcijom (i.pl.) karageninaGAR), YOH

(i.p.) je primenjen 15 minuta pre LEV (100
mg/kg; p.0.) odnosno 45 minuta nakon
izazivanja inflamacije (ozr@no strelicama).
Svaka téka predstavlja srednju vrednost +
SEM razlike u pritiscima oslanjanja, df (g), u
grupi od 6 do 8 pacova. Statigdta

znasajnost (*p < 0,05; **p < 0,01;
jednofaktorska ANOVA, Bonferroni test)
odredena je u odnosu na krivu za LEV.
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Nakon lokalne periferne primenejohimbin (selektivni antagonisti;-adrenergikih
receptora) (130-520 nmol/Sapi; i.pl.) ili BRL 444@8elektivni antagonisti;a adrenergikin
receptora) (50-200 nmol/Sapi; i.pl.) ili MK-912 [sktivni antagonistoyc adrenergdikih
receptora) (5-20 nmol/Sapi; i.pl.), primenjen is@meno sa levetiracetamom (1000 nmol/Sapi;
i.pl.) u zadnju Sapu pacova, statikiiznatajno je antagonizovao antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama p( < 0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 21A, B i C)nhibitorni efekti
johimbina, BRL 44408 i MK-912 su dozno-zavisni. Makum inhibitornog dejstva johimbin
postize 90 minuta nakon i.pl. primene, a odgova&rajrocenti inhibicije iznose 51,33%, 79,60%
i 100% za doze johimbina od 130, 260 i 520 nmol/&apl.), redom (nije prikazano). BRL
44408 je ostvario naj¢e stepen inhibicije antihiperalgezijskog dejstvadgracetama 90-120
minuta nakon i.pl. primene uz procente inhibicig $4,12%, 78,98% i 100% za doze BRL
44408 od 50, 100 i 200 nmol/Sapi (i.pl.), redomgmrikazano). Maksimalne inhibitorne efekte
MK-912 postize 90-150 min nakon i.pl. primene. Odg@ji procenti inhibicije iznose
52,98%, 79,85% i 100% za doze MK-912 od 5, 10 n2®l/Sapi (i.pl.), redom (nije prikazano).
Inhibitorno dejstvo johimbina, BRL 44408 i MK-912ariokalne periferne antihiperalgezijske
efekte levetiracetama je lokalnog karaktera, srobzida injekcija najugh ispitivanih dozao,-
adrenergikin antagonista u zdravu Sapu nije ostvarila indijbi efekata levetiracetama
primenjenog u Sapu sa hiperalgezijom (Figura 21A,@8. Lokalna periferna primena nagie
ispitivanih dozau,-adrenergikih antagonistger senije uticala zn&jno na bolnu preosetljivost
izazvanu karageninom u modifikovanom testu pritiskaSapu pacova ¢ 0,05; Student-test)

(nije prikazano).
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A)

B)

60 1 —&— kontrola
—— LEV
—M- LEV + YOH 130 nmol/Sapi
—{LEV + YOH 260 nmol/Sapi
] —@— LEV + YOH 520 nmol/3api
50 ——LEV + YOH 520 nmol/contra.Sapi
40 A
30 T
20 A
10 1
60 90 120 150 180 240 300
T t (min)
i.pl. injekcije
C)
60 7 —&— kontrola
——LEV
—- LEV + BRL 44408 50 nmol/Sapi
—{~LEV + BRL 44408 100 nmol/3api
| —@— LEV + BRL 44408 200 nmol/Sapi
50 ——LEV + BRL 44408 200 nmol/contra.Sapi
40 A
30 1
20 1
10 1

90 120 150 180 240

t (min)
i.pl. injekcije

300

Slika 21. Vrenenski tok inhibitornog dejstv
lokalno periferno primenjenih antagonista
adrenergékih receptora, johimbinay{OH)

(A), BRL 44408(B) i MK-912 (C), na

lokalno periferno antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetamal(EV), izraZzenog kao razlika
u pritiscima oslanjanja na zdravu Sapu i Sapu
sa hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
(oznaeno na y-osi) izmerena su pre
intraplantarnih (i.pl.) injekcija (ozné&eno
strelicama). YOH (i.pl.) ili BRL 44408 (i.pl.)
ili MK-912 (i.pl.) primenjeni su istovremeno
sa LEV (1000 nmol/Sapi; i.pl.) i karageninom
(CAR) (i.pl.) u sklopu jedne injekcije. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost + SEM
razlike u pritiscima oslanjanja, df (g),
dobijenu testiranjem 6-8 Zivotinja. Statigia
zna‘ajnost (*p < 0,05; **p < 0,01;
jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD test)
odredena je u odnosu na krivaa LEV.

contra. = kontralateralno.

60 1 —A— kontrola
——LEV
—-LEV + MK-912 5 nmol/3api
—{LEV + MK-912 10 nmol/3api
50 —@— LEV + MK-912 20 nmol/Sapi

——LEV + MK-912 20 nmol/contra.Sapi

o

90 120 150 180 240 300
t (min)

i.pl. injekcije
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2.4. Uticaj antagonista serotonerdkih receptora na antihiperalgezijski efekat

levetiracetama

Sistemski primenjen metizergideselektivni antagonist 5-HT receptora (0,25-1kgg
i.p.), statistki je zna&ajno i dozno-zavisno smanjio antihiperalgezijsk¢gsth® levetiracetama
(100 mg/kg; p.o.) u modifikovanom testu pritiska $&pu pacovap(< 0,01; jednofaktorska
ANOVA) (Slika 22). Maksimalno inhibitorno dejstvoatizergida zabelezeno je 60 min nakon
i.p. primene, a odgovardjuprocenti inhibicije iznose 55,05% (0,25 mg/k@.), 76,57% (0,5
mg/kg; i.p.) i 100% (1 mg/kg; i.p.) (nije prikazgnoNajveta ispitivana sistemska doza
metizergida (1 mg/kg; i.p.) nije ostvarila Zagan uticaj na hiperalgeziju izazvanu karageninom
u ovom modelu bola p( > 0,05; Studentov t-test) (Slika  22).

60 1 —&— kontrola
——LEV
—M—-LEV + MTZ 0,25 mg/kg

v LEV Y MTZ %;g}gé“g Slika 22. Vremenski tok inhibitorno
50 - —A—MTZ 1 mg/kg dejstva sistemski primenjenog
metizergida f1TZ) na sistemsko
antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama
(LEV), izraZenog kao razlika u pritiscima
oslanjanja na zdravu Sapu i Sapu sa
hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
(ozna’eno na y-osi) izmerena su pre
indukcije inflamacije intraplantarnom
injekcijom (i.pl.) karageninaQAR), dok
su MTZ (i.p.) i LEV (100 mg/kg; p.o.)
primenjeni 60 min nakon izazivanja
inflamacije (ozn&eno strelicama). Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost + SEM
razlike u pritiscima oslanjanja, df (g), u
10 1 grupi od 6 do 8 pacova. Statidta
znafajnost (**p < 0,01; jednofaktorska
ANOVA, Bonferroni test) odfena je u
odnosu na krivu za LEV.

40 A

df (9)

20 1

30 60 90 120 180 240
t (min)
CAR (i.pl.) LEV (p.0.) + MTZ (i.p.)

— >3

Lokalno periferno primenjemetizergid, neselektivni antagonist 5-HT recepid@100
nmol/Sapi; i.pl.) ili GR 127935, selektivni 5-Hd;p antagonist (50-200 nmol/Sapi; i.pl.), sa
levetiracetamom (1000 nmol/Sapi; i.pl.) u zadnjpus@acova, statistki je zna&ajno i dozno-

zavisno antagonizovao antihiperalgezijsko dejsteetiracetamap( < 0,01; jednofaktorska
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ANOVA) (Slika 23A i B). Maksimalna inhibicija (%lefekata levetiracetama metizergidom
postignuta je 90 min nakon i.pl. aplikacije, a odg@jwi %l su 46,31%, 61,16% i 88,91% za
doze metizergida od 10, 50 i 100 nmol/Sapi (i.ptgdom (nije prikazano). Maksimalno
inhibitorno dejstvo GR 127935 je postigao 90-12@ makon i.pl. primene, a odgovaréj Yol
iznose 52,72%, 79,14% i 100% za doze 50, 100 ir286l/Sapi (i.pl.), redom (nije prikazano).
Efekti metizergida i GR 127935 su lokalne prirogly, injekcija najvéih ispitivanih doza
antagonista u zdravu Sapu nije ostvarila inhibitodejstvo (Slika 23A i B). Metizergid i GR
127935, primenjenper seu najve&im ispitivanim dozama, nisu uticali na hiperalgezgazvanu
karageninomg > 0,05; Studentotrtest) (nije prikazano).

A) B)
60 1 —&— kontrola 60 1 —A—kontrola
——LEV ) ——LEV
——LEV+MTZ 10 nmol/§ap! —M-LEV + GR 127935 50 nmol/Sapi
= LEV + MTZ 50 nmol/Sapi ——LEV + GR 127935 100 nmol/3api
50 | —@—LEV + MTZ 100 nmol3api ) —@—LEV + GR 127935 200 nmol/3api
——LEV + MTZ 100 nmol/contra.3api 50 1 ——LEV + GR 127935 200 nmol/contra.3api
*%
40 A
@ 30 A
o
20 1
10 1
O a T T T T T T 1 0 “ T T T T T 1
60 90 120 150 180 240 300 60 90 120 150 180 240 300
T t (min) T t (min)
i.pl. injekcije i.pl. injekcije

Slika 23. Vremenski tok inhibitornog dejstva lokalno perif@norimenjenih antagonista serotonefkjih
receptora, metizergidaMTZ) (A) i GR 127935(B) na lokalno periferno antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama WEV), izrazenog kao razlika u pritiscima oslanjanja raravu Sapu i Sapu sa
hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja (oZ&x@ na y-0si) izmerena su pre intraplantarnih ().pl
injekcija (ozna@eno strelicama). MTZ (i.pl.) ili GR 127935 (i.phjimenjeni su istovremeno sa LEV (1000
nmol/Sapi; i.pl.) i karageninomJAR), u sklopu jedne injekcije. Svakaka predstavlja srednju vrednost
+ SEM razlike u pritiscima oslanjanja, df (g), uugi od 6-8 Zivotinja. Statigtka znaajnost (*p < 0,05;
**p < 0,01; jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD tesfjedena je u odnosu na krivu za LEV. contra. =
kontralateralno.
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2.5. Uticaj antagonista adenozinskih receptora nantidiperalgezijski efekat

levetiracetama

U modifikovanom testu pritiska na Sapu pacaigtemski primenjen kofeineselektivni
antagonist adenozinskih receptora (1-5 mg/kg; ,i.ptatisteki je zna&ajno i dozno-zavisno
antagonizovao sistemske antihiperalgezijske eflektetiracetama (100 mg/kg; p.op € 0,01;
jednofaktorska ANOVA) (Slika 24A). Maksimum inhibihog dejstva kofeina na
antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama postiga®0 min nakon i.p. primene, a odgovaéaju
procenti inhibicije iznose 44,99%, 70,39% i 78,0@%doze kofeina od 1, 3 i 5 mg/kg (i.p.),
redom (nije prikazano). Naj¢a ispitivana sistemska doza kofeina (5 mg/kg; ppmenjenger
senije ostvarila zn&jan uticaj na hiperalgeziju izazvanu karageninpm» 0,05; Studentot-
test) (Slika 24A).

U istom testusistemski primenjen DPCPX (1,3-dipropil-8-ciklopkstantin), selektivni
antagonist adenozinskih ;Areceptora (0,1-0,8 mg/kg; i.p.), statikti je zna&ajno inhibirao
sistemske antihiperalgezijske efekte levetiracetéh®@ mg/kg; p.o.)d < 0,01; jednofaktorska
ANOVA) (Slika 24B). DPCPX ostvaruje inhibitorne &fe dozno-zavisno. DPCPX maksimalno
inhibira antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetan®®-120 min nakon i.p. primene, a
odgovarajdi procenti inhibicije iznose 40,83% (0,1 mg/kg;.),p84,58% (0,4 mg/kg; i.p.) i
100% (0,8 mg/kg; i.p.) (nije prikazano). Nagaeispitivana sistemska doza DPCPX (0,8 mg/kg;
i.p.) nije pokazala intrinzko antihiperalgezijsko dejstvo u inflamatornom madaola u pacova
(p > 0,05; Studentotrtest) (Slika 24B).
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A) B)
60 1 —&— kontrola 60 1 —A—kontrola
——LEV ——LEV
—M-LEV + CAF 1 mg/kg —M—LEV + DPCPX 0,1 mg/kg
——LEV + CAF 3 mglkg ——LEV + DPCPX 0,4 mg/kg
——LEV + CAF 5 mg/kg ——LEV + DPCPX 0,8 mg/kg
50 —I— CAF 5 mg/kg 50 A ——DPCPX 0,8 mg/kg

*%

40 - 40
*% *%
330 1 530 - *x
Y— *% :
© ©
**
20 1 20 -
10 T 10 -

o R
-60

30 60 90 120 180 240 -60 30 60 90 120 180 240
t (min) ’T‘ T‘ t (min)
CAR (i.pl.) LEV (p.o.) + CAF (i.p.) CAR (i.pl.), DPCPX (i.p.), LEV (p.0.)

Slika 24.Vremenski tok inhibitornog dejstva sistemski prijpeog kofeinaCAF) (A) i DPCPX(B) na
sistemsko antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetdnkV), izrazenog kao razlika u pritiscima oslanjanja
na zdravu i Sapu sa hiperalgezijom, df (g). Bazaimarenja (oznéeno na y-0si) izmerena su pre
indukcije inflamacije intraplantarnom injekcijompl.) karagenina CAR). DPCPX (i.p.) je primenjen 15
minuta pre LEV (100 mg/kg; p.o.) odnosno 45 minogkon izazivanja inflamacije, a CAF (i.p.)
neposredno pre primene LEV (p.o.) (om0 strelicama). Svakadka predstavlja srednju vrednost +
SEM razlike u pritiscima oslanjanja, df (g) u grugad 6 do 8 pacova. Statigkia zn@ajnost (*p < 0,05;
**p < 0,01; jednofaktorska ANOVA, Bonferroni tesiiraiena je u odnosu na krivu za LEV. DPCPX,
1,3-dipropil-8-ciklopentilksantin.

Nakon lokalne periferne primene kofeinaneselektivnog antagoniste adenozinskih
receptora (500-1500 nmol/Sapi; i.pl.) DPCPX selektivnog antagoniste adenozinskih A
receptora (3-30 nmol/Sapi; i.pl.), i levetiraceta(@B@00 nmol/Sapi; i.pl.) u zadnju Sapu pacova,
zabelezeno je statigki znatajno smanjenje lokalnog perifernog antihiperalgdaip dejstva
levetiracetamap(< 0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 25A i B). Kaih i DPCPX su dozno-
zavisno inhibirali lokalno periferno antihiperalgieko dejstvo levetiracetama. Najrestepen
inhibicije antihiperalgezijskog dejstva levetiraamma kofein postize 90-120 min nakon i.pl.
primene, a odgovarajuprocenti inhibicije iznose 73,19%, 85,85% i 10@% doze kofeina od
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500, 1000 i 1500 nmol/Sapi (i.pl.), redom (nije karano). Maksimalnu inhibiciju DPCPX
postize 90 min nakon i.pl. aplikacije uz procemtbilbicije od 45,11%, 77,51% i 100% za doze
od 3, 10 i 30 nmol/Sapi (i.pl.), redom (nije prikapn). Efekti kofeina i DPCPX su lokalne
prirode, jer je inhibitorni uticaj izostao nakonhgve primene u kontralateralnu (zdravu) Sapu
(Slika 25A i B). Lokalna periferna primena najiteispitivanih doza CAF (1500 nmol/Sapi; i.pl.)
i DPCPX (30 nmol/Sapi; i.pl.) nije ostvarilger seznaajan uticaj na hiperalgeziju izazvanu

karageninom u modifikovanom testu pritiska na Sppoova p > 0,05; Studentov-test) (nije

prikazano).
A) B)
60 - —A— kontrola 60 1 —&— kontrola
——LEV —$LEV
—— LEV + CAF 500 nmol/3api —@—LEV + DPCPX 3 nmol/Sapi
—{LEV + CAF 1000 nmol/3api —{I—LEV + DPCPX 10 nmol/$api
1 —@—LEV + CAF 1500 nmol/Sapi —#—LEV + DPCPX 30 nmol/Sapi
50 ——LEV + CAF 1500 nmol/contra.3api 50 1 —/—LEV + DPCPX 30 nmol/contra.Sapi
40 A
330 -
ES
20 1
10 1
0 E T T T T T T 1 0 g T T T T T T )
60 90 120 150 180 240 300 O 60 90 120 150 180 240 300
t (min) t (min)
-pl. injekcije i.pl. injekcije

Slika 25. Vremenski tok inhibitornog dejstva lokalno periferprimenjenih antagonista adenozinskih
receptora, kofeina GAF) (A) i DPCPX (B), na lokalno perifernoantihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama WEV), izrazenog kao razlika u pritiscima oslanjanja raravu Sapu i Sapu sa
hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja (oZe@0o nha y-0si) izmerena su pre intraplantarnih ().pl
injekcija (ozné&eno strelicama). CAF (i.pl.) ili DPCPX (i.pl.) priemjeni su istovremeno sa LEV (1000
nmol/Sapi; i.pl.) i karageninomJAR), u sklopu jedne injekcije. Svakalta predstavlja srednju vrednost
+ SEM razlike u pritiscima oslanjanja, df (g), uugi od 6-8 Zivotinja. Statigtka znaajnost (*p < 0,05;
**p < 0,01; jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD tesfjedena je u odnosu na krivu za LEV. contra. =
kontralateralno; DPCPX, 1,3-dipropil-8-ciklopentd&ntin.
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3. Efekti kombinovane primene levetiracetama i stadardnih/alternativnih

analgetika u eksperimentalnim modelima bola

3.1. Efekti kombinovane primene levetiracetama iarstlardnih/alternativnih

analgetika u modelu inflamatornog bola u pacova

Kako bi se odredio tip interakcije izche  levetiracetama [
ibuprofena/celekoksiba/paracetamola/ceftriaksorfafka u inflamatornom modelu bola u
pacova, najpre su ispitani efekti pojedinén lekova, a potom i efekti dvojnih kombinacija

levetiracetama i pomenutih lekova.

3.1.1. Efekti ibuprofena, celekoksiba, paracetamataftriaksona i kofeina

U modifikovanom testu pritiska na Sapu pacova, ibtem (12,5-100 mg/kg; p.o.),
celekoksib (3,75-30 mg/kg; p.o.), paracetamol (B0-2ng/kg; p.o.) i ceftriakson (10-200
mg/kg/dan; 7-dnevni tretman; i.p.) izazvali su istatki znaajno, dozno-zavisno i visoko
efikasno antihiperalgezijsko dejstvp € 0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slike 26A-C i 27A).
Ibuprofenpostize maksimalno antihiperalgezijsko dejstvo (#A80 min nakon p.o. primene, a
odgovarajdi %AH iznose 37,37%, 45,33%, 57,86% i 79,99% zaedbrprofena od 12,5; 25;
50 i 100 mg/kg, redom (nije prikazano). Srednjakeéf@a doza ibuprofena, u trenutku
maksimalnog efekta ispitivanih doza iznosi 27,43,61 (15,56 — 48,36) mg/kg (Tabela 5).
Maksimum antihiperalgezijskog dejstealekoksibpostize 150-180 min nakon p.o. primene, uz
%AH od 36,42%, 46,60%, 59,17% i 80,31% za dozeko&kba od 3,75; 7,5; 15 i 30 mg/kg,
redom (nije prikazano). Srednja efektivha doza laeiba iznosi 8,09 + 0,82 (5,29 — 12,43)
mg/kg (Tabela 6). Sto setd paracetamola njegovo maksimalno antihiperalgezijsko dejstvo
zabelezeno je 120 min nakon p.o. primene, izrazempoocentima: 34,70% (50 mg/kg; p.o.),
48,25% (100 mg/kg; p.o.), 61,67% (150 mg/kg; p.o.p4,65% (200 mg/kg; p.o.) (nije
prikazano). Srednja efektivha doza paracetamolasiz9,90 + 5,15 (80,02 — 124,72) mg/kg
(Tabela 7). Efekticeftriaksonau inflamatornom modelu bola u pacova ispitivani &udana
nakon 7-dnevne i.p. primene odgovaédjudoza ceftriaksona. Pokazano je da ceftriakson
postize maksimalno antihiperalgezijsko dejstvo 8@-240 min merenje (u odnosu na indukciju
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inflamacije), uz %AH od 41,09% (10 mg/kg/dan; i,p46,12% (50 mg/kg/dan; i.p.), 63,53%
(100 mg/kg/dan; i.p.) i 74,04% (200 mg/kg/dan;)imije prikazano). Srednja efektivha doza
ceftriaksona je 31,96 + 12,02 (6,32-161,61) mg/a&g/{Tabela 8).

Kofein (15-100 mg/kg; i.p.) je taki® ostvario zn&jno i dozno-zavisno
antihiperalgezijsko dejstvo, ali nize efikasnostipareienju sa ibuprofenom, celekoksibom,
paracetamolom i ceftriaksonom (Slika 27B). Maksmeadejstvo kofein postize 60-120 min
nakon i.p. primene, a odgovaré&jl@oAH iznose 21,17% (15 mg/kg; i.p.), 28,75% (30/kag
i.p.), 33,74% (50 mg/kg; i.p.) i 46,79% (100 mg/k@;) (nije prikazano).

Duzina trajanja dejstva ibuprofena, celekoksibaapatamola i ceftriaksona zavisna je od
doze, jer krive odnosa antihiperalgezijskog dejs(¥@H) i razlike povrSina ispod krivih
kontrolne i eksperimentalne grupaRIK) imaju visoke koeficijente linearne korelacife =
0,996; 0,999; 0,989 i 1, redom; nije prikazano)K¥ai sar., 1986; Torii sar., 2010a).
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A)
60 - —&— kontrola
—-|BU 12,5 mg/kg
—{3-1BU 25 mg/kg
—@—|BU 50 mg/kg
50 A —O—1BU 100 mg/kg
40 A
3 20 A
o
20 A
10 A
O B T T T T T T 1

-60 0 30 60 90 120 180 240

t (min)

CAR (i.pl.), I1BU (p.o.)

60 7 —4&— kontrola
—- PAR 50 mg/kg
—{1~ PAR 100 mg/kg
—@— PAR 150 mg/kg
50 A —O—PAR 200 mg/kg
40 A
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©
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oM— : : : — .
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B)

60

50

40

CAR

q  —4&kontrola

—- CEL 3,75 mg/kg
—{3-CEL 7,5 mg/kg
—@— CEL 15 mg/kg

E —O— CEL 30 mg/kg

0 30 60 90 120 180 240

Q
-60
ﬁ t(min)

@i.pl.), CEL (p.o.)

Slika 26. Vremenski tol
antihiperalgezijskog dejstva ibuprofena
(IBU) (A), celekoksiba@EL) (B) i
paracetamolaRAR) (C), izraZzenog kao
razlika u pritiscima oslanjanja na zdravu
Sapu i Sapu sa hiperalgezijom, df (g).
Bazalna merenja (ozdano na y-0si)
izmerena su pre indukcije inflamacije i
primene lekova. Intraplantarna injekcija
(i.pl.) karagenina CAR) primenjena je
neposredno pre peroralne (p.o.) primene
IBU ili CEL i 60 min pre primene PAR
(p.0.) (ozn@eno strelicama). Svakacdka
predstavlja srednju vrednost + SEM
razlike u pritiscima oslanjanja, df (g),
dobijenu testiranjem 6-8 Zivotinja.
Statisttka znaajnost (*p < 0,05; **p <
0,01; jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD
test) odré@ena je u odnosu na kontrolu.
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A) B)
60 - —A— kontrola 60 7 —A—kontrola
—— CEF 10 mg/kg/dan —— CAF 15 mg/kg
—{J— CEF 50 mg/kg/dan —{1— CAF 30 mg/kg
—@— CEF 100 mg/kg/dan —— CAF 50 mg/kg
50 A —O— CEF 200 mg/kg/dan 50 1 —O— CAF 100 mg/kg
40 1 40 -
S 30 1 o % X 330 1
5 Kk sk *% o
**
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*%k ** **
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**
(! T B o —
60 90 120 150 180 240 300 -60 0 30 60 90 120 180 240

t(min) t (min)

CAR (i.-pl.) CAR (i.pl.) CAF (i.p.)

CEF (i.p.) (7-dnevni tretman)

Slika 27. Vremenski tok antihiperalgezijskog dejstva cefstma CEF) (A) i kofeina CAF) (B),
izrazenog kao razlika u pritiscima oslanjanja naazdl Sapu i Sapu sa hiperalgezijom, df (g). Bazalna
merenja (0znéeno na y-osi) izmerena su pre indukcije inflamadijeaplantarnom injekcijom (i.pl.)
karagenina CAR). CEF je primenjivan intraperitonealno (i.p.) swanevno tokom 7 dana, a 8. dana je
raden eksperiment (indukovana inflamacija), dok je G&primenjen (i.p.) 60 min nakon CAR (oZeao
strelicama). Svaka t&a predstavlja srednju vrednost + SEM razlike utipcima oslanjanja, df (g),
dobijenu testiranjem 6-8 Zivotinja. Stati&th znaajnost (*p < 0,05; **p < 0,01; jednofaktorska ANOVYA
Tukey HSD test) od#ena je u odnosu na kontrolu.

3.1.2. Efekti kombinovane primene levetiracetam@uprofena

Levetiracetam i ibuprofen, primenjeni zajedno sfikn frakcijama EBy (1/16, 1/8, 1/4 i
1/2) statisttki znaajno i dozno-zavisno smanjuju hiperalgeziju izazvarpl. injekcijom
karagenina, u modifikovanom testu pritiska na Sagcova p < 0,01; jednofaktorska ANOVA)
(Slika 28). Kombinacija postize maksimum antihipgeaijskog dejstva (%AH) 120-180 min
nakon p.o. primene levetiracetama (tj. 180-240 makon p.o. primene ibuprofena), a
odgovarajdi %AH iznose 44,77% (1/16 + 1/16 BP p.o.), 52,51% (1/8 + 1/8 BR p.o.),
69,33% (1/4 + 1/4 ER; p.0.) i 78,80% (1/2 + 1/2 BJg p.o.) (nije prikazano). Kriva odnosa log

75



Rezultati

doza kombinacija levetiracetama i ibuprofena i nrakiih efekata ima visok koeficijent
linearne korelacije (r = 0,990) (Slika 29A). Ekdpsntalna srednja efektivna doza kombinacije
(EDso mix LEV + 1BU) iZr&unata je regresionom analizom linearnog dela kodeosa log doza i
efekta (Slika 29A), Sto je prikazano u Tabeli 2abologramu (Slika 29B).

Za kombinaciju levetiracetam-ibuprofen, izobolagraje konstruisan povezivanjem
vrednosti ERp levetiracetama (27,59 mg/kg), oZeao na apscisi kao dea sa koordinatama
(27,59; 0), i ERo ibuprofena (27,43 mg/kg) oz&eno na ordinati kao ¢&a sa koordinatama (0O;
27,43),cime se dobija teorijska linija aditivnosti (Slik&R). Vrednost Elgy mix Lev + 18U S& 95%-
nim intervalima poverenja za kombinaciju lekovasatznata linearnom regresijom iz krive
odnosa doza i efekta, podeljena je na komponergengrmasenom odnosu doza lekova u
kombinaciji. Ta tdka unosi se u izobologram (Slika 29B). U ovoj siudevetiracetam i
ibuprofen primenjivani su zajedno u fiksnim fralkeeija ERo:

1/2 EDyo LeveriraceTam+ 1/2 EDyg isuproren= 13,80 mg/kg + 13,72 mg/kg
1/4 EDso LeveTiraceTam+ 1/4 EDso isuproren= 6,90 mg/kg + 6,86 mg/kg
1/8 EDyo LeveTiraceTam+ 1/8 EDyo iBuproFen= 3,45 mg/kg + 3,43 ma/kg
1/16 EDByo LeveTiraceTam+ 1/16 ERo isuproren= 1,72 mg/kg + 1,71 mg/kg.

Fiksni maseni odnos doza levetiracetama i ibupiefe kombinaciji iznosi otprilike 1:1,
Sto znai da su u svakoj ispitivanoj kombinaciji primenjne priblizno iste doze lekova (Tabela
5). Dobijena vrednost B mix za levetiracetam-ibuprofen kombinaciju izndsi02 mg/kg
(Tabela 5), a sastoji se od 2,52 mg/kg levetiranata 2,50 mg/kg ibuprofena. Ovacka ima
koordinate (2,52; 2,5) na levetiracetam-ibuprofebblogramu (Slika 29B).

Tacka koja lezi na liniji aditivnosti je teorijska (#iina) srednja efektivha doza
kombinacije (ERoy aqg Lev + 18). Prema formuli koja je navedena u Materijalu itodama,
teorijska (aditivha) EEy za kombinaciju levetiracetam-ibuprofen iznosi:

EDso agdlEV + IBU = 0,5 x 27,59 + 0,5 x 27,4327,52 mg/kg
a sastoji se od 13,80 mg/kg levetiracetama i 18)g&g ibuprofena (Tabela 5).

Nakon izrgunavanja Ely mixi EDsg agqiza kombinaciju levetiracetam-ibuprofen izvrSeno je
poreienje ove dve doze i zabeleZzena je stékisinatajna razlika (Ey mix< EDso aqd (p < 0,05;
t-test), odnosno da lekovi primenjeni u kombinaggtvaruju sinergistku interakciju (Tallarida
i sar., 1997). Na izobologramu (Slika 29B) se meizieti da ne dolazi do preklapanja 95%-nih

intervala poverenja ovih &aka, Sto je gratki pokazatelj sinergizma izrda ispitivanih lekova.
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Vrednost indeksa interakcije)((videti Materijal i metode), izcanata je na sledenadin:
Y= EDSO LEVETIRACETAM U KOMBINACIJI SA IBUPROFENOMEDSO LEVETIRACETAM +
EDso iBuPROFEN U kOMBINACIII SA LEVETIRACETAMOM EDs0 BUPROFEN =
2,52/27,59 + 2,50/27,433,18(Tabela 5).

Vrednosty manja od 1 potduje sinergistiku interakciju izmdu levetiracetama i ibuprofena.

Duzina trajanja dejstva levetiracetama, ibuprofekambinacije levetiracetam-ibuprofen
uporetivana je posredstvom nagiba krivih %A&RIK (videti Materijal i metode), koji je merilo
duzine trajanja dejstva lekova/kombinacije lekoYaksh i sar., 1986; Tormii sar., 2010a).
Nagibi krivih uporgivani su testom paralelizma. Tretman s&iwvenagibom ima dugotrajniji
efekat. Nagib krive za levetiracetam (1,30 + 0,d48)razlikuje se zr&ajno od nagiba krivih za
ibuprofen (1,05 £ 0,06) i kombinaciju levetiracet#mprofen (1,19 = 0,09), ukazujuna
priblizno istu duzinu trajanja efekata svih ispénth tretmanap > 0,05; test paralelizma).
Duzina trajanja dejstva kombinacije levetiracetdntauprofena zavisi od primenjene doze, jer
kriva odnosa %AHAPIK ima visok koeficijent linearne korelacije (r3;994; nije prikazano)
(Yaksh i sar., 1986; Tori sar., 2010a).

60 1  —4— kontrola SIik_a_28‘Vrem'('anski tol _ _
—-0,0625 LEV + 0,0625 IBU antihiperalgezijskog dejstva levetiracetam-
—-0,125 LEV + 0,125 IBU ibuprofen LEV+IBU) kombinacije,
—€-0,25LEV + 0,25 IBU izraZzenog kao razlika u pritiscima

50 1 —O-05LEV+0,5IBU

oslanjanja na zdravu Sapu i Sapu sa
hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
(oznaeno na y-0si) izmerena su pre

40 T indukcije inflamacije i primene lekova.
Intraplantarna injekcija (i.pl.) karagenina
(CAR) primenjena je neposredno pre
peroralne (p.o.) primene IBU i 60 min pre
primene LEV (p.o.) (obelezeno strelicama).
LEV i IBU su primenjeni u fiksnim
frakcijama pojedinanih EDs

(1/16=0,0625; 1/8=0,125; 1/4=0,25 i
1/2=0,5). Svaka &a predstavlja srednju
vrednost + SEM razlike u pritiscima
oslanjanja, df (g), dobijenu testiranjem 6-8
Zivotinja. Statisttka zn@ajnost (**p <
0,01;jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD
test) odr@ena je u odnosu na kontrolnu
krivu.

df (g)

20 1

10 A

0 l-! T T T T T T 1
60 * 30 60 90 120 180 240
t (min)
LEV (p.o.)
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Slika 29. A) Regresione krive odnosa log doze i antihiperalgkaij dejstva %AH) u trenutku
postizanja maksimalnog efekta levetiracetaira\(), ibuprofena [BU) i levetiracetam-ibuprofenLgV

+ IBU) kombinacije u inflamatornom modelu bola u pacdweaka téka predstavlja srednju vrednost +
SEM dobijenu testiranjem 6-8 ZivotinjB) Izobologram zaLEV+IBU kombinaciju u inflamatornom
modelu bola u pacova. Epvrednosti pojedingnih lekova (odréene u trenutku postizanja maksimalnog
efekta) obeleZzene su na osama. Linija koja povepojedinane ED, lekova je teorijska linija
aditivnosti, a tdka na njoj je E[y aqq (teorijska aditivna ERy). lzmelu EDsy agq i EDsg mix
(eksperimentalna Efg za kombinaciju lekova) postoji stati#ti zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto
ukazuje na sinergigku interakciju izmeu levetiracetama i ibuprofena.

Tabela 5.EDsy+ SEM vrednosti (mg/kg) sa 95%-nim intervalima pevga i indeks interakcije
(y) izmereni u trenutku maksimalnog antihiperalgézigg efekta nakon p.o. primene
levetiracetama, ibuprofena i njihove kombinacijmilamatornom modelu bola u pacova

Lek/kombinacija lekova Elp®+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 27,59 £2,72 (18,03 —42,21)
ibuprofen 27,43 £ 3,61 (15,56 — 48,36)

maseni odnos doza EDsg agq ERo mix” 7
levetiracetam+ibuprofen 1:1 27,52 £1,98 502+0,51* 0,18

(22,76 — 32,50)  (3,23,80)

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antihiperalgezijskfekta

¥y = EDso LeveriraceTam u komeiNaci sa iBupRoFENOMEDso Leveriraceram + EDso iBUPROFEN U KOMBINACIHI SA
LeveTiraceTamom/EDsg isuproren.Vrednosti blizu 1 ukazuju na aditivhu interakcipjrednosti vée od 1 ukazuju na
antagonistiku interakciju, a vrednosti manje od 1 na sineigst (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)
¢ EDspag~ teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadgkova
4 EDsg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha darakinacije
* p < 0,05 izméu EDsg oqd EDsg mix(t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).

78



Rezultati

3.1.3. Efekti kombinovane primene levetiracetameeiekoksiba

U modifikovanom testu pritiska na Sapu pacova, koaibja levetiracetama i
celekoksiba (primenjeni zajedno u fiksnim frakcimmDso: 1/16, 1/8, 1/4 i 1/2) zrajno je i
dozno-zavisno smanijila razliku u pritiscima oslajga izmelu zdrave Sape i Sape sa
hiperalgezijom izazvanom i.pl. injekcijom karageminf (g) p < 0,01; jednofaktorska ANOVA)
(Slika 30). Maksimumi antihiperalgezijskog dejst &AH) kombinacije levetiracetam-
celekoksib postignuti su 120-180 min nakon p.omprnie levetiracetama, odnosno 180-240 min
nakon p.o. primene celekoksiba. OdgovatiapbAH iznose 43,16% (1/16 + 1/16 & p.o.),
48,25% (1/8 + 1/8 EE; p.o.), 63,28% (1/4 + 1/4 BR p.0.) i 72,27% (1/2 + 1/2 By p.o.)
(nije prikazano). Kriva odnosa log doza kombinadgeetiracetama i celekoksiba i %AH u
trenutku maksimalnih efekata ima visok koeficijgnearne korelacije (r = 0,985) (Slika 31A).

60 - —&— kontrola

—#-0,0625 LEV + 0,0625 CEL . . 4 .
00125 LEV +0,125 CEL Slika 30.Vremenski tok antihiperalgezijskog

@025 LEV + 0,25 CEL dejstva levetiracetam-celekoksliHV+CEL)

50 —0—0,5LEV + 0,5 CEL kombinacije, izrazenog kao razlika u pritiscima
oslanjanja na zdravu Sapu i Sapu sa
hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
(oznaeno na y-osi) izmerena su pre indukcije
inflamacije i primene lekova. Intraplantarna
injekcija (i.pl.) karageninaQAR) primenjena
je neposredno pre peroralne (p.o.) primene
CEL i 60 min pre primene LEV (p.0.)
(obeleZeno strelicama). LEV i CEL su
primenjeni u fiksnim frakcijama pojedi¢rah
EDs, (1/16=0,0625; 1/8=0,125; 1/4=0,25 i
1/2=0,5). Svaka &a predstavlja srednju
vrednost + SEM razlike u pritiscima
oslanjanja, df (g), dobijenu testiranjem 6-8
Zivotinja. Statisttka zn@&ajnost (*p < 0,05;

**p < 0,01; jednofaktorska ANOVA, Tukey
HSD test) odréena je u odnosu na kontrolnu
krivu.

40 A

df (9)

20 1

10 A

-(;IO 30 60 90 120 180 240
t (min)
LEV (p.o.)

CAR (i.pl.), CEL (p.0.)
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Izobolografska analiza kombinacije levetiracetamzelekoksiba izvedena je nacima
opisan kod kombinacije levetiracetam-ibuprofen €ticdRezultate, poglavlje 3.1.2.). BDmix
EDso agsza kombinaciju levetiracetam-celekoksib se stakstinaiajno razlikuju, tj. ERp mix j&
znaajno manja od EB aqq(p < 0,05;t-test) (Tabela 6), Sto ukazuje da levetiracetapialoksib
ostvaruju sinergistku interakciju (Tallarida i sar., 1997). Sinergika interakcija je potdena i
time Sto se 95%-ni intervali poverenja &hhx Lev+ceLi EDso add Lev+ceLN€ preklapaju (Slika
31B). Dodatno, niska vrednost indeksa interakcyje< (1), takale ide u prilog sinergistkoj
interakciji izmeiu levetiracetama i celekoksiba (Tabela 6). DuZimejabhja dejstva
levetiracetama, celekoksiba i njihove kombinaciie giblizno iste, jer ne postoji stati&ti
zna&ajna razlika izméu nagiba krivin %AHAPIK za levetiracetam (1,30 + 0,10), celekoksib
(1,24 £ 0,04) i levetiracetam-celekoksib (1,44 84),kombinaciju |§ > 0,05; test paralelizma)
(Yaksh i sar., 1986; Torii sar., 2010a). Duzina trajanja dejstva ispitiv&onenbinacije zavisi
od primenjene doze, s obzirom da kriva odnosa YWHK ima visok koeficijent linearne

korelacije (r = 1; nije prikazano) (Yaksh i sa986; Tom¢ i sar., 2010a).

A) B)
90 - 10
80 1 E' ED50 CEL
<
70 8
60 1
n B 6
r 0] o >
< £
> 40 A j EDsg agqg LEV+CEL
8 *]
30 A HLEV
OCEL
20 1 2 4
O LEV+CEL
10 - EDsp mix LEV+CEL EDso LEV
0 T T T T ) 0 T T . T ——
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 0 5 10 15 20 25 30
log dose (mg/kg) LEV (mg/kg)

Slika 31. A) Regresione krive odnosa log doze i antihiperalgkeij dejstva %AH) u trenutku

postizanja maksimalnog efekta levetiracetarh&\(), celekoksiba GEL) i levetiracetam-celekoksib
(LEV+CEL) kombinacije u inflamatornom modelu bola u paco8saka téka predstavija srednju
vrednost + SEM dobijenu testiranjem 6-8 ZivotinB) Izobologram zalLEV+CEL kombinaciju u

inflamatornom modelu bola u pacova. &Dvrednosti pojedinénih lekova (odréene u trenutku
postizanja maksimalnog efekta) obeleZene su naadanija koja povezuje pojedidae EDy, lekova je

teorijska linija aditivnosti, a téka na njoj je ER aqq(teorijska aditivna Elgy). 1zmeiu EDsp agdi EDso mix

(eksperimentalna Efg za kombinaciju lekova) postoji statidti zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto
ukazuje na sinergistiku interakciju izméu levetiracetama i celekoksiba.
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Tabela 6.EDso+ SEM vrednosti (mg/kg) sa 95%-nim intervalima pevga i indeks interakcije
(y) izmereni u trenutku maksimalnog antihiperalgézigs efekta nakon p.o. primene
levetiracetama, celekoksiba i njihove kombinacijaflamatornom modelu bola u pacova

Lek/kombinacija lekova ERp®+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 27,59 £ 2,72 (18,03 —42,21)
celekoksib 8,09 8D, (5,29 —12,43)

maseni odrdsza EDs0 add E3o mix 7
levetiracetam-+celecoxib 3,4:1 17,84+1,12 4,00 + 0,45* 0,22

(15,11 -20,52) (2,46 50,

@ EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antihiperalgezijskfekta

" ¥ = EDso LEvETIRACETAM U KOMBINACII SA CELEKOKSIBOM EDso LEVETIRACETAM+ EDs0 CELEKOKSIB U KOMBINACII SA
LeveTiraceTamom! EDso ceLekoksis Vrednosti blizu 1 ukazuju na aditivnu interakcijuednosti vée od 1 ukazuju na
antagonistiku interakciju, arednosti manje od 1 na sinergi&til (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)

¢ EDspag~ teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadgkova

4 EDsg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha darakinacije

* p < 0,05 izméu EDsg aqd EDsp mix (t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).

3.1.4. Efekti kombinovane primene levetiracetamaairacetamola

Levetiracetam i paracetamol primenjeni u fiksnimak@rijama pojedingnih EDs
vrednosti (1/16, 1/8, 1/4 i 1/2) ostvarili su stétki znaajno i dozno-zavisno
antihiperalgezijsko dejstvo u inflamatornom modbhla u pacovap < 0,01; jednofaktorska
ANOVA) (Slika 32). Maksimalno antihiperalgezijsko ejdtvo (%AH) kombinacije
levetiracetam-paracetamol postize se 90 min nakongsimene levetiracetama i paracetamola
uz %AH od 33,02% (1/16 + 1/16 B§ p.o.), 47,57% (1/8 + 1/8 B p.0.), 61,41% (1/4 + 1/4
EDso; p.0.) 1 81,39% (1/2 + 1/2 Bg p.o.) (nije prikazano). Kriva odnosa log doza kamacije
levetiracetama i paracetamola i %AH u trenutku igagfa maksimalnih efekata ima visok
koeficijent linearne korelacije (r = 0,996) (SIiR8A).

Izobolografska analiza kombinacije levetiracetanpaliacetamola izvedena je n&ina
opisan kod kombinacije levetiracetam-ibuprofen €tidRezultate, poglavlije 3.1.2.). BDmix
kombinacije levetiracetam-paracetamol &jao je manja od E£ a,qq(p < 0,05;t-test) (Tabela
7), Sto ukazuje da levetiracetam i paracetamolaosju sinergistiku interakciju (Tallarida i sar.,
1997). Na sinergistku interakciju ukazuje i podatak da se 95%-ni wvaéirpoverenja EBy mix

Lev+paR | EDso add LEv+ParNE preklapaju (Slika 33B). Niska vrednost indeikgarakcije ¢ < 1),
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takade ide u prilog sinergistkoj interakciji izmefu levetiracetama i paracetamola (Tabela 7).
Duzine trajanja dejstva levetiracetama, paracetamdévetiracetam-paracetamol kombinacije
uporetivane su posredstvom nagiba krivin odnosa antihigerijskog dejstva (%AH) i razlike
povrsina ispod krivih kontrolne i eksperimentalreme APIK), koji je merilo duzine trajanja
dejstva lekova/kombinacija lekova. Pokazano je astq)i statisttki znatajna razlika u nagibima
krivih za levetiracetam (1,30 + 0,10) i levetirtma-paracetamol (1,01 £ 0,01) kombinacpu(
0,05; test paralelizma), ali ne i izthe levetiracetama i paracetamola (1,08 + 0,11) ili
paracetamola i levetiracetam-paracetamol kombiedgip 0,05; test paralelizma) (Yaksh i sar.,
1986; Tom¢ i sar., 2010a). Ovo ztiada kombinacija levetiracetam-paracetamol imac&ra
dejstvo od dejstva pojeditiao primenjenog levetiracetama. Visok koeficijenekrne korelacije

(r = 1; nije prikazano) krive odnosa %AHAPIK, ukazuje da je duzina trajanja dejstva
kombinacije levetiracetam-paracetamol dozno-zavf¥ia&ksh i sar., 1986; Tori sar., 2010a).

60 1 —&— kontrola
—-0,0625 LEV + 0,0625 PAR
—0,125 LEV + 0,125 PAR Slika 32. Vremenski tok antihiperalgezijsk
—®-0,25LEV+ 0,25 PAR dejstva levetiracetam-paracetamol

50 1 —O-0,5LEV +0,5 PAR

(LEV+PAR) kombinacije, izrazenog kao
razlika u pritiscima oslanjanja na zdravu
Sapu i Sapu sa hiperalgezijom, df (g). Bazalna
40 - merenja (0zné&no na y-0si) izmerena su pre
indukcije inflamacije i primene lekova.
Intraplantarna injekcija (i.pl.) karagenina
(CAR) primenjena je 60 min pre peroralne
(p.o.) primene PAR i LEV (p.o.) (obeleZeno
strelicama). LEV i PAR su primenjeni u
fiksnim frakcijama pojedingih EDs,
(1/16=0,0625; 1/8=0,125; 1/4=0,25 i
1/2=0,5). Svaka t&ka predstavlja srednju
vrednost + SEM razlike u pritiscima
oslanjanja, df (g), dobijenu testiranjem 6-8
Zivotinja. Statisttka zna@ajnost (**p < 0,01;
jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD test)
odrefena je u odnosu na kontrolnu krivu.

df(9)

20 A

10 1

0 Ej T T T T T T
-60 0 30 60 90 120 180 240
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Slika 33. A) Regresione krive odnosa log doze i antihiperalgkaij dejstva %AH) u trenutku
postizanja maksimalnog efekta levetiracetata\(), paracetamolaRAR) i levetiracetam-paracetamol
(LEV+PAR) kombinacije u inflamatornom modelu bola u paco8saka téka predstavija srednju
vrednost + SEM dobijenu testiranjem 6-8 ZivotinB) Izobologram zalLEV+PAR kombinaciju u
inflamatornom modelu bola u pacova. &Dvrednosti pojedinénih lekova (odréene u trenutku
postizanja maksimalnog efekta) obeleZene su naadamija koja povezuje pojedidae EDy, lekova je
teorijska linija aditivnosti, a téka na njoj je E[Qy sqq(teorijska aditivna Ely). 1zmefu EDsp agdi EDso mix
(eksperimentalna Efd za kombinaciju lekova), postoji statisli zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto
ukazuje na sinergistiku interakciju izméu levetiracetama i paracetamola.

Tabela 7.EDsp+ SEM vrednosti (mg/kg) sa 95%-nim intervalima pevga i indeks interakcije
(y) izmereni u trenutku maksimalnog antihiperalgézigg efekta nakon p.o. primene
levetiracetama, paracetamola i njihove kombinaaij@flamatornom modelu bola u pacova

Lek/kombinacija lekova ERy%+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 27,59 £2,72 (18,03 —42,21)
paractamol 99,90 £ 5,15 (BD;-124,72)

maseni odndoza  EDs aqq ERo mix 7
levetiracetam+paracetamol 1:3,6 63,3503 17,46 + 0,88* 0,27

(55,67 — 70,54) (14,89 — 20,85)

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antihiperalgezijskfekta

" Y = EDso LeveTiRaceTam U komINACHI sa PARACETAMOLOM EDso LevetiraceTam + EDso pARACETAMOL U KOMBINACIII SA
LEVETIRACETAMOM/EDSO pARACETAMOL,VredI’IOSti blizu 1 UkaZUjU na aditivhu interakcwednosti vée od 1 UkaZUjU na
antagonistiku interakciju, arrednosti manje od 1 na sinergikti (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)

¢ EDspag~ teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadikova

4 EDsg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha damalinacije

* p < 0,05 izméu EDsg oqd EDsg mix(t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).
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3.1.5. Efekti kombinovane primene levetiracetameeitriaksona

U modifikovanom testu pritiska na Sapu pacova, limacija levetiracetama (p.o.) i
ceftriaksona (i.p.; 7-dnevna primena), primenjeuniliiksnim frakcijama pojedinmih EDs
(1/16, 1/8, 1/4 i 1/2) zrajno je i dozno-zavisno smanjila razliku u pritre@ oslanjanja
izmeadu zdrave Sape i Sape sa hiperalgezijom izazvargimnjekcijom karagenina, df (gp(<
0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 34). Maksimummtdiperalgezijskog dejstva (%AH)
kombinacije levetiracetam-ceftriakson postignutil80-240 min nakon indukcije inflamacije
karageninom (i.pl.). Odgovaraju%AH iznose 43,49% (1/16 + 1/16 B§) p.o./i.p.), 50,57%
(1/8 + 1/8 ERo; p.o./i.p.), 69,08% (1/4 + 1/4 ER p.o./i.p.) i 76,28% (1/2 + 1/2 BER
p.o./i.p.) (nije prikazano). Kriva odnosa log ddaambinacije levetiracetama i ceftriaksona i
%AH u trenutku maksimalnih efekata ima visok koigdiat linearne korelacije (r = 0,983)
(Slika 35A).

60 - —A—kontrola Slika 34. Vremenski tok antihiperalgezijsk
—#-0,0625 LEV + 0,0625 CEF dejstva levetiracetam-ceftriakson
“LFO0.125LEV + 0,125 CEF (LEV+CEF) kombinacije, izrazenog kao
——0,25 LEV + 0,25 CEF . o - .

50 1 —O—05LEV +0.,5 CEF razlika u pritiscima oslanjanja na zdravu Sapu

i Sapu sa hiperalgezijom, df (g). Bazalna
merenja (0zn&no na y-0si) izmerena su pre
indukcije inflamacije intraplantarnom
injekcijom (i.pl.) karageninaGAR). CEF je
primenjivan intraperitonealno (i.p.),
svakodnevno tokom 7 dana, a 8. dana jiera
I eksperiment, dok je LEV je primenjen
*ok peroralno (p.o.) 60 min nakon CAR (i.pl.)
(obelezeno strelicama). LEV i CEF su
primenjeni u fiksnim frakcijama pojedi¢taih
EDs (1/16=0,0625; 1/8=0,125; 1/4=0,25 i
1/2=0,5). Svaka t&ka predstavlja srednju
vrednost + SEM razlike u pritiscima
oslanjanja, df (g), dobijenu testiranjem 6-8
Zivotinja. Statisttka zn@ajnost (**p < 0,01;
jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD test)

0B : - - - - T - odredena je u odnosu na kontrolnu krivu.
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Izobolografskom analizom (detaljan postupak opisarpoglaviju 3.1.2. Rezultata)
procenjeno je da levetiracetam i ceftriakson osfuasinergistiku interakciju u inflamatornom
modelu bola u pacova, jer je vrednostsgERx kombinacije znéajno manja od EB aqq(p < 0,05;
t-test) (Tallarida i sar., 1997), a indeks intergk¢y) manji od 1 (Tabela 8). Na izobologramu se
moze videti da se 95%-ni intervali poverenjaskERx Lev+cer | EDso add Lev+cerne preklapaju
(Slika 35B), sto je gratki pokazatelj sinergizma iznde levetiracetama i ceftriaksona. Duzina
trajanja dejstva ceftriaksonadseje u odnosu na duzinu trajanja dejstva levetieane, jer je
pokazano da je nagib krive %AKPIK za ceftriakson (1,62 * 0,36) statiii znatajno vei od
nagiba odgovaraje krive za levetiracetam (1,30 + 0,1@) < 0,05; test paralelizma). S druge
strane, ne postoji zBajna razlika u duzini trajanja dejstva levetiraoetzeftriakson kombinacije
(1,41 £ 0,19) u odnosu na duzinu trajanja dejstyagina&nih lekova p > 0,05; test paralelizma)
(Yaksh i sar., 1986; Torii sar., 2010a). DuZina trajanja dejstva ispitiv&konenbinacije zavisi
od primenjene doze, s obzirom da kriva odnosa 9HK kombinacije ima visok koeficijent

linearne korelacije (r = 1; nije prikazano) (Yaksar., 1986; Tondii sar., 2010a).

A) B)
90 1 40 1
80 A 35 A
70 A 30 : ED50 CEF
60 - _
o 25 1
=
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z E 20 -
S w0 m EDsoadd CEF+LEV
o) .
15 A
30 A HLEV
OCEF 4
20 1 10
® L EV+CEF
10 5 1 ; EDso mix CEF+LEV EDso LEV
0 T T T 1 0 T T T T T A 4 1
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 0 5 10 15 20 25 30
log dose (mg/kg) LEV (mg/kg)

Slika 35. A) Regresione krive odnosa log doze i antihiperalgkaij dejstva %AH) u trenutku

postizanja maksimalnog efekta levetiracetarh&\(), ceftriaksona CEF) i levetiracetam-ceftriakson
(LEV+CEF) kombinacije u inflamatornom modelu bola u paco8saka téka predstavija srednju
vrednost + SEM dobijenu testiranjem 6-8 Zivotin@) |zobologram zalEV+CEF kombinaciju u
inflamatornom modelu bola u pacova. &Dvrednosti pojedinénih lekova (odréene u trenutku
postizanja maksimalnog efekta) obeleZene su naadanija koja povezuje pojedidae EDy, lekova je

teorijska linija aditivnosti, a téka na njoj je E[Qy sqq(teorijska aditivna Ely). 1zmefu EDsp agdi EDso mix

(eksperimentalna Efd za kombinaciju lekova), postoji statisli zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto
ukazuje na sinergistiku interakciju izméu levetiracetama i ceftriaksona.
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Tabela 8. EDsp £+ SEM vrednosti sa 95%-nim intervalima poverenjadeks interakcije /)
izmereni u trenutku maksimalnog antihiperalgezigslefekta nakon primene levetiracetama
(mg/kg) (p.o.), ceftriaksona (mg/kg/dan) (i.p./#dni tretman) i njihove kombinacije u
inflamatornom modelu bola u pacova

Lek/kombinacija lekova ERy%+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 27,59 + 2,72 (18,03 —42,21)
ceftriakson 31,96 + 12,(6,32 — 161,61)

maseni odrisza  EDsg agd ERo mix’ ‘e
levetiracetam-+ceftriakson 1,12:1 30,24 +£5,24 593+0,77* 20,

(19,32 -45,83) (3,39 38),

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antihiperalgezijskfekta

b —
Y = ED50 LEVETIRACETAM U KOMBINACIJI SA .CEF.TR|AKSONOMIE.D50 LEVETlBACET_AM + ED50 CEFTR|AKSON U KOMB|NAC|J.| SA
LEVETIRACETAMOM/EDSO CEFTRMKSON'VreanSU blizu 1 UkaZUJU na aditivnu |nterakcwednostl vée od 1 UkaZUJU na

antagonistiku interakciju, a vrednosti manje od 1 na sinergst (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)
¢ EDspagqs~ teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadgkova

4 EDsg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha darakinacije

* p < 0,05 izméu EDsg oqd EDsg mix(t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).

3.1.6. Efekti kombinovane primene levetiracetamieoieina

Levetiracetam (1-50 mg/kg; p.o.)-kofein (10 mg/kigp.) kombinacija izazvala je
statisttki znatajno i dozno-zavisno antihiperalgezijsko dejstvanadifikovanom testu pritiska
na Sapu pacova K 0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 36). Kombinjacpostize maksimalno
antihiperalgezijsko dejstvo (%AH) 120-180 min nakammene levetiracetama (p.o.) i kofeina
(i.p.), a odgovarajti %AH iznose 46,67% (1/16 + 1/16 BPp.o./i.p.), 50,08% (1/8 + 1/8 &R
p.o./i.p.), 59,24% (1/4 + 1/4 BER p.o./i.p.) i 66% (1/2 + 1/2 Edg p.o./i.p.) (nije prikazano).
Kriva odnosa log doza kombinacije levetiracetamekof %AH u trenutku maksimalnih efekata
ima visok koeficijent linearne korelacije (r = 095Slika 37).

Zabelezen je zmajan pomak u levo regresione krive odnosa log diozfekata
levetiracetama u prisustvu fiksne doze kofeina ifig’kg; i.p.), u poréenju sa regresionom
krivom levetiracetama primenjeng@gr se(p < 0,05; test poenja dve regresione krive) (Slika
37), Sto ukazuje da kofein potencira antihiperajgka dejstvo levetiracetama u inflamatornom
modelu bola u pacova. Ove dve krive nisu paralelre€, konvergiraju i presecaju se, a
potencijacija se jasno tava pri dozama levetiracetama koje daju oko 50%Akanjim (Slika

37). EDyo = SEM (95%-ni interval poverenja) za levetiracetarprisustvu kofeina iznosi 2,45 +
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0,90 (0,50-12,01) mg/kg, Sto je zamo manje od EE) vrednosti levetiracetama primenjenog
perse27,59 £ 2,72 (18,03 — 42,21) mg/kg. Odnasna izmeiu ove dve Elyvrednosti iznosi
3,50 (1,60 — 6,92), a kako je donja granica intaryp@verenja véa od 1, smatra se da je razlika
izmeadu EDso Lev+cari EDso Lev Statistiki znatajna, Sto potvtuje sinergistiku interakciju izméu
levetiracetama i kofeingp(< 0,05; test odnosadima). Nagibi kriva odnosa antihiperalgezijskog
dejstva (%AH) i razlike povrSina ispod krivih koalne i eksperimentalne grup@aKIK) za
levetiracetam (1,30 + 0,10), kofein (0,91 + 0,07gvetiracetam-kofein kombinaciju (1,36 *
0,06) se ne razlikuju zgajno @ > 0,05; test paralelizma) (Yaksh i sar., 1986; Tomsar.,
2010a), ukazujti da svi ispitivani tretmani imaju priblizno istw#nu trajanja dejstva. Duzina
trajanja dejstva levetiracetam-kofein kombinacgeigi od primenjene doze, s obzirom da kriva
odnosa %AHAPIK kombinacije ima visok koeficijent linearne ktaeije (r = 0,998; nije
prikazano) (Yaksh i sar., 1986; Tamisar., 2010a).

60 1 —&— kontrola

—- LEV 1 mg/kg + CAF 10 mg/kg
—3-LEV 5 mg/kg + CAF 10 mg/kg
—@—LEV 10 mg/kg + CAF 10 mg/kg

%01  ~O-LEV50mglkg + CAF 10 mglkg Slika 36. Vremenski tok antihiperalgezijsk

dejstva levetiracetam-kofeib EV+CAF)
kombinacije, izrazenog kao razlika u

40 - pritiscima oslanjanja na zdravu Sapu i Sapu
sa hiperalgezijom, df (g). Bazalna merenja
(ozna’eno na y-0si) izmerena su pre
indukcije inflamacije i primene LEV i CAF.

5 30 T
% Intraplantarna injekcija (i.pl.) karagenina
(CAR) primenjena je 60 min pre peroralne
(p.o.) primene LEV i intraperitonealne (i.p.)
20 1

primene CAF (obelezeno strelicama). Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost + SEM
razlike u pritiscima oslanjanja, df (g),

10 - dobijenu testiranjem 6-8 Zivotinja. Statigia
zna‘ajnost (**p < 0,01; jednofaktorska
ANOVA, Tukey HSD test) odlena je u
odnosu na kontrolnu krivu.

o @ . ; . ; . ; .
-60 30 60 90 120 180 240
t (min)
LEV (p.o.), CAF (i.p.)
CAR (i.pl.)
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907 m gy Slika 37.Regresione krive odnosa log doze
i antihiperalgezijskog dejstvéd4AH) u
80 - LEV+CAF trenutku postizanja maksimalnog efekta
5. levetiracetamal(EV) i levetiracetam-
kofein LEV+CAF) kombinacije u
60 - inflamatornom modelu bola u pacova.
Svaka taka predstavlja srednju vrednost +
e SEM grupe od 6-8 pacova. Postoji
S 4 | statisticki zna‘ajno pomeranje krive
<7 40 1 LEV+CAF u levo u odnosu na krivu LEV,
- Sto ukazuje na potencijaciju
i i antihiperalgezijskog efekta LEV od strane
20 | kofeina (p < 0,05; test porkenja dve
; ; regresione krive)EDsy za LEV u prisustvu
10 - | log ED;LEV+CAF | log ED;LEV CAF znaajno je manja od EE za sam
; 4 LEV (p < 0,05; test odnosadma).
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

log dose (mg/kg)

3.1.7. Rangiranje kombinacija levetiracetama sa fpafenom, celekoksibom, paracetamolom i

ceftriaksonom prema stepenu sinergizma

U inflamatornom modelu bola u pacova, levetiracet@n ostvario sinergistku

interakciju sa ibuprofenom, celekoksibom, paracetam i ceftriaksonom (Slike 29B, 31B, 33B

i 35B). Prema vrednostima indeksa interakcife koji opisuje stepen sinergizma izduedva

leka visoke analgetke efikasnosti primenjenih u kombinaciji (Sto jee&nosty manja,

sinergizam/potencijacija da komponentama je ¥a), ispitivane kombinacije mogu se rangirati

na sledéi nadin:

1.

levetiracetam-ibuprofery = 0,18)

2. levetiracetam-ceftriaksory € 0,20)
3.
4. levetiracetam-paracetamaql£ 0,27) (Tabele 5, 6, 71 8).

levetiracetam-celekoksily £ 0,22)
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3.2. Efekti kombinovane primene levetiracetama iarstlardnih/alternativnih

analgetika u modelu visceralnog bola u miSeva

3.2.1. Efekti paracetamola i ceftriaksona

U testu abdominalnih geva u miSeva, paracetamol (5-150 mg/kg; p.o.)trie&Eon (25-
200 mg/kg/dan; tokom 7 dana; i.p.) statistisu zn&ajno i dozno-zavisno smanjili broj @va
(N) izazvanih injekcijom (i.p.) rastvora éatne kiselinef < 0,01; Kruskal-Wallis test) (Slike 38
i 39). Paracetamolostvaruje antinociceptivnu aktivnost od 20%, 40,8%,4% i 72,7%AA za
doze od 5, 50, 100 i 150 mg/kg, redom (nije prikema Kriva odnosa log doze i
antinociceptivhog efekta paracetamola ima visokfikpent korelacije (r = 0,952) (Slika 41A).
Odgovarajda ED;, vrednost + SEM (95%-ni interval poverenja) za patamol iznosi 48,43 +
14,48 (13,36-175,58) mg/kg (Tabela 9). Antinocioeptefekat ceftriaksonaiznosi 24,1% (25
mg/kg/dan; i.p.), 44,3% (50 mg/kg/dan; i.p.), 58,90 mg/kg/dan; i.p.) i 74,6% (200
mg/kg/dan; i.p.) (nije prikazano). Kriva odnosa logze i %AA ceftriaksona ima visok
koeficijent korelacije (r = 0,997) (Slika 43A). Qalgarajéa EDso + SEM (95%-tni interval
poverenja) iznosi 69,32 + 2,76 (58,39 — 82,31) mdkabela 10).

30 -
Slika 38. Antinociceptivno
dejstvo paracetamoldP@R),
25 1 izraZeno kao broj gieva
izazvanih intraperitonealnom
I injekcijom rastvora sifetne
kiseline. PAR je primenjen
per os 55 minuta pre rastvora
15 - * siréetne kiseline. Svaki stubi
T predstavlja srednju vrednost
+ SEM, dobijenu testiranjem
10 1 T 6-10 miSeva. Statiska
*k znafajnost (*p < 0,05; **p <
0,01; Kruskal-Wallis potom
Mann-Whitney U test)
odredena je u odnosu na
0 i : i : kontrolnu grupu Zivotinja.

kontrola 5 50 100 150
PAR (mg/kg)

20 A

broj gr ¢eva
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30 T Slika 39. Antinociceptivnc
dejstvo ceftriaksonadEF),
T izraZeno kao broj gieva
izazvanih intraperitonealnom
injekcijom (i.p.) rastvora
20 4 [ sir.c’etng kiselline. CEF je
primenjivan i.p. uzastopno
ok tokom 7 dana, a 8. dana je
15 A raden eksperiment. Svaki
stubi predstavlja srednju
vrednost + SEM, dobijenu
10 . testiranjem 6-10 miSeva.
Statistika zn@ajnost (**p <

25 A

**

broj gr ¢eva

c | 0,01; Kruskal-Wallis potom
Mann-Whitney U test)
odredena je u odnosu na

0 : : : : kontrolnu grupu Zivotinja.

kontrola 25 50 100 200
CEF (mg/kg/dan)

3.2.2. Efekti kombinovane primene levetiracetamaairacetamola

Levetiracetam i paracetamol primenjeni u fiksnimaktijama pojedingnih EDsg
vrednosti (1/16, 1/8, 1/4 i 1/2) statidti su zn&ajno i dozno-zavisno smanjili broj @va (N)
izazvanih injekcijom (i.p.) rastvora éatne kiselinef < 0,01; Kruskal-Wallis U test) (Slika 40).
Kombinacija levetiracetam-paracetamol postize aciceptivhe efekte (%AA) od 23,9% (1/16
+ 1/16 EDy; p.o.), 49,5% (1/8 + 1/8 Bjg p.0.), 66,1% (1/4 + 1/4 By p.o.) i 80% (1/2 + 1/2
EDsp; p.0.) u visceralnom modelu bola u miSeva (nijé&kggano). Kriva odnosa log doza
kombinacije levetiracetam-paracetamol i %AA imaokiskoeficijent linearne korelacije (r =
0,990) (Slika 41A).

Tip interakcije izméu levetiracetama i paracetamola u visceralnom noodbela u
miSeva odréivan je izobolografskom analizom (postupak opisapoglavlju 3.1.2. Rezultata).
EDso mix kombinacije levetiracetam-paracetamol cajao je manja od E£3 aqq(p < 0,05;t-test)
(Tabela 9), Sto ukazuje da levetiracetam i paracetaostvaruju sinergistku interakciju
(Tallarida i sar., 1997). Na sinergidtu interakciju ukazuje i podatak da se 95%-ni wédr
poverenja EBy mix Lev+par | EDso add LEv+paARNE preklapaju, prikazano na izobologramu (Slika
41B). Niska vrednost indeksa interakcije< 1), takde ide u prilog sinergisikoj interakciji

izmedu levetiracetama i paracetamola u visceralnom nuooiella u miSeva (Tabela 9).
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Slika 40. Antinociceptivnc
dejstvo levetiracetam-

257 paracetamol (EV+PAR)
T kombinacije, izrazeno kao broj
gréeva izazvanih
20 A intraperitonealnom injekcijom
rastvora sic¢etne kiseline. LEV i
PAR primenjivani su peroralno
S 5 55 min pre rastvora sietne
R - kiseline. LEV i PAR primenjeni su
5 u fiksnim frakcijama pojedin@ih
T 10 4 ok EDs, (1/16=0,0625; 1/8=0,125;
o 1/4=0,25 i 1/2=0,5). Svaki stubi
predstavlja srednju vrednost +
% SEM, dobijenu testiranjem 6-10
> I miSeva. Statistka zna@ajnost
(**p < 0,01; Kruskal-Wallis
potom Mann-Whitney U test)
0 : : : : odredena je u odnosu na
kontrola 0,8602652; 0,125 + 0,125 0,25 + 0,25 0,5+0,5 kontrolnu grupu Zivotinja.
LEV + PAR (mg/kg; frakcije ED s)
A) B)
907 03 EDgPAR
80 1
70 - 7 07
60 T 5 a0
g 507 2 EDso aga LEV+PAR
3 E
40 % 00 -
30 A ELEV
n OPAR
201 O LEV+PAR 10 1 +ED5O mix LEV+PAR
107 EDs LEV
0 - - - - - 0 . »
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 0 1 2 3 4 5 6 7

log dose (mg/kg)

LEV (mg/kg)

Slika 41. A) Regresione krive odnosa log doze i antinociceptiveiekta YoAA) levetiracetamal(EV),
paracetamolaRAR) i levetiracetam-paracetamolLEV+PAR) kombinacije u visceralnom modelu bola u
miSeva. Svaka taka predstavija srednju vrednost + SEM dobijenu iteasjem 6-10 Zivotinja.B)
Izobologram zalLEV+PAR kombinaciju u visceralnom modelu bola u miSeva.sERrednosti
pojedinanih lekova obeleZzene su na osama. Linija koja pgeegojedingne EDy, lekova je teorijska
linija aditivnosti, a taka na njoj je Ely aq (teorijska aditivna El). 1zmelu EDsp aggi EDsp mix
(eksperimentalna Efg za kombinaciju lekova), postoji statidti zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto
ukazuje na sinergigku interakciju izmeu levetiracetama i paracetamola.
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Tabela 9.EDso+ SEM vrednosti (mg/kg) sa 95%-nim intervalima pevga i indeks interakcije
(y) nakon p.o. primene levetiracetama, paracetamolgjihove kombinacije u visceralnom
modelu bola u miSeva

Lek/kombinacija lekova Elp®+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 6,03 +1,62 (1,90 - 19,13)
paraetamol 48,43 £ 14,48,8b - 175,58)

maseninms doza  EDsg aqg ERo mix” ‘e
levetiracetam+paracetamol 8,07:1 27,25 £ 4,48 8,01 + 0,66* ®,2

(18,23 — 40,75)  (5,641,40)

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antinociceptivnaekef

b Y = EDSO LEVETIRACETAM U KOMBINACIJI SA PARACETAMOLOM/EDSO LEVETIRACETAM + EDSO PARACETAMOL U KOMBINACIJI SA
LeveTiraceTamoM/ EDsg paraceTamoL. Vrednosti blizu 1 ukazuju na aditivnu interakcijwednosti vée od 1 ukazuju na
antagonistiku interakciju, a vrednosti manje od 1 na sineigst (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)

¢ EDspags teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadgkova

4 EDsg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha darakinacije

* p < 0,05 izméu EDsg oqd EDsg mix(t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).

3.2.3. Efekti kombinovane primene levetiracetameeftriaksona

Kombinacija levetiracetama (p.o.) i ceftriaksonadfevna primena; i.p.) u fiksnim
frakcijama pojedinénih EDso vrednosti (1/16, 1/8, 1/4 i 1/2) ostvarila je stidki znatajno i
dozno-zavisno smanjenje brojacgva (N) izazvanih i.p. injekcijom rastvora ¢gtne kiseline
miSevima p < 0,01; Kruskal-Wallis test) (Slika 42). Kombingcilevetiracetam-ceftriakson
ostvaruje antinociceptivne efekte (%AA) od 50,1%161L+ 1/16 Ely; p.o./i.p.), 65,3% (1/8 +
1/8 EDy; p.o.fi.p.), 71,9% (1/4 + 1/4 BR p.o./i.p.) i 85,9% (1/2 + 1/2 By p.o.li.p.) u
visceralnom modelu bola u miSeva (nije prikazama)va odnosa log doza i %AA ispitivane
kombinacije ima visok koeficijent linearne koreladr = 0,990) (Slika 43A).

Tip interakcije izméu levetiracetama i ceftriaksona u visceralnom motela u miSeva
odrefivan je izobolografskom analizom (postupak opisgmoglavlju 3.1.2. Rezultata). EPmix
kombinacije levetiracetam-ceftriakson 2apo je manja od odgovardg ED; aqq (P < 0,05;t-
test) (Tabela 10), Sto ukazuje da levetiracetaraftriakson ostvaruju sinergigku interakciju
(Tallarida i sar., 1997). Na sinergistu interakciju ukazuje i podatak da se 95%-ni wédr
poverenja EBy mix Lev+cer | EDso add Lev+cerne preklapaju, prikazano na izobologramu (Slika
43B), kao i vrednost indeksa interakcijg fhanja od 1 (Tabela 10).
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30

25

broj gr €eva
[ N
(6] o

=
o

**

**

*%

**

1

0,5+ 0,5

LEV + CEF (mg/kg; frakcije ED s0)

B)

CEF (mg/kg)

80 1

70 +

60 A

50 A

40 -

30 1

20 A

10 A

EDso CEF

Slika 42, Antinociceptivnc
dejstvo levetiracetam-ceftriakson
(LEV+CEF) kombinacije,
izrazeno kao broj geva
izazvanih intraperitonealnom
(i.p.) injekcijom rastvora sifetne
kiseline. CEF je primenijivan i.p.
uzastopno tokom 7 dana, a 8.
dana je ralen eksperiment, dok je
LEV primenjen peroralno 55 min
pre rastvora siéetne kiseline.
LEV i CEF primenjeni su u
fiksnim frakcijama pojedinaih
EDs (1/16=0,0625; 1/8=0,125;
1/4=0,25 i 1/2=0,5). Svaki stubi
predstavlja srednju vrednost +
SEM, dobijenu testiranjem 6-10
miSeva. Statistka zna@ajnost

(**p < 0,01; Kruskal-Wallis
potom Mann-Whitney U test)
odreZena je u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja.

EDsg ada LEV+CEF

EDso LEV

0

0 T T
kontrola 0,0625 + 0,125+ 0,125 0,25+ 0,25
0,0625
A)
90 1
80 1
70 1
60 1
§ 50 1
S
40
30 1 HLEV
OCEF
20 1
O EV+CEF
10 A
0 T T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

log dose (mg/kg)

2,50

0

i EDsg mix LEV+CEF

1

3 4 5 6 7

LEV (mg/kg)

Slika 43. A) Regresione krive odnosa log doze i antinociceptwibgjstva YAA) levetiracetamal(EV),
ceftriaksona CEF) i levetiracetam-ceftriaksorLEV+CEF) kombinacije u visceralnom modelu bola u
miSeva. Svaka taka predstavija srednju vrednost + SEM dobijenu iteasjem 6-10 Zivotinja.B)
Izobologram zalLEV+CEF kombinaciju u visceralnom modelu bola u miSeva.scERrednosti
pojedinanih lekova obeleZzene su na osama. Linija koja pgeegojedingne ED, lekova je teorijska
linija aditivnosti, a taka na njoj je Ely aqq (teorijska aditivna Eld). 1zmelu EDsg agqi EDsp mix
(eksperimentalna Efd za kombinaciju lekova), postoji statisli zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto
ukazuje na sinergigku interakciju izméu levetiracetama i ceftriaksona.
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Tabela 10.EDsp + SEM vrednosti sa 95%-nim intervalima poverenjadeks interakcije /)
nakon primene levetiracetama (mg/kg) (p.o.), cafsona (mg/kg/dan) (i.p./7-dnevni tretman) i
njihove kombinacije u visceralnom modelu bola uewas

Lek/kombinacija lekova ~ ERo*+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 6,03 +1,62 (1,90 -19,13)
ceftriakson BB+ 2,76 (58,39 — 82,31)

maseni odridsza  EDsg aqd ERo mix” 7
levetiracetam-+ceftriakson 11,50:1 37,68 +4,28 4,38 + 0,60* 0,12

(27,79 - 49,07)  (1,69,33)

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antinociceptivnaekef

b Y = EDSO LEVETIRACETAM U KOMBINACHI SA CEFTRIAKSONOM’EDSO LEVETIRACETAM + EDSO CEFTRIAKSON U KOMBINACHI SA
LeveTiraceTamoM/EDso certriakson Vrednosti blizu 1 ukazuju na aditivnu interakcijuednosti vée od 1 ukazuju na
antagonistiku interakciju, a vrednosti manje od 1 na sineigst (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)

¢ EDspags teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadgkova

4 EDsg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha darakinacije

* p < 0,05 izméu EDsg oqd EDsg mix(t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).

3.2.4. Rangiranje kombinacija levetiracetama sa paetamolom i ceftriaksonom prema

stepenu sinergizma

U visceralnom modelu bola u miSeva, levetiracetamgtvario sinergistku interakciju
sa paracetamolom i ceftriaksonom (Slike 41B i 43BEma vrednostima indeksa interakcijg (
koji opisuje stepen sinergizma izéhedva leka visoke analgekie efikasnosti primenjenih u
kombinaciji (Sto je vrednost manja, sinergizam/potencijacija dwe komponentama je va),
ispitivane kombinacije mogu se rangirati na séedecin:

1. levetiracetam-ceftriaksorny € 0,12)

2. levetiracetam-paracetamaql £ 0,29) (Tabele 9 10).
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3.3. Efekti kombinovane primene levetiracetama iugyofena, paracetamola,
gabapentina, duloksetina i alfa-lipoinske kiseline&u modelu dijabetesne

neuropatije u miSeva
3.3.1. Procena dijabetesa i dijabetesne neuropatije

Dve nedelje nakon injekcije streptozotocina (150kggi.p.), dijabettni miSevi imali su
statisttki znatajno ve&u koncentraciju glukoze u krvi u paenju sa vrednostima glikemije pre
indukcije dijabetesa iste grupe misSeya < 0,01; uporedni-test) (Tabela 11). Pored toga,
dijabetini miSevi razvili su klagine simptome dijabetesa, kao 5to je gubitak telesase p <
0,01; uporedni-test) (Tabela 11). Tri nedelje nakon injekcijeeptozotocina, kod dijabeétih
miSeva zabelezeno je stati&ii znatajno skréenje reakcionih vremena u testu izmicanja repa
pod uticajem toplote u patenju sa bazalnim reakcionim vremenima iste grupgeewa od pre tri
nedelje p < 0,01; uporedni-test) (Tabela 11). Na bazi razlike u reakcionimmmenima pre i
nakon indukcije dijabetesa, iziat je procenat hiperalgezije (%HA), koji ukazdg se kod

dijabetinih Zivotinja razvila bolna dijabetesna neuropd(fijabela 11).

Tabela 11.0psti parametri + SEM pre i nakon indukcije dijabsa injekcijom streptozotocina
(150 mg/kg; i.p.). Koncentracija glukoze u krvi ewa je pre i 2 nedelje nakon indukcije
dijabetesa. Telesna masa i reakciono vreme metepiesi 3 nedelje nakon indukcije dijabetesa.
Na bazi razlika u reakcionim vremenima pre i nakwgukcije dijabetesa izk@inat je procenat
hiperalgezije (%HA).

parametar telesna masa (g koncentracija reakciono hiperalgezija
glukoze u krvi vreme (S) (%HA)
(mmol/L)

pre indukcije

dijabetesa (n=52) 25,59 +0,31 56+0,3 25,59 +0,31 /

nakon indukcije

*k *% *% _
dijabetesa (n=52) 22,06 £0,35 HI 22,18 £0,34 41,13 +,98

HI znadi da je koncentracija glukoze u krvi bila iznad gyag limita detekcije (> 30,6 mmol/L)
** p < 0,01; uporedni t-test za parove (pre i nakimukcije dijabetesa)

U cilju ispitivanja interakcije levetiracetamatasdardnih/alternativnih analgetika, najpre
su ispitani efekti svakog leka pojedém@. Za svaki lek je oddena ERy pomau odgovarajtih
krivih odnosa log doze i efekta. Potom su ispitvativojne kombinacije levetiracetama i

analgetika. Svi eksperimenti sprovedeni su 3 nedwlkon indukcije dijabetesa.
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3.3.2. Efekti ibuprofena, paracetamola, gabapentjuloksetina i alfa-liponske kiseline

U testu izmicanja repa pod uticajem toplote kochlhitEnih miSeva, ibuprofen (2-50
mg/kg; p.o.), paracetamol (5-100 mg/kg; p.o.), gemdin (2-40 mg/kg; p.o.), duloksetin (1-30
mg/kg; p.o.) i alfa-lipoinska kiselina (12,5-100 #g/dan; 7-dnevni tretman, p.o.) ostvarili su
statisttki znatajno i dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo, uvgenju sa kontrolnom grupom
Zivotinja koja je dobila odgovaraju rastvaré (p.o.) umesto ispitivanog lekg (< 0,01;
jednofaktorska ANOVA) (Slike 44 i 45). Kod svih iiganih dozaibuprofena maksimum
antinociceptivhog dejstva (%MAA) postize se 60 mmakon p.o. primene, a odgovar&ju
%MAA iznose 35,95%, 49,71%, 59,36% i 74,90% za dbmerofena od 2, 10, 20 i 50 mg/kg,
redom (Slika 44A). Kriva odnosa log doze i efekbmprofena konstruisana za vrednosti
maksimalnog antinociceptivnog dejstva pokazuje Wistepen linearne korelacije (r = 0,984)
(Slika 47A). Srednja efektivna doza (95%-ni intérgoverenja) ibuprofena u dijabetesnoj
neuropatiji iznosi 7,82 + 1,27 (3,89 — 15,72) mg(Kgbela 12)Paracetamalu svim ispitivanim
dozama, postize maksimalno antinociceptivho dejg®omin nakon p.o. primene, a %MAA
iznose 43,24% (5 mg/kg; p.o.), 53,41% (20 mg/kg;)p67,09% (50 mg/kg; p.o.) i 75,39% (100
mg/kg; p.o.) (Slika 44B). Kriva odnosa log dozefekta paracetamola, u trenutku postizanja
maksimalnog efekta, pokazuje visok koeficijent #imee korelacije (r = 0,988) (Slika 49A).
Srednja efektivna doza (95%-ni interval poverergayacetamola u dijabetesnoj neuropatiji
iznosi 10,83 + 1,74 (5,41 — 21,68) mg/kg (Tabely K»d svih ispitivanih doz@abapentina
maksimum antinociceptivnog dejstva postize se 60 nakon p.o. primena, a %MAA iznose
41,32% (2 mg/kg; p.o.), 48,21% (5 mg/kg; p.o.),66% (10 mg/kg; p.o.) i 78,15% (40 mg/kg;
p.o.) (Slika 45A). Kriva odnosa log doze i efektabgpentina konstruisana za vrednosti
maksimalnog antinociceptivnog dejstva pokazuje kisoeficijent linearne korelacije (r = 0,991)
(Slika 51A). Srednja efektivha doza (95%-ni intérp@verenja) gabapentina u dijabetesnoj
neuropatiji iznosi 4,47 = 0,54 (2,66 — 7,52) mg(K@bela 14)Duloksetinpostize maksimalno
antinociceptivno dejstvo u svim ispitivanim dozagtamin nakon p.o. primene, a odgovaéaju
%MAA iznose 43,51% (1 mg/kg; p.o.), 62,72% (5 mg/kgo.), 73,08% (15 mg/kg; p.o.) i
83,43% (30 mg/kg; p.o.) (Slika 45B). Kriva odnosg doze i maksimalnog antinociceptivhog
efekta duloksetina pokazuje visok koeficijent limeakorelacije (r = 0,998) (Slika 53A). Srednja

efektivha doza (95%-ni interval poverenja) duloksetu dijabetesnoj neuropatiji iznosi 1,75 *
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0,15 (0,56
antinociceptivno dejstvo na 60-180 min merenja,omak-dnevne p.o. primene, uz %MAA od
41,70% (12,5 mg/kg/dan; p.o.), 48,94% (25 mg/kg/dan.), 55,23% (50 mg/kg/dan; p.o.) i
77,32% (100 mg/kg/dan; p.o.) (Slika 45C).

antinociceptivnog efekta alfa-lipoinske pokazujeok koeficijent linearne korelacije (r = 0,95)

5,39) mg/kg (Tabela 15Alfa-lipoinska kiselina ostvaruje maksimalno

Kriva oda log doze i maksimalnog

(Slika 55A). Srednja efektivna doza (95%-ni intérymverenja) alfa-lipoinske kiseline u

dijabetesnoj neuropatiji iznosi 24,79 + 4,90 (10;538,14) mg/kg (Tabela 16). Duzina trajanja
dejstva ibuprofena, paracetamola, gabapentinakdetima i alfa-lipoinske kiseline zavisna je od
doze, jer krive koje prikazuju odnos antinocicepty dejstva (%MAA) i povrSine ispod krive

(PIK) imaju visoke koeficijente linearne korelacife = 0,997; 0,977; 0,998; 0,998 i 0,988,
redom; nije prikazano) (Yaksh i sar., 1986; Témsar., 2010a).

A) B)
100 —&— kontrola 100 1 —&— kontrola
—-1BU 2 mg/kg —-PAR 5 mg/kg
—{1-1BU 10 mg/kg —{+PAR 20 mg/kg
—@—BU 20 mg/kg —@— PAR 50 mg/kg
80 1 —O—1BU 50 mglkg 80 T —O—PAR 100 mg/kg
*%
60 60 1
= =
X X
40 1 40 A
20 1 20 A
0 T T T T 0 T T T T T |
30 60 90 120 180 240 30 60 90 120 180 240
t (min) t (min)

IBU (p.0.)

PAR (p.o.)

Slika 44. Vremenski tok antinocicepnog dejstva ibuprofenaBU) (A) i paracetamola PAR) (B)
nakon peroralne primene (p.o.) (obeleZzeno strelmamdijabeténih miSeva, izrazenog kao procenat od
maksimalne antinociceptivne aktivnogttNIAA). Antinociceptivno dejstvo mereno je u testu iamje
repa pod uticajem toplote. Svakata predstavlja srednju vrednost + SEM dobijenuitasiem 6-10
miSeva. Statistka zn@ajnost (*p < 0,05; **p < 0,01; jednofaktorska ANOYAukey HSD test)

odrefena je u odnosu na kontrolnu grupuSeva

97



Rezultati

A)

%MAA

B)

%MAA

100

80

60

40

20

100

80

60

40

20

_ —&—kontrola
—-GBP 2 mg/kg
—{1—GBP 5 mg/kg
o _O_EEE ig Eg;::g Slika 45.Vremenski tok antinociceptivne
1 dejstva gabapentinaGBP) (A),
*x duloksetinaDLX) (B) i alfa-lipoinske
kiseline ALA)(C) nakon peroralne
| primene (p.o.) (obeleZeno strelicama) u
dijabeticnih miSeva, izraZzenog kao
procenat od maksimalne antinociceptivhe
aktivnosti oMAA). Antinociceptivno
1 dejstvo mereno je u testu izmicanja repa
pod uticajem toplote. Svakacta
predstavlja srednju vrednost £ SEM
dobijenu testiranjem 6-10 miSeva.
1 Statisttka znaajnost (*p < 0,05; **p <
0,01; jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD
1\1/‘_‘1\1/1 test) odré@ena je u odnosu na kontrolnu
: . . . : . grupu miseva.
0 30 60 90 120 180 240
t (min)
GBP (p.o.)
C)
} —A— kontrola 100 —A&— kontrola
—-DLX 1 mg/kg — ALA 12,5 mg/kg/dan
. - DLX 5 mg/kg —{1- ALA 25 mg/kg/dan
*x —@—DLX 15 mg/kg —8— ALA 50 mg/kg/dan
| —O—DLX 30 mg/kg - *k —- ALA 100 mg/kg/dan
**
1 60
g
2
*% O
1 . 40
*% *% ** *%
1 20
F‘M O T T T T T 1
0 30 60 90 120 180 240 0 30 60 90 120 180 240
T t (min) M t (min)
DLX (p.o.) ALA (p.o.)
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3.3.3. Efekti kombinovane primene levetiracetam@uprofena

U testu izmicanja repa pod uticajem toplote koghlditinih miSeva, levetiracetam i
ibuprofen, primenjeni u fiksnim frakcijama pojedinéh EDs, vrednosti (1/16, 1/8, 1/4 i 1/2),
ostvarili su statistki znaajno i dozno-zavisno antinociceptivho dejstvo, urgdenju sa
kontrolnom grupom zivotinja koja je dobila rastwafp.o.) umesto ispitivanih lekova & 0,01;
jednofaktorska ANOVA) (Slika 46). Maksimumi antinoeptivhog dejstva (%MAA) svih
ispitivanin kombinacija doza, postizu se 90 minaoral.o. primene levetiracetama i ibuprofena
uz %MAA od 51,51% (1/16 + 1/16 &R p.o.), 56,41% (1/8 + 1/8 BR) p.0.), 67,43% (1/4 + 1/4
EDso; p.0.) 1 83,26% (1/2 + 1/2 B p.o.) (Slika 46). Kriva odnosa log doza kombijeci
levetiracetama i ibuprofena i %MAA u trenutku peatija maksimalnih efekata ima visok
koeficijent linearne korelacije (r = 0,975) (Slik&A).

—A— kontrola . .
—-0,0625 LEV + 0,0625 I1BU Slika 46.Vremenski tol

Egééilél\z/\fooz’ézéfu antinociceptivnog dejstva levetiracetam-
0:5 LEV + 0,5 1BU ibuprofen (_EV+IBU_) kombinacije
nakon peroralne primene (p.o.)
(obeleZeno strelicama) u dijabétih
miSeva, izrazenog kao procenat od
maksimalne antinociceptivne aktivnosti
(%MAA). Antinociceptivno dejstvo
mereno je u testu izmicanja repa pod
uticajem toplote. LEV i IBU su
primenjeni u fiksnim frakcijama
pojedina’nih EDs, (1/16=0,0625;
1/8=0,125; 1/4=0,25 i 1/2=0,5). Svaka
Jok tacka predstavlja srednju vrednost +
20 - SEM dobijenu testiranjem 6-10 miSeva.
Statistitka zn@ajnost (**p < 0,01;
jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD test)
l\i/‘_‘l\l/l odredena je u odnosu na kontrolnu
0 . . . . . ) grupu miSeva.
30 60 90 120 180 240

100 7

80 1

60 7

%MAA

40 A

t (min)
LEV + IBU (p.0.)
Tip interakcije izméu levetiracetama i ibuprofena u dijabetesnoj neatippu miSeva
odreiivan je izobolografskom analizom (postupak opisgroglaviju 3.1.2. Rezultata). EPmix
kombinacije levetiracetam-ibuprofen ziago je manja od E£3 aqq(p < 0,05;t-test) (Tabela 12),

Sto ukazuje da levetiracetam i ibuprofen ostvarsijuergistéku interakciju (Tallarida i sar.,
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1997). Na sinergistku interakciju ukazuje i podatak da se 95%-ni waéirpoverenja EBy mix
Lev+iu | EDsp add LEv+iBUNE preklapaju, prikazano na izobologramu (SlikB)} Niska vrednost
indeksa interakcijey(< 1), takde ide u prilog sinergistkoj interakciji izmefu levetiracetama i
ibuprofena u dijabetesnoj neuropatiji u miSeva @ali2). Duzina trajanja dejstva pojedinid
lekova i kombinacije, upodévana je posredstvom nagiba krivih odnosa maksiowaln
antinociceptivnog dejstva (%MAA) i povrSina ispodvih (PIK), koji je merilo duzine trajanja
dejstva leka/kombinacije lekova. Pokazano je dpostoji statisttki znatajna razlika izméu
nagiba krivin za levetiracetam (8,93 + 0,64) i ibefpn (11,18 + 0,66) u odnosu na
levetiracetam-ibuprofen kombinaciju (11,09 + 1,3p ukazuje na priblizno istu duzinu trajanja
dejstva svih ispitivanih tretmang (> 0,05; test paralelizma). Visok koeficijent limea
korelacije (r = 0,986) krive odnosa %MAA i PIK (aiprikazano), ukazuje da je duzina trajanja
dejstva kombinacije levetiracetam-ibuprofen dozawigna (Yaksh i sar., 1986; Toéni sar.,
2010a).

A) B)
90 l 8 3 EDsIBU
80 A EI 7
70 A 6 -
60 -
~—~ 5 )
50 - e 2 EDsoagq LEV+IBU
> 2 4
S 40 A =
g 2 5.
30 A HLEV -
OdIBU J
20 2
®LEV+IBU
10 - 11 ; EDspmix LEV+IBU EDso LEV
O T T T T 1 0 T T T T b 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 0 5 10 15 20 25 30
log dose (mg/kg) LEV (mg/kg)

Slika 47.A) Regresione krive odnosa log doze i antinocicepwviigjstva %oMAA) u trenutku postizanja
maksimalnog efekta levetiracetambEY), ibuprofena IBU) i levetiracetam-ibuprofenLEV+IBU)
kombinacije u dijabetesnoj neuropatiji u miSeBaka tdka predstavija srednju vrednost + SEM
dobijenu testiranjem 6-10 ZivotinjB) Izobologram zd EV+IBU kombinaciju u dijabetesnoj neuropatiji
u miSeva. ER) vrednosti pojedinénih lekova obeleZene su na osama. Linija koja pgegaojedingne
EDs, lekova je teorijska linija aditivhosti, a ¢ka na njoj je E3y aqq(teorijska aditivna ERy). I1zmefu
EDso agai EDsp mix(€ksperimentalna Efg za kombinaciju lekova), postoji statiddi znaajna razlika (p <
0,05; t-test), Sto ukazuje na sinergtkti interakciju izmeéu levetiracetama i ibuprofena.
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Tabela 12.EDso+ SEM vrednosti (mg/kg) sa 95%-nim intervalima pewga i indeks interakcije
(y) izmereni u trenutku maksimalnog antinociceptivnegekta nakon p.o. primene
levetiracetama, ibuprofena i njihove kombinacijdijabetesnoj neuropatiji u miSeva

Lek/kombinacija lekova ERy%+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 25,33 +1,52 (19,28 — 34,50)
ibuprofen 7,82 +1,28,89 — 15,72)

maseni odrdsza EDs0 add ERo mix" 7
levetiracetam+ibuprofen 3,24:1 16,57 + 0,99 2,25 £ 0,45* 140,

(12,26 — 20,08)  (1,9%,39)

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antinociceptivnaekef

b Y = EDSO LEVETIRACETAM U KOMBINACII SA IBUPROFENOI\/EDSO LEVETIRACETAM + EDSO IBUPROFEN U KOMBINACIJI SA
LeveTiraceTamom/EDso 1suproren.Vrednosti blizu 1 ukazuju na aditivnu interakcipjrednosti vée od 1 ukazuju na
antagonistiku interakciju, arrednosti manje od 1 na sinergikti (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)

¢ EDspags~ teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadgkova

4 EDsg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha darakinacije

* p < 0,05 izméu EDsg oqd EDsg mix(t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).

3.3.4. Efekti kombinovane primene levetiracetamaairacetamola

Levetiracetam i paracetamol primenjeni u fiksnimak@iijama pojedingnih EDs
vrednosti (1/16, 1/8, 1/4 i 1/2) ostvarili su sséitki znatajno i dozno-zavisno antinociceptivno
dejstvo u testu izmicanja repa pod uticajem toplktel dijabettnin miSeva < 0,01;
jednofaktorska ANOVA) (Slika 48). Maksimalno antaiceptivno dejstvo (%0MAA)
kombinacije levetiracetam-paracetamol postize seni0 nakon p.o. primene levetiracetama i
paracetamola uz odgovaréu%MAA od 53,51% (1/16 + 1/16 ER p.o.), 58,58% (1/8 + 1/8
EDso; p.0.), 62,06% (1/4 + 1/4 B p.o.) i 77,46% (1/2 + 1/2 B p.o.) (Slika 48). Kriva
odnosa log doza levetiracetam-paracetamol kombeaci%MAA u trenutku postizanja
maksimalnih efekata ima visok koeficijent lineakugelacije (r = 0,942) (Slika 49A).

Izobolografska analiza levetiracetam-paracetamattdnacije u dijabetesnoj neuropatiji
u miSeva izvedena je na prethodno opisatiméideti Rezultate, poglavlje 3.1.2.). EPmix
ispitivane kombinacije ziajno je manja od E£3 ¢ (p < 0,05;t-test) (Tabela 13), Sto ukazuje
da levetiracetam i paracetamol ostvaruju sinetgistinterakciju u ovom modelu bola (Tallarida
i sar., 1997). Na sinergigku interakciju ukazuje i podatak da se 95%-ni wdérpoverenja

EDso mix Lev+par | EDsg add LEv+ParN€ preklapaju (Slika 49B). Niska vrednost indelkgarakcije
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(y < 1), takde ide u prilog sinergisikoj interakciji izmeiu levetiracetama i paracetamola
(Tabela 13). Duzine trajanja dejstva levetiracetapmacetamola i levetiracetam-paracetamol
kombinacije upordivane su posredstvom nagiba krivih odnosa maksiogaamtinociceptivnog
efekta (%MAA) i povrSina ispod krivin (PIK), kojiej merilo duzine trajanja dejstva
lekova/kombinacija lekova. Pokazano je da ne pbostagisttki znalajna razlika u nagibima
krivin za levetiracetam (8,93 = 0,64) i paracetarfid,60 + 1,79) u odnosu na levetiracetam-
paracetamol (5,74 + 2,26) kombinaciju, na b&ya se moze zakljiti da ne postoji zn&jna
razlika u duzini trajanja dejstva levetiracetamarggetamola i njihove kombinacijp ¢ 0,05;
test paralelizma) (Yaksh i sar., 1986; Témisar., 2010a). Vrednost koeficijenta linearne
korelacije (r = 0,874) krive odnosa %MAA i PIK (eiprikazano), ukazuje da je duzina trajanja
dejstva kombinacije levetiracetam-paracetamol ukeglmeri zavisna od doze (Yaksh i sar.,
1986; Tom¢ i sar., 2010a).

—&—kontrola
®-0,0625 LEV + 0,0625 PAR  g|ika 48.VVremenski tol

i 8: ;§5LIEI\E/V++0?2'E§2F? AZAR antinociceptivnog dejstva Ievgtirac_gtam—
—O0—05LEV + 0,5 PAR paracetamol (EV+PAR) kombinacije
nakon peroralne primene (p.o.)
(obelezeno strelicama) u dijab#tinh
miSeva, izrazenog kao procenat od
maksimalne antinociceptivne aktivnosti
(%MAA). Antinociceptivno dejstvo
mereno je u testu izmicanja repa pod
uticajem toplote. LEV i PAR su
primenjeni u fiksnim frakcijama
pojedinaih EDs, (1/16=0,0625;
1/8=0,125; 1/4=0,25 i 1/2=0,5). Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost +
20 A SEM dobijenu testiranjem 6-10 miSeva.
Statistitka zn@ajnost (**p < 0,01;
jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD test)
l\i/‘_‘l\l/‘l odreZena je u odnosu na kontrolnu
0 ' ' ' ' - ' grupu miseva
30 60 90 120 180 240

100 7

80

60 7

%MAA

40 1

t (min)
LEV + PAR (p.0.)
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A) B)
90 1 12 -
80 - i . 4 EDso PAR
70
60 1 8 1

50 A1 fa
< S 6 -
S 40 A £ EDsgadqg LEV+PAR
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20 - WLEV g,
OPAR
20 1
O LEV+PAR 2 A
10 EDsg mix LEV+PAR EDso LEV
0 T T T T 1 0 T T T T 1
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Slika 49.A) Regresione krive odnosa log doze i antinociceptviigjstva %oMAA) u trenutku postizanja
maksimalnog efekta levetiracetamd EY), paracetamola FAR) i levetiracetam-paracetamol
(LEV+PAR) kombinacije u dijabetesnoj neuropatiji u miSeS8aaka téka predstavlja srednju vrednost +
SEM dobijenu testiranjem 6-10 ZivotinjB) Izobologram zalLEV+PAR kombinaciju u dijabetesnoj
neuropatiji u miSeva. Efg vrednosti pojedinénih lekova obeleZene su na osama. Linija koja pggez
pojedinaine EDy lekova je teorijska linija aditivnosti, a ¢ka na njoj je E@y aqq (teorijska aditivna
EDsg). Izmelu EDsy agai EDso mix (EKSperimentalna Efg za kombinaciju lekova), postoji statiddi
zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto ukazuje naesijisticku interakciju izméu levetiracetama i
paracetamola.

Tabela 13.EDspx SEM vrednosti (mg/kg) sa 95%-nim intervalima pewga i indeks interakcije
(y) izmereni u trenutku maksimalnog antinociceptivnegekta nakon p.o. primene
levetiracetama, paracetamola i njihove kombinaaijdijabetesnoj neuropatiji u miSeva

Lek/kombinacija lekova ERo®+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 25,33 +1,52 (19,28 — 34,50)
paracetamc 10,83 +1,74 (5,421,68)

maseni odrisza  EDsg add ERo mix® v
levetiracetam+paracetamol 2,34:1 18,07 +1,16 1,95 £ 0,69* D1

(13,86 — 20,27)  (0,49,08)

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antinociceptivnaekef

® Y = EDso LEVETIRACETAM U KOMBINACIII SA paraceTAMoLoM/EDso LeveriraceTam + EDso parRACETAMOL U KOMBINACIII SA
LEVETIRACETAMOM/EDSO pARACETAMOL,VredI’IOSti blizu 1 UkaZUjU na aditivhu interakcwednosti vée od 1 UkaZUjU na
antagonistiku interakciju, a vrednosti manje od 1 na sineigst (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)

¢ EDspaq teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadikova

d EDso mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivna dazatknacije

* p < 0,05 izmédu EDsg aqd EDsg mix (t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).
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3.3.5. Efekti kombinovane primene levetiracetamgabapentina

U testu izmicanja repa pod uticajem toplote koghlitinih miSeva, kombinacija
levetiracetama i gabapentina (primenjeni zajedfi@nim frakcijama pojedinanih EDsp: 1/16,
1/8, 1/4 i 1/2) ostvarila je zgajno i dozno-zavisno antinociceptivnho dejstvo ugienju sa
kontrolnom grupom koja je dobila rastvargp.o.) umesto ispitivanih lekovap (< 0,01;
jednofaktorska ANOVA) (Slika 50). Maksimumi antinoeptivnog dejstva (%MAA)
kombinacije levetiracetam-gabapentin postignuti 80-120 min nakon p.o. primene
levetiracetama i gabapentina. OdgovatappMAA iznose 57,18% (1/16 + 1/16 ER) p.o.),
67,66% (1/8 + 1/8 ER; p.0.), 75,52% (1/4 + 1/4 BR) p.o.) i 81,60% (1/2 + 1/2 B3 p.0.)
(Slika 50). Kriva odnosa log doza levetiracetamagantin kombinacije i %MAA u trenutku

maksimalnih efekata ima visok koeficijent lineakugelacije (r = 0,992) (Slika 51A).

—&— kontrola . .
—8-0,0625 LEV + 0,0625 GBP Slika 50.Vremenski tol

—{1-0,125 LEV + 0,125 GBP antinociceptivnog dejstva levetiracetam-

—8—0,25 LEV + 0,25 GBP : S
—O—05LEV +0,5 GBP gabapentin I(EV+GBP) kombinacije

100 7

nakon peroralne primene (p.o.)
(obelezeno strelicama) u dijab#tinh
miSeva, izraZzenog kao procenat od
maksimalne antinociceptivne aktivnosti
(%MAA). Antinociceptivno dejstvo
mereno je u testu izmicanja repa pod
uticajem toplote. LEV i GBP su
primenjeni u fiksnim frakcijama
pojedina’nih EDs; (1/16=0,0625;
1/8=0,125; 1/4=0,25 i 1/2=0,5). Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost +
SEM dobijenu testiranjem 6-10 miSeva.
Statisti’ka zn@ajnost (**p < 0,01;
jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD test)

l\i/l_‘l\l/l odreZena je u odnosu na kontrolnu

0 . : , : i , grupu miSeva
0 30 60 90 120 180 240

80 -1

60 7

%MAA

40

20 1

t (min)
LEV + GBP (p.o.)

Izobolografska analiza kombinacije levetiracetamagabapentina u dijabetesnoj
neuropatiji u miSeva izvedena je na prethodno opisain (videti Rezultate, poglavije 3.1.2.).

EDso mix I EDsp aqgza kombinaciju levetiracetam-gabapentin se stétisinatajno razlikuju, tj.
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EDso mix je zn&ajno manja od EB aqq(p < 0,05;t-test) (Tabela 14), $to ukazuje da levetiracetam
i gabapentin ostvaruju sinergidtu interakciju (Tallarida i sar., 1997). Sinergika interakcija

je potvidena time Sto se 95%-ni intervali poverenjaskERix Lev+eep i EDso add Lev+cep N€
preklapaju (Slika 51B). Dodatno, niska vrednosteksh interakcijey(< 1), takae ide u prilog
sinergisttkoj interakciji izmeiu levetiracetama i gabapentina (Tabela 14). Duimgnja
dejstva levetiracetama, gabapentina i njihove koaje su priblizno iste, jer ne postoji
statistéki znatajna razlika izméu nagiba krivin %MAA-PIK za levetiracetam (8,930164),
gabapentin (12,56 + 0,63) i levetiracetam-gabapeitl,09 + 1,32) kombinacijyp(> 0,05; test
paralelizma) (Yaksh i sar., 1986; Tami sar., 2010a). Duzina trajanja dejstva ispitivane
kombinacije zavisi od primenjene doze, s obziromkdsa odnosa %MAA-PIK ima visok
koeficijent linearne korelacije (r = 0,986; nijeikazano) (Yaksh i sar., 1986; Taini sar.,
2010a).

A) B)
90 7 57
a0 | I EDso GBP
70 - 47
60 A
—~ 3 1
50 1 2
i g ED LEV+GBP
s 40 S 50 add
S o 2
30 - HLEV o
20 ] OGBP
®LEV+GRP 11 EDso mix LEV+GBP
10 A EDso LEV
0 . . ; ; . 0 . : . . . .
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 0 5 10 15 20 25 30
log dose (mg/kg) LEV (mg/kg)

Slika 51.A) Regresione krive odnosa log doze i antinociceptviigjstva %oMAA) u trenutku postizanja
maksimalnog efekta levetiracetam&l), gabapentinaGBP) i levetiracetam-gabapentin EV+GBP)
kombinacije u dijabetesnoj neuropatiji u miSeBaka tdka predstavija srednju vrednost + SEM
dobijenu testiranjem 6-10 ZzivotinjaB) lzobologram zalEV+GBP kombinaciju u dijabetesnoj
neuropatiji u miSeva. Ef vrednosti pojedinénih lekova obeleZzene su na osama. Linija koja pgeez
pojedinaine EDy lekova je teorijska linija aditivnosti, a ¢ka na njoj je E@Ry a4q (teorijska aditivna
EDsg). Izmefu EDsp agai EDso mix (EkSperimentalna Efg za kombinaciju lekova), postoji statiddi
zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto ukazuje naesiisticku interakciju izméu levetiracetama i
gabapentina.
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Tabela 14.EDsy+ SEM vrednosti (mg/kg) sa 95%-nim intervalima pewga i indeks interakcije
(y) izmereni u trenutku maksimalnog antinociceptivnegekta nakon p.o. primene
levetiracetama, gabapentina i njihove kombinacigijabetesnoj neuropatiji u miSeva

Lek/kombinacija lekova ERy%+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 25,33 +1,52 (19,28 — 34,50)
gabapentin 4,47 + 0,52,66 — 7,52)

maseni odridsza  EDsg aqd EBo mix" 7
levetiracetam+gabapentin 567:1 1491+0,81 0,92 £0,15* 0,06

(12,42 - 16,64)  (0-29,50)

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antinociceptivnaekef

b Y = EDSO LEVETIRACETAM U KOMBINACII SA GABAPENTINOM/EDSO LEVETIRACETAM + EDSO GABAPENTIN U KOMBINACIJI SA
LeveTiraceTamoM/EDso casarentiv, Vrednosti blizu 1 ukazuju na aditivhu interakcijuednosti vée od 1 ukazuju na
antagonistiku interakciju, a vrednosti manje od 1 na sinergst (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)

¢ EDspags~ teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadgkova

4 EDsg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha darakinacije

* p < 0,05 izméu EDsg oqd EDsg mix(t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).

3.3.6. Efekti kombinovane primene levetiracetamduloksetina

U testu izmicanja repa pod uticajem toplote kodalBttnih miSeva, levetiracetam i
duloksetin, primenjeni u fiksnim frakcijama pojedinih EDs, vrednosti (1/16, 1/8, 1/4 i 1/2),
ostvarili su statistki znaajno i dozno-zavisno antinociceptivnho dejstvo, urgienju sa
kontrolnom grupom zivotinja koja je dobila rastwafp.o.) umesto ispitivanih lekova € 0,01;
jednofaktorska ANOVA) (Slika 52). Maksimumi antinoeptivhog dejstva (%MAA) svih
ispitivanin kombinacija doza, postizu se 90 minarak.o. primene levetiracetama i duloksetina
uz %MAA od 55,19% (1/16 + 1/16 &R p.0.), 58,51% (1/8 + 1/8 &R p.0.), 64,44% (1/4 + 1/4
EDso; p.0.) 1 85,94% (1/2 + 1/2 B p.o.) (Slika 52). Kriva odnosa log doza kombifeaci
levetiracetama i duloksetina i %MAA u trenutku ppshja maksimalnih efekata ima visok
koeficijent linearne korelacije (r = 0,917) (SIi&8A).

Tip interakcije izmdu levetiracetama i duloksetina u dijabetesnoj ngatip u miSeva
odrefivan je izobolografskom analizom (postupak opisgroglavlju 3.1.2. Rezultata). EPmix
kombinacije levetiracetam-duloksetin 2amo je manja od E£ aqq (p < 0,05;t-test) (Tabela
15), Sto ukazuje da levetiracetam i duloksetin astyn sinergistiku interakciju (Tallarida i sar.,
1997).

106



Rezultati

100 7 Slika 52. Vremenski tol
antinociceptivnog dejstva levetiracetam-
duloksetin LEV+DLX) kombinacije
nakon peroralne primene (p.o.)
(obeleZeno strelicama) u dijabétinh
miSeva, izrazenog kao procenat od
maksimalne antinociceptivne aktivnosti
(%MAA). Antinociceptivno dejstvo
mereno je u testu izmicanja repa pod
uticajem toplote. LEV i DLX su
primenjeni u fiksnim frakcijama
pojedinaiih EDs, (1/16=0,0625;
—A—kontrola 1/8=0,125; 1/4=0,25 i 1/2=0,5). Svaka
—#-0,0625 LEV + 0,0625 DLX tacka predstavlja srednju vrednost +
2 igéﬁﬁ\’ffz’fé&“ SEM dobijenu testiranjem 6-10 migeva.

—0—0,5LEV + 0,5 DLX Statisttka znaajnost (**p < 0,01;

jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD test)
l—\—i/H\l/l odredena je u odnosu na kontrolnu
0 , : . : : , grupu misSeva.
30 60 90 120 180 240

80 A

%MAA

40 -

t (min)
LEV + DLX (p.o.)

Na sinergistiku interakciju ukazuje i podatak da se 95%-ni wedirpoverenja EBh mix
Lev+DLx | EDso add LEv+DLX N€ preklapaju, prikazano na izobologramu (Slik&)5Xkao i niska
vrednost indeksa interakcijg € 1) (Tabela 15). Duzina trajanja dejstva pojeciita lekova i
kombinacije, uporéivana je posredstvom nagiba krivih odnosa maksiogbmntinociceptivnog
dejstva (Y%0MAA) i povrSina ispod krivih (PIK), koje merilo duzine trajanja dejstva lekova.
Pokazano je da postoji statésli znatajna razlika izméu nagiba krivih za duloksetin (11,29 +
0,50) i levetiracetam-duloksetin (7,95 + 0,83) kamalciju (o < 0,05; test paralelizma), ali ne i
izmedu nagiba krivih za duloksetin i levetiracetam (88%,64) p > 0,05; test paralelizma).
Takade, nije zabelezena z¥agna razlika izméu nagiba krivih za levetiracetam i levetiracetam-
duloksetin kombinacijug( > 0,05; test paralelizma). Moze se zakiljuda dejstvo duloksetina
primenjenogper setraje duze od dejstva levetiracetam-duloksetin lxoacije (Yaksh i sar.,
1986; Tomé i sar., 2010a). Visok koeficijent linearne korglac(r = 0,989) krive odnosa
%MAA i PIK (nije prikazano), ukazuje da je duzirmajanja dejstva kombinacije levetiracetam-

duloksetin zavisna od primenjene doze (Yaksh | 4886; Tomé i sar., 2010a).
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Slika 53.A) Regresione krive odnosa log doze i antinocicepwviigjstva %oMAA) u trenutku postizanja
maksimalnog efekta levetiracetamzEl/), duloksetina PLX) i levetiracetam-duloksetinLEV+DLX)
kombinacije u dijabetesnoj neuropatiji u miSeBaka tdka predstavija srednju vrednost + SEM
dobijenu testiranjem 6-10 ZivotinjaB) lzobologram zalEV+DLX kombinaciju u dijabetesnoj
neuropatiji u miSeva. Ef vrednosti pojedinénih lekova obeleZzene su na osama. Linija koja pgeez
pojedinane EDy, lekova je teorijska linija aditivhosti, a ¢ka na njoj je Ely aqq (teorijska aditivna
EDsg). lzmefu EDsp agai EDso mix (EkSperimentalna Efg za kombinaciju lekova), postoji statiddi
zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto ukazuje naesiisticku interakciju izméu levetiracetama i
duloksetina.

Tabela 15.EDso+ SEM vrednosti (mg/kg) sa 95%-nim intervalima pewga i indeks interakcije
(y) izmereni u trenutku maksimalnog antinociceptivhegekta nakon p.o. primene
levetiracetama, duloksetina i njihove kombinacij@ijabetesnoj neuropatiji u miSeva

Lek/kombinacija lekova ERy%+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 25,33 +1,52 (19,28 — 34,50)
duloksetin 1,75 £0,1%0,56 — 5,39)

maseni adndoza  EDsg aqq ERo mix’ 7
levetiracetam-+duloksetin 14,47:11 13,51 +0,76 1,55 +0,65* 0,11

(11,53 — 14,06)  (0;28,61)

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antinociceptivnaaket

b
Y = EDSO LEVETIRACETAM U KOMBINACUI S{-\ DPLOKSETINOM/EDSO LEVE?:'I:IRACE:I'AM + EDSO DULOK.SETIN U KOMBINACIJ! SA
LeveTiraceTamom/EDso puLokseTin. Vrednosti blizu 1 ukazuju na aditivnu interakcijwednosti vée od 1 ukazuju na

antagonistiku interakciju, a vrednosti manje od 1 na sinerghst (supra-aditivnu) interakciju (Tallarida, 2002)
¢ EDspaq teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadgkova

4 EDsg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha darakinacije

* p < 0,05 izméu EDsg oqd EDsg mix(t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).
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3.3.7. Efekti kombinovane primene levetiracetamafa-lipoinske kiseline

U testu izmicanja repa pod uticajem toplote kodlkttnih miSeva, levetiracetam i alfa-

lipoinska kiselina (7-dnevna primena), primenjenifiksnim frakcijama pojedinaih EDs

vrednosti (1/16, 1/8, 1/4 i 1/2), ostvarili su gatki znatajno i dozno-zavisno antinociceptivno

dejstvo, u poréenju sa kontrolnom grupom zivotinja koja je dobikstvaré (p.o.) umesto

ispitivanih lekova | < 0,01; jednofaktorska ANOVA) (Slika 54). Maksimuamntinociceptivhog

dejstva (%MAA) kombinacije levetiracetama i alfpdinske kiseline postignuti na 240. min
merenja iznose 41,59% (1/16 + 1/164g0p.0.), 44,85% (1/8 + 1/8 &R p.o.), 55,08% (1/4 +
1/4 EDsp; p.0.) i 58,93% (1/2 + 1/2 Bfg p.o.) (Slika 54). Kriva odnosa log doza kombifeci
levetiracetama i alfa-lipoinske kiseline i %MAA wvehutku maksimalnih efekata ima visok
koeficijent linearne korelacije (r = 0,978) (Sli&&A).
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Slika 54.Vremenski tok antinociceptivn
dejstva kombinacije levetiracetama i alfa-
lipoinske kiselinel(EV+ALA) nakon
peroralne (p.o.) primene LEV i ALA (7-
dnevni tretman) (obelezeno strelicama) u
dijabeticnih miSeva, izraZzenog kao procenat
od maksimalne antinociceptivne aktivnosti
(%MAA). Antinociceptivno dejstvo mereno
je u testu izmicanja repa pod uticajem
toplote. LEV i ALA su primenjeni u fiksnim
frakcijama pojedinanih EDs,

(1/16=0,0625; 1/8=0,125; 1/4=0,25 i
1/2=0,5). Svaka t&a predstavlja srednju
vrednost + SEM dobijenu testiranjem 6-10
miSeva. Statistka zn@ajnost (**p < 0,01;
jednofaktorska ANOVA, Tukey HSD test)
odredena je u odnosu na kontrolnu grupu
miSeva

Izobolografskom analizom (detaljan postupak opisarpoglaviju 3.1.2. Rezultata)

procenjeno je da levetiracetam i alfa-lipoinskaekisa ostvaruju sinergisku interakciju u

dijabetesnoj neuropatiji u miSeva, jer je vredrBBEy mix kombinacije zn&jno manja od EB)
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add (P < 0,05;t-test) (Tallarida i sar., 1997), a indeks intergk¢y) manji od 1 (Tabela 16). Na
izobologramu se moze videti da se 95%-ni interpalierenja EBy mix Lev+aia | EDso add LEv+ALA
ne preklapaju (Slika 55B), Sto je gkdfi pokazatelj sinergizma iznde levetiracetama i alfa-
lipoinske kiseline. Duzine trajanja dejstva levatetama, alfa-lipoinske kiseline i njihove
kombinacije su priblizno iste, jer ne postoji statki znatajna razlika izméu nagiba krivih
%MAA-PIK za levetiracetam (8,93 £ 0,64), alfa-lipgku kiselinu (8,93 £+ 0,97) i kombinaciju
levetiracetama i alfa-lipoinske kiseline (9,57 #4), (p > 0,05; test paralelizma) (Yaksh i sar.,
1986; Tomé i sar., 2010a). Duzina trajanja dejstva ispitiv&nenbinacije zavisi od primenjene
doze, s obzirom da kriva odnosa %MAA-PIK kombinacima visok koeficijent linearne
korelacije (r = 0,986; nije prikazano) (Yaksh i.s4986; Tomt i sar., 2010a).
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Slika 55.A) Regresione krive odnosa log doze i antinociceptwviigjstva %oMAA) u trenutku postizanja
maksimalnog efekta levetiracetamzEy), alfa-lipoinske kiselineALA) i kombinacije levetiracetama i
alfa-lipoinske kiselineLEV+ALA) u dijabetesnoj neuropatiji u miSev@vaka taka predstavlja srednju
vrednost + SEM dobijenu testiranjem 6-10 Zzivotin@). Izobologram zalLEV+ALA kombinaciju u
dijabetesnoj neuropatiji u miSeva. Ef¥rednosti pojedinénih lekova obeleZene su na osama. Linija koja
povezuje pojedinme EDy lekova je teorijska linija aditivnosti, a #ka na njoj je Eldy aqq (teorijska
aditivna EDy). 1zmefu EDsg .qdi EDso mix(eksperimentalna Efg za kombinaciju lekova), postoji statii
zna‘ajna razlika (p < 0,05; t-test), Sto ukazuje naesiisticku interakciju izm&u levetiracetama i alfa-
lipoinske kiseline.
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Tabela 16. EDsp + SEM vrednosti sa 95%-nim intervalima poverenjadeks interakcije /)
izmereni u trenutku maksimalnog antinociceptivnéekta nakon p.o. primene levetiracetama
(mg/kg), alfa-lipoinske kiseline (mg/kg/dan) i oje kombinacije u dijabetesnoj neuropatiji u
miSeva

Lek/kombinacija lekova ERy%+ SEM (95%-ni intervali poverenja)
levetiracetam 25,33 +1,52 (19,28 — 34,50)
alfa-lipoinska kiselina 24,79 £490 (10,57 —58,14)

maseni andoza  EDsg aqq ERo mix. 7
levetiracetam+ 1,02:1 25,70 £ 2,08 8,75+ 1,03* 0,35
alfa-lipoinska kiselina (20,12 -30,81) (5,26 —14,55)

& EDso= doza leka koja ostvaruje 50% antinociceptivnaekef

b . _
¥ = EDso LEVETIRACETAM U KOMBINACII SA ALFA-LIPOINSKOM KiSELINoM/ EDsg LEVETIRACETAM ¥ EDso ALFA-LIPOINSKA KISELINA U
komBINACI sA LEVETIRACETAMOM/EDso aLra-Lipoinska kiseLina. Vrednosti blizu 1 ukazuju na aditivnu interakciju,

vrednosti vée od 1 ukazuju na antagonttil interakciju, asrednosti manje od 1 na sinergiti (supra-aditivnu)
interakciju (Tallarida, 2002)

¢ EDspaq~ teorijska (aditivna) efektivna doza kombinadgkova

4 EDgg mix= eksperimentalno dobijena srednja efektivha dazatknacije

* p < 0,05 izméu EDsp oqd EDsg mix(t-test), postoji sinergistka interakcija (Tallarida i sar., 1997).

3.3.8. Rangiranje kombinacija levetiracetama sa pofenom, paracetamolom,

gabapentinom, duloksetinom i alfa-lipoinskom kisetim prema stepenu sinergizma

U neuropatskom modelu bola (dijabetesna neuropatijamiSeva, levetiracetam je
ostvario sinergistku interakciju sa ibuprofenom, paracetamolom, gabépom, duloksetinom
i alfa-lipoinskom kiselinom (Slike 47B, 49B, 51B3B i 55B). Prema vrednostima indeksa
interakcije {), koji opisuje stepen sinergizma izéwedva leka visoke analgékie efikasnosti
primenjenih u kombinaciji (Sto je vrednosi manja, sinergizam/potencijacija dwe
komponentama je ¥a), ispitivane kombinacije mogu se rangirati nalglenacin:
levetiracetam-gabapentin € 0,06)
levetiracetam-paracetamal £ 0,11) = levetiracetam-duloksetin£ 0,11)
levetiracetam-ibuprofery = 0,14)
levetiracetam-alfa-lipoinska kiseling € 0,35) (Tabele 12, 13, 14, 15 16).

R
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4. Uticaj levetiracetama na motornu sposobnost paga i miSeva

U rotarod testu ispitivan je uticaj antinociceptlvndoza levetiracetama (najike
ispitivanin sistemskih doza) na motornu spretndsfperimentalnih zivotinja. Levetiracetam
(200 mg/kg; p.o.) nije uticao na motornu sposobipasiova i miSeva, tj. sve zZivotinje su uspele
da ostanu na rotirajem vretenu zadatih 180 ¥ 0,05; Studentttest).
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Diskusija

V DISKUSIJA

U prvom delu istrazivanja ispitano je antinocicept dejstvo levetiracetama u

eksperimentalnim modelima bola (inflamatornom, &s¢tnom i neuropatskom).

1. Antinociceptivni efekti levetiracetama u modelina inflamatornog,

visceralnog i neuropatskog bola u pacova i miSeva

1.1. Antinociceptivni efekat levetiracetama u modeinflamatornog bola u

pacova

Kao model inflamatornog bola koégn je model karageninom izazvane inflamacije
zadnje Sape pacova, koja je g@aa razvojem bolne preosetljivosti - hiperalge#jazvoj bolne
preosetljivosti i uticaj sistemski i lokalno perifi®@ primenjenog levetiracetama na razvoj bolne
preosetljivosti ispitani su u modifikovanom testitipka na zadnju Sapu pacova.

Sistemski primenjen levetiracetaf10-200 mg/kg; p.0.) dozno-zavisno je smanjio cgzv
bolne preosetljivosti izazvane intraplantarnom kojpm karagenina u zadnju Sapu pacova u
modifikovanom testu pritiska na Sapu pacova (Slik2). Ovo je prvi dokaz o
antihiperalgezijskom dejstvu levetiracetama u ekspntalnom modelu inflamatorne
hiperalgezije. Saglasno naSim rezultatima, pokazenda i drugi antiepileptici (lamotrigin,
karbamazepin, okskarbazepin, pregabalin i topirarsatanjuju razvoj hiperalgezije izazvane
proinflamatornim sredstvima u testu pritiska nauSg@acova (Nakamura-Craig i sar., 1995;
Tomi¢ i sar., 2004; Yokoyama i sar., 2007; Stepa&®etrovt i sar., 2011a; Paranos i sar.,
2013). Suprotno naSim rezultatima, Munro i saradrfR007) nisu zabelezili efikasnost
levetiracetama u formalinskom modelu inflamatoriota u pacova, iako su koristili #& doze
levetiracetama u odnosu na naSa istrazivanja (D00f6g/kgvs 10-200 mg/kg). Kori€&nje
razlicitog proinflamatornog sredstva (formats karagenin, u nasoj studiji) moglo bi da bude
jedno od objasnjenja izostanka efekta levetiracatarformalinskom testu. Dodatna objasnjenja
mogla bi da budu raziit put primene leka (i.pvs p.o., u naSem istrazivanju) i/ili ral

protokol (profilakteki vs terapijski, u nasem istrazivanju). Dozni raspokome su ispitivani
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efekti levetiracetama u naSoj studiji¢slh je onom koji je kor&n u animalnim modelima
epilepsije (De Smedt i sar., 2007), Sto bi evemtmamoglo da ukaze na &host izmeéu
terapijskih doza levetiracetama kao analgetika gipaialna indikacija) i terapijskih doza
levetiracetama kao antiepileptika (zvama indikacija).

Nakon lokalne periferne primene, levetiracetarf200-1000 nmol/Sapi; i.pl.) je tade
izazvao zné&ajno i dozno-zavisno smanjenje inflamatorne hig®ale izazvane karageninom u
modifikovanom testu pritiska na Sapu pacova (SliK3). Ovo je prvi dokaz o lokalnom
perifernom antinociceptivnom dejstvu levetiracetamaekom eksperimentalnom modelu bola.
Da je ispoljeni efekat lokalne prirode, pateno je izostankom efekta nafeeispitivane doze
levetiracetama (1000 nmol/Sapi; i.pl.) aplikovanedravu (levu, neinflamiranu) Sapu, Sto je
dokaz da nije doslo do resorpcije leka u sistenw@iwlaciju i ispoljavanja sistemskih efekata
(Slika 13). Lokalno periferno antihiperalgezijskcejstvo u eksperimentalnim modelima
inflamatornog bola u pacova ostvarili su i drugtigpileptici (karbamazepin, okskarbazepin,
topiramat) (Tomt i sar., 2006; Vekovi¢ i sar., 2006b; Paranos i sar., 2013). U svim nened
radovima, antiepileptici su ispoljili efikasnost wiSestruko manjim dozama u odnosu na
najmaniju ispitivanu sistemsku dozu. | u naSem réhetiracetam (200-1000 nmol/Sapi = 0,034-
0,17 mg/pacovu, Sto odgovara 0,17-0,85 mg/kg) jeao® efikasnost u dozama koje su 12 do
59 puta manje u odnosu na najmanju ispitivanuraske dozu (10 mg/kg). Na bazi navedenog
moze se zaklgiti da sistemski primenjen levetiracetam moZe dastipne efektivne
koncentracije i na periferiji, te da periferni efiekloprinose ukupnom antihiperalgezijskom
dejstvu sistemski primenjenog levetiracetama. Pdoogd, lokalna primena lekova omdgua
dopremanje optimalne koncentracije leka na mese mstaje bol, uz minimiziranje pojave
nezeljenih efekata i interakcija lekova, koji suoxatniji nakon sistemske primene lekova.

Eksperimentalni podaci o efikasnosti sistemski kalao periferno primenjenog
levetiracetama u modelu inflamatornog bola mogldaibudu osnov za ispitivanje potencijalne
klini¢cke efikasnosti letiracetama u tretmanu inflamatobolnih stanja u ljudi.
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1.2. Antinociceptivni efekat levetiracetama u modefisceralnog bola u miSeva

U testu abdominalnih geva u miSeva, levetiracetam (1-25 mg/kg; p.o.) $¢vario
statisttki znatajno i dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo (&lik4). Ovo je prvi dokaz o
antinociceptivnom dejstvu levetiracetama u modelisceralnog bola. Saglasno naSim
rezultatima, pokazano je da i drugi antiepilepfgabapentin, karbamazepin, okskarbazepin i
topiramat) ispoljavaju antinociceptivnu aktivnosvigceralnom modelu bola u miSeva (Feng i
sar., 2003; StepanavPetrovt i sar., 2008).

U testu géeva u miSeva sietna kiselina aktivira periferne nociceptore nazsemm
nervnim vlaknima oslolianjem proinflamatornih supstanci (Satyanarayan@84R0Visceralna
hiperalgezija nastaje kao posledica smanjivanjgarakidanja receptora “visokog praga” i
aktivacije prethodno neosetljivih receptopeiiferna senzitizacijai posledénih neuroplastinih
promena u centralnom nervnom sistemu u smislu g@ane neuralne aktivnosti i ekscitabilnosti
(centralna senzitizacija ¢ime se pojgava efekat bolnih stimulusa koji pati iz visceralnih
organa (Giamberardino, 1999akle, moze se ¢ da levetiracetam ostvaruje efikasnost i u
visceralnom inflamatornom modelu bola, pored¢ vdokazane efikasnosti u somatskom
inflamatornom bolu.

Podatak da profilaktki primenjen levetiracetam ostvaruje antinociceptivdejstvo u
modelu visceralnog bola u miSeva u saglasnostajeegultatima Sliva i sar. (2008), koji su
pokazali da profilaktiki primenjen levetiracetam z&@no smanjuje razvoj bolne preosetljivosti
u eksperimentalnom modelu postoperativhog bolacoys Sto moze da ukaze na potencijalnu

klini ¢ku implikaciju u prevenciji postoperativnog bolakoa abdominalnih hirurskih zahvata.

1.3. Antinociceptivni efekat levetiracetama u modalijabetesne neuropatije u

misSeva

Levetiracetam (10-100 mg/kg; p.o.) je ispoljio st@&tki znatajno i dozno-zavisno
antinociceptivno dejstvo u modelu dijabetesne neafige u miSeva, 3 nedelje nakon indukcije
dijabetesa streptozotocinom (Slika 15). RezultadiSay istrazivanja su potvrda rezultata
prethodnih studija u kojima je pokazana efikash@gttiracetama u eksperimentalnim modelima

dijabetesne neuropatije u pacova (Ardid i sar.,3200niSeva (Ozcan i sar., 2008). Ardid i sar.

115



Diskusija

(2003) su pokazali da levetiracetam (17-120 mg/kg.) ostvaruje dozno-zavisno
antihiperalgezijsko dejstvo u dijab&iih pacova, 3 nedelje nakon indukcije dijabetesa
streptozotocinom, u testu pritiska na Sapu paceasjénta testa pritiska na Sapu pacova u kome
se meri jdina pritiska (g) kada zivotinja vokalizacijom oznhala je postignut prag bola), pri
¢emu su efekti leka péani 90 minuta. Efikasnost levetiracetama (20-200kgig.p.) je ispitana

i u modelu dijabetesne neuropatije u miSeva (BaHlu{}, u testu stavljanja miSa na topluduio
(,hot plate” test). Efekti leka péani su 75 minuta, sa maksimumom antinociceptivnejgtda
manjim od 20% (Ozcan i sar., 2008). U navedeninovada (Ardid i sar., 2003; Ozcan i sar.,
2008) levetiracetam nije ispoljio antinociceptiva@stvo u zdravih pacova/miSeva, Sto moze da
ukaze da levetiracetam nema uticaj ha normalnocaptivnho sprovdenje, vé da ostvaruje
efekte kada postoje promene u bolnom putu, kasisteeuropatske promene u dijabetesu.

Imajuéi u vidu nisku efikasnost levetiracetama u modejabegtesne neuropatije na soju
miSeva Balb/C (Ozcan i sar., 2008), adliusmo da ispitamo efekte levetiracetama u modelu
dijabetesne neuropatije ali na drugom soju miS&&/BL/6). Za C57BL/6 soj je pokazano da
dobro reaguje na indukciju dijabetesa streptozatwui uz viSe vrednosti glikemije i nizu stopu
smrtnosti u odnosu na Balb/C soj (Rubinstein i,s2013). Pored toga, levetiracetam smo
240 minuta. Zn&jna antinociceptivna efikasnost levetiracetamadem istrazivanju (Slika 15)

u odnosu na znatno nizu efikasnost zabelezenuradesDzcan i sar. (2008) uprkosésbm
doznom rasponu, moze se objasniti @iz sojem miSeva (Balb/Grs C57BL/6, u nasem
istrazivanju) i/ili razl€itim nociceptivhim testom (,hot plate’vs tail flick”, u naSem
istrazivanju) i/ili razl€itim putem primene (i.pvs p.0., u naSem istrazivanju) i/ili razhim
protokolom (eksperimenti su izsteni 2 nedeljers 3 nedelje nakon indukcije dijabetesa, u naSem
istrazivanju).

Podaci o efikasnosti antiepileptika u animalnim eloda dijabetesne neuropatije su
brojni (Tomk i sar., 2010b; Zhang i sar., 2013). Antiepilepsigivazna linija l&enja dijabetesne
neuropatije (BNF 66, 2013), a jedan od limitikaju faktora njihove hrorne primene su
nezeljena dejstva. Podatak da levetiracetam, alefitix sa neuoldiajeno povoljnim
bezbednosnim profilom, ostvaruje efikasnost u ovoatdelu bola mogao bi da unapredi tretman

dijabetesne neuropatije.

116



Diskusija

Na bazi prikazanih rezultata o efikasnosti levegtama u animalnim modelima
dijabetesne neuropatije, moZzemo govoriti o potairayj primeni levetiracetama u terapiji bolne

dijabetesne neuropatije, s obzirom da khei studije na tu temu joS uvek nisu sprovedene.

2. Mehanizam antihiperalgezijskog efekta levetiradama u modelu

inflamatornog bola u pacova

Mehanizam antinociceptivhog dejstva levetiracetagspéan je u inflamatornom modelu
bola u pacova, u modifikovanom testu pritiska ndnpa Sapu pacova. Model inflamatornog bola
je odabran, jer je inflamatorni bol Klitki najzastupljenija vrsta bola. Levetiracetam jévaso
statisttki znatajno i dozno-zavisno antihiperalgezijsko dejstvawom modelu bola, nakon
sistemske (p.o.) i lokalne periferne primene (j,p§to je pruzilo mogtnost za ispitivanje
sistemskih i lokalnih perifernih mehanizama dejdalka. Mehanizam antinociceptivhog dejstva
levetiracetama do sada nije ispitivan.

Poznato je da u sistemu prenoSenja i modulisanitbsignala zn&jnu ulogu imaju
GABA,, opioidergéki, ar-adrenergiki, serotonergiki i adenozinski receptori (Millan, 2002).
Agonisti na ovim receptorima mogu ostvariti analgetefekat. Primenom antagonista ovih
receptora, ispitali smo da |i levetiracetam delyppeko GABA., opioidergEkih, oo-
adrenergikih, serotonergikih i adenozinskih receptora. Mesto uticaja lewastama na ove
receptore (centralni i/ili periferni nervni sistemvrdili smo prgenjem efekata nakon sistemske

i lokalne primene levetiracetama i odgovaé#juantagonista.

2.1. Inhibitorno dejstvo antagoniste GABA-eih receptora

U naSem istrazivanjupikukulin, selektivni antagonist GABAreceptora, statistki je
zna&ajno i dozno-zavisno inhibirao sistemske, ali nekalne periferne efekte levetiracetama
(Slike 16 i 17). Ovaj podatak ukazuje da su GABPeceptori, bar delom, ukkeni u
antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama i tovegpvatnije na centralnom nivou, Sto moze da
se interpretira na dva &iaa: levetiracetam moze da stupi u interakciju #eB& receptorima
direktno ili indirektno, potenciranjem GABAergicke inhibitorne neurotransmisije. Postoje

literaturni podaci da levetiracetam nema afinitezivanja za centralne GABAreceptore
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(Gower i sar., 1992; Noyer i sar., 1995). S drugeng, pokazano je da levetiracetam potencira
inhibitornu GABAergEku neurotransmisiju na indirektand& 1) uticajem na metabolizam i
obrt GABA-e u odréenim regijama mozga (L6scher i sar., 1996) i 2) rgargem osetljivosti
GABAA receptora na dejstvo negativnih alosternih modudatcinka ip-karbolina (Rigo i sar.,
2002).

Cinjenica da levetiracetam ne stupa u interakcijypeafernim GABA, receptorima u
saglasnosti je sa rezultatima nedavnih studija pmieo je pokazano da periferni GABA
receptori ne posreduju lokalno periferno antihifggraijsko dejstvo karbamazepina,
okskarbazepina i topiramata u inflamatornom modelia u pacova (StepanéWPetrovt i sar.,
2008a; Paranos i sar., 2008). Uzevsi u obzir svedeno, mozemo zaklji da levetiracetam
najverovatnije deluje na GABAreceptore indirektno, potenciranjem GABA-€fg inhibitorne

neurotransmisije u centralnom nervnom sistemu.

2.2. Inhibitorno dejstvo antagonista opioidewdih receptora

Uce&e opioidergtkog sistema u antihiperalgezijskom dejstvu levedtama ispitano je
pracenjem uticaja antagonista opioidegh receptora, nakon sistemske i lokalne periferne
primene levetiracetama i odgovar@uantagonista.

Sistemski primenjen naloksoi(1-3 mg/kg; i.p.), neselektivni antagonist opiomgiékih
receptora, znmjno je i dozno-zavisno smanjio antihiperalgezijsigstvo levetiracetama (100
mg/kg; p.o.) (Slika 18). Ovaj podatak ukazuje dapioidergtki receptori, bar delom, uklgeni
u antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama. Praatem saznanju ne postoje podaci o afinitetu
levetiracetama za opioidet§fie receptore, te ne mozemo govoriti o direktnomwaegu leka za
ove receptore. Miitim, u nekolikoin vitro studija je pokazano da levetiracetam selektivho
blokira N-tip C&"-kanala, smanjujti provaienje C&" jona (Niespodziany i sar., 2001;
Lukyanetz i sar., 2002). Agonisti opioidetijih receptora takie inhibiraju N-tip C&"-kanala na
voltazno-zavisan i (Wu i sar., 2004). Na bazi navedenog mozemaopstawviti da je blokada
N-tipa C&'-kanala ukljgena u antinociceptivno dejstvo levetiracetama mhsrano
opioidergtkim receptorima.

Nalokson (75-300 nmol/Sapi; i.pl.) je i nakofokalne periferne primeneznaajno

inhibirao antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetarfi000 nmol/Sapi; i.pl.) na dozno-zavisan
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n&in (Slika 19A). Kako je nalokson neselektivni argagt opioidergikin receptora, ne
mozemo znati koji je podtip opioidetih receptora ukljien u periferno antinociceptivno
dejstvo levetiracetama. Im&uu vidu da p-opioidergtki receptori prevashodno posreduju
antinociceptivne efekte opioidnih agonista na eijif (Sawynok, 2003), ispitali smo uticaj
CTAP-a, selektivnog antagonisteu-opioidergekin receptora, na lokalno periferno
antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetan@T AP (1-5 nmol/Sapi; i.pl.) je zr@jno i dozno-
zavisno smanjio antihiperalgezijsko dejstvo lewstatama (1000 nmol/Sapi; i.pl.) (Slika 19B),
ukazuj«&i da sup-opioidni receptori ukljgeni u lokalno periferno antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama. Inhibitorno dejstvo naloksona i ®Fé je lokalne prirode, s obzirom da primena
najvetih ispitivanih doza naloksona i CTAP-a u kontralabeu (levu, neinflamiranu) Sapu nije
znaajno uticala na antihiperalgezijsko dejstvo leastatama (Slike 19A i B), time je isk§ena
moguenost ispoljavanja sistemskih efekata antagonisteomaesorpcije sa mesta primene.
Podatak da su-opioidergtki receptori ukljgeni u antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama,
moze da se proturiana 2 ndina. Interakcija levetiracetama geopioidergtkim receptorima
moze da se ostvari direktno, vezivanjem leka zaptece ili indirektno, posredstvom endogenog
opioidnog sistema. Poznato je da inflamacija pPava dostupnost (dolazi do prekida
perineuralne barijere) i ekspresiju opioidékin receptora na perifernom senzornom neuronu,
kao i oslobdanje opioidnih peptida iz imunikelija (limfocita, makrofaga i mastelija)
(Marvizon i sar., 2010). Osloldeni opioidni peptidi su endogeni ligandi opioidniceptora.
Antinociceptivno dejstvou-opioidnih agonista u inflamaciji rezultat je njlmg dejstva na
senzorne nerve (Sawynok, 2003). Za sada nema ca@sghl podataka o afinitetu levetiracetama
za periferne opioidne receptore. Kao Sto j& wavedeno, levetiracetam selektivno inhibira N-tip
Cd*-kanala i smanjuje sprodenje C&" jona (Niespodziany i sar., 2001; Lukyanetz i sar.,
2002), bas kao i agonisti-opioidergtkih receptora (Wu i sar., 2004)n vitro studije su
pokazale da periferni senzorni neuroni sadrzé-€anale N-tipa u velikom broju (Scroggs i
Fox, 1992). Periferna lokalna primena blokatoraipé-tC&"-kanala ostvaruje antinociceptivno
dejstvo u pacova sa hiperalgezijom nakon d@Sim perifernog nerva (podvezivanje
ischiadicusa), ali ne i u zdravih pacova (White i Cousins98p Smatra se da oéemje nerava
prouzrokuje senzitizaciju perifernin nerava, komméiu ostalog podrazumeva promene u
provodljivosti, funkciji i ekspresiji Cd-kanala N-tipa (Xie i sar., 1993; White i Cousit898).

Na bazi navedenog, mogli bismo da zaifjuo da je blokada G&kanala N-tipa na perifernom
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senzornom neuronu odgovorna peopioidnim receptorima posredovano antinociceptivno

dejstvo levetiracetama na periferiji.

2.3. Inhibitorno dejstvo antagonista adreneggih receptora

Johimbin (1-3 mg/kg; i.p.), selektivni antagonist-adrenergikih receptora, zr@jno je
i dozno-zavisno inhibirao antihiperalgezijsko depsievetiracetama (100 mg/kg; p.o.) (Slika
20). Ovaj podatak ukazuje da esadrenerdiki receptori ukljgeni u antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama. Levetiracetam bi mogao direktnozi(ismjem za receptore) i/ili indirektno
(potenciranjem noradrenetge neurotransmisije) da stupi u interakciju sa dawvém
receptorima. Za sada nema podataka o vezivanjuirgsetama zai-adrenergike receptore,
niti o eventualnom uticaju na endogene nivoe nam@ima.a-Adrenergéki receptori su Siroko
rasprostranjeni kako u centralnom, tako i u pemiden nervnom sistemu, a mogu posredovati
antinociceptivne ili pronociceptivne efekte, u zmosti od toga koji se podtig-adrenergikih
receptora aktivira i na kom nivou sistema za madjuabola (Millan, 2002; Sawynok, 2003).
Antinociceptivhe efekte noradrenalinaoj-adrenergikin agonista posredujup-adrenergiki
receptori locirani na perifernim i centralnim temainim zavrSecima primarnog senzornog
neurona, na nivou spinalnih dorzalnih neurona itamnuwekoliko jedara mozdanog stabla
(Petrovaara, 2006; Chen i sar., 2007). Nakon siterprimene levetiracetama, interakcijaisa
adrenergikim receptorima moze da se ostvari na svim timinimag direktno ili indirektno. Kako
bismo, barem delimino, razjasnili mesto interakcije levetiracetama-adrenergikih receptora,
ispitali smo uticaj lokalno periferno primenjenimtagonistaay-adrenergikin receptora na
lokalne periferne antihiperalgezijske efekte lenastetama.

Johimbin (130-520 nmol/Sapi; i.pl.) je i nakolokalne periferne primeneznaajno
smanjio antihiperalgezijsko dejstvo levetiraceta(@@00 nmol/Sapi; i.pl.) na dozno-zavisan
n&in (Slika 21A), ukazujti na we&e perifernih ax-adrenergikin receptora u perifernom
antihiperalgezijskom dejstvu levetiracetama. Patife,-adrenergiki receptori su lokalizovani
na perifernim terminalima primarnog aferentnog pear i simptatikom postganglijskom
neuronu, a mogu posredovati i analgeziju i hipeajg u zavisnosti od aktiviranog podtipa
receptora. Tokom inflamacije dolazi do interakc{jev. kuplovanja) izméu simpatékog i

primarnog senzornog neurona, koja jecpra puplienjem simp&kog vlakna, promenom u
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ekspresiji i/ili osetljivosti odréenih podtipova az-adrenergikih receptora i pow&nim
oslobalanjem noradrenalina i drugih medijatora koji mosuliaktivnost oba tipa vlakana
(Petrovaara, 2006). Pretpostavlja se da je proaptimo dejstvo noradrenalina -
adrenergikih agonista posredovangg-adrenergikim receptorima, a antinociceptivno dejstvo
axc 1 aga-adrenergikim receptorima (zawa-adrenergike receptore postoje podaci da mogu
posredovati i pronociceptivne efekte) (Sawynok, Z0Petrovaara, 2006). S obzirom da
johimbin ne pruza dovoljno preciznu informaciju omte Kkoji je podtipaz-adrenergikin
receptora ukljen u antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetamajtas je uticaj selektivnih
antagonistaa-adrenergikin (BRL 44408) iaxc-adrenergikin (MK-912) receptora na periferno
antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetarB&L 44408(50-200 nmol/Sapi; i.pl.) MK-912 (5-20
nmol/Sapi; i.pl.) su statiski znatajno i dozno-zavisno antagonizovali periferne efekt
levetiracetama (1000 nmol/Sapi; i.pl.) (Slika 218)j na baztega se moze zakliti da suapa- i
azc-adrenergiki  receptori  ukljgeni u lokalno periferno antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama. Ovaj podatak moze da se interpretiojako, levetiracetam moze direktno da
aktivira periferneay-adrenergike receptore ili indirektno, posredstvom pémeog lokalnog
oslobaianja noradrenalina. Za sada nema raspolozivih pkdab afinitetu levetiracetama za
periferneoy-adrenergike receptore, niti 0 eventualnom uticaju na lokatn@e noradrenalina.
Potrebne su dodatne studije kako bi se precizuijedio karakter interakcije levetiracetameg-
adrenergikih receptora.

U eksperimentima ispitivanja uticaja lokalno pemif@ primenjenih antagonista,-
adrenergikih receptora, iskljtena je mogénost ispoljavanja sistemskih efekata antagonista
nakon apsorpcije sa mesta primene, s obzirom dahshbitorni efekti izostali nakon primene
najvetih ispitivanih doza johimbina, BRL 44408 i MK-912zdravu Sapu (Slike 21A, B i C).

2.4. Inhibitorno dejstvo antagonista serotonedgih receptora

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) ima kompleksalogu (inhibicija i facilitacija) u
procesu nastanka i transmisije bolnih impulsa. iRiéizI5-HT receptori distribuirani Sirom
centralnog 1 perifernog nervnog sistema posredupe @fekte (Kayser i sar., 2010).

ElektrofizioloSke studije su pokazale da je aktijga®&-HT,; receptora uglavhom odgovorna za
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antinociceptivne, a aktivacija 5-HTeceptora za pronociceptivne efekte 5-HT i 5-Horasta,
kako na centralnom tako i na perifernom nivou bglpata (Millan, 2002; Lopez-Garsia, 2006).

Nakonsistemske primene metizergiq@,25-1 mg/kg; i.p.), neselektivhog antagoniste 5-
HT receptora (5-H1, 5-HT,, 5-HTs7), doSlo je do zn@mjnog smanjenja antihiperalgezijskog
dejstva levetiracetama (100 mg/kg; p.o.) na dozasan ndin (Slika 22). Nema podataka o
afinitetu levetiracetama za 5-HT receptore, kaooneventualnom uticaju na oslatzeje i
metabolizam serotonina. Na bazi prikazanih rezalltatozemo zaklgiti da su 5-HT receptori,
najverovatnije 5-HTpodtipa, uklj¢eni u antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama.

Kako bismo ispitali na kom nivou levetiracetam @astye interakciju sa 5-HT
receptorima, u sledem koraku pratili smo uticdpkalno periferno primenjenog metizergida
(10-100 nmol/Sapi; i.pl.) na lokalno periferno &imeralgezijsko dejstvo levetiracetama (1000
nmol/3api; i.pl.). Zabelezeno je da i lokalno pmjsni metizergid statistki znaajno i dozno-
zavisno inhibira periferno antihiperalgezijsko depslevetiracetama (Slika 23A). Ovaj podatak
ukazuje da su periferni 5-HT receptori, barem delm, ukljueni u periferno
antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama. Postpggaci da periferni 5-HE;,p receptori
posreduju antinociceptivne efekte u inflamatorniwinbm stanjima (Bingham i sar., 2001,
Granados-Soto i sar., 2010). Im&@jovo u vidu, ne iznerduje podatak da jekalno periferno
primenjeni GR 127935 selektivni 5-HTg/1p antagonist, (50-200 nmol/Sapi; i.pl.) zamo
inhibirao lokalno periferno antihiperalgezijsko step levetiracetama (1000 nmol/Sapi; i.pl.)
(Slika 23B). Lokalna priroda inhibitornog uticajaHd antagonista, potdena je izostankom
efekta najvéih ispitivanih doza metizergida i GR 127935 primgmh u zdravu (levu,
neinflamiranu) Sapu, Sto je dokaz da nije doSloedorpcije antagonista u sistemsku cirkulaciju i
ispoljavanja sistemskih efekata (Slika 23A i B)efda naSem saznanju nema dokaza o afinitetu
levetiracetama za periferne 5-gfip receptore, niti 0 njegovom uticaju na lokalno bsitanje i
metabolizam serotonina. Na periferiji, triptani dagsti 5-HT;g1p receptora) preveniraju ili
blokiraju neurogenu inflamaciju, barem dekémo, inhibicijom oslobdanja supstance P i CGRP
iz primarnog aferentnog neurona (Buzzi i sar., 198kimajti u obzir sve navedeno, mozemo
zakljwiti da su 5-HT receptori, najverovatnije 5-ikhp podtipa, na indirektan & ukljuceni u

periferno antinociceptivno dejstvo levetiracetama.
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2.5. Inhibitorno dejstvo antagonista adenozinskiaaeptora

Kofein je statisttki znaajno i dozno-zavisno antagonizovao sistemske i lheka
periferne antihiperalgezijske efekte levetiracetai@kbke 24A, 25A). Podatak da mistemski
primenjen kofein (1-5 mg/kg; i.p.), neselektivni antagonist adenekih A;, Aza | Az
receptora, znsjno inhibirao antihiperalgezijsko dejstvo levetetama (100 mg/kg; p.o.) (Slika
24A) ukazuje da su adenozinski receptori udju u njegovo dejstvo. Mieitim, kako je kofein
neselektivni antagonist adenozinskih receptor& mpguée precizirati koji je podtip receptora
odgovoran za antinociceptivno dejstvo levetiracatalmajiéi u vidu da eksperimentalni podaci
ukazuju da prevashodno; Aeceptori (centralni i periferni) posreduju ansieeptivne efekte
(Sawynok, 2003; Sawynok, 2007), pretpostavili sme gu u antihiperalgezijsko dejstvo
levetiracetama uklgeni A; receptori. Ovo je potdeno time Sto je1,3-dipropil-8-
ciklopentilksantin (DPCPX) selektivni A antagonist (0,1-0,8 mg/kg; i.p.), inhibirao efekte
levetiracetama (100 mg/kg; p.o.) (Slika 24B). Opajlatak mozZe da se protuhaa dva naina:
interakcija levetiracetama sa adenozinskim weceptorima moze da se ostvari direktno,
vezivanjem leka za receptor ili indirektno, pospagjem adenozinske neurotransmisije.
Eksperimentalnen vitro studije su utvrdile da levetiracetam nema afin#et kortikalne A
receptore pacova, kao ni za Peceptore u striatumu pacova (Noyer i sar., 19880 se ne
moze sasvim iskliiti moguénost da se levetiracetam vezuje za adenozinskptoregu drugim
delovima mozga ili na periferijikini se da je verovatnija indirektna interakcijaagienozinskim
receptorima, augmentacijom adenozinske neurotraijemPoznato je da adenozinski receptori
ucestvuju u modulaciji bola na svim nivoima bolnodgWKicmena mozdina i periferija su mesta
na kojima agonisti A receptora ostvaruju antinociceptivne efekte uamttornim bolnim
stanjima (Sawynok i Liu, 2003). Nakon sistemskemame levetiracetama i antagonista
adenozinskih receptora, nije mdgu utvrditi na kom nivou se deSava interakcija leda
adenozinskim receptorima, zato smo sproveli ekspmrie u kojima su levetiracetam i
kofein/DPCPX primenjivani lokalno periferno u zadi§japu pacova.

Lokalno periferno primenjeni antagonisti adenozinskih receptokafein (500-1500
nmol/Sapi; i.pl.) iIDPCPX (3-30 nmol/Sapi; i.pl.) zr@jno su i dozno-zavisno inhibirali lokalno
periferno antihiperalgezijsko dejstvo levetiracegaf©000 nmol/Sapi; i.pl.) (Slika 25A i B). Ovaj
podatak ukazuje da su periferni feceptori ukljgeni u lokalno periferno antihiperalgezijsko
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dejstvo levetiracetama. Primenjeni u napjeispitivanoj dozi kontralateralno (u zdravu Sapu
pacova) antagonisti adenozinskih receptora, kofddPCPX, nisu uticali na antinociceptivho
dejstvo levetiracetama (Slika 25A i Bime se isklj¢uje mogénost apsorpcije antagonista sa
mesta primene i ispoljavanja sistemskih efekataajCQpodatak je u saglasnosti sa nasim
prethodnim ispitivanjima, u kojima je pokazano dgiepileptici, karbamazepin i okskarbazepin
ostvaruju periferno antinociceptivno dejstvo u amflatornom modelu bola u pacova,
posredovano perifernim ;Areceptorima (Tondi i sar., 2006; Vokovi¢ i sar., 2006b). Pored
toga, periferna primena agonista; Aeceptora smanjuje razvoj mehdm@ i termtke
hiperalgezije nakon osienja nerava (Sawynok i Liu, 2003). Prisustvo adevsbih A;
receptora na primarnom senzornom neuronu dokazanmynohistohemijski (Schulte i sar.,
2003). Za sada ne postoje podaci o vezivanju leedtama za periferne;Areceptore, te
mozemo samo spekulisati da je periferno antihigemjsko dejstvo levetiracetama posredovano
indirektnom aktivacijom perifernih Areceptora.

Imajwéi u vidu da je periferno antinociceptivno dejstevétiracetama, iznde ostalog,
posredovan@-opioidergtkim, ax-adrenergikim i Aj;-adenozinskim receptorima, kao i saznanje
Aley i Lewine (1997) da se pomenuti periferni reioepizgleda ne aktiviraju nezavisno,d/kao
kompleks od tri receptora, mozemo pretpostavileglatiracetam aktivira na periferiji ovaj trojni
receptorni kompleks i ostvaruje periferno antinepiivno dejstvo.

Pokazali smo da je antinociceptivno sistemsko/lo&gberiferno dejstvo levetiracetama
posredovano GABRergickim, opioidergékim, ay-adrenergikim, serotonergkim i
adenozinskim receptorima. Descendentna inhibitdoatrola bola podrazumeva svojevrsnu
interakciju izméu opioidergtkog, o,-adrenergikog, serotonergkog i adenozinskog sistema
(Millan, 2002). Visoka efikasnost levetiracetamanflamatornom modelu bola u pacova se
upravo moze objasniti njegovim dejstvom naciveroj receptorskih sistema ukgenih u
descendentnu inhibitornu modulaciju bola. Od¢aga je napomenuti da se funkcionalni status
opioidergtkih (Zollner i sar., 2003), ap-adrenergikin (Vanegas i Schaible, 2004),
serotonergikin (Zhang i sar., 2002) i adenozinskih (Sawynokiu, 2003) receptora menja
nakon periferne inflamacije. Konkretno, mozeciddo poveéanja broja i/ili osetljivosti ovih
receptora, Sto se odrazava na antinociceptivhdesfekova koji deluju putem njih. Saglasno sa
ovim je i podatak da Ardid i sar. (2003) nisu zatiédl efikasnost levetiracetama u akutnim

nociceptivnim testovimaCinjenica da levetiracetam aktivira i centralne GAB®ceptore, moze
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da ukaze na dodatno potenciranje descendentneidinibolne transmisije, s obzirom da su
Jasmin i sar. (2003) ustanovili da stimulacija GAB#®ceptora u cerebralnom korteksu dovodi

do analgezije putem augmentacije descendentnibitolmih mehanizama.

3. Efekti kombinovane primene levetiracetama i stadardnih/alternativnih
analgetika u modelima inflamatornog, visceralnog ineuropatskog bola u

pacova i miSeva

Levetiracetam do sada nije ispitivan u interakcgasa drugim analgeticima. Imajuw
vidu izuzetno povoljan bezbednosni profil levetetmma, sprovedeni su eksperimenti u kojima
su ispitivani efekti kombinovane primene levetitacea i standardnih/alternativnih analgetika u

razlicitim eksperimentalnim modelima bola.

3.1. Efekti kombinovane primene levetiracetama iarstlardnih/alternativnih

analgetika u modelu inflamatornog bola u pacova

3.1.1. Sinergizam izm# levetiracetama i ibuprofena

U naSoj studiji, levetiracetam (10-200 mg/kg; p.ioibuprofen (12,5-100 mg/kg; p.o.)
primenjeniper se ostvarili su zn&jno i dozno-zavisno antihiperalgezijsko dejstvonadelu
inflamatornog bola u pacova (Slike 12 i 26A), pihb iste maksimalne efikasnosti (Slika 29A)
i jacine dejstva (Tabela 5). Duzine trajanja dejstvatlieacetama i ibuprofena tadk® su skne.
lako postoje ogratenja prilikom ekstrapolacije rezultata sa zivoting ljude, ovaj podatak bi
eventualno mogao da ukaze na poredbenu efikasawstirhcetama i ibuprofena u terapiji
inflamatornih bolnih stanja u ljudi.

Levetiracetam i ibuprofen primenjeni u kombinaaijipdgovarajéim frakcijama srednjih
efektivnih doza, takie su ostvarili zn&jno i dozno-zavisno antihiperalgezijsko dejstvistam
modelu bola (Slika 28). 1zobolografskom analizonmam@kterisana je sinergiskia interakcija
izmedu levetiracetama i ibuprofena (Slika 29B, TabelaZgbelezeno je 11-ostruko smanjenje
doza pojedinénih lekova primenjenih u kombinaciji u pdenju sa onim dozama koje su pri

pojedin&noj primeni izazvale efekat istog intenziteta (®7,.g/kg levetiracetamaer se
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nasuprot 2,52 mg/kg kada je primenjen u kombinadiji,43 mg/kg ibuprofenper senasuprot
2,50 mg/kg, kada je primenjen u kombinaciji), Stoze imati klintki znataj. Kao Sto je vé
navedeno, interakcije levetiracetama sa analgedicimsada nisu ispitivane. Mim, pokazano
je da drugi antiepileptici (okskarbazepin, gabap@nbstvaruju sinergistku interakciju sa
ibuprofenom (Yoon i Yaksh, 1999; Stepanofetrovt i sar., 2011a) u modelima/testovima
lokalizovane inflamacije izazvane karageninom alimhalinom. U kontekstu sinergizma izdue
lekova, bilo bi zanimljivo napomenuti da je levatietam ostvario sinergigku interakciju sa
drugim antiepilepticima u animalnim modelima epdggp (De Smedt i sar., 2007).

Generalno posmatrano, vrsta interakcije idmelva leka primenjenih u kombinaciji
moze se objasniti promenama u kinetici jednog lpkd uticajem drugog (farmakokingta
interakcija) i/ili razlgitim mehanizmima dejstva lekova (farmakodinamskaerakcija).
Farmakokinetike interakcije izméu levetiracetama i ibuprofena nisu bile predmeerstadije,
te se ne mogu iskigiti. Ipak, izgleda da je farmakokinékia interakcija izméu levetiracetama i
ibuprofena malo verovatna iz najmanje 2 razlogaelieacetam se ne vezuje za proteine plazme
i ne metaboliSe se preko mikrozomalnih enzima jetee je njegov potencijal da stupa u
farmakokinetike interakcije minimalan (Patsalos, 2004; De Sniadt., 2007). Drugi razlog je
u vezi sa nasSim eksperimentalnim rezultatima unkajje pokazano da je duzina trajanja dejstva
kombinacije nepromenjena u odnosu na duzinu trajalgjstva pojedirtmih lekova, a kod
farmakokinetike interakcije sed&kuje produzenje trajanja dejstva kombinacije.

Sinergistéku interakciju izmédu levetiracetama i ibuprofena mozemo pre svegasalija
razlicitim mehanizmima/mestima dejstva pojedind lekova. U analizi ove interakcije najpre
¢emo prodiskutovati karakteristike karageninskeammihcije, a potom i mehanizme/mesta dejstva
pojedin&nih lekova u inflamatornom bolu.

Lokalna primena karagenina dovodi do osttdrga razltitih medijatora zapaljenja,
izmedu ostalog i prostaglandina. Lokalno osléaaje prostaglandina (natito E serije) na
mestu zapaljenja dovodi do razvoja hiperalgezijeorid, 2003). Pokazano je da periferna
injekcija karagenina dovodi i do oslaizmja prostaglandina na nivouckiene mozdine, Sto
doprinosi razvoju centralne senzitizacije (Yakskar., 2001). Sintezu prostaglandina nakon
aplikacije karagenina kontroliSe enzim ciklooksigea-2 (COX-2), kako na perifernom tako i u
centralnom nivou (Yaksh i sar., 2001; Grosser i,s2011). Na osnovu iznetiliinjenica,

antihiperalgezijsko dejstvo ibuprofena, neseleldiyn COX-1/COX-2 inhibitora, u
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karageninskom modelu inflamatornog bola moze saswitj inhibicijom COX-2 na perifernom i
spinalnom nivou (Dirig i sar., 1998; Yaksh i s&001). Inhibicija COX-1 od strane ibuprofena,
takaie moze doprineti njegovom antihiperalgezijskom wejss obzirom da je zabelezeno da
periferna COX-1 testvuje u produkciji prostaglandina u inflamaciiqueira-Junior i sar.,
2003; Grosser i sar., 2011).

Mehanizam analgetkog dejstva levetiracetama ispitivan je od straagenistrazivéke
grupe i to upravo u inflamatornom modelu bola u geac Ustanovili smo da je
antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama u inf@onnom bolu u pacova posredovano, barem
delimi¢no, p-opioidergékim, az-adrenergikim, 5-HT i adenozinskim A receptorima, kako na
perifernom tako i na centralnom nivou, kao i GABreceptorima na centralnom nivou sistema
za modulaciju bola.

Na osnovu svega navedenog, moze se zaklpa je sinergizam u antihiperalgezijskom
dejstvu izmdu levetiracetama i ibuprofena najverovatnije paskedfarmakodinamskih

interakcija.

3.1.2. Sinergizam izm levetiracetama i celekoksiba

Celekoksib (3,75-30 mg/kg; p.o.) je ispoljio 2ag@n, dozno-zavisan antinociceptivni
efekat u modelu inflamatornog bola u pacova (SIikéB). Efikasnost celekoksiba i
levetiracetama u ovom modelu bola j&séi (Slika 31A), s tim da je celekoksib vise od 3apu
potentniji lek od levetiracetama (Tabela 6). Prifpahu kombinaciji, levetiracetam i celekoksib,
ostvarili su zn&ajan i dozno-zavisan antinociceptivni efekat (SliR8). lzobolografskom
analizom je procenjeno da je interakcija sinergksti (Slika 31B), uz smanjenje doza
pojedin&nih lekova primenjenih u kombinaciji u paenju sa dozama koje su pri pojeding|
primeni izazvale efekat istog stepena. U naSemezkapntu, zabelezeno je 9-ostruko smanjenje
doza (27,59 mg/kg levetiracetarpar senasuprot 3,09 mg/kg kada je primenjen u kombinacij
8,09 mg/kg celekoksibper senasuprot 0,91 mg/kg, kada je primenjen u kombjnaéto je
podatak od klintkkog zn#&aja. Poznato je da mnogi antiepileptici ostvarujoegisticku
interakciju sa nesteroidnim antiinflamatornim leko& (NSAIL) u modelima/testovima
inflamatornog bola (Yoon i Yaksh, 1999; Hurley r.s2002; StepanogiPetrovt i sar., 2011a).

Konkretno, interakcije antiepileptika i celekoksibaksperimentalnim modelima inflamatornog
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bola nisu ispitivane, ali je sprovedena jedna &kaistudija (otvorena studija; 118 pacijenata) u
kojoj je zabelezena efikasnost kombinacije gabapantcelekoksiba u terapiji postoperativhog
bola (Parsa i sar., 2009), Sto otvara néogst klincke primene nasSih eksperimentalnih rezultata.

Sinergizam izméu levetiracetama i celekoksiba moze biti posledaranakokinettke
i/ili farmakodinamske interakcije izmda lekova. Potencijal levetracetama da stupa u
farmakokinettke interakcije sa drugim lekovima je mali (Patsak¥04; De Smedt i sar., 2007),
Sto se ne bi moglo ée za celekoksib, koji se obilno metaboliSe u j€gtominantno preko
CYP2C9) (Gong i sar., 2012). NaSi eksperimentalmigei o priblizno istoj duzini trajanja
dejstva kombinacije levetiracetam-celekoksib i dojecnih lekova, ukazuju da komponente
najverovatnije ne stupaju u farmakokiks interakcije. Literaturni i eksperimentalni podac
navode n&injenicu da su farmakokingke interakcije izméu komponenti malo verovtne, mada
se ne mogu isklgiti, s obzirom da nisu bile predmet istrazivanj&eaatudije.

Kao i u sli#aju interakcije levetiracetam-ibuprofen, u prilogesgistikoj interakciji
izmedu levetiracetama i celekoksiba ide njihova rai farmakodinamika. Celekoksib,
selektivni COX-2 inhibitor, ostvaruje antihiperaljisko dejstvo u karageninskom modelu
inflamatornog bola inhibicijom COX-2 na perifernaroentralnom nivou sistema za obradu bola
(Yaksh i sar., 2001; Yoshino i sar., 200&)ne se smanjuje sinteza prostaglandina i ndngst
nastanka periferne i centralne senzitizacije. Wnistmodelu bola, pokazano je da su u
analgettko dejstvo celekoksiba ukijeni endogeni opioidni i kanabinoidni mehanizmi na
centralnom nivou, s obzirom da su intracerebrovararno primenjeni selektivni antagonigt
i 6-opioidnih i CB-1 kanabinoidnih receptora inhibirahalgettko dejstvo celekoksiba (Rezende
i sar., 2012).

Pokazali smo da su u antihiperalgezijsko dejstwetleacetama, barem deligmo,
uklju¢eni centralni i perifernyp-opioidergtki, ax-adrenergiki, 5-HT i adenozinski A receptori,
kao i centralni GABA receptori.

Konatno, sinergistika interakcija izméu levetiracetama i celekoksiba mogla bi da se
objasni razkitim mehanizmima i mestima na kojima ostvaruju laiperalgezijsko dejstvo u
inflamatornom modelu bola u pacova. Sinergistiinterakcija je nesto izraZzenija u kombinaciji
levetiracetama sa ibuprofenom u odnosu na kombindevetiracetama sa celekoksibom,
procenjeno na bazi vrednosti odgovaédjundeksa interakcije (Tabele 5 i 6), verovatnteds
¢injenica da ibuprofen pored COX-2 inhibira i COX-1.
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3.1.3. Sinergizam izm# levetiracetama i paracetamola

U ovoj studiji, levetiracetam (10-200 mg/kg; p.o.paracetamol (50-200 mg/kg; p.o.)
primenjeniper se ostvarili su zn&jno i dozno-zavisno antihiperalgezijsko dejstvonadelu
inflamatornog bola u pacova (Slike 12 i 26C). Re#tulukazuju da je levetiracetam efikasniji
(Slika 33A) i potentniji lek (otprilike 3 puta) quaracetamola u ovom modelu bola (Tabela 7).

Levetiracetam i paracetamol, primenjeni u odgguénan frakcijama srednjih efektivnih
doza, izazvali su zgajan, dozno-zavisan antinociceptivni efekat u modeilamatornog bola u
pacova (Slika 32). Prema polozaju teorijske i ekgpentalne srednje efektivne vrednosti (Slika
33B), rezultatima izobolografske analize i vredimatindeksa interakcije (Tabela 7), izdoe
levetiracetama i paracetamola ostvarena je singfkpsinterakcija uz 7-ostruko smanjenje doza
primenjenih lekova u kombinaciji (27,59 mg/kg3,78 mg/kg za levetiracetam primenjegr se
vs u kombinaciji; 99,90 mg/kgvs 13,69 mg/kg za paracetamol primenjper sevs u
kombinaciji), Sto je podatak od Kklitkog zn&aja. Nedavno je pokazano da su oksakarbazepin i
paracetamol ostvarili sinergi&kiu interakciju u modelu lokalizovane inflamacijeaxane
karageninom (Tondi i sar., 2010a). Pored toga, paracetamol je ostvaihergizam u
antinociceptivnom dejstvu sa drugim NSAIL-ima u rekdlokalizovane inflamacije izazvane
formalinom (Miranda i sar., 2007).

Kao Sto je prethodno diskutovano, sinerglsti interakcija izméu levetiracetama i
paracetamola moze se prevashodno objasniti ¢itamlj komplementernim mehanizmima
antihiperalgezijskog dejstva pojedtméh lekova. Mehanizam analgétog dejstva paracetamola
joS uvek nije razjasnjen u potpunosti, iako je dgeena u Sirokoj upotrebi kao analgetik.
Literaturni podaci ukazuju da se paracetamol vezajeazléita ciljna mesta (COX, vaniloidni
TRPV1 receptor) i da stupa u interakciju sa brojnsistemima za modulaciju bola
(serotonergiki, opioidergtki i endokanabinoidni) (Mallet i sar., 2008; Malletsar., 2010a;
Mallet i Eschalier, 2010b; Toussaint i sar., 2010)modelu lokalizovane inflamacije izazvane
Freund-ovim adjuvansom, paracetamol je smanjio nRGE u cerebrospinalnoj &eosti
(Bianchi i sar., 2007). U modelu lokalizovane infiacije izazvane karageninom, paracetamol je
ispoljio antihiperalgezijsko dejstvo nakon sistemsii ne i lokalne periferne primene (Rezende
i sar., 2008). U istom radu je pokazano da parawdtaktivira centralne opioidne mehanizme u

ostvarivanju antihiperalgezijskog efekta. U modelokalizovane inflamacije izazvane
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formalinom, zabelezeno je antinociceptivno dejgtaoacetamola, kako nakon sistemske, tako i
nakon lokalne periferne primene (Liu i sar., 2018ntinociceptivno dejstvo paracetamola
posredovano je spinalnim 5-HT perifernim i spinalnim A receptorima (Liu i sar., 2013).
Izu¢avanjem mehanizma dejstva paracetamola u zdravibrodoljaca, ustanovljeno je
inhibitorno dejstvo pre svega na COX-2 (periferncentralno) i izneta pretpostavka da bi ovo
mogao da bude glavni mehanizam anadéfety i antiinflamatornog dejstva paracetamola u
humanoj primeni (Hinz i sar., 2008). Levetiracetastvaruje antihiperalgezijsko dejstvo u
modelu lokalizovane inflamacije izazvane karageminmosredstvom centralnih i perifernif
opioidergtkih, ax-adrenergikih, 5-HT i adenozinskih A receptora, kao i centralnih GABA
receptora. Prema tome, sinergizam idmdevetiracetama i paracetamola u inflamatornom
modelu bola u pacova pre bi se mogao objasniti dkodinamskom, nego farmakokirdibm
interakcijom. U prilog ovoj tvrdnji ide i naS ekspaentalni nalaz da kombinacija levetiracetam-
paracetamol nema duze trajanje dejstva u odnoswZiau trajanja dejstva pojeditrah lekova,
Sto bi se moglo ¢ekivati u slgaju farmakokinetiki posredovane potencijacije dejstva.
Supra-aditivna interakcija izrde levetiracetama i paracetamola pokazana u ovdjjistu
moze imati klinéki znataj u terapiji inflamatornih bolnih stanja, jer savdnjem lekova u

kombinaciji moze posti optimalna analgezija, a smanijiti nezeljeni efekti

3.1.4. Sinergizam izm# levetiracetama i ceftriaksona

Analgetitka svojstva ceftriaksona, beta-laktamskog antikégthedavno su prepoznata.
U naSoj studiji po prvi put je pokazana efikasnoeftriaksona (10-200 mg/kg/dan; i.p.), nakon
7-dnevne primene, u somatskom modelu inflamatobwg u pacova (Slika 27A). Prethodno je
pokazano da ceftriakson, tal@nakon 7-dnevne primene, ostvaruje efikasnosuwopatskom i
visceralnom modelu bola (Hu i sar., 2010; Lin i.sa009; 2011b; Yang i sar., 2011).

Primenjeni u kombinaciji levetiracetam (p.o.) iftaakson (i.p., 7-dnevni tretman)
ispoljili su zn&ajno i dozno-zavisno antihiperalgezijsko dejstvdikés 34). Izobolografskom
analizom procenjeno je da levetiracetam i ceftoakgstvaruju sinergistku interakciju, uz 10-
ostruku redukciju doza pojedirdh lekova primenjenih u kombinaciji (27,59 mg/kg 2,80
mg/kg za levetiracetam primenjgrer se vsu kombinaciji; 31,96 mg/kys 3,14 mg/kg za

ceftriakson primenjeper sevs u kombinaciji) (Slika 35B; Tabela 8). Ovaj podatakze biti od
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zna&aja za tretman inflamatornog bola u ljudi. Ispitaj@ interakcija ceftriaksona sa
minociklinom, tetraciklinskim antibiotikom, u neyratskom bolu u pacova, ptiemu je
zabelezena potencijacija antinociceptivhog efeldanifi i sar., 2012), dok interakcije u
modelima inflamatornog bola do sada nisu ispitivane

Lokalna primena karagenina pored toga Sto dovodoslobdanja razlkitih medijatora

zapaljenja (nar@to PGE) koji doprinose nastanku periferne i centralnechapgezije (Yaksh i

sar., 2001; Morris, 2003), izaziva i osldbaje glutamata sa primarnih senzornih zavrSetaka
ekscitatornih interneurona u zadnjim rogovima&nkene mozdine, koji dodatno doprinose
razvoju inflamatorne hiperalgezije (Carlton, 20Basbaum i sar., 2009; Millan, 2002). Od
zna&aja je i podatak da je karageninom izazvana higerga posredovana oslatamjem pro-
inflamatornih citokina, TNE i interleukina, iz imunih i glijaelija (Watkins i Maier, 2002). Za
ceftriakson je pokazano da dovodi do ushodne ekgprteansportera za glutamat 1 (GLT-1), uz
posledéno smanjenje nivoa sinaggkiog glutamata (Rothstein i sar., 2005). GLT-1 jsytan u
centralnom (Chen i sar., 2004) i perifernom (Carazgar., 2008) nervnom sistemu. Dakle,
antihiperalgezijsko dejstvo ceftriaksona u somatskaflamatornom modelu bola moglo bi da se
objasni njegovim selektivnim dejstvom na GLT-1 iaienjem nivoa ekscitatornog glutamata
pre svega na nivou &nene mozdine, kao i perifernim senzornim terminalilmin i sar.
(2012) su pokazali da ceftriakson, nakon 7-dnewir@gmne, u doznom rasponudcsiom onom
koji je kori&en u naSoj studiji, s&ajno smanjuje spinalne nivoe TNF interleukina,éime se
takaie moze objasnisti antihiperalgezijsko dejstvo @gtoona u modelu somatske inflamatorne
hiperalgezije.

Pokazali smo da je antihiperalgezijsko dejstvo eleacetama u somatskom
inflamatornom bolu u pacova posredovano, baremmii@&io, centralnim GABA, centralnim i
perifernim opioidergikim, serotonergikim, oz-adrenergikim i adenozinskim Areceptorima.
Na bazi navedenog mozemo zaé&ifuda razlciti mehanizmi doprinose razvoju i odrzavanju
inflamatornog somatskog bola, te se kombinacijonetieacetama i ceftriaksona, koji deluju
razlicitim i komplementarnim mehanizmima antihiperalgglaij postize efikasno suprimiranje
ovog bolnog stanja. Odnosno, farmakodinamske iktg§ea najverovatnije leze u osnovi
sinergizma ispitivane kombinacije. Farmakokitleti interakcije izméu levetiracetama i
ceftriaksona su izgleda manje verovatne, ifigjwidu da je duzina trajanja dejstva kombinacije

lekova nepromenjena, u odnosu na duzinu trajanjstvde pojedin&no primenjenih lekova.
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Pored toga, farmakokineki profil levetiracetama je takav da je m@gost interakcija na nivou
metabolizma i/ili distribucije lekova minimalna (Balos, 2004; De Smedt i sar., 2007). Ipak,
farmakokinetike interakcije izméu levetiracetama i ceftriaksona se ne mogu saskijuditi.
Prikazani rezultati mogli bi da budu od 2am za léenje inflamatornih bolnih stanja kao
Sto je postoperativni bol, gde se ceftriaksorténdaje kao perioperativna profilaksa ili terapija
postoperativnih infekcija. Primenom kombinacije&g@ ostvarila izrazen sinergizam, moégye
postii optimalnu analgeziju uz zgajno nize doze pojeditaih lekova, ¢ime se povéava

bezbednost primene.

3.1.5. Potencijacija antihiperalgezijskog efektavigiracetama kofeinom

Kofein u farmakoloSkim ispitivanjima moze imati daku funkciju, moze se koristiti za
ispitivanje &e&a adenozinskih receptora u antinociceptivnom dejsiekova, ali i kao
adjuvantni analgetik kojim je mogdge potencirati antinociceptivnho dejstvo primarnog
konstituenta (Sawynok, 2011a; 2011b). U naSoj gfudifein je ispitan u oba konteksta. Kofein
kao farmakoloSko sredstvo za ispitivanje mehanid®jatva lekova smo ¢ekomentarisali. U
ovom delu diskusije be rei o kofeinu kao adjuvantnom analgetiku.

U nasSoj studiji, kofein (15-100 mg/kg; i.p.) je watio dozno-zavisno antihiperalgezijsko
dejstvo, ali relativno male efikasnosti u modelkdiizovane inflamacije izazvane karageninom
(Slika 27B). Maksimalna efikasnost kofeina izno$dad6,79%AH (u dozi od 100 mg/kg; i.p.),
stoga EDQp kofeina nije mogla da se odredi. dedoze kofeina nisu ispitivane zbog mogosti
ispoljavanja toksinih efekata (150 mg/kg izaziva konvulzije, a 200/kgguginite kod veine
testiranin pacova) (Fredholm i sar., 1999; Tavaresar., 2008). lako su podaci o
antinociceptivnoj aktivnosti kofeina nekonzistentnasS nalaz je u saglasnosti sa rezultatima
prethodnih studija u kojima je potiena efikasnost kofeina u modelima/testovima lokakmne
inflamacije izazvane kvascem ili formalinom (Seagesar., 1981; Sawynok i sar., 1995).

Kofein primenjen u fiksnoj, sub-efektivhoj dozi (10g/kg; i.p.) zn&ajno je potencirao
antihiperalgezijsko dejstvo levetiracetama (1-50kggp.o.) u inflamatornom modelu bola u
pacova (Slika 36). Zabelezeno je 11-ostruko smgmjEDs levetiracetama u prisustvu kofeina
u odnosu na E levetiracetama primenjengeer se Potencijacija antihiperalgezijskog dejstva

levetiracetama kofeinom jasno je izrazena pri dazsemetiracetama koje su ostvarile efekte
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50%AH (Slika 37). Stian profil potencijacije kofeinom (primenjen u suleldivnoj dozi)
zabelezen je sa NSAIL-ima (Granados-Soto i saQ9)L%Autori isttu da je kofein u naj\u®j
meri potencirao antinociceptivno dejstvo NSAIL uzdma koje su u blizini njihovih Efp
(Granados-Soto i sar., 1999). Prikazani rezultkéizuju na to da kofein deluje kao adjuvantni
analgetik uz levetiracetam i da njihova kombinaaii@ze biti efikasna u tretmanu inflamatornih
bolnih stanja.

Antinociceptivna aktivnost kofeina moze se objasmé viSe nana: antagonizmom na
nivou adenozinskih A receptora koji posreduju pronociceptivhe efekt@tepcijacijom
inhibitorne noradrenergke neurotransmisije, inhibicjom COX i sinteze PGESawynok,
2011a; 2011b). Antagonist adenozinskih #eceptora ostvario je antinociceptivno dejstvo u
drugoj fazi formalinskog testa (Hussey i sar., 20Q¥ kojoj dolazi do razvoja centralne i
periferne senzitizacije nakon periferne inflamaciigalsen i sar., 1992; Barrot, 2012), kao i u
naSem modelu. Interakcija sa, Aeceptorima mogla je da se ostvari na periferndin i
centralnom nivou sistema za transmisiju/moduladipla, imajéi u vidu da periferni A
receptori na terminalima senzornog neurona posuepikgnociceptivne efekte adenozina, a da
centralni A receptori mogu ¢estvovati u facilitaciji bola (Sawynok, 2007; Sawyn 2011b). U
istom testu, kofein je ostvario antinociceptivngstie nakon sistemske, ali ne i nakon lokalne
periferne primene, uzéee centralnih noradrenetgih mehanizama (Sawynok i sar., 1995). U
mikroglijalnim ¢elijama pacova, kofein je inhibirao sintezu COX{2odukciju PGE(Fiebich i
sar., 2000). Sto set# levetiracetama, pokazali smo da je njegovo grefigezijsko dejstvo u
inflamatornom modelu bola u pacova posredovanogrbadeliméno, p-opioidergékim, og-
adrenergikim, 5-HT i adenozinskim A receptorima, kako na perifernom tako i na centran
nivou, kao i GABA, receptorima na centralnom nivou sistema za modgulaola. Namée se
zakljuak da je izrazita potencijacija antihiperalgezigkdejstva levetiracetama od strane
kofeina posledica njihove ragtie farmakodinamike u inflamatorim bolnim stanjint#pravo na
farmakodinamskoj interakciji utemeljena je terdgmjsprimena kofeina kao adjuvantnog
analgetika uz NSAIL-e (Sawynok, 2011Db).

Farmakokinetike interakcije izméu levetiracetama i kofeina su izgleda manje
verovatne, imajéi u vidu farmakokinetiki profil levetiracetama (Patsalos, 2004; De Smedt
sar., 2007), kao i duzinu trajanja dejstva levegtama u prisustvu kofeina koja je ostala

nepromenjena u odnosu na duzinu trajanja dejstvagdevetiracetama.
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3.1.6. Pordenje kombinacija levetiracetama sa ibuprofenom, ela@ksibom, paracetamolom,

ceftriaksonom i kofeinom

U ovoj studiji, ispitana su antihiperalgezijska step kombinovane primene
levetiracetama sa ibuprofenom, celekoksibom, pgaawgom, ceftriaksonom i kofeinom u
inflamatornom modelu bola u pacova. Sve kombinaogtvarile su zn@mjno i dozno-zavisno
antihiperalgezijsko dejstvo (Slike 28, 30, 32, Bb). Odgovarajtom analizom ustanovljeno je
da levetiracetam ostvaruje sinerdikti interakciju sa svim ispitivanim lekovima i kofem.
Interakcije levetiracetama sa ibuprofenom, celelgka, paracetamolom i ceftriaksonom
analizirane su izobolografskom analizom (Slike 28BB, 33B i 35B; Tabele 5-8), a njihovo
poraienje je izvrSeno na osnovu vrednosti indeksa ikt (y) i prema stepenu redukcije doza
lekova primenjenih u kombinaciju u odnosu na da®Va primenjenitper sepotrebnih za
postizanje ekvi-analgetkog efekta. Interakciju levetiracetama sa kofeinoogiee je rangirati
samo na osnovu stepena smanjenjaoH@vetiracetama u prisustvu kofeina u odnosu ng,ED
levetiracetama primenjenoger se s obzirom da je koré&na druga metoda za analizu
interakcije.

Prema navedenim kriterijumima ispitivane interakcipogli bismo da rangiramo na
sled€i n&adin: levetiracetam-ibuprofen = levetiracetam-kofetn levetiracetam-ceftriakson >
levetiracetam-celekoksib > levetiracetam-paracetar@vaj podatak prakino zn&i da je
najvea redukcija doza postignuta u kombinacijama leae&tam-ibuprofen i levetiracetam-
kofein (redukcija doza se ne odnosi na kofeinjgeprimenjivan u fiksnoj dozi), a najmanja u
kombinaciji levetiracetam-paracetamol. Smanjenjegaddekova primenjenih u kombinaciji
zn&ajno je sa aspekta smanjenja incidence i inteaziteeljenih dejstava. Poznavajprofil
nezeljenin  dejstava levetiracetama (pospanost, oslab vrtoglavica), ibuprofena
(gastrointestinalne (GIT) smetnje, krvarenje, éStge bubrega), celekoksiba (GIT smetnje, ras i
potencijalno fatalni kardiovaskularni datgi), paracetamola (hepatotoksost) i ceftriaksona
(GIT smetnje, alergijske reakcije) (Martindale, 208awynok, 2011a; BNF 66, 2013) mozemo
zakljuiti da se ona miusobno razlikuju i da se né€ekuje njihova adicija/potencijacija. Vezano
za kombinaciju levetiracetam-kofein, izvesna netelj dejstva se mogu potirati (pospanost
izazvana levetiracetamom i budnost izazvanu kofejn¢De Smedt i sar., 2007; Sawynok,
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2011a). Sveukupno, moze s&ehivati bolja podnosljivost i W@ bezbednost primene ispitivanih

kombinacija u odnosu na odgovarsgumonoterapije.

3.2. Efekti kombinovane primene levetiracetama iarstlardnih/alternativnih

analgetika u modelu visceralnog bola u miSeva

3.2.1. Sinergizam izm# levetiracetama i paracetamola

U naSoj studiji, levetiracetam (1-25 mg/kg; p.o.paracetamol (5-150 mg/kg; p.o.)
izazvali su zn&jno smanjenje broja ggva izazvanih rastvorom éatne kiseline u misSeva
(Slike 14 i 38). Levetiracetam i paracetamol ostvau slicnu efikasnost u testu @va (Slika
41A), koji reprezentuje visceralni model bola, sntda je levetiracetam 8 puta potentniji
analgetik (Tabela 9). lako postoje ogtmmja prilikom ekstrapolacije rezultata sa Zivoting
ljude, ovaj podatak bi eventualno mogao da ukazearadbenu efikasnost levetiracetama i
paracetamola u terapiji visceralnog bola.

Levetiracetam i paracetamol primenjeni u kombinaaij odgovarajaim frakcijama
srednjih efektivnih doza, ostvarili su z@no i dozno-zavisno antinociceptivho dejstvo u
visceralnom modelu bola (Slika 40). Izobolografskanalizom okarakterisana je sinerdiké
interakcija izmdu levetiracetama i paracetamola (Slika 41B, TaBglaiz 7-ostruko smanjenje
doza pojedinénih lekova primenjenih u kombinaciji u pdenju sa monoterapijskim dozama
koje su ostvarile ekvi-analgeki efekat (6,03 mg/kg levetiracetarpar senasuprot 0,88 mg/kg
kada je primenjen u kombinaciji i 48,43 mg/kg p&tamolper senasuprot 7,13 mg/kg, kada je
primenjen u kombinaciji). Interakcije levetiracetarsa analgeticima do sada nisu ispitivane.
Nedavno je pokazano da oksakarbazepin ostvarugegssticku interakciju sa paracetamolom u
istom modelu bola (Tondii sar., 2010a), Sto je saglasno sa naSim rezultvienda i sar.
(2006) su zabelezili sinergigkiu interakciju izmdu paracetamola i razliih NSAIL-a
(diklofenak, ibuprofen, metamizol, meloksikam, nsukd, parekoksib i dr.) u visceralnom
modelu bola u miSeva. Podatak o sinergizmu éamparacetamola i NSAIL-a mogao bi da
ukaze na eventualne razlike u njihovom mehanizminaeiceptivhog dejstva, s obzirom da se

supra-aditivna interakcijacekuje izmeéu lekova razliitog mehanizma dejstva.
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Test gteva izazvanih stetnom kiselinom seesto koristi za ispitivanje visceralne
nocicepcije i uticaja razlitih tretmana na visceralnu hipersenzitivhost.é&ima kiselina
ubrizgana intraperitonealno izaziva visceralnu fajgeziju koja nastaje smanjenjem praga
okidanja receptora “visokog praga” i aktivacijonefirodno neosetljivih receptora, pod dejstvom
oslobatenih PG i citokina geriferna senzitizacija Zbog ovoga dolazi do neuroplastin
promena u smislu povanog oslobdanja glutamata i citokina na nivouckiene mozdine
(centralna senzitizacija) (Deraedt i sar., 198@n@erardino, 1999; Le Bars, 2001). Pokazano je
da paracetamol inhibira COX-2 na perifernom i cantsm nivou bolnog puta (Botting i Ayoub,
2005; Hinz i sar., 2008). Aktivacija descendentojfioidergtkih i serotonergikin mehanizama
od strane paracetamola mogla bi da doprinese antgqtivhom dejstvu paracetamola u testu
grceva (Bonnefont i sar., 2003; Rezende i sar., 200Bhanizam antinociceptivhog dejstva
levetiracetama u visceralnom modelu bolu nije hiedmet naSe studije. Metim, na osnovu
slicnosti izmeiu karageninske inflamacije i inflamacije izazvaneetnom kiselinom, mogli
bismo da pretpostavimo da levetiracetantngtih mehanizmima ostvaruje antinociceptivno
dejstvo u visceralnom modelu bolu, kao i u somatskaeodelu bola.

Na osnovu ranije izloZzenih podataka o mehanizmireafima analgetkog dejstva
levetiracetama i pretpostavljenog mehanizma anélgej dejstva paracetamola u modelu
visceralnog bola, mozemo pretpostaviti da su zargisttku interakciju izméu levetiracetama i
paracetamola u modelu visceralnog bola odgovorgestruki i razltiti mehanizmi dejstva,
odnosno farmakodinamske interakcije. Kako je legetitam poznat po neudhjeno povoljnim
farmakokinetikim osobinama (ne vezuje se za proteine plazmemataboliSe se u jetri),
moguenost za farmakokinetke interakcije izméu levetiracetama i paracetamola je mala
(Patsalos, 2004; De Smedt i sar., 2007).

Levetiracetam i paracetamol ostvarili su &gau sinergistiku interakciju, priblizno
istog stepena, u eksperimentalnim modelima somgtskisceralnog inflamatornog bola. Ovaj
podatak moze biti od ztaja za klinEku praksu, s obzirom da mnoga inflamatorna bolaajat

ukljuéuju i somatsku i visceralnu komponentu.
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3.2.2. Sinergizam izm# levetiracetama i ceftriaksona

Ceftriakson (25-200 mg/kg/dan; i.p.) je nakon &wme primene ispoljio z&ajnu
efikasnost u visceralnom modelu bola u miSeva &BR). Ovi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima prethodnih studija u kojima je ceftgak takde ostvario antinociceptivno dejstvo u
animalnim modelima visceralne nocicepcije (Lin i.s2011b; Yang i sar., 2011). U pdenju
sa levetiracetamom zabelezena jéngli efikasnost, s tim da je levetiracetam 12 putargoiji
lek u visceralnom modelu bola u miSeva (Slika 4B8abela 10).

Primenjeni u kombinaciji levetiracetam (p.o.) iftaakson (i.p., 7-dnevni tretman)
ispoljili su zn&ajno i dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo ucgrglnom modelu bola u
miSeva (Slika 42). Izobolografskom analizom proeanj je da levetiracetam i ceftriakson
ostvaruju sinergistku interakciju, uzcé¢ak 17-ostruko smanjenje doza pojedma lekova
primenjenih u kombinaciji (6,03 mg/kgs 0,35 mg/kg za levetiracetam primenjpar se vsu
kombinaciji; 69,32 mg/kgs 4,03 mg/kg za ceftriakson primenjpar sevsu kombinaciji) (Slika
43B; Tabela 10). Ovaj podatak bi mozda mogao litzn&aja za tretman bolova visceralnog
porekla u humanoj medicini. Interakcije levetiraoed sa standardnim i alternativnim
analgeticima do sada nisu ispitivane, dok je adfton ispitan u kombinaciji sa minociklinom,
tetraciklinskim antibiotikom, u neuropatskom bolu pacova, pricemu je zabelezena
potencijacija antinociceptivnog dejstva (Amin i.s&012).

Sinergistéku interakciju izméu levetiracetama i ceftriaksona, u modelu visceglbola
u miSeva, mozemo objasniti njihovim pretpostavieni razlgitim mehanizmima
antinociceptivnog dejstva, jer nismo ispitivali rgizama antinociceptivnhog dejstva ovih lekova
u visceralnom modelu bola. Intraperitonealna injeksircetne kiseline dovodi do oslofenja
PG (Deraedt i sar., 1980; Le Bars, 2001), citoKifidFa i interleukini) (Ribeiro i sar., 2000) i
glutamata (Giamberardino, 1999), Sto je¢preo razvojem periferne i centralne senzitizacija. L
i sar. (2011b) su pokazali da ceftriakson (7-dnexgtiman) u modelu visceralne nocicepcije u
miSeva, dovodi do ushodne regulacije GLT-1 i sm@aj@ivoa glutamata u sinapsi. S obzirom
da je GLT-1 zastupljen i u centralnom i perifernoervnom sistemu (Chen i sar., 2004; Carozzi
i sar., 2008), mozemo pretpostaviti da ceftriakestvaruje antinociceptivno dejstvo u testu
gré¢eva smanjujéi nivo ekscitatornog glutamata i na periferiji. Amisar. (2012) su pokazali da

ceftriakson, nakon 7-dnevne primene, u doznom rasgticnom onom Kkoji je kori&n u nasoj
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studiji, zn&ajno smanjuje spinalne nivoe Tik interleukina,cime se dodatno moZe objasniti
antinociceptivno dejstvo ceftriakona u modelu viat®g bola u misSeva.

Mehanizam analgetkog dejstva levetiracetama ispitivan je samo odngtr naSe
istrazivatke grupe i to u modelu somatskog inflamatornog lbioecova (karageninom-izazvana
inflamacija). Pokazali smo da je analgkti dejstvo levetiracetama posredovano, barem
delimi¢cno, centralnim GABA, centralnim i perifernim opioider¢kim, serotonergkim, o-
adrenergikim i adenozinskim A receptorima u somatskom inflamatornom modelu b8la.
obzirom da mehanizam antinociceptivhog dejstva tiea@etama u modelu visceralnog
inflamatornog bola nije ispitivan, mozemo samo jpostaviti da su stni mehanizmi odgovorni
za smanjenje visceralne nocicepcije, indajw vidu slénosti izméu ova dva modela
inflamatornog bola (hemijski indukovana inflamacijazvoj periferne i centralne senzitizacije).

Na bazi navedenog mozemo za&ljuda farmakodinamske interakcije najverovatnije
leze u osnovi sinergizma izihe levetiracetama i ceftriaksona. Farmakokitiedi interakcije
izmedu levetiracetama i ceftriaksona su manje verovaimajuéi u vidu izuzetno povoljan
farmakokinetiéki profil levetiracetama (Patsalos, 2004; De SmiesHir., 2007), ali se ne mogu
sasvim iskljuiti.

Podatak o znmjnom sinergizmu iznd@ levetiracetama i ceftriaksona u
eksperimentalnim modelima somatskog i visceralmfigmatornog bola moze biti od zizga za
klini¢ku praksu, s obzirom da mnoga inflamatorna bolagjatukljituju i somatsku i visceralnu
komponentu, npr, postoperativni bol, gde ceftrimkgoece nalazi primenu u peri-operativnoj

profilaksi i/ili terapiji postoperativnih infekcija

3.2.3. Pordenje kombinacija levetiracetama sa paracetamolooeftriaksonom

U ovoj studiji, ispitana su antinociceptivna degskombinovane primene levetiracetama
sa paracetamolom i ceftriaksonom u modelu viscegplbola u miSeva. Obe kombinacije
ostvarile su zn&jno i dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo (840 i 42). Izobolografskom
analizom ustanovljeno je da levetiracetam ostvasujergistéku interakciju sa paracetamolom i
ceftriaksonom (Slike 41B i 42B; Tabele 9 i 10).igvo porédenje mogde je izvrSiti na osnovu
vrednosti indeksa interakcijey)( i prema stepenu redukcije doza lekova primenjenih

kombinaciju u odnosu na doze lekova primenjepdr se potrebnih za postizanje ekvi-
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analgettkog efekta. U tom smislu kombinacija levetiracetesfiriakson ostvarila je ¥estepen
sinergizma uz wa redukciju doza u odnosu na levetiracetam-paragdtakombinaciju.
Smanjenje doza lekova primenjenih u kombinacijicapao je sa aspekta smanjenja incidence i
intenziteta nezeljenih dejstava. UzevSi u obzir fiproezeljenih dejstava levetiracetama
(pospanost, slabost, vrtoglavica), paracetamolpatiotoksénost) i ceftriaksona (GIT smetnje,
alergijske reakcije) (Martindale, 2011; BNF 66, 3Dinozemo zakilj¢iti da se ona m#&isobno
razlikuju i da se ne @kuje njihova adicija/potencijacija. Zbog svega edenog, mogla bi se
ocekivati bolja podnosljivost i W@ bezbednost primene ispitivanih kombinacija u ednoa

odgovarajide monoterapije.

3.3. Efekti kombinovane primene levetiracetama iarstlardnih/alternativnih

analgetika u modelu dijabetesne neuropatije u migev

Bolna dijabetesna neuropatija javlja se u 16% paalja sa dijabetesom. Terapija bolne
dijabetesne neuropatije podrazumeva simptomatskapije bola, uz optimalnu kontrolu
glikemije. U farmakoterapiji ove neuropatije primgo se razkite grupe lekova: NSAIL-i
(ibuprofen i paracetamol), antiepileptici (gabapgntpregabalin), antidepresivi (duloksetin,
amitriptilin), opioidi, antioksidansi (alfa-lipoitka kiselina) i topikalni agensi. Rezultati dobro
dizajniranih klingkih studija ukazuju da antiepileptici imaju veon@avpljan odnos korist/rizik u
ovoj vrsti bola (Bril i sar, 2011)Cesto se u terapiji bolne dijabetesne neuropatijeigjski
poseze za kombinacijom analgetika. Zbog toga smaasem istrazivanju ispitali efekte
kombinovane primene levetiracetama, antiepileptikgijeg datuma, i lekova koji ¢enalaze
primenu u terapiji bolne dijabetesne neuropatijesgerimentalni dokazi o efikasnosti izvesnih
kombinacija analgetika mogu posluziti kao osnovanjaovu potencijalnu kliriku primenu, a
sve sa namerom da se unapredi terapija bolne tiste neuropatije.

3.3.1. Sinergizam izm# levetiracetama i ibuprofena

U modelu dijabetesne neuropatije u miSeva, levattaan (10-100 mg/kg; p.o.) |
ibuprofen (2-50 mg/kg; p.o.) ostvarili su Zago i dozno-zavisno antinociceptivho dejstvo

(Slike 15 i 44A). Levetiracetam i ibuprofen ispbljsu slicnu maksimalnu efikasnost (Slika
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47A), s tim da je ibuprofen 3 putatjdek od levetiracetama (Tabela 12). Njihove duZiraganja
dejstva priblizno su iste. Ovo je prvi dokaz efikasti ibuprofena u eksperimentalnom modelu
dijabetesne neuropatije, dok je antinociceptivngstde levetiracetama u modelu dijabetesne
neuropatije u pacova (Ardid i sar., 2003) i miS@@acan i sar., 2008) prethodno pateno.

Levetiracetam i ibuprofen, primenjeni u odgovaéaju frakcijama EDRo, izazvali su
zn&ajno i dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo u sloddijabetesne neuropatije u misSeva
(Slika 46). lzobolografskom analizom procenjenodg levetiracetam i ibuprofen ostvaruju
sinergisttku interakciju u ovom modelu bola, uz 15-ostrukasjanje doza pojedidaih lekova
primenjenih u kombinaciji u podenju sa onim dozama koje su u monoterapiji izazeéddat
istog stepena (25,33 mg/kg levetiracetapg se nasuprot 1,72 mg/kg kada se primeni u
kombinaciji; 7,82 mg/kg ibuprofenger senasuprot 0,53 mg/kg kada se primeni u kombinaciji)
(Slika 47B; Tabela 12). Ovaj podatak moze biti aux‘aja za terapiju bolne dijabetesne
neuropatije.

Nije u potpunosti razjasnjeno na kojidima streptozotocinom-izazvana hiperglikemija
dovodi do razvoja bolne neuropatije u eksperimaittalzivotinja. Predlozeni su raii
mehanizmi: povéana aktivnost aldoza-reduktaze, protein kinazeG@OKX-2, oksidativni stres,
ekscitotoksinost glutamata i dr. Kod Zivotinja se bolna dij@seta neuropatija moze
manifestovati kroz razvoj teritke i mehanike hiperalgezije (u ranijim fazama bolesti, kasnije
se obéno javlja hipoalgezija) i mehatke alodinije. Kakate se manifestovati neuropatija zavisi
od vrste/soja eksperimentalne zivotinje, vremena ko proteklo od indukcije dijabetesa, doze
streptozotocina, nociceptivnog testa i dr.

Efikasnost ibuprofena, kao i mehanizam antinocieapty dejstva u animalnom modelu
dijabetesne neuropatije nisu ispitani. ddém, postoje podaci o antinociceptivnoj aktivnosti
mehanizmima dejstva ibuprofena u drugim animalniodelima perifernog neuropatskog bola.
Tako je pokazano da ibuprofen smanjuje razvoj meékaralodinije i termike hiperalgezije u
neuropatskom bolu nastalom podvezivanjamischiadicusa u pacova (Wang i sar., 2010).
Autori su utvrdili da ibuprofen, kao inhibitor COX2, smanjuje osloldanje PGE, i da se na taj
n&in moze objasniti njegova efikasnost u neuropatskinim stanjima, s obzirom da je
povetano oslobdanje PGE nakon oStéenja nerava ukligeno u patogenezu neuropatskog bola
(Wang i sar., 2010). Na ovo su prethodno ukazaRi@y i Loomis (2006), posebno

naglaSavajéi ulogu spinalnih prostaglandina u ranoj fazi rgavaneuropatskog bola u
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eksperimentalnim uslovima. Dalje, ibuprofen je sjiwarazvoj meharnike alodinije i termike
hiperalgezije u neuropatskom bolu u pacova i nd&kalne primene (u zadnju Sapu) (Guindon i
Beaulieu, 2006). Ovim mehanizmima ibuprofen, najvatnije, ostvaruje antinociceptivho
dejstvo i u modelu dijabetesne neuropatije u miSeva

Mehanizam antinociceptivnog dejstva levetiracetanmeuropatskom bolu nije ispitivan.
Pretpostavlja se da bi levetiracetam mogao da wsméinociceptivno dejstvo u neuropatskom
bolu, selektivnom blokadom voltazno-zavisnih?Cieanala N-tipa (Niespodziany i sar., 2001;
Lukyanetz i sar., 2002), s obzirom da su ovi kama&ajni za razvoj neuropatskog bola
(Saegusa i sar., 2001). U prilog ovome govori paklaa blokatori Cd kanala N-tipa smanjuju
hiperalgeziju u neuropatskom bolu (Yamamoto i Takah2009; Kukkar i sar., 2013). Pored
toga, antinociceptivni efekat levetiracetama u opatskim bolnim stanjima moze biti posledica
hiperpolarizacije¢elijskin membrana u zadnjim rogovimackiene mozdine, posredstvom K
kanala (De Smedt i sar., 2007; Ozcan i sar., 20012)

Na osnhovu izloZzenih podataka o mehanizmima Kkojilmia se moglo objasniti
antinociceptivno dejstvo ibuprofena i levetiracetamnmodelu dijabetesne neuropatije u misSeva,
moze se konstatovati da su oni viSestruki das®bno raziiiti. Sinergizam izméu ova dva leka
bi se mogao objasniti upravo njihovim r&#im pretpostavljenim mehanizmima
antinociceptivnog dejstva. Malo je verovatno deotepcijaciji antinociceptivnih efekata izide
levetiracetama i ibuprofenaestvuju i farmakokinetke interakcije, imajéi u vidu ogranien
potencijal levetiracetama da stupa u interakcijersgim lekovima (Patsalos, 2004; De Smedt i
sar., 2007). NaSi rezultati ukazuju na priblizndu igduzinu trajanja dejstva pojedime
primenjenih lekova i njihove kombinacije, dok seslucaju farmakokinetike potencijacije
oc¢ekuje produzenje dejstva kombinacije.

Sinergistéka interakcija izméu levetiracetama i ibuprofena pokazana u ovoj gtudi
mogla bi biti od potencijalnog je klighkog zn&aja za terapiju bolne dijabetesne neuropatije, jer
se kombinovanom primenom analgetika moze piosiptimalna analgezija, uz smanjenje

incidence i intenziteta nezeljenih efekata.
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3.3.2. Sinergizam izm#i levetiracetama i paracetamola

U ovoj studiji, paracetamol (5-100 mg/kg; p.o.)ipazvao zn&jno i dozno-zavisno
smanjenje hiperalgezije u dijab&tih miSeva, detektovane 3 nedelje nakon indukdjgbdtesa
(Slika 44B). U poréenju sa levetiracetamom, paracetamol je ispoljioegioenu efikasnost
(Slika 49A) i duzinu trajanja dejstva, s tim da2jguta potentniji lek (Tabela 13) u dijabetesnoj
neuropatiji u miSeva.

Levetiracetam i paracetamol, primenjeni u odgguénan frakcijama pojedinénih EDs,
izazvali su zné&ajan, dozno-zavisan antinociceptivni efekat u modbjabetesne neuropatije u
miSeva (Slika 48). Prema polozaju teorijske i ekspentalne ERy na odgovarajtem
izobologramu (Slika 49B) i vrednostima indeksa liakeije (Tabela 13), mozemo zakijui da je
izmedu levetiracetama i paracetamola ostvarena singfiggstinterakcija, uzcak 19-ostruko
smanjenje doza lekova primenjenih u kombinaciji dnasu na doze koje pri pojedime|
primeni izazivaju ekvi-analgetki efekat (25,33 mg/kgs 1,37 mg/kg za levetiracetam primenjen
per se vsu kombinaciji; 10,83 mg/kgs 0,58 mg/kg za paracetamol primenjpar sevs u
kombinaciji), sto moze imati kligki znataj. Interakcije levetiracetama u dijabetesnoj npatiji
do sada nisu ispitivane. Sto séetparacetamola, postoje ubedljivi dokazi o efikasingjegove
kombinacije sa tramadolom u dijabetesnoj neurdpatijpretklinickin (Gong i sar., 2011) i
klini ¢kih studija (Ko i sar., 2010).

Kao Sto je prethodno navedeno, ukoliko dva lekavawsfu analgetiki efekat
posredstvom raglitih mehanizama dejstva i na ra#im nivoima bolnog puta, vrlo je verovatno
da ¢e njihova kombinovana primena rezultirati sinefgisim interakcijom. Mehanizam
analgettkog dejstva paracetamola joS uvek nije rasvetljergda su predlozeni brojni
mehanizmi. Postoje dokazi da je antinociceptivhistde paracetamola u neuropatskom bolu
posredovano centralnim (Hama i Sagen, 2010) i graitin (Dani i sar., 2007) kanabinoidnim
receptorima (najverovatnije CB(1) tipa). Ovaj pedaje deliméno aiekivan, imajdi u vidu da
se paracetamol metabolizmom (deacetilacijom i kgpagijom sa arahidonskom kiselinom)
prevodi u aktivni metabolit koji aktivira kanabininie receptore i inhibira preuzimanje
endokanabinoida (Dani i sar., 2007). Mehanizamnaociceptivhog dejstva paracetamola u
neuropatskim modelima bola dalje nije ispitivan.dugm, postoje podaci iz animalnih modela

bola ne-neuropatske etiologije da je antinocicetivdejstvo paracetamola posredovano
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spinalnim 5-HT, perifernim i spinalnim A (Dogrul i sar., 2012; Liu i sar., 2013),
supraspinalnimp-opioidergékim receptorima (Sandrini i sar., 2007), inhibiajospinalnih
NMDA receptora (Bjorkman, 1995), kao i inhibicijospinalnih NO-zavisnih mehanizama
(Bjorkman, 1995). U kontekstu razumevanja brojnikhamizama antinociceptivhog dejstva
paracetamola, bilo bi zanimljivo citirati Dogrusar. (2012) koji su pretpostavili da paracetamol
posredstvom supraspinalnog endogenog opioidnog kénabinoidnog sistema aktivira
descendentne serotoneiigg puteve i spinalne 5-HTreceptore i na taj @& ostvaruje
antinociceptivno/antihiperalgezijsko dejstvo. Postiavku su izneli na bazi podataka da
antagonisti spinalnih 5-HTreceptora inhibiraju antinociceptivne efekte op#i kanabinoida
(Dogrul i Seyrek, 2006; Dogrul i sar., 2012)

Mehanizam antinociceptivnog dejstva levetiracetanmeuropatskom bolu nije ispitivan.
Postoje pretpostavke da je antinociceptivno dejdinetiracetama u neuropatskom bolu
posledica blokade voltazno-zavisnih®Cleanala N-tipa (Niespodziany i sar., 2001; Lukyarietz
sar., 2002), s obzirom da su ovi kanali &Gajai za razvoj neuropatskog bola (Saegusa i sar.,
2001). U prilog ovome govori podatak da blokator&®Ckanala N-tipa smanjuju bolnu
preosetljivost u neuropatskom bolu (Yamamoto i Taka, 2009; Kukkar i sar., 2013). Dodatno,
antinociceptivno dejstvo levetiracetama u neurdgeadolnim stanjima moze biti posredovano
K" kanalima i poslednom hiperpolarizacijongelijskin membrana spinalnih neurona (De Smedt
i sar., 2007; Ozcan i sar., 2012).

Razliiti i komplementarni mehanizmi/mesta dejstva leaetetama i paracetamola
korektno su objaSnjenje sinergizma izineova dva leka u modelu dijabetesne neuropatije u
miSeva. Kako, farmakokingkie interakcije nisu bile predmet naSe studije, nezemo ih
iskljugiti.

3.3.3. Sinergizam izm# levetiracetama i gabapentina

U modelu dijabetesne neuropatije u miSeva, gabapéai40 mg/kg; p.o.) je ispoljio
znaajno i dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo (8l145A). Ukoliko uporedimo efikasnost,
jacinu i duzinu trajanja dejstva levetiracetama i gardina, mozemo @di sli¢nost po pitanju
maksimalne efikasnosti i duzine trajanja dejstvtimsda je gabapentin oko 6 puta potentniji lek

od levetiracetama (Slika 51A; Tabela 14). Ovaj pakidi mogao biti od klirikog zn&aja, jer
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ukazuje da bi levetiracetam mogao da bude terapigdternativa gabapentinu wémju bolne
dijabetesne neuropatij€injenica da je gabapentingdek (ostvaruje isti efekat u manjoj dozi)
ne umanjuje terapijski potencijal levetiracetama.

Levetiracetam i gabapentin, primenjeni u odgovgria) frakcijama EDRo, izazvali su
zn&ajno i dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo u sloddijabetesne neuropatije u misSeva
(Slika 50). lzobolografskom analizom procenjenodge levetiracetam i gabapentin ostvaruju
sinergisttku interakciju u ovom modelu bola, dak 32-ostruko smanjenje doza pojedima
lekova primenjenih u kombinaciji u paienju sa onim dozama koje su u monoterapiji izazvale
efekat istog stepena (25,33 mg/kg levetiracetparasenasuprot 0,78 mg/kg kada se primeni u
kombinaciji; 4,47 mg/kg gabapentipar senasuprot 0,14 mg/kg kada se primeni u kombinaciji)
(Slika 51B; Tabela 14). Ovaj podatak moze biti auxiaja za terapiju bolne dijabetesne
neuropatije, jer viSestruko smanjenje doza pojediimalekova primenjenih u kombinaciji,
zna&ajno poveéava bezbednost primene kombinacije uz optimalnulgamgu. Interakcije
levetiracetama sa drugim analgeticima u eksperiah@nm modelima dijabetesne neuropatije do
sada nisu ispitivane. S druge strane, gabapentirosigario sinergistku interakciju sa
okskarbazepinom i aditivhu interakciju sa amittippm u modelu dijabetesne neuropatije u
miSeva (Tomi i sar., 2010b). Zanimljivo je napomenuti da jeemakcija levetiracetama i
gabapentina ispitivana u modelu epilepsije u miSevala je ostvaren sinergizam u
antikonvulzivnom dejstvu (Dudra-Jastrzebska i 200Q9).

Sinergisttka interakcija izméu dva leka moze se objasniti postojanjem
farmakodinamskih i/ili farmakokinetkih interakcija. U prilog farmakodinamskim intergkema
izmedu levetiracetama i gabapentina idu ré&glimehanizmi antinociceptivhog dejstva ovih
antiepileptika. O mehanizmu antinociceptivnog dejsgjabapentina u neuropatskom bolu ima
dosta podataka (Kukkar i sar., 2013), Sto jédkivano, s obzirom na Siroku primenu u terapiji
perifernog neuropatskog bola, izduweostalog i dijabetesne neuropatije (BNF 66, 201&)eda
da je za antinociceptivno dejstvo gabapentina mégnija blokada voltazno-zavisnih €a
kanala (T- i/ili N-tipa) na nivou Kmene mozdine, jer je poznato da se visokim afioievezuje
zaod-1 subjedinicu ovih kanala (Taylor, 2009; Kukkaar., 2013). Postoje podaci 0 péaeoj
ekspresiji i aktivnosti Cd kanala T-tipa u dijabetesoj neuropatiji, te dasetraju odgovornim
za povéanu ekscitabilnost senzornih neurona. Blokatorihok@anala smanjuju meh&Rku i

termicku hiperosetljivost u modelu dijabetesne neuropatimiSeva (Latham i sar., 2009). Stoga,
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mogute je da upravo ovaj mehanizam dejstva gabapentieatwuje u smanjenju terthie
hiperalgezije kod dijabe&tih miSeva u naSoj studiji. Pored toga, gabapemstvaruje
antialodinijsko dejstvo u modelu dijabetesne neatigpu pacova, barem deliémo, smanjenjem
aktivnosti mikroglijalnih¢elija na nivou kimene mozdinegija se povéana aktivnost takie
dovodi u vezu sa razvojem dijabetesne neuropatfied@arski i sar., 2009). Dalje, pokazano je da
kontinuirana primena gabapentina smanjuje mekanalodiniju i terméku hiperalgeziju u
modelu dijabetesne neuropatije u pacova, smanjealapresije Navl.7 proteina (Na-kanali) na
neuronima dorzalnog spinalnog gangliodga je ekscitabilnost povana u dijabetesu zbog
ushodne regulacija Nav1.7 proteina (Zhang i s@&13® Postoje dokazi da gabapentin moduliSe
aktivnost NMDA receptora, protein kinaze C i inflatornih citokina,éime se dodatno moze
objasniti njegovo antinociceptivno dejstvo u dijesmoj neuropatiji (Kukkar i sar., 2013).

Mehanizam antinociceptivhog dejstva levetiracetanmeuropatskom bolu nije ispitivan.
Pretpostavlja se da bi levetiracetam mogao da wsiméinociceptivno dejstvo u neuropatskom
bolu, selektivnom blokadom voltaZzno-zavisnih*Ganala N-tipa, najverovatnije na centralnom
nivou (Niespodziany i sar., 2001; Lukyanetz i s2002), s obzirom da su ovi kanali Zafi za
razvoj neuropatskog bola (Saegusa i sar., 2001)rildg ovome govori podatak da blokatori
Cd" kanala N-tipa smanjuju hiperalgeziju u neuropatskmwlu (Yamamoto i Takahara, 2009;
Kukkar i sar., 2013). Pored toga, antinociceptiefakat levetiracetama u neuropatskim bolnim
stanjima moze biti posledica hiperpolarizacigijskih membrana u zadnjim rogovimaikiene
mozdine, posredstvom’Kkanala (De Smedt i sar., 2007; Ozcan i sar., 2012)

Na osnovu navedenog mozemo zaktjuda je sinergizam iznad levetiracetama i
gabapentina najverovatnije posledica njihove ¢&aeli farmakodinamike. Farmakokiné&te
interakcije se ne mogu iskiiti, tim pre Sto su Dudra-Jastrzebska i sar. (2008kazali da
levetiracetam pov@va koncentraciju gabapentina u mozgu miSeva $epspom, doduse samo
pri jednom masenom odnosu (1:4 — gabapentin:lecsiam). Analizom duzine trajanja dejstva
nije doSlo do produzZenja dejstva kombinaije lekovadnosu na duzinu trajanja pojedina
primenjenih lekova, Sto bi se mogldekivati u sli¢aju farmakokinetike potencijacije dejstva.
Na kraju, u nasoj studiji maseni odnos izimgabapentina i levetiracetama bio je 5,67:1, §& n

bio slutaj u eksperimentalnom protokolu gde je zabelezamadkokinetika interakcija.
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3.3.4. Sinergizam izm# levetiracetama i duloksetina

U ovoj studiji, duloksetin (1-30 mg/kg; p.o.) jeteario zn&ajno i dozno-zavisno
antinociceptivno dejstvo kod dijabé&tih miSeva, u testu izmicanja repa pod uticajeniotep
(Slika 45B). U poréenju sa levetiracetamom, duloksetin je ispoljidbjaizno istu maksimalnu
efikasnost (Slika 53A) i duzinu trajanja dejstvdins da jecak 14 puta potentniji lek (Tabela 15)
u dijabetesnoj neuropatiji u miSeva. Potentnostir(@ leka nije parametar od éeg klinickog
zna&aja, jer ukazuje na kdinu leka koju je potrebno primeniti za ostvarivangrapijskog
efekta, a ne i na nédoanalgetika da kupira bol. Zato podatak da je dzdth j&i lek, ne
umanjuje potencijalni kligki znataj levetiracetama.

Kombinacija levetiracetama i duloksetina, primeifle u odgovarajéim frakcijama
pojedin&nih srednjih efektivnih doza, ostvarila je Zapo i dozno-zavisno antinociceptivno
dejstvo u modelu dijabetesne neuropatije u miSedl&kg 52). Prema polozaju teorijske i
eksperimentalne srednje efektivhe doze kombinaeijezobologramu (Slika 53B) i vrednostima
indeksa interakcije (Tabela 15), mozemo zakijuda je izmeiu levetiracetama i duloksetina
ostvarena sinergiska interakcija, uzéak 18-ostruko smanjenje doza lekova primenjenih u
kombinaciji u odnosu na doze koje pri pojedimaj primeni izazivaju ekvi-analgeki efekat
(25,33 mg/kgvs 1,45 mg/kg za levetiracetam primenjeer se vau kombinaciji; 1,75 mg/kys
0,10 mg/kg za duloksetin primenj@er sevs u kombinaciji), Sto moze imati klitki znataj.
Interakcije levetiracetama i duloksetina sa druginalgeticima u eksperimentalnim modelima
dijabetesne neuropatije do sada nisu ispitivanedudlaksetin postoje podaci o sinergiktj
interakciji sa pregabalinom i morfinom u drugom rahd perifernog neuropatskog bola
(Miyazaki i Yamamoto, 2012).

Na koji n&in ¢e reagovati dva leka primenjena u kombinaciji, niyjek jednostavno
predvideti. Ukoliko dva leka ostvaruju isti efekabsredstvom razlitih mehanizama/mesta
dejstva, vrlo je verovatno dée njihova kombinovana primena rezultirati sineigigim
interakcijom. Upravo to je séaj sa kombinacijom levetiracetam-duloksetin, keauj modelu
dijabetesne neuropatije u miSeva ostvarilacajan stepen sinergizma. Kako bismo ovo
potvrdili, analizirgemo njihove mehanizme antinociceptivhog dejstvaodlelima neuropatskog
bola. Mehanizam antinociceptivhog dejstva dulokesgtiinhibitora ponovnog preuzimanja

serotonina i noradrenalina, u modelu neuropatslalg {podvezivanje L5/L6 spinalnih nerava)
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prvi put je ispitivan od strane lyengar i sar. (2D00ni su pokazali da duloksetin ostvaruje
antialodinijsko  dejstvo, potenciranjem serotongkgi i noradrenergke inhibitorne
neurotransmisije na centralnom nivou (lyengar i.,s3004), Sto je zajedtki mehanizam
antinociceptivnog dejstva antidepresiva (Micé i.sd006). Kasnije su stigli podaci o
mehanizmima antinociceptivhog dejstva duloksetirmijabetesnoj neuropatiji. Najpre su Kuhad
i sar. (2009) utvrdili da duloksetin ostvaruje dozavisno antinociceptivno dejstvo u modelu
dijabetesne neuropatije u miSeva, barem déhmi povéanjem cerebralnih nivoa adenozina.
Kasnije je utvdeno da duloksetin ispoljava antialodinijsko dejstuomodelu dijabetesne
neuropatije u pacova nakon sistemske i intratekpimmene, posredstvom spinalnih 5-4AT
receptora (Mixcoatl-Zecuatl i Jolivalt, 2011).

lako mehanizam antinociceptivhog dejstva levesitama u neuropatskom bolu nije
ispitivan, postoje pretpostavke da je njegovo aiceptivno dejstvo u neuropatskom bolu
posledica blokade voltazno-zavisnih “Glanala N-tipa, najverovatnije na centralnom nivou
(Niespodziany i sar., 2001; Lukyanetz i sar., 2082)bzirom da su ovi kanali ztegni za razvoj
neuropatskog bola (Saegusa i sar., 2001). S tiezij pokazano je da blokatori €&anala N-
tipa smanjuju hiperalgeziju u neuropatskom bolun(danoto i Takahara, 2009; Kukkar i sar.,
2013). Antinociceptivno dejstvo levetiracetama wnopatskim modelima bola moze, tako
biti posredovano Kkanalima i poslednom hiperpolarizacijontelijskih membrana spinalnih
neurona (De Smedt i sar., 2007; Ozcan i sar., 2012)

Razlgitim i komplementarnim mehanizmima dejstva levestama i duloksetina moze
se objasniti sinergizam izrle ova dva leka u modelu dijabetesne neuropatije iSeva.
Farmakokinetike interakcije nisu bile predmet naSe studije, teneé mozemo isklgiti, ali
nadovezujdi se na prethodne analize kombinacija mozemo kazasu manje verovatne. Pritom
je uzet u obzir izuzetno povoljan farmakokidkitiprofil levetiracetama (Patsalos, 2004; De
Smedt i sar., 2007) i podatak da nije doSlo do pzedja dejstva ispitivane kombinacii@k je
doslo do skréenja trajanja dejstva kombinacije u odnosu na dubiaanja dejstva duloksetina,

Sto ne ide u prilog farmakokin&ki posredovanoj potencijaciji dejstva.
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3.3.5. Sinergizam izm#i levetiracetama i alfa-lipoinske kiseline

U ovoj studiji, alfa-lipoinska kiselina (12,5-100grkg/dan; p.o.) je ostvarila z&&no
antinociceptivno dejstvo u modelu dijabetesne neafife u miSeva na dozno-zavisancina
(Slika 45C). U poréenju sa levetiracetamom, alfa-lipoinska kiselina gstvarila sknu
efikasnost (Slika 55A), janu (Tabela 16) i duzinu trajanja dejstva u dijaisej neuropatiji u
miSeva. Ovaj podatak bi mogao da ima Klkniznataj u smislu predstavljanja novih terapijskih
reSenja za tretman bolne dijabetesne neuropatije.

Levetiracetam i alfa-lipoinska kiselina, primenjen odgovarajgim frakcijama
pojedin&nih EDso, izazvali su zn&jan i dozno-zavisan antinociceptivni efekat u nhede
dijabetesne neuropatije u miSeva (Slika 54). Izog@fskom analizom procenjeno je da
levetiracetam i alfa-lipoinska kiselina ostvarujaesgisticku interakciju u modelu dijabetesne
neuropatije u miSeva (Slika 55B; Tabela 16). Zaleie je 6-ostruko smanjenje doza lekova
primenjenih u kombinaciji u odnosu na doze koje pojedin&noj primeni izazivaju ekvi-
analgettki efekat (25,33 mg/kgvs 4,42 mg/kg za levetiracetam primenj@er se vsu
kombinaciji; 24,79 mg/kgvs 4,33 mg/kg za alfa-lipoinsku kiselinu primenjeper sevs u
kombinaciji), Sto moze imati kligki znataj. Interakcije levetiracetama i alfa-lipoinske étine
sa analgeticima u animalnim modelima neuropatskadg ¢ho sada nisu ispitivane.

Nije jednostavno objasniti sinergizam izinelevetiracetama i alfa-lipoinske kiseline u
dijabetesnoj neuropatiji, s obzirom da su njihovehanizmi antinociceptivnog dejstva samo
delimi¢no razjasnjeni. Alfa-lipoinska kiselina je supstarsa antioksidativnim svojstvima koja
se sintetiSe u organizmu. Svojim antioksidativniraloganjem poboljSava funkcionalnost
perifernih nerava,cime se objaSnjava njena primena u profilaksi i pggradijabetesne
polineuropatije (SmPC; Alims, 2013; Registar leko2@13). Takde, postoje literaturni podaci
0 analgetikim svojstvima alfa-lipoinske kiseline. Ukoliko on® dodamo i veliku bezbednost
primene, moze se zakdi da alfa-lipoinska kiselina ima ztiajan potencijal u monoterapiji i
kombinovanoj terapiji dijabetesne neuropatije. Ulogr neuroprotektivnom dejstvu alfa-
lipoinske kiseline govore rezultati sléite studija. U radu Coppey i sar. (2003), pokazandg
alfa-lipoinska kiselina smanjuje formiranje supesidla i peroksinitrita u dijabe&tih pacovagiji
se nivo povéava nakon indukcije dijabetesa, izaziv@jwste&enje epineuralnih arteriola.

ischiadicusa. Dalje, alfa-lipoinska kiselina je ispoljila neprotektivnho dejstvo u dijabetiih

148



Diskusija

pacova inhibicijom oksidativnhog stresa (péaea nivo glutationa i smanjuje stepen lipidne
peroksidacije) i suprimiranjem reaktivne gliozefi{ftracija mikroglijalnih celija, koje postaju
hiperaktivne nakon indukcije dijabetesa) (Baydasar., 2004). Antinociceptivho dejstvo i
mehanizmi antinociceptivnog dejstva alfa-lipoindiseline bili su predmet istrazivanja svega
nekoliko studija. Najpre su Lee i sar. (2009) pelazla alfa-lipoinska kiselina ostvaruje
efikasnost nakon jednokratne, lokalne primene uusSppcova u akutnim nociceptivnim
testovima. Ovo dejstvo je posledica selektivne bidijie Ca(V)3.2 T-tipa i njima posredovane
hiperekscitabilnosti senzornih neurona (Lee i s2009). Potom su Morgado i sar. (2011)
pokazali da primena alfa-lipoinske kiseline (100/kgédan; i.p.; 14 dana) kod dijab&tih
pacova smanjuje neuralnu hiperaktivnost na spimalntvou. Ovaj efekat je, barem delimo,
posredovan KCC2 transporterima (epgtassium chloride co-transporter) 2Morgado i sar.,
2011) koji odrzavaju nisku koncentraciju Ga&na u ¢eliji, Sto je neophodno za inhibitornu
GABAergicku i glicinergcku neurotransmisiju (Acton i sar., 2012).

Mehanizam antinociceptivnhog dejstva levetiracetanmeuropatskom bolu nije ispitivan.
Iznete su pretpostavke da bi antinociceptivno dejktvetiracetama u neuropatskom bolu moglo
biti posledica blokade voltazno-zavisnih “Gkanala N-tipa (Niespodziany i sar., 2001;
Lukyanetz i sar., 2002). Ovi kanali Zi@gni su za razvoj neuropatskog bola (Saegusa j sar.
2001), a blokatori ovih kanala smanjuju bolnu petfigsost u neuropatskom bolu (Yamamoto i
Takahara, 2009; Kukkar i sar., 2013). Antinocicemdi dejstvo levetiracetama u neuropatskim
bolnim stanjima moze biti posredovand-kanalima i poslednom hiperpolarizacijonéelijskin
membrana spinalnih neurona (De Smedt i sar., 20@Zan i sar., 2012).

Na kraju mozemo zaklfiti da, razlgiti i komplementarni mehanizmi/mesta dejstva
levetiracetama i alfa-lipoinske kiseline najverovg leze u osnovi sinergizma izthe ova dva
leka u modelu dijabetesne neuropatije u miSevankkokinetéke interakcije nisu bile predmet

nase studije, te se ne mogu isé&ifu
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3.3.6. Pordenje kombinacija levetiracetama sa ibuprofenom, paetamolom, gabapentinom,

duloksetinom i alfa-lipoinskom kiselinom

U ovoj studiji, ispitana su antinociceptivha degskombinovane primene levetiracetama
i ibuprofena/paracetamola/gabapentina/duloksetiiaaligoinske kiseline u modelu dijabetesne
neuropatije u miSeva. Sve kombinacije ostvarilezs&ajno i dozno-zavisno antinociceptivno
dejstvo (Slike 46, 48, 50, 52 i 54). Izobolografskanalizom je procenjeno da levetiracetam
ostvaruje sinergistku interakciju sa svim ispitivanim lekovima (Slik&B, 49B, 51B, 53B i
55B; Tabele 12-16). Njihovo patenje mogde je izvrSiti na osnovu vrednosti indeksa
interakcije {) i prema stepenu redukcije doza lekova primenjenkombinaciju u odnosu na
doze lekova primenjenitper se potrebnih za postizanje ekvi-analgktg efekta. Prema
navedenim kriterijumima ispitivane interakcije maggirangirati na sledenadin: levetiracetam-
gabapentin- levetiracetam-paracetamol = levetiracetam-dulaksetevetiracetam-ibuprofer
levetiracetam-alfa-lipoinska kiselina. Ovaj podapakkticno zn&i da je najvéa redukcija doza
postignuta u kombinaciji levetiracetam-gabaperdingjmanja u kombinaciji levetiracetam-alfa-
lipoinska. Smanjenje doza lekova primenjenih u km@adiji zna&ajno je sa aspekta smanjenja
incidence i intenziteta nezeljenih dejstava. Oswrtta profil nezeljenih dejstava levetiracetama
(pospanost, slabost, vrtoglavica), ibuprofena (Glfetnje, krvarenje, o&tenje bubrega),
paracetamola (hepatoto&sost), gabapentina (gastrointestinalne smetnjeagbdelesne mase,
vrtoglavica), duloksetina (GIT smetnje, suva igtalpitacije, insomnija) i alfa-lipoinske kiseline
(retka pojava nezeljenih dejstava) (Martindale, ZOBRNF 66, 2013; Registar lekova, 2013)
mozemo uvideti da se ona delimo razlikuju, te da ne postoji mogwst njihove
adicije/potencijacije. Méutim, kada se uzme u obzir viSestruko (6-32 putagrgenje doza pri
kombinovanoj primeni levetiracetama i ibuprofenargeetamola, gabapentina, duloksetina i
alfa-lipoinske kiseline, mozemocekivati bolju podnosljivost i wa bezbednost primene

ispitivanih kombinacija u odnosu na odgovaéajunonoterapije.
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4. Bezbednost primene levetiracetama

Bezbednost primene levetiracetama ispitana jearadttestu u pacova i miSeva. Ovaj test je
izveden sa namerom da se utvrdi da li antinocieeptdoze levetiracetama naruSavaju motornu
spretnost eksperimentalnih zivotinja. NaSi rezultstazuju da levetiracetam, primenjen u
najvetim ispitivanim dozama, ne naruSava motornu spréteksperimentalnih zivotinja, Sto je u
saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji dwda ukazali na dobar bezbednosni profil
levetiracetama:

» TDso za pacove 1060 mg/kg (Klitgaard i sar., 1998), jst@ko 38 puta @ doza od

srednje efektivne doze levetiracetama u somatskdlamatornom modelu bola u pacova

* TDso za miSeve iznosi 1600 mg/kg (Luszczki i sar., 20@%0 je oko 267 odnosno 63

puta véa doza od srednje efektivhe doze levetiracetamauopatskom i visceralnom

modelu bola u miSeva, redom.

Na osnovu naSih eksperimentalnih rezultata i fagpoh literaturnih podataka, mozemo
zakljwiti da je levetiracetam bezbedan za primenu u dazakojima ispoljava antinociceptivho

dejstvo.
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VI ZAKLJU CCl

Antinociceptivho dejstvo levetiracetama u eksperimatalnim modelima bola

U modelu somatskog inflamatornog bola u pacovaetleacetam je ostvario dozno-
zavisno antihiperalgezijsko dejstvo nakon sistemiskakalne periferne primene. Ovaj
podatak ukazuje da levetiracetam moze biti efikasaterapiji inflamatornih bolnih
stanja, kao i da se u tu svrhu moze primenjivatesiski, ali i lokalno. Lokalna primena
lekova omogtava dopremanje optimalne koncentracije leka naurgde nastaje bol, uz
minimiziranje pojave nezeljenih efekata i intergidekova.

U modelu visceralnog bola u miSeva, levetiracetanspoljio zn&ajno antinociceptivno
dejstvo na dozno-zavisan dma Ovaj podatak ukazuje da levetiracetam moZze biti
potencijalno efikasan u terapiji visceralnih boloWodatak da levetiracetam ostvaruje
efikasnost u somatskom i visceralnom inflamatornoradelu bola je od klidkog
zn&aja, s obzirom da mnoga inflamatorna bolna stakljaduju i somatsku i visceralnu
komponentu.

Levetiracetam je ostvario efikasnost u neuropatskomdelu bola u miSeva, u
dijabetesnoj neuropatiji. Ovaj podatak ukazuje atepcijalnu primenu levetiracetama u

terapiji bolne dijabetesne neuropatije.

Mehanizam antinociceptivnog dejstva levetiracetama

Levetiracetam ostvaruje antinociceptivno dejstvanadelu somtaskog inflamatornog
bola u pacova posredstvom centralnih GABA&entralnih i perifernihu-opioidergikih,
azpac-adrenergikih, 5-HTig/1pi adenozinskih Areceptora.

Levetiracetam stupa u interakciju sa navedenimptecena najverovatnije indirektno, s
obzirom da sun vitro istrazivanja pokazala da se levetiracetam ne eezajjuohiajena

cilina mesta vezivanja antiepileptika.
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Interakcije levetiracetama i standardnih/alternativnih analgetika

Kombinovana primena levetiracetama sa ibuprofencaekoksibom, paracetamolom,
ceftriaksonom i kofeinom ostvarila je sinergizam amtinociceptivnom dejstvu u
somatskom inflamatornom modelu bola u pacova. Prestgpenu sinergizma,
kombinacije se mogu rangirati na slédescin: levetiracetam-ibuprofen = levetiracetam-
kofein > levetiracetam-ceftriakson > levetiraceteghekoksib > levetiracetam-
paracetamol. Sinergizam izrhe lekova je najverovatnije posledica farmakodinaimsk
interakcija, tj. razlitin i komplementarnih mehanizama/mestima dejstékava. Podatak

0 zn&ajnom sinergizmu iznal ispitivanih lekova moze biti od kligkog zn&aja, jer se
redukcijom doza pri kombinovanoj primeni postizeasienje incidence i intenziteta
nezeljenih efekata, uz postizanje optimalne angigez

Levetiracetam ostvaruje sinergétii interakciju sa paracetamolom/ceftriaksonom u
visceralnom modelu bola u miSeva. Kombinacija leaeetam-ceftriakson ostvarila je
vedi stepen sinergizma uz & redukciju doza u odnosu na levetiracetam-parautsta
Supra-aditivha interakcija izrde levetiracetama i paracetamola/ceftriaksona je
najverovatnije rezultat razite farmakodinamike, odnosno razlih mehanizama/mesta
dejstva lekova. Ovaj podatak moze imati Kkiiznaiaj, jer se znégajnom redukcijom
doza pri kombinovanoj primeni, mogu umanjiti neéeljefekti, uz postizanje optimalne
analgezije.

Kao rezultat kombinovane primene levetiracetamaibsgrofenom, paracetamolom,
gabapentinom, duloksetinom i alfa-lipoinskom kisetn, u modelu dijabesne neuropatije
u miSeva, ostvaren je sinergizam u antinociceptivigejstvu. Prema stepenu sinergizma
kombinacije se mogu rangirati na sléden&iin: levetiracetam-gabapentin >
levetiracetam-paracetamol = levetiracetam-dulokseti levetiracetam-ibuprofen >
levetiracetam-alfa-lipoinska kiselina. Sinerdikd interakcija izméu ovih lekova je
najverovatnije rezultat farmakodinamske interakcifg, posledica je razlitih
mehanizama antinociceptivnog dejstva pojethita lekova koji se miusobno
dopunjuju. Podatak o sinergikbj interakciji izmelu levetiracetama i

ibuprofena/paracetamola/gabapentina/duloksetiraligbinske  kiseline moze imati
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klini¢ki znataj u terapiji bolne dijabetesne neuropatije, jezs&ajnom redukcijom doza
pri kombinovanoj primeni, mogu umanijiti nezeljerfieldi, uz postizanje optimalne

analgezije.

Bezbednost primene levetiracetama

» Antinociceptivne doze levetiracetama ne naruSawatornu spretnost eksperimentalnih
Zivotinja u rotarod testu, te mozemo zaétjuda je levetiracetam bezbedan za primenu u

dozama u kojima ispoljava antinociceptivno dejstvo.
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IIpuor 1.
H3jaBa o ayTopeTBY

ITornucanu-a Ava Muuos

Bpoj ynuca 31/07
H3jaBmbyjem
71a je JOKTOpCKa AMcepTallfja Mo/l HaclIOBOM

AHTHHOLMIENTHBHH edeKaT, MeXaHH3aM [1ejCTBA H MHTEepaKuHje

JIeBETHpaUeTaMa y MOJA€JIHMA COMATCKOI, BHCHEPAJIHOT H HEYpPOHIATCKOI dona

®  PE3YJITAT COINICTBEHOI HCTPAXKHMBAYKOI paja,

® 1a NpeAnoXeHa AUCEpTalMja V UENWHM HHM Y JAe/NoBMMa Huje Ouiia mpejnoxeHa 3a
nobujame OUII0 KOje TUIIOME NpeMa CTYAMjCKAM MporpaMuMa JIpyrux BUCOKOIIKOICKHX
YCTaHOBA,

¢ Jla Cy pe€3yaTaTH KOPEKTHO HaBEJEHH H

® J1a HUCaM Kpmno/.na ayTOpCKa npaepa H KOPUCTHO HHTEJIEKTYaJIHY CBOjI/lHy APYryUx jauua.

IloTnuce foxkTOpania

N

V Beorpany, 16 s /% O : 03? "
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Ipuor 2.

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H e1eKTPOHCKe Bep3Hje IOKTOPCKOT pajaa

Hme v npe3ume aytopa Ana Munos

Bpoj ynuca 31/07

Cryamjcku nporpam JoKTopcKe aKaJeMcKe CTyaHje H3 (papmakoornje

Hacnoe paja AHTHHOUMUIENTHBHH eeKaT, MEXaHH3AM [1€jCTBA H HHTEpaKiHje
J€BETHPAIETAMA Y MO/IeIAMA COMATCKOT, BHCIEPATHOT H HeyponaTckor 6oaa

MenTop Ipod. ap Paguna Crenanosuh-Ilerposuh

[oTnucanu \31 _ m ICOV”

M3jaB/byjeM [a je WiTaMMaHa Bep3Wja MOT JOKTOPCKOr pajia MCTOBETHA €NIEKTPOHCKO] Bep3HjH
KOjy cam mpejao/na 3a oOjaB/buBake Ha moprany JIMrHTanaHOr peno3HTOpHjyMa
Vuusep3utera y Beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jia ce 00jaBe MOjH JIMYHH TI0JIalM BE3aHH 32 Jno6GHjame akaIeMCKOr 3Bama J0KTopa
HayKa, Kao LITO Cy UME M [Ipe3uMe, FoJIMHa i MecTo polersa H 1aTyM odpaHe paja.

OBM NMYHM TIOJALM MOTY ce 0GjaBMTH Ha MpEXHMM CTpaHMIIaMa JAMruTanHe OnbauoTeke, y

e/IeKTPOHCKOM KaTasiory 'y nmybnukanujama Yuusepsutera y beorpany.

IMoTnuc f0KTOpaHIA

V Beorpany, /\6 . th § C;DIELB
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IIpuaor 3.
H3jaea o kopumhemy

Oernawhyjem VYuusepsutercky OuOnuorteky ,Ceetozap Mapkosuh™ pga y JIMrarainiu

penosuTopujyM YHHBep3uTeTa y Beorpaay yHece Mojy IOKTOPCKY IMCepTaLHjy M0/l HaCI0BOM:

AHTHHOIMIENTHBHA edeKaT, MEXaHH3aM /1ejCTBA H HHTepaKIHje

JieBeTHpaleTaMa y Mo/ieJiiMa COMaTCKOI, BUCHEPAJTHOI' H HEYPONaTCKOr 0oa1a

KO0ja je Moje ayTOpcKO Jeo.
Jlucepranujy ca CEMM TpUIO3MMa Mpejac/ja caM y elieKTpoHcKoM QopmaTty MOToJHOM 3a
TpajHO apXHBHUpamLE.
Mojy JOKTOpCKY AMcepTaljy MoxpaweHy y JIMruranHu peno3UTOpHjyM YHHBEpP3HTETAd Y
beorpany Mory a KOpUcTe CBH KOjH TOIITYjy oJpeade caipikaHe y 04abpaHOM THUIY JIMLIEHLE
Kpeaturne 3ajennnne (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce oJuty4uo/na.
1. AyTopcTBO
2. AYyTOpCTBO - HEKOMEPLIH|aITHO
@y’ropcmo — HeKomepuHjaiHo — Oe3 npepaje
4. AYyTOpCTBO — HEKOMEPLHjaIHO — IEJIMTH MOJ, HCTHM YCJIOBMMA
5. AytopcTBo — 0Oe3 npepane
6. AYyTOPCTBO — JIETUTH MO/ HCTHM YCJIIOBUMa
(MonuMo J1a 3a0KpY>KHTe caMoO jeJHY OJ1 IIecT MOHyheHUX JTHLIEHIH, KpaTaK ONUC JIMLEHIH AT

je Ha nonehuHu nucra).

IHoTnuc foxkTOpanaa

V Beorpany, /l % 5 /1 O - Z D’]:) §
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1. AyropctBo - Jlo3BOJbaBaTe yMHOXaBam€, TUCTPUOYIU]y U jaBHO CAOMINTABamKE Jeia, U
npepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH o] cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JMIICHIIC, YaK U y KoMepuujaiaHe cBpxe. OBo je Hajco001HUja O/ CBUX JIMLICHIH.

2. AyropctBo — HekoMmeplujanHO. Jl03Bo/baBaTe yMHOXKABamke, IUCTPUOYIIM]Y U JaBHO
CaomIITaBame Jeja, U mpepaje, ako ce HaBe/Ie UMe ayTopa Ha Ha4MH oJpeleH oJ cTpaHe ayTropa
WM aBaoria jurenie. OBa JUIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIIUjaliHy ynoTpely nena.

3. AyTopcTBO - HEKOMepIMjaiaHo — Oe3 mpepaje. Jlo3BojbaBaTe YMHOKaBawke, JIUCTPUOYIIH]Y H
JaBHO caolTaBame Jea, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIuKOBamka Wi ynoTpede Aenia y CBOM ey, ako
ce HaBele MME ayTopa Ha Ha4yWH ojnpeeH ox cTpaHe ayropa WM aBaomna jnuneHne. OBa
JMIICHIIA He JJ03BOJbaBa KOMEPIIMjaliHy ynoTpeOy aena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTalle JHIICHIIE, OBOM
JUIIEHIIOM c€ oTpaHnYaBa HajBehu oOuM mpaBa Kopuihema Jena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIUjATHO — JITTUTH TIOJT UICTUM yciIoBUMA. /[03BosbaBaTe yMHOKABamE,
TUCTpUOYIIM]y ¥ jJaBHO CaOoMINTaBamE Jieja, W Mpepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HayuH
onpehen o crpaHe ayTopa WM JaBaolld JIMIIEHIIE M aKO C€ IMpepaja IUCTpUOyupa moj UCTOM
WK CTMYHOM JuiieHoM. OBa JIMIIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIIMjaIHy YyIoTpeOy /ena u npepaja.
5. AyropctBo — 0e3 mpepaje. [o3BosbaBaTe yMHOXKABake, TUCTPUOYIIN]Y U JABHO CAOTIITABAE
nena, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBaWka WM YIOTpeOe Jefla y CBOM JeNy, ako Ce HaBele MMe
ayTopa Ha HauuH ojJpelheH o/ cTpaHe ayTopa WiM JaBaouna juieHie. OBa JUIEHIA J03BOJbaBA
KOMEpLMjaIHy YHoTpeOy zena.

6. AyTOpCcTBO - JENUTH TOJ WCTUM YCIoBHMa. J[03BOJbaBaTe yMHOKaBambe, TUCTPUOYIH]Y U
JaBHO CaoMIITaBame JeNa, U Mpepaje, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH ox cTpaHe
ayTopa WM JaBaolla JIMIECHIIE W aKo ce Mpepajga AUCTPUOyHpa MO HCTOM WIH CIMYHOM
mureniioM. OBa JIMIEHIIAa JT03BOJbaBa KOMEpLHUjaTHy ynoTpeOy nena u mpepanga. CiudHa je

co(hTBEpCKUM JIHIIEHI[aMa, OJHOCHO JIMIIEHI[aMa OTBOPEHOT KO/Ia.



