UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Dr Dragana P. Srebro

Farmakodinamska ispitivanja magnezijum-
sulfata i dizocilpina u modelima somatskog

| visceralnog bola kod pacova

DOKTORSKA DISERTACIJA

Beograd, 2015. godina



UNIVERSITY OF BELGRADE
MEDICAL FACULTY

Dragana P. Srebro

Pharmacodynamic evaluation of
magnesium sulfate and dizocilpine in

models of somatic and visceral pain in rats

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2015



MENTOR:
Prof. dr Sonja Vuckovic,

Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu,

CLANOVI KOMISLJE:

Prof. dr Milica Prostran,
Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu,

predsednik komisije

Prof. dr Radan Stojanovic,

Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu,

Prof. dr Slobodan Jankovic,

Medicinski fakultet, Univerzitet u Kragujevcu

Datum i mesto odbrane:




ZAHVALNICA

Veliku zahvalnost dugujem prof. dr Milici Prostran na podrSci 1 savetima. U

okviru projekta (br. 175023) ¢iji je ona rukovodilac realizovana je ova
disertacija.

Posebno se zahvaljujem svom mentoru prof. dr Sonji Vuckovi¢ koja je
nesebicno podelila svoje znanje sa mnom i uvela me u svet nauke. Takode, i na
1zuzetno prijatnoj saradnji.

Posebnu zahvalnost dugujem porodici 1 prijateljima koji su bili uz mene sve
vreme 1 pruzili mi veliku podrsku.

Mojim roditeljima i bratu posvecujem ovaj rad sa velikom zahvalnoscu i
ljubavlju.

Dragana Srebro



Farmakodinamska ispitivanja magnezijum-sulfata i dizocilpina u

modelima somatskog i visceralnog bola kod pacova

SAZETAK

Uvod: Magnezijum je mineral koji u organizmu ima brojne uloge. On je kofaktor u vise
od 300 enzimskih reakcija, odrzava membranski potencijal, ima modulatorno dejstvo na
jonske kanale, neurotransmisiju, i drugo. Magnezijum je i endogeni nekompetitivni
voltazno-zavisni blokator jonskog kanala N-metil-D-aspartat (NMDA) receptora.
Njegovo uklanjanje iz jonskog kanala NMDA receptora je prvi korak u aktivaciji ovog
receptora. Dizocilpin (MK-801) je nekompetitivni antagonist NMDA receptora.
Dizocilpin se koristi za istrazivanja u neurofarmakologiji. Aktivacija NMDA receptora
ima vaznu ulogu u nastanku i odrzavanju inflamatornog bola. Ova aktivacija vodi ka
povecanoj sintezi azot oksida (NO), signalnog molekula sa dvostrukim dejstvom na bol.
Za nastanak bola su bitni 1 drugi receptori, kao $to su kanali za prolazne receptorske
potencijale (TRP), kanali osetljivi na nizak pH (ASIC) i dr. Poznato je da magnezijum i
dizocilpin smanjuju neuropatski bol 1 povecavaju analgeticki efekt opioida, lokalnih 1

opstih anestetika.

Cilj ispitivanja: Cilj ove teze bio je da ispita da li magnezijum-sulfat i dizocilpin imaju
analgeticki i antiedematozni efekt u somatskom i visceralnom inflamatornom modelu

bola kod pacova i da li 1 1 kakvu ulogu NO ima u mehanizmu njihovog dejstva.

Metode: Ispitivanja su sprovedena na muzjacima pacova Wistar soja. Kao model
somatskog inflamatornog bola kori$¢ena je karageninom izazvana hiperalgezija i edem
Sape pacova. Mehanicka hiperalgezija merena je elektronskim von Fray
analgeziometrom. Edem Sape meren je pletizmometrom, aparatom koji meri volumen
istisnute te¢nosti nakon potapanja Sape. Kao model visceralnog inflamatornog modela
koris¢en je test gréeva kod pacova. Uloga NO-a u mehanizmu antinociceptivnog i
antiedematoznog dejstva magnezijum-sulfata/dizocilpina ispitana je koriS¢enjem

inhibitora NO sintaze (NOS).

Rezultati: U somatskom inflamatornom modelu bola sistemski primenjen magnezijum-
sulfat smanjuje hiperalgeziju i edem na dozno-nezavisan nacin. Efikasniji je u manjim

(5 mg/kg, s.c.), nego u veéim dozama (15 i 30 mg/kg, s.c.). Analgeticki efekt nije



prisutan nakon lokalne periferne primene, za razliku od antiedematoznog efekta koji je
prisutan nakon oba nacina primene. Magnezijum-sulfat primenjen sistemski ima i
preventivno (dat kao pretretman) i terapijsko (dat kao tretman) dejstvo na bol 1 otok koji
nastaju usled inflamacije. Dizocilpin ispoljava dozno-zavisno antihiperalgezijsko
dejstvo nakon sitemske i lokalne primene u modelu somatske inflamacije. Smanjuje i
edem nakon sistemske, ali ne 1 nakon lokalne periferne primene. Rezultati dobijeni sa
inhibitorima NOS ukazuju da magnezijum-sulfat i dizocilpin ostvaruju svoje efekte bar
jednim delom posredstvom NO-a. U visceralnom inflamatornom bolu magnezijum-
sulfat ima dozno-nezavisno, a dizocilpin dozno-zavisno antinociceptivno dejstvo. U
analgetickom dejstvu magnezijum-sulfata i1 dizocilpina u visceralnom bolu ne ucestvuje
NO. S obzirom da su glibenklamid i metilensko plavo redukovali efekt dizocilpina u
visceralnom bolu, zakljuéeno je da su u mehanizam dejstva uklju¢eni ATP-senzitivni K*
kanali i cGMP. Supkutana injekcija magnezijum-sulfata u zdravo tkivo izaziva lokalnu i
dozno-zavisnu mehanicku hiperalgezuju pracenu blagim eritemom, bez pojave edema.
Primenom antagonista TRP kanala, dizocilpina, inhibitora NOS 1 metilenskog plavog
pokazano je da pH neutralni izotoni¢ni rastvor magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi) izaziva
bol aktivacijom TRPA1, TRPV1 i TRPV4 kanala, kao i aktivacijom NMDA receptora i

povecanom sintezom NO-a i cGMP-a.

Zakljuéak: Magnezijum-sulfat i dizocilpin ispoljavaju analgeticki i antiedematozni
efekt u somatskom 1 visceralnom inflamatornom modelu bola. Efekti su lokalni i/ili
sistemski. Modulacija sinteze NO-a uti¢e na njihov efekt u somatskom bolu i edemu, ali
ne i1 u visceralnom bolu. Kao 1 NMDA antagonisti, magnezijum-sulfat moze biti
efikasan u terapiji inflamatornog bola 1 otoka. Ovo je prva studija koja je pokazala da
lokalno primenjen izotoni¢ni rastvor magnezijum-sulfata u zdravom tkivu izaziva bol
koji se ostvaruje aktivacijom TRP kanala, NMDA receptora i pove¢anom sintezom NO-

a.

Kljuéne reéi: magnezijum-sulfat, dizocilpin, NMDA antagonist, TRP kanali,

inflamatorni bol, edem.
Naucna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Farmakologija



Pharmacodynamic evaluation of magnesium sulfate and dizocilpine in

models of somatic and visceral pain in rats

ABSTRACT

Introduction: Magnesium is a mineral who has many functions in the human body: he
is cofactor for 300 enzymatic reaction, modulates ion channels, neurotransmission, efc.
Magnesium is an endogenous voltage-dependent N-methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor channel blocker. Dizocilpine (MK-801) is a noncompetitive NMDA receptor
antagonist. Dizocilpine is commonly used as a neuropharmacological tool. The
activation of NMDA receptor has a significant role in the development and maintenance
of an inflammatory pain. Activation of these receptors may increase the synthesis of
nitric oxide (NO). Also, transient receptor potential (TRP) channels and acid sensitive
ion channels (ASIC) are important in pain. It is well known that magnesium and
dizocilpine can reduce neuropathic pain and enhance analgesic effect of opioids or

anesthetics.

Aim: The aim of this thesis was to examine whether magnesium sulfate and dizocilpine
has analgesic and antiedematous effect in somatic and visceral inflammatory pain in rats

and to explore the possible role of NO in the mechanisms of their actions.

Methods: Male Wistar rats were used. Carragennan-induced hyperalgesia and edema in
rats was used as a model of somatic inflammatory pain. Hyperalgesia was examined by
von Fray analgesiometric test. Antiedematous effect was examined by immersing paw
in the plethysmometer. The acetic acid-induced writhing test in rats was used as a model

of visceral pain. Mechanism of action was evaluated with inhibitors of NOS.

Results: In the somatic inflammatory model of pain systemically administered
magnesium sulfate reduces hyperalgesia and edema in a dose-independent manner. It is
more efficient in lower (5 mg/kg, sc), than in higher doses (15 and 30 mg/kg, sc). The
analgesic effect is not present after local peripheral application, as opposed to
antiedematous effect that is present after both routes of administration. Magnesium
sulfate systematically applied has preventive (given as a pretreatment) and therapeutic
(given as treatment) effect on pain and swelling in inflammation. Dizocilpine has dose-

dependent antihyperalgesic effect after systemical and local peripheral application in the



model of somatic inflammation. Dizocilpine reduces edema after systemic, but not after
local peripheral application. The results obtained with inhibitors of NOS indicate that
magnesium sulfate and dizocilpine achieve their effects, at least in part, via NO. In the
visceral inflammatory model of pain, magnesium sulfate has a dose-independent and
dizocilpine dose-dependent antinociceptive effect. NO does not participate in the
analgesic effects of magnesium sulfate and dizocilpine in visceral pain. Since
glibenclamide and methylene blue reduced the effect of dizocilpine in visceral pain, it
was concluded that ATP-sensitive K channels and ¢cGMP are involved in the
mechanism of action of dizocilpine. Subcutaneous injections of magnesium sulfate in
healthy tissue causes local and dose-dependent mechanical hiperalgesia with mild
erythema, without edema. By applying the antagonists of TRP channels, dizocilpine,
inhibitors of NOS and the methylene blue it has been shown that a pH-neutral isotonic
solution of magnesium sulphate (6.2 mg/paw) causes pain via activation TRPAI,
TRPV1 and TRPV4 channels, as well as the activation of NMDA receptors, and
increases the synthesis of NO and cGMP.

Conclusion: Magnesium sulfate and dizocilpine exert analgesic and antiedematous
effect in the somatic and visceral inflammatory model of pain and edema. The effects
are local and/or systemic. Modulation of the synthesis of NO affects their effect in
somatic pain and edema, but not in visceral pain. Similar to NMDA receptor antagonist,
magnesium sulfate may be effective in the therapy of inflammatory pain and swelling.
This is the first study that shows that locally applied isotonic solution of magnesium
sulfate in the healthy tissue causes pain, which is achieved by activation of TRP

channels, NMDA receptors and increased synthesis of NO.

Keywords: magnesium sulfate, dizocilpine, NMDA antagonist, TRP channels,

inflammatory pain, edema.
Scientific field: Medicine

Major in: Pharmacology
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1. UVOD
wSedare dolorem — divinum opus est,,
(,,Smiriti bol — boZansko je delo,,)

Latinska izreka

1.1. Definicija bola i terapijski pristup

Bol se definiSe kao neprijatan osecaj i emocionalno iskustvo izazvano stvarnim ili
potencijalnim oStecenjem tkiva (IASP — International Association for Study od Pain).
Najcesci je simptom koji pacijenta dovodi do lekara. Bol se moze otkloniti kauzalnom i
simptomatskom terapijom. Kauzalna terapija otklanja uzrok bola i predstavlja osnovni
cilj savremene terapije. Medutim, kod mnogih oboljenja pracenih jakim bolovima
(karcinom, artritis) kauzalna terapija ili ne postoji ili ne daje zadovoljavajuce rezultate.
Zato se u praksi najées¢e sprovodi simptomatska terapija bola. Osnovni lekovi u
simptomatskoj terapiji bola su tzv. standardni analgetici (opioidi 1 nesteroidni
antiinflamatorni lekovi (NSAIL)). Medutim, u terapiji hroni¢nih bolnih stanja
standardni analgetici nekada pokazuju ograni¢enu efikasnost, a njihova hroni¢na
primena moze biti pradena znacajnim nezeljenim efektima. Zato je aktuelni cilj
savremene medicine razvoj adjuvantnih analgetika 1/ili kombinovana primena

analgetika, ¢ime se povecava efikasnost i bezbednost lekova u terapiji bola.

1.2. Klasifikacija bola
Bol se moZze podeliti na viSe nacina:

1. Prema mestu nastanka bolne drazi: somatski, visceralni, projektovani i

fantomski.
2. Prema vrsti bolne drazi: mehanicki, termicki, hemijski.
3. Prema patofizioloSkim mehanizmima: nociceptivni, inflamatorni i neuropatski.
4. Prema duzini trajanja: akutni, subakutni i hroni¢ni.

5. Prema jacini (intezitetu): slab, umereno jak i jak bol.



Nociceptivni bol ima protektivnu ulogu jer upozorava organizam da na njega deluje
Stetna noksa. Kod akutne traume 1 u specificnim situacijama, kao Sto su operacija ili
druge bolne procedure koje nuzno podrazumevaju Stetne stimuluse, nociceptivni bol sa
aspekta terapije nije klinicki problem jer dobro reaguje na lokalne ili opste anestetike ili
opioide. Inflamatorni bol je povezan sa oSteéenjem tkiva, inflamacijom i infiltracijom
tkiva imunim c¢elijama. U ovom modelu bola razli¢iti medijatori zapaljenja doprinose
nastanku 1 razvoju bola. On moze biti akutni i1 hroni¢ni. Neuropatski bol je oblik
hroni¢nog bola, koji nastaje zbog lezije ili oboljenja somatosenzornog sistema (Jensen i
sar., 2011). Akutni bol traje do 30 dana, subakutni od jednog do $est meseci, a hroni¢an

bol duze od Sest meseci (Thienhaus 1 Cole, 2002).

Da bi §to bolje proucili mehanizme nastanka i odrzavanja bola, a sa time i razvili
adekvatnu terapiju bola, kod zivotinja su standardizovani razliCiti eksperimentalni

modeli bola:

e Nociceptivni - nastaje direktnom stimulacijom nociceptora (zagrevanjem ili
mehanic¢kim pritiskom na Sapu ili rep, elektricna stimulacja zubne pulpe, prva

faza formalinskog testa).

e Inflamatorni — nastaje usled senzitizacije receptora na mehanicke ili hemijske
stimuluse (ubrizgavanje proinflamatornih supstanci u Sapu, trbuSnu duplju,

koleni zglob, visceralne organe...).

e Neuropatski bol — nastje usled senzitizacije receptora na mehanicke ili termicke
stimuluse (ligatura nervusa ischiadicusa ili polineuropatija u sklopu Secerne

bolesti).

e Visceralni bol — mehanicka distenzija mokra¢ne beSike ili creva, ubrizgavanje

hemijskih supstanci u unutrasnje organe.

e Postoperativni bol — incizija plantarne strane Sape.

Za ispitivanje antinociceptivnog profila (efikasnost, ja¢ina, mehanizam, mesto i duZina

delovanja) NSAIL i drugih lekova u terapiji inflamatornog bola najpogodniji je model



inflamatornog bola u kome se koristi mehanicki stimulus. Nasuprot tome, za ispitivanje
analgetickog dejstva opioidnih analgetika pogodniji je model nociceptivnog bola sa

termickim stimulusom (npr. test povlacenja repa usled zagrevanja ili test vruce ploce).

1.3. Patofiziologija bola

Ostecenje tkiva uzrokuje dozivljaj bola koji nastaje integracijom cetiri fizioloska

procesa: transdukcija, transmisija, percepcija i modulacija (Berry 1 sar., 2006).

Transdukcija je proces konverzije mehanicke, termicke ili hemijske energije bolne
drazi u elektricnu energiju receptora za bol. Dakle, to je proces u kome draz dovodi do
generisanja akcionog potencijala u senzornom nervnom zavrSetku. Nociceptori su
receptori za bol. Oni nisu receptori u pravom smislu te re¢i ve¢ su razgranati slobodni
nervni zavrSetci primarnih senzornih aferentnih nervnih vlakana. Receptori za bol se
nalaze na povrsini (koza, sluzokoze) ili unutar (zglobovi, skeletni miSici...) tela. Na
osnovu nacina razdrazivanja delimo ih na mehanoreceptore, termoreceptore 1
polimodalne receptore. Mehano- i termo-receptori se aktiviraju delovanjem mehanicke
odnosno termicke drazi. Polimodalne nociceptore aktiviraju tri vrste drazi: mehanicke,
termicke 1 hemijske. Nociceptori ne ispoljavaju spontanu aktivnost, ali za razliku od

drugih receptora, podlezu senzitizaciji.

Transmisija bola je proces prenosa bolnih impulsa tj. generisanih akcionih potencijala
iz nociceptora u ki¢menu mozdinu i mozak. Bolni signali se prenose primarnim
senzornim aferentnim vlaknima, koja se dele na Ad (mijelinizovana) i C polimodalna
nervna vlakna (nemijelinizovana) (Marchand, 2010). Ao prenose mehanicke stimuluse 1
mehanicke, termicke i hemijske stimuluse (polimodalna Ad vlakna). C vlaknima se
prenose mehanicki, termicki i hemijski stimulusi. Tela primarnih senzornih neurona
smestena su u dorzalnim spinalnim ganglijama, a njihovi centralni terminali ulaze u
zadnje rogove ki¢mene mozdine gde ostvaruju veze sa sekundarnim senzornim
neuronima. Dalje se impulsi sekundarnim senzornim neuronima prenose
spinotalamickim i spinoretikulotalamickim putem do talamusa (lateralnih i medijalnih
jedara) i srednjeg mozga (periakveduktalna siva masa i nucleus raphe magnus; strukture
ukljuc¢ene u endogenu modulaciju bola), respektivno. U talamusu se informacije prenose

sa sekundarnog na tercijarni neuron bolnog puta, onda se zatim talamickim putevima
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zavrSavaju u primarnim i sekundarnim somatosenzornim poljima u kori velikog mozga 1

limbickom sistemu (Marchand, 2010).

Percepcija bola je dozivljaj bola. Strukture ukljucene u taj proces su somatosenzorna
kora velikog mozga i limbicki sistem. Bol se dozivljava kao neprijatan osecaj u
odredenom delu tela. Uvek je pracen negativnim emocijama. Primarni i sekundarni
somatosenzorni korteks su odgovorni za svesno dozivljavanje 1 karakterizaciju bola u
vidu njegove lokalizacije, inteziteta 1 duZina trajanja bola. Limbicki sistem je ukljucen u

emocionalno-afektivnoj komponenti dozivljaja bola (Schaible, 2007; Marchand, 2010).

Modulacija bola je neuralna aktivnost koja kontroliSe proces transmisije bolnih signala.

Sa farmakoloskog aspekta ona predstavlja vazno ciljno mesto delovanja analgetika.

1.4. Modulacija bola

Modulacija bola se odvija se na svim nivoima nociceptivhog puta, od periferije preko
spinalnog do supraspinalnog nivoa. Sprovode je endogene regulatorne supstance.
Rezultat modulacije je facilitacija (pojacavanje) ili inhibicija bolnih impulsa (Shaible,

2007; Marchand, 2010).

Senzitizacija je svojstvo receptora da nakon ponavljane stimulacije stiu nizi prag

nadrazaja. Manifestuje se pojacanim bolom.

e Periferna senzitizacija podrazumeva da nociceptori postaju osetljiviji tj. sticu
nizi prag nadrazaja, povecavaju jacinu odgovora na dejstvo bolne drazi
povecanjem frekvence praznjenja akcionog potencijala i ispoljavaju spontanu

aktivnost. Manifestuje se kao primarna hiperalgezija i alodinija.

e Centralna senzitizacija je hiperekscitabilnost neurona kicmene mozdine.
Aktivacija N-metil-D-aspartat (NMDA) receptora u ki¢émenoj mozdini ima
glavnu ulogu u nastanku ovog procesa. Dodatni mehanizmi su smanjena
centralna inhibicija bola, pojava spontane aktivnosti i proSirenje receptivnog
polja neurona zadnjih rogova ki¢mene mozdine. Manifestuje se kao sekundarna

hiperalgezija, alodinija, perzistentni i preneseni bol.



Hiperalgezija je povecan intezitet bola na drazi koje su inace bolne. Ona moze biti

primarna 1 sekundarna.

e Primarna hiperalgezija je rezultat periferne senzitizacije tj. senzitizacije

nociceptora 1 javlja se na mestu ostecenja.

e Sekundarna hiperalgezija je rezultat centralne senzitizacije i javlja se u
neostecenoj regiji.
Alodinija je dozivljaj bola pri dejstvu inace bezbolnih drazi.
Perzistentni bol je produzeno trajanje bola posle kratkotrajnog stimulusa.

Preneseni bol je prosirenje bola u neostecena tkiva.

Modulacija bola na periferiji je uglavnom facilitatorna. Iako mahanicki 1 termcki
stimulusi aktivacijom nociceptora dovode do nastanka bola, najces¢i stimulatori
nociceptora su hemijski medijatori. Hemijski medijatori se oslobadaju iz tkiva nakon
inflamacije, ishemije i povrede tkiva. Periferni modulatori bola su histamin, bradikinin,
transmiteri (serotonin, glutamat, acetilholin), prostaglandini, leukotrijeni, metaboliti i
druge supstance oslobodene iz ¢elija (mle¢na kiselina, ATP, azotni oksid (NO), H', K*
joni), supstanca P, CGRP (peptid poreklom od gena za kalcitonin), kao 1 interleukini 1
interferoni (Carlton 1 sar., 1995; Marchand, 2010; Ossipov, 2012). Periferno oslobodeni
medijatori dovode do razvoja neurogene inflamacije tj. do vazodilatacije, ekstravazacije
plazme, privlacenja makrofaga i degranulacije mast ¢elija (Shaible, 2007; Marchand,
2010). Oslobodeni medijatori na nociceptore deluju dvojako: direktno ih aktiviraju
(histamin, serotonin, bradikinin, ATP, H" joni) ili povecavaju osetljivost nociceptora na
druge medijatore (prostaglandini, citokini, TNF) (Millan, 2002). Na mestu oStec¢enja i u
okolini oSte¢enja medijatori snizavaju prag osetljivosti nociceptora izazivajuci perifernu
senzitizaciju 1 primarnu hiperalgeziju. Tokom inflamacije na periferiji se deSava
promena broja i/ili aktivnosti mnogih jonskih kanala: voltazno-zavisni Ca*" (N tipa),
voltazno-zavisni K, TRPV1 (transient receptor potential cation channel vaniloid
member 1 - kanali za prolazne receptorske potencijale, vaniloidni tip 1), kao i ASIC
(acid-sensing ion channels)-kanali osetljivi na nizak pH. Na periferiji postoje i receptori,

kao Sto su p-opioidergicki, az-adrenergicki, adenozinski A1, 5-HTis/1p, GABAA, ¢ija



aktivacija dovodi do inhibicije transdukcije 1 transmisije bola (Millan, 2002; Marchand,

2010).

Na nivou ki¢mene moZzdine odvija se najznacajniji modulatorni uticaj na transmisiju
bolnih impulsa. Dorzalni rogovi ki¢mene mozdine imaju lokalne interneurone koji
mogu biti ekscitatorni i inhibitorni. Inhibitorni interneuroni su uglavnom GABA-
ergicki, glicinergicki, opioidergicki ili holinergi¢ki 1 oni spreCavaju nekontrolisano
Sirenje ekscitacije (Millan, 1999; Shaible, 2007). Ki¢mena moZdina je 1 mesto
najkompleksnije modulacije jer predstavlja tzv. ,kapiju bola,,. Teorija ,.kapije bola,,
znaci da se na nivou dorzalnih rogova ki¢mene mozdine susti¢u facilitiraju¢i ushodni
(ascedentni) uticaji sa periferije 1 uglavnom inhibitorni nishodni (descendentni) putevi
viSih nervnih centara. Descedentni inhibitorni putevi oslobadaju serotonin, dopamin,
noradrenalin. Konacan uticaj (facilitacija ili inhibicija transmisije bolnih signala) zavisi

od toga koja ¢e komponenta preovladati (Millan, 2002; Marchand, 2010).

Da je kicmena mozdina centar modulacije bola govori i postojanje fizioloSkih spinalnih
nociceptivnih refleksa (refleks fleksije 1 ukrsteni refleks ekstenzora). Oni predstavljaju
jedan od prvih mehanizama odbrane od bola kojim se organizam S§titi pre nego Sto
centralni nervni sistem prepozna problem na svesnom nivou. Refles fleksije se prvi
javlja, odmah po stimulaciji nociceptora. On omogucava fleksiju kojom se deo/strana
tela na kojoj su aktivirani nociceptori uklanja od bolnog stimulusa. UkrSteni refleks
ekstenzora se javlja nesto posle refleksa fleksije, a u toku njega ekstenzija ekstremiteta
suprotne strane tela omogucéava da se celo telo sklanja od bolnog stimulusa (,,0dskok,,)

(Dale Purves i sar., 2001).

Na supraspinalnom nivou modulacija bola moze biti inhibitorna (,,kapija bola,,) ili
ekscitatorna. Inhibitoran uticaj u sinapsama se ostvaruje putem serotonina, enkefalina i
noradrenalina (Shaible, 2007; Ossipov, 2012). Ekscitatornom modulacijom descedentni
putevi na svojim zavrSecima u zadnjim rogovima kicmene mozdine oslobadaju
glutamat, NO, ali i noradrenalin, serotonin, dopamin. Uticaj noradrenalina, serotonina i
dopamina na modulaciju bola moze biti i ekscitatoran i inhibitoran, to zavisi od toga na

koji podtip odgovarajuéeg receptora ¢e neurotransmiter delovati (Millan, 1999).



1.5. NMDA receptori i njihova uloga u modulaciji bola
1.5.1. NMDA receptori

Glutaminska kiselina (glutamat) je glavni ekscitatorni neurotransmiter u CNS-u.
Glutamat 1 aspartat aktiviraju dve vrste glutamatnih receptora: jonotropne i

metabotropne.

Jonotropni glutamatni receptori su ligand-zavisni jonski kanali. Prema specificnom
vezivanju liganda farmakoloski su podeljeni na NMDA (vezuje N-metil-D-aspartat),
kainatne (KAI, vezuje kainatnu kiselinu) i AMPA (vezuje alfa-amino-3-hidroksil-5-
metil-4-izoksazola) receptore. Oni pripadaju voltazno-zavisnim i voltazno-nezavisnim
receptorima. Nakon aktivacije omogucavaju protok jona kalcijuma, natrijuma i

kalijuma.

Kainatni i AMPA receptori ¢ine grupu ne-NMDA receptora. To su voltazno-nezavisni
receptori propustljivi prvenstveno za jone natrijuma i odgovorni su za nastanak brze

depolarizacije postsinapticke membrane (Traynelis 1 sar., 2010).

NMDA receptor je receptorsko-kanalski kompleks. NMDA receptor grade Cdcetiri
subjedinice. Obavezno su prisutne dve GluN1 subjedinice u kombinaciji sa dve GluN2
i/ili GluN3 subjedinice. Na NMDA receptoru se nalaze Cetiri domena na/u kojima se
nalaze vezna mesta za supstance koje reguliSu aktivnost NMDA receptora, to su
ekstracelularni amino-terminalni domen (ATD), koji je povezan sa ekstracelularnim
ligand-vezuju¢im domenom (LBD), koji se spaja sa transmembranskim domenom (MD)
formirajuci jonski kanal. MD se nastavlja na intracelularni karboksi-terminalni domen
(CTD) (Traynelis i sar., 2010). U stanju mirovanja joni magnezijuma se nalaze u
jonskom kanalu i vrSe fizioloSku blokadu NMDA receptora. U prostim mozdanim
sinapsama NMDA receptori obi¢no koegzistuju ili sa AMPA ili sa kainatnim
receptorima. Da bi doslo do aktivacije NMDA receptora neophodno je da se prvo
aktiviraju AMPA/KA receptori. Glutamat se prvo vezuje za AMPA/KA receptore Sto
dovodi do influksa jona natrijuma i nastanka depolarizacije postsinapticke membrane.
Tako nastala depolarizacija dovodi do istiskivanja jona magnezijuma iz kanala NMDA
receptora (Daw 1 sar., 1993) tj. odstranjivanja fizioloske blokade, posle cega sledi
influks jona kalcijuma kada se glutamat veze za NMDA receptor. Ovako nastala

depolarizacija 1 aktivacija NMDA receptora dovode do nastanka spororastucih,
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dugotrajnih jonskih struja koje se primarno ostvaruju influksom jona kalcijuma

(Michaelis, 1998). (Slika 1).

Na gore pomenutim domenima se nalaze vezna mesta koja reguliSu aktivnost NMDA
receptora (slika 1). Glutamat ili NMDA se vezuju za GluN2 subjedinicu i ucestvuju u
aktivaciji receptora na gore pomenuti nacin. Glicin ili D-serin se vezuju za GIluN1
subjedinicu. Glicin se ponasa kao koagonist, dovode¢i do povecavanja frekvencije
otvaranja kanala. Zato bi lekovi koji blokiraju ovo mesto (nekompetitivni antagonisti
NMDA receptora—kinurenska kiselina) mogli da smanje efekte NMDA agonista. U
samom kanalu NMDA receptorskog kompleksa postoji tzv. fenciklidinsko mesto za
koje se razli¢itim afinitetom vezuju jedinjenja koja ¢ine grupu nekompetitivnih
antagonista NMDA receptora. U njih spadaju fenciklidin (PCP), dizocilpin (MK-801),
ketamin i drugi. Fenciklidin i dizocilpin imaju visoki afinitet za ovo vezno mesto, a
memantin 1 dekstrometorfan nizak (Wei 1 Petrovaara, 1999). Vezno mesto za
magnezijum nalazi se iznad fenciklidinskog mesta. Za modulatorno mesto NMDA
receptora vezuju se glicin, joni cinka i poliamini (Scatton, 1993). Vezno mesto za jone
cinka se nalazi pored mesta vezivanja glicina. Cink je nekompetitivni voltazno-
nezavisni blokator NMDA receptora. Medutim, cink moze potencirati ili aktivirati
NMDA receptore zavisno od neuralne aktivnosti (Horning i1 Trombley, 2001).
Poliaminsko vezno mesto se nalazi pored mesta vezivanja cinka. Poliamini kao §to su
spermin 1 spermidin mogu biti parcijalni agonisti, antagonisti ili inverzni agonisti
(Williams 1 sar., 1991). Na NMDA receptoru se nalazi i redoks modulatorno mesto
(Scatton, 1993) koje je izgradeno od sulfhidrilnih grupa. Oksidacijom ovih grupa
stvaraju se disulfidne veze 1 smanjuje se aktivnost NMDA receptora. NO olakSava

stvaranje disulfidnih veza.
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Slika 1. Struktura NMDA receptora. Vezna mesta i nacin aktivacije. U stanju mirovanja
jonski kanal NMDA receptora blokira magnezijum. Usled depolarizacije celijske
membrane zbog aktivacije AMPA 1 kainatnih receptora dolazi do istiskivanja
magnezijuma 1 ulaska jona natrijuma 1 kalcijuma u Celiju. Preuzeto sa
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1.5.2. Uloga NMDA receptora u modulaciji bola

Stimulacija NMDA 1 ne-NMDA receptora je bitna u nastanku 1 odrzavanju bola.
NMDA receptori se nalaze u ganglionima zadnjih korenova ki¢mene mozdine i u
pojedinim delovima mozga, pre- 1 postsinapticki. Sa periferije bolni signali se prenose C
1 A nervnim vlaknima u ki¢menu mozdinu gde dovode do osolobadanja glutamata i
pojave bola. Medutim, NMDA 1 ne-NMDA receptori se nalaze i na perifernim nervnim
zavrSecima 1 imaju ulogu u patogenezi bola (Carlton 1 sar., 1995; Jackson i sar., 1995;

Lawand i sar., 2000).

Uloga NMDA receptora u akutnom nociceptivnom bolu bez prisutva inflamacije i

neuropatije je mala. Pokazano je da ketamin primenjen sam ne dovodi do promene
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reakcionog vremena u testu vruc¢e ploce (eng. Hot plate test) (Getova i Doncheva,
2011). Aktivacija NMDA receptora u indukciji 1 odrzavanju procesa senzitizacije koji se
desava tokom inflamatornog bola je od velikog znacaja (Ren i sar., 1992a; Lawand i
sar., 2000; Petrenko i sar., 2003; Du i sar., 2003). Nakon inflamacije i oSte¢enja nerva
dolazi do perzistentnog bolnog stanja, zbog ¢ega nastaju promene u modulatornim
mehanizmima bola. Promene u modulaciji bola vode razvoju neuroplasticnosti bolnog
puta. Ovaj fenomen moZe biti prolazan, ali ako bol dugo traje ili kratko traje ali je jakog
inteziteta onda je osnov nastanka hroni¢nog bola. Kljuénu ulogu u procesu
neuroplasti¢nosti bolnog puta imaju NMDA receptori. Najpre ponavljana stimulacija C-
vlakana pospesSuje transmisiju bolnog signala kroz zadnje rogove kicmene mozdine (tzv.
,,wind-up,, fenomen) mehanizmima koji uklju¢uju produzeno oslobadanje glutamata i
posledi¢nu aktivaciju NMDA receptora. Dalje se povecava osetljivost nociceptora i
snizava prag okidanja neurona ki¢mene mozdine Sto dovodi do razvoja hiperalgezije i

alodinije (Marchand, 2010; Ossipov, 2012).

U skladu sa prethodno navedenim su rezultati brojnih eksperimenata sa modelima
somatskog 1 visceralnog bola. Pokazano je da agonisti NMDA, AMPA i kainatnih
receptora aplikovani pod kozu, izazivaju alodiniju i mehanicku hiperalgeziju, a da
primena antagonista ovih receptora (dizocilpina i CNQX) smanjuje bol (Zhou 1 sar,
1996). Dalje, Berrino i sar. (2003) su pokazali da prethodno davanje dizocilpina,
ketamina, memantina ili dekstrometorfana smanjuje bol izazvan intraplantarnom
primenom formalina. Prema antinociceptivnoj aktivnosti NMDA antagonisti su imali
slede¢i redosled potentnosti: dizocilpin >memantin>ketamin>dekstrometorfan. Ketamin
se pokazao efikasnim u smanjenju bola u testu abdominalnih gréeva izazvanih
sircetnom kisleinom (Jahangiri i sar., 2013). Willert i sar. (2004) su pokazali da i kod

ljudi ketamin smanjuje viceralnu bol u ezofagusu izazvan kiselinom.

Pored gore navedenog direktnog uticaja, NMDA 1 ne-NMDA receptora mogu imati 1
indirektan uticaj u patogenezi bola. On se ostvaruje preko prostaglandina, NO-a. O
povezanosti NMDA receptora i prostaglandina govori hiperalgezija koja se razvija
stimulacijom intratekalnih NMDA i AMPA receptora ili primenom prostaglandina, a
koja se suzbija prethodnom primenom indometacina ili selektivnog inhibitora
ciklooksigenaze 2 (COX-2) (Yamamoto i Sakashita, 1998). Interakcija izmedu
prostaglandina i glutamata ogleda se, s jedne strane u pove¢anom oslobadanju glutamata
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nakon hiperalgezije izazvane intratekalnom primenom prostaglandina Ei (Takano i sar.,
1999), a sa druge strane u povecanom oslobadanju prostaglandina E> nakon aktivacije
NMDA i ne-NMDA receptora u kicmenoj mozdini (Yaksh i sar., 1999). Pokazano je da
se centralni analgeticki efekt ketorolaka ostvaruje preko NMDA receptora, s obzirom da
u ki¢menoj mozdini smanjuje ekscitaciju NMDA receptora izazvanu N-metil-D-
aspartatom (Sotgiu 1 sar., 1998). Nakon aktivacije NMDA receptora dolazi do influksa
jona kalcijuma, koji se intracelularno vezuje za kalmodulin. Kompleks kalcijum-
kalmodulin aktivira azot oksid sintazu (NOS) koja iz L-arginina stvara citrulin uz
oslobadanje NO-a. Ovako stvoreni NO ucestvuje u nastanku bola (Shibuta i sar., 1996),
a to potvrduju 1 eksperimenti u kojima antagonisti NOS ostvaruju analgeticki efekt

(Haley, 1998).

1.6. Azotni oksid i njegova uloga u modulaciji bola
1.6.1. Azotni oksid

Azotni oksid (NO) je nestabilan slobodni radikal koji ima kratko bioloSko poluvreme.
Biosinteza NO-a vrsi se iz molekula kiseonika i aminokiseline L-arginin, a reakciju
katalizuje enzim NO sintaza (NOS). Enzim se javlja u tri izooblika: neuralni (nNOS),
endotelni (eNOS) 1 inducibilni (iNOS) oblik NOS. Neuralna i endotelna forma NOS
predstavljaju konstitutivne oblike NOS. Neuralna NOS se nalazi u primarnim
aferentnim neuronima, dorzalnim rogovima ki¢mene mozdine i u CNS-u, ali i u
skeletnim misi¢ima, bubregu (macula densa). Endotelna NOS se nalazi u endotelu
krvnih sudova, miocitima, osteoblastima, osteoklastima i trombocitima. Inducibilna
NOS se sintetiSe u makrofagima, neutrofilima, fibroblastima, vaskularnoj glatkoj
muskulaturi, miocitima, endotelu, astrocitima i glija c¢elijama, kao odgovor na
inflamatorne promene. Konstitutivni oblici NOS su Ca®*-zavisni, dok je inducibilan
oblik NOS Ca*"-nezavisan. To zna¢i da za svoju aktivnost konstitutivni oblici NOS
zahtevaju intracelularni porast koncentracije jona Ca**, dok je inducibilni oblik NOS
aktivan i kada je intracelularna koncentracija jona Ca*" niska. Pod bazalnim uslovima,
aktivirani konstitutivni oblici NOS stvaraju malu koli¢inu NO-a koja ima fizioloski
znacaj (Moncada 1 sar.,, 1991). NO je signalni molekul koji doprinosi mnogim

fizioloskim procesima kao §to su vazodilatacija, neurotransmisija, stimulacija aktivnosti
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makrofaga, inhibicija agregacije trombocita. Medutim, u uslovima stimulisane sinteze
NO-a pod dejstvom iNOS dolazi do prevelikog stvaranja NO-a (oko 1000 puta veca
proizvodnja u odnosu na bazalnu), koji tada ima patofizioloSki znacaj. Pod takvim
uslovima NO dovodi do nastanka hiperalgezije, izrazene hipotenzije. NO je signalni
molekul ne-adrenergic¢kih ne-holinergickih nerava. NO regulise funkciju respiratornog,
gastrointestinalnog trakta, renalnu perfuziju i1 kontroliSe erekciju penisa. nNOS je
eksprimirana u neuronima perifernog i centralnog nervnog sistema i odgovorna je za
sintezu NO-a u fiziolo§kim uslovima, gde ucestvuje u kontroli spavanja, ucenja, apetita,
telesne temperature i neurosekrecije. Kada se NO proizvodi u velikim koli¢inama, kao
rezultat aktivnosti iNOS, onda ucestvuje u degeneraciji neurona nakon traumatskog
oste¢enja mozga (Freire, 2012), u razvoj neurodegenerativnih bolesti kao §to su
Alchajmerova 1 Parkinsonova bolest (Calabrese i sar., 2007). Dakle, NO ucestvuje u
mnogim procesima u centralnom i perifernom nervnom sistemu kao neuromodulator,

neuroprotektor ili neurotoksi¢an molekul (Calabrese 1 sar., 2007).

1.6.2. Uloga NO-a u modulaciji bola

NO je molekul koji ima dvojako dejstvo na nocicepciju, antinociceptivno i
pronociceptivno. Ovo dualno dejstvo NO-a zavisi prvenstveno od koli¢ine stvorenog
NO-a (Kawabata i sar., 1994; Dolan i sar., 2000; Prado i sar., 2002). Takode, dvostruko
dejstvo NO zavisi i od nacina izazivanja bola. Pokazano je da se inhibicijom produkcije
NO-a postize antinociceptivni efekt u modelu visceralnog bola (test gréeva) i kod bola
koji nastaje stimulacijom perifernih nerava hemijskim agensima (formalin, karagenin)
(Abacioglu 1 sar., 2000; Esplugues, 2002). Suproto ovome, inhibicija NOS u modelu
mehanicke hiperalgezije (test pritiska na rep pacova) pojacava bolno stanje (Zhuo i sar.,

1993).

U inflamatornom bolu proinflamatorna supstanca (karagenin, formalin, siréetna
kiselina...) povecava prisustvo neutofila, mast ¢elija i makrofaga na mestu inflamacije 1
u ki¢menoj mozdini. Pomenute imunske celije oslobadaju bradikinin, serotonin,
prostaglandine, supstancu P, i druge proinflamatorne supstance koje u ki¢menoj
mozdini podsti¢u oslobadanje glutamata. Glutamat, ekscitatorna aminokiselina, aktivira

NMDA receptore dorzalnih rogova kiémene mozdine Sto rezultuje porastom
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intracelularne koncentracije kalcijuma koja onda dovodi do aktivacije Ca®"-zavisne
nNOS 1 posledi¢ne sinteze NO-a (Freire i sar., 2009). Istovremeno se povecava i sinteza
Ca?"-nezavisne iNOS. Dakle, u ki¢menoj mozdini aktivirane nNOS i iNOS dovode do
velikog porasta NO. NO onda deluje kao retrogradni transmiter koji ponovo preko
NMDA receptora u ki¢menoj mozdini aktivira nNOS (Xu 1 sar., 2007). Pored ovoga,
NO u ostalim neuronima u ki¢menoj mozdini povecava aktivnost solubilne gvanilatne
ciklaze, §to dovodi do stvaranja cikli¢nog gvanozin monofosfata (cGMP). cGMP je
ukljuen u intracelularne procese, aktivira fosfodiesteraze, protein kinaze, aktivira
jonske kanale, §to za posledicu ima oslobadanje drugih ekscitatornih neurotransmitera,

koji prenose bolni signal do talamusa (Tao 1 sar., 2004; Tunctan 1 sar., 2006).

Brojne studije sugeriSu da upravo gore pomenuta kaskada dogadaja ima vaznu ulogu u
modulaciji bola na centralnom i perifernom nivou (Kawamata i Omote 1999; Tanabe i

sar., 2009; Andreasen i sar., 2013).

Kao rezultat aktivacije L-arginin-NO-cGMP puta dolazi do otvaranja kalijumskih
kanala (Ortiz i sar., 2003). Siroka distribucija adenozin trifosfat (ATP)-zavisnih
kalijimskih kanala (K*ATP) u perifernom i centralnom nervnom sistemu (Sarantopoulos
i sar., 2003; Yamada i Inagaki, 2005; Chi i sar., 2007) regulise ekscitabilnost neurona,
oslobadanje neurotransmitera (Yamada i Inagaki, 2005). K'ATP kanali imaju vaznu
ulogu u modulaciji bola; otvaranje kanala dovodi do hiperpolarizacije celijske
membrane S§to rezultuje smanjenom celijskom ekscitabilnos¢u (Lazaro-Ibanez i sar.,

2001; Ortiz 1 sar., 20006).

1.7. TRP i ASIC receptori i njihova uloga u modulaciji bola
1.7.1. TRP i ASIC receptori

Prolazni receptorski potencijali (eng. transient receptor potential - TRP) su jonski kanali
propustljivi za monovalentne 1 dvovalentne katjone. TRP kanali su tetramerske strukture
1 velika familija transmembranskih jonskih kanala koja je podeljena na Sest podfamilija
(Nilius 1 Owsianik, 2011). Osnovna podela ovih kanala je na vaniloidne (TRPV),
ankirinske (TRPA), melastatinske (TRPM), kanonske (TRPC), mukolipinske (TRPML)
1 policisticne (TRPP) (tabela 1.). Za razliku od voltazno-zavisnih kanala, TRP kanali
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nisu tipi¢ni voltazni senzori. Mnoge prirodne supstance su njihovi aktivatori, npr. beli
luk, ren, kapsaicin iz ljute paprike, origano, kanabis (tetrahidrokanabinol) (slika 2.).
Aktivira ih 1 pritisak i sile istezanja (TRPV4), oksidativni stres, produkti zapaljenja.
Skoro svi TRP kanali su termosenzori, aktiviraju se pod dejstvom niske (TRPAI,
TRPMBS) i visoke temperature (TRPV) (Nilius i Owsianik, 2011) (slika 2). TRP kanali
ucestvuju u brojnim fizioloSkim i patofizioloskim procesima u organizmu. Lokalizovani
su neuralno i ekstraneuralno (epitel, osteoblasti, fibroblasti...). Kako su najcesce
propusni za jone kalcijuma oni povecavaju intracelularnu signalizaciju i zato imaju
bitnu ulogu u regulisanju osnovnih ¢éelijskih funkcija, kao $to su kontrakcija, relaksacija,
proliferacija 1 celijska smrt. ReguliSu homeostazu kalcijuma u organizmu; vrse
apsorpciju jona kalcijuma u crevima (TRPV6), bubrezima (TRPVSY), osteoblastima
(TRPVI) (Lieben i Carmeliet, 2012). TRP kanali tipa melastatin 6 i 7 su karakteristicno
permeabilni za jone magnezijuma (Schlingmann i sar., 2002; Monteilh-Zoller i sar.,
2003) zbog Cega ucestvuju u reapsorpciji magnezijuma u bubrezima i crevima. TRP
kanali imaju znacajnu ulogu i u kardiovaskularnom i respiratornom sistemu. U
patogenezi astme i hroni¢ne obstruktivne bolesti pluc¢a aktivacija TRPA1l, TRPVI,
TRPV4 i TRPMS8 doprinosi nastanku inflamacije i bronhokonstrikcije. TRPA1 agonisti
izazivaju astmi slicne simptome, kasalj, vizing, dispneju i naknadnu osetljivost na

hemijske 1 fizicke stimuluse (Grace i sar., 2014).

Tabela 1. Familija TRP kanala kod ljudi.

Podfamilja | Kanonski | Melastatinski | Vaniloidni | Ankirinski | Mukolipinski | Policisti¢ni
TRP kanala | tip-TRPC | tip-TRPM tip-TRPV | tip-TRPA | tip-TRPML tip-TRPP
Broj TRPC 1-7 | TRPM 1-8 TRPV 1-6 | TRPAI1 TRPML 1-3 | TRPP 2,3,5
podfamilija
TRP kanali | TRPCI TRPM2 TRPV1 TRPAI / /
koji TRPC6 | TRPM3 TRPV2
ucestvuju u

. TRPMS TRPV3
nocicepciji

TRPV4
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Kanali osetljivi na nizak pH (acid-sensing ion channels - ASICs) su voltazno-nezavisni
katjonski kanali koje aktivira ekstracelularna promena pH tj. joni vodonika. ASIC su
propustljivi 1 za druge jone, kao $to su joni natrijuma, kalcijuma i kalijuma. Do sada je
klonirano Sest razli¢itih izoformi ASIC, ASICla, ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 i
ASICA4.
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Slika 2. Prirodni aktivatori TRP kanala i termosenzitivni TRP kanali. Preuzeto sa

journal.publications.chestnet.org.

1.7.2. Uloga TRP i ASIC receptora u modulaciji bola

Do sada je opisano deset ¢lanova iz Cetiri podgrupe TRP kanala koji ucestvuju u
nociceptivnom procesu (tabela 1). Svi oni su ligand-zavisni jonski kanali (Nilius 1
Owsianik, 2011). Tokom periferne inflamacije proizvode se razli¢iti medijatori,

bradikinin, prostaglandin Ez, supstanca P koji preko svojih receptora na nociceptorima
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vrSe senzitizaciju perifernog nerva (tj. snizavaju prag bola na mestu inflamacije) 1
aktiviraju intracelularne mehanizme odgovorne za prenos bolnog signala. Pomenuti
medijatori preko svoje signalne kaskade mogu da vrSe fosforilaciju TRP kanala i time
menjaju broj i/ili aktivnost TRP kanala na membrani perifernog nerva (Patapoutian i
sar., 2009). NO kroz nitrozilaciju aktivira TRP kanale, TRPV1, TRPV3, TRPV4, TRPC
(Yoshida 1 sar., 2006). U perifernom nervnom sistemu, nakon aktivacije TRP kanali
propustaju jone natrijuma, kalijuma i kalcijuma $to dovodi do depolarizacije membrane
1 povecane verovatnoce stvaranja akcionog potencijala. Pored toga, priliv jona
kalcijuma povecava oslobadanje razli¢itih medijatora (Parnas i Parnas, 2010) koji onda
1zazivaju ekscitaciju postsinaptickog neurona. U dorzalnim rogovima ki¢mene mozdine
dolazi do oslobadanja glutamata, supstance P, CGRP i nastanka centralne senzitizacije
(Patapoutian 1 sar., 2009). Dakle, TRPA1, TRPV1 i TRPV4 kanali se nalaze uglavnom
u perifernom, ali takode i u centralnom nervnom sistemu i bitni su za transdukciju i
transmisiju bola (Eid 1 sar., 2008; Denadai-Souza 1 sar., 2012; Uchytilova 1 sar., 2014;
Sousa-Valente i sar., 2014) (slika 3). TRPV4 kanali se specificno aktiviraju na
mehanicke drazi, ali ne uticu na promenu bazalnog nociceptivnog praga na mehanicki

stimulus.

: t
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Slika 3. Nacin aktivacije TRP receptora u perifernim nervima. Mehanicki 1 hemijski

stimulusi mogu direktno da aktiviraju TRP kanale povecavaju¢i njihovo otvaranje i

influks katjona. Dodatno, ekstracelularni medijatori kao $to su inflamatorni medijatori i
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citokini preko svojih receptora i intracelularne signalizacije mogu aktivirati TRP kanale.
Neki medijatori mogu delovati preko TRP kanala, a neki prvenstveno otvaraju
natrijumske kanale ili zatvaraju kalijumske kanale u perifernom nervu u cilju

povecavanja ekscitabilnosti. Preuzeto iz reference Blackshaw, 2014.

Pokazano je da su u somatskom bolu, TRPA1, TRPV1 i TRPV4 kanali odgovorni
tokom inflamacije za nastanak mehanicke 1 toplotne hiperalgezije, kao i za hiperalgeziju
na hladno (Davis i sar., 2000; Karashima i sar., 2009; da Costa i sar., 2010). TRPAI,
TRPV1, TRPV4 kanali u€estvuju i u nastanku visceralnog inflamatornog bola tokom
eksperimentalnog cistitisa 1 kolitisa (Charrua 1 sar., 2007; Engel i sar., 2011; Fichna 1
sar., 2012). Tokom inflamacije 1 oSteCenja perifernog nerva nastanku hiperalgezije na

razli¢ite stimuluse doprinose uglavnom sli¢ni tipovi i podfamilije TRP kanala (tabela 2).

Tabela 2. UceS¢e TRP kanala u razli¢itim modalitetima bola tokom inflamacije 1
ostecenja perifernog nerva (Preuzeto i prilagodeno prema referenci Sousa-Valente i sar.,

2014).

INFLAMACIJA OSTECENIJE NERVA
Termicka Hiperalgezija | Mehanicka Termicka Hiperalgezija | Mehanicka
hiperalgezija | na hladno hiperalgezija | hiperalgezija | na hladno hiperalgezija
TRPV1 TRPVI TRPV1 TRPV1
TRPM2 TRPM2 TRPM2 TRPM2
TRPM3
TRPALI TRPALI TRPALI TRPAI
TRPMS TRPMS
TRPV4 TRPV4
TRPC1
TRPC6
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ASIC3 imaju vaznu ulogu u procesu detekcije inflamacije u perifernom nervnom tkivu
(Deval 1 sar., 2008). OStecenje tkiva i inflamacija izazivaju acidozu koja je dovoljna da
aktivira ASIC3 kanale i dovede do nastanka bola. ASIC ucestvuju u detekciji i
transmisiji bola na mehanicki stimulus koji nastaje tokom neuropatije ili inflamacije
(Ugawa 1i sar., 2002; Jeong i sar., 2013). Tokom zapaljenja prisutna je acidoza, ali se i
oslobadaju 1 medijatori zapaljenja. Izmedu inflamatornih medijatora i protona postoji
sinergisticka reakcija. Pokazano je da bradikinin i1 serotonin poveéavaju ekspresiju i
aktivnost ASIC3 kanala (Mamet i1 sar., 2002). Studije na knock-out misevima su
pokazale da upravo serotonin, klasi¢ni inflamatorni medijator, doprinosi inflamatornom
bolu aktiviraju¢i neprotonski tj. ligand zavisni domen ASIC3 kanala (Wang 1 sar.,
2013). Pored ASIC kanala i TRPV1 i TRPV4 kanali se takode aktiviraju protonima,

razlika postoji u stepenu acidoze pri kojoj dolazi do aktivacije pomenutih kanala.

1.8. Analgetici

Analgetici su lekovi kojima se otklanjaju bolovi. Osnovna podela analgetika je na

analgoantipiretike (,,neopioidne,,) i opioidne.

U analgoantipiretike ubrajaju se paracetamol i NSAIL. Osnovni mehanizam njihovog
dejstva je inhibicija enzima ciklooksigenaze tj. sinteze prostaglandina. Oni smanjuju bol
slabog do umerenog inteziteta (analgeticko dejstvo), suzbijaju upalu mekih tkiva i
kostiju (antiinflamatorno dejstvo) 1 snizavaju poviSenu telesnu temperaturu
(antipireticko  dejstvo). NezZeljena dejstva ostvaruju u  gastrointestinalnom,
kardiovaskularnom sistemu, bubrezima i trombocitima. InhibiSuéi sintezu tromboksana
NSAIL smanjuju agregaciju trombocita i1 tako uti¢u na koagulaciju krvi. SpreCavanjem
sinteze prostaglandina, izostaje njihovo protektivno dejstvo na mukozu zeluca zbog
¢ega NSAIL mogu dovesti do ulkusa Zeluca ili njegove perforacije. Prostaglandini
reguliSu 1 protok krvi kroz bubrege, reguliSu hidroelektolitnu ravnotezu, izlucivanje
kalijuma, lu€enje renina, odrzavanje krvnog pritiska zbog cega NSAIL izazivaju
retenciju vode 1 natrijjuma 1 pojavu edema, hiperkalijemiju, akutnu bubreznu
insuficijenciju. Nezeljena dejstva NSAIL na kardiovaskularni sistem su hipertenzija,
zastojna sr¢ana insuficijencija i protromboti¢ni dogadaji. Paracetamol je manje efikasan

u odnosu na NSAIL. Izmedu pojedinih NSAIL nema znacajnih razlika u efikasnosti.
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Glavne razlike izmedu neopioidnih analgetika su u bezbednosti primene. U terapijskim
dozama paracetamol ne izaziva ozbiljna nezeljena dejstva, dok NSAIL mogu da izazovu

brojna nezeljena dejstva, ali 1 ozbiljna neZeljena dejstva (Vuckovié, 2012).

Opioidni analgetici su lekovi koji se koriste u terapiji umerenih do jakih bolova
razli¢itog porekla. Koriste se u terapiji jakih akutnih bolova (npr. opekotine, trauma,
infarkt miokarda, pre i posle hirurSke intervencije i druge bolne procedure), umerenih
do jakih bolova malignog porekla, umerenih do jakih hroni¢nih nemalignih bolova
organskog porekla i jakih neuropatskih bolova. Opioidni analgetici su agonisti mi
opioidnih receptora u centralnom i perifernom nervnom sistemu. U zadnjim rogovima
ki¢mene mozdine ovi receptori se nalaze presinapticki 1 postsinapticki. Presinapticki u
centralnim nastavcima primarnih aferentnih neurona preko ovih receptora se smanjuje
oslobadanje neurotransmitera u sinapsama, a postsinapti¢ki se inhibiSe supraspinalni
prenos bolnog nadrazaja. Supraspinalna aktivacija ovih receptora pojacava aktivnost u
descedentnim inhibitornim putevima mozga. Periferni opioidni receptori se pojacano
eksprimiraju kada postoji inflamacija i posredstvom njih se inhibira proces transdukcije
bolnog nadrazaja. Opioidni analgetici se dele na slabe, u koje spadaju tramadol, kodein i
dekstropropoksifen i jake analgetike, u koje spadaju morfin, fentanil, i dr. Za razliku od
neopioidnih analgetika, kao 1 slabih opioidnih analgetika, jaki opioidni analgetici
nemaju gornju granicu efikasnosti tj. mogu da otklone i najjate bolove. Opioidni
analgetici ispoljavaju veliki broj neZeljenih efekata. NajeS¢e nezeljena dejstva su
mucnina i povraéanje, opstipacija, suvoca usta, spazam zucnih puteva; vece doze mogu
da izazovu rigiditet miSi¢a, hipotenziju, kao 1 depresiju disanja. Ostala, Cesta nezeljena
dejstva su bradikardija, tahikardija, palpitacije, edemi, posturalna hipotenzija,
halucinacije, euforija, disforija, zavisnost, vrtoglavica, konfuzija, pospanost, poremecaj
spavanja, glavobolja, seksualna disfunkcija, otezano mokrenje, retencija urina, spazam

uretera, mioza, znojenje, crvenilo koze, ospa, urtikarija i svrab. (Vuckovi¢, 2012).

Upravo zbog velikog broja neZeljenih dejstava, sve je ¢eS¢a kombinacija standardnih
analgetika medusobno, gde kombinujemo manje doze svakog od pojedina¢no uzetog
leka i time povecavamo efikasnost i bezbednost primene tj. smanjujemo nezeljena
dejstva. Razvoj adjuvantnih analgetika je od znaCaja za povecanje efikasnosti 1

bezbednosti primene analgetika.
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Adjuvantni analgetici sa razlogom mogu da se svrstaju u tre¢u grupu analgetika.
Adjuvantni analgetici su raznorodna grupa lekova kojima primarna indikacija nije
terapija bola, ali koji mogu da otklone bol u specifiénim bonim stanjima. Dokazano je
da oni primenjeni samostalno kao monoterapija ili u kombinaciji sa standardnim
analgeticima imaju vecu efikasnost i manje nezeljenih dejstva. Posto se Cesto koriste u
kombinacija sa stndardnim analgeticima nazivaju se 1 ko-analgeticima. Njihova
efikasnost je pokazana kada postoji hroniCan bol, glavobolja, muskuloskeletni,
kancerski 1 neuropatski bol. Kako je za hroni¢an i neuropatski bol karakteristiCna
senzitizacija onda bi adjuvantni analgetici mogli biti efikasni i u le¢enju inflamatornog
bola. U ovu grupu lekova spadaju antidepresivi (tricikli¢cni antidepresivi-amitriptilin,
selektivni inhibitori preuzimanja serotonina i/ili noradrenalina-fluoksetin, paroksetin,
venlafaksin), antikonvulzivi (gabapentin, pregabalin, karbamazepin), miorelaksansi,
kortikosteroidi (deksametazon, prednizon), antagonisti NMDA receptora (Vuckovié,
2012). Za razliku od opioidnih analgetika, adjuvantni analgetici imaju svoju

maksimalnu efikasnost, a mogu i da izazovu 1 nezZeljena dejstva.

Za primenu analgetika u terapiji kancerskog bola preporucuje se princip ,,stepenica,,
koji je promovisala Svetska zdravstvena organizacija. ,,Princip stepenica,, preporucuje

tri stepenice u primeni analgetika:

e Prva stepenica se odnosi na lecenje blagog bola i tada se preporucuje primena
neopioidnih analgetika, tj. paracetamola 1 NSAIL-ova, sa i ili bez adjuvantnih

analgetika.

e Druga stepenica je predvidena za leCenje blagog do umereno jakog bola.
Koriste se neopioidi prve stepenice kojima se dodaju slabi opioidi (tramadol,

kodein), sa ili bez adjuvantnih analgetika.

e Treca stepenica je leCenje umereno jakog i jakog bola gde se primenjuju jaki
opioidi (morfin). Oni se mogu kombinovati sa neopioidnim ili adjuvantnim

analgeticima. Blagi opioidi se ne koriste na ovoj stepenici.
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1.9. NMDA antagonisti kao adjuvantni analgetici

Pretklini¢ka istrazivanja su utvrdila da jonotropni glutamatni receptori imaju veliki
znacaj u patogenezi bola. Na osnovu ovih istrazivanja, radena su klinicka ispitivanja
analgetickih efekata pojedinih antagonista NMDA receptorskog kompleksa, uglavnom u
terapiji neuropatskog bola. Rezultati nisu usaglaSeni, pa su i dalje u toku istrazivanja
velikog broja jedinjenja koja preko NMDA receptora deluju na neuropatski bol. Takode,
NMDA antagonisti smanjuju toleranciju na opioide 1 mogu povecati analgeticki efekt
opioida. Njihova efikasnost je limitirana pojavom znacajnih dozno-zavisnih nezeljenih
efekata, kao Sto su nesvestica, vrtoglavica, umor, koSmarni snovi i senzorne promene.
Komercijano dostupni NMDA antagonisti koji se koriste kao adjuvantni analgetici u
terapji neuropatskog bola su ketamin, dekstrometorfan, memantin 1 amantadin.
Dekstrometorfan je antitusik sa svojstvima blokade NMDA receptora, memantin se
koristi u terapiji Alchajmerove bolesti, a amantadin kao lek protiv gripa. Medu
pobrojanim lekovima najbolje prouCeni kao adjuvantni analgetici su ketamin i

dekstrometorfan (Zhou i sar., 2011).

Ketamin je snazan antagonist NMDA receptora koji se primenjuje oralno, supkutano i
intravenski u lecenju hroni¢nog regionalnog bolnog sindroma i drugih neuropatskih
bolova. Nezeljeni efekti su psihomimeticki, nauzeja, povisen krvni pritisak, glavobolja i
porast enzima jetre (Azari 1 sar., 2012). Ketamin je indikovan i u leenju refraktarnog
kancerskog bola (Bredlau i sar., 2013). Ketamin je kao adjuvantni analgetik efikasan u
subanestetickim dozama (Fitzgibbon i sar., 2002). Ketamin se primenjuje kako
preoperativno, tako i1 postoperativno u cilju smanjenja bola. U postoperativnom lecenju
bola on je efikasan kada se razvije tolerancija na opioide (Bell i sar.,, 2015). U
hronicnom bolu koji se razvija posle povrede ki¢cmene mozdine ketamin dat u
intravenskoj infuziji u niskim i ponovljenim dnevnim dozama u kombinaciji sa
gabapentinom pokazao se efikasnim i1 bezbednim (Amr, 2010). Pokazano je i da
intranazalno primenjen ketamin u obliku spreja smanjuje bol kod razli¢itih neuropatskih

stanja (Huge i sar., 2010).

Dekstrometorfan, amantadin i memantin su slabi NMDA antagonisti i zato izazivaju
manje nezeljenih efekata od strane CNS-a. Dekstrometorfan je efikasan u terapiji

neuropatskog bola koji je izazvan dijabetesnom polineuropatijom, a nije efikasan kod
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postherpeticne neuralgije (Sang 1 sar., 2002; Thisted 1 sar, 2006). U neSto vecoj dozi
dekstrometorfan je efikasan u otklanjaju neuropatskog bola posle traumatskog ostec¢enja
(Carlsson 1 sar., 2004). Iako se memantin koristi u terapiji demencije, predlozen je za
terapiju neuropatskog bola zbog mehanizma dejstva, sigurnosti, relativno brzog dejstva,

malo ozbiljnih nezeljenih dejstva (Rogers i sar., 2009).

1.9.1. Dizocilpin (MK-801)

Dizocilpin je nekompetitivni antagonist NMDA receptora. Vezuje se za fenciklidinsko
mesto na receptoru. U odnosu na ostale NMDA antagoniste, on ima najveéi afinitet za
NMDA receptore (Davies i sar., 1988; Dravid i sar., 2007). Dizocilpin nema klini¢ku
primenu jer je pokazano da oSte¢uje mozak pacova (Olney i sar., 1989). I pored toga
koristi se u pretklinickim istrazivanjima za ispitivanje funkcije NMDA receptora u
raznim stanjima i bolestima, kao $to su psihijatrijske i neurodegenerativne bolesti i zbog
toga ima veliki znacaj u potrazi za novim terapijskim pristupima (Decollogne 1 sar.,
1997; Boyce 1 sar., 1999; Suetake-Koga i sar., 2006). Pretklinicki rezultati ukazuju da
dizocilpin ima analgetsko, antioksidantno i neuroprotektivno dejstvo, a deluje i na
procese ucenja i pamcenja. Neuroprotektivno dejstvo je pokazao na modelima Sloga,
traume, Alchajmerove 1 Parkinsonove bolesti (Jeong i sar., 2010; Im i sar., 2012; Wang
1 sar., 2014). Dizocilpin izaziva ataksiju i1 hiperlokomociju kod pacova (Suetake-Koga i
sar., 2006). Dizocilpin je pokazao analgeticki efekt u modelima neuropatskog (Begon 1
sar., 2000) i inflamatornog bola (Hama 1 sar., 2003; Andreasen i sar., 2013). Medutim,

mehanizam dejstva u inflamatornom modelu nije u potpunosti razjasnjen.

1.9.2. Magnezijum

Magnezijum je fizioloski nekompetitivni NMDA antagonist koji blokira jonski kanal u
receptoru na dozno-zavisan nacin (Fawcet 1 sar., 1999; Na i sar., 2011; Herroeder 1 sar.,
2011). NMDA receptori su ligand-zavisni jonski kanali koji reguliSu fizioloSke procese
kao Sto su ucenje i memorija, transmisija bola, ali imaju ulogu i u nastanku hroni¢nog
bola, Sizofrenije i neurodegenerativnih bolesti kao $to su mozdani udar i depresija

(Ogden 1 Traynelis, 2011). Medutim, magnezijum ima i druge funkcije u organizmu. On
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je drugi glavni intracelularni katjon (posle kalijuma) i Cetvrti najzastupljeniji jon u

organizmu (pored natrijuma, kalijuma i kalcijuma).

Magnezijum je mineral koji se nalazi u oraSastim plodovima (orasi, le$nici, bademi),
leguminozama (pasulj, soja) i u zelenom povréu (posebno u spanacu) gde ga ima vise
nego u vocu (osim u bananama). Mleko i crveno meso imaju manju koli¢inu
magnezijuma. U vodi za pi¢e se nalazi 10-120 mg/l magnezijuma. Voda za pice
obezbeduje oko 10% dnevnog unosa magnezijuma. Eksperimenti na pacovima su
pokazali da voda koja sadrzi kalcijum i magnezijum (tvrda voda) sprecava razvoj
hipertenzije u odnosu na meku vodu koja dovodi do nastanka hipertenzije (Nedeljkovic¢

1sar., 1994).

Dnevne potrebe za magnezijumom se razlikuju u odnosu na uzrast, pol, fizioloSko
stanje, psihicki 1 fizicki napor (National Institute of Health, Office of Dietary
Supplements). Vecée potrebe su prisutne u drugoj polovini trudnoée, pri umnom i
fizickom radu. Aktuelni optimalni dnevni unos magnezijuma iznosi 300-400 mg, tj.
prosecne dnevne potrebe za magnezijumom iznose 4-6 miligrama po kilogramu telesne
tezine. Od toga 30-40% se resorbuje u ileumu. Pri pove¢anom dnevnom unosu (800
mg/dan) smanjuje se njegova resorpcija. Posle oralne primene soli magnezijuma
apsorbuje se oko 1/3 unete doze. Na trziStu postoje preparati sa razliCitim
solima/helatima magnezijuma: magnezijum-sulfat, magnezijum oksid, magnezijum
hlorid, magnezijum citrat, magnezijum glukonat, magnezijum laktat, magnezijum
aspartat. Magnezijum u obliku hlorida, aspartata i laktata se nakon oralne primene skoro
kompletno resorbuje 1 ima mnogo vecu bioraspolozivost, nego u obliku sulfata i oksida
(Ranade 1 Somberg, 2001; Walker 1 sar., 2003; Kisters, 2013). Magnezijum u obliku
sulfata se nakon per os primene resorbuje slabo, oko 4%. Kisela sredina, kao i vitamin
D, poveéava resorpciju magnezijuma. Jedino se magnezijum-sulfat moze primeniti
parenteralno, intravenski i intramuskularno, a moguce je 1 supkutano (Martinez-
Riquelme 1 sar., 2005; Alfaro Martinez 1 sar., 2009). Bubreg je glavni organ preko koga
se vrSi izulucivanje magnezijuma. Oko 33% magnezijuma u plazmi podleze
glomerularnoj filtraciji, a oko 67% ne podleZze jer je vezan za proteine plazme,
uglavnom albumine (Boron 1 sar., 2009). Svega 3-5% magnezijuma se izlu¢i putem
urina, a ostalo se reapsorbuje najve¢im delom u Henleovoj petlji. Hipomagnezijemija je
Cesto povezana sa hipokalijemijom kada je poremeceno izlucivanje kalijuma preko
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bubrega. U manjoj meri magnezijum se izlucuje 1 preko znoja i intestinalnih sekreta.
Magnezijum se u velikim koncentracijama izluc¢uje u maj¢ino mleko. Pokazano je da su
novorodencad majki koje su u terapiji eklampsije primale 4 g magnezijum-sulfata
intravenski dobijala oko 1,5 mg viSe magnezijuma od novorodencadi Cije majke
neposredno pred porodaj nisu primale magnezijum-sulfat (Cruikshank i sar., 1982).
Kako je resorpcija magnezijuma u gastointestinalnom traktu zavisna od unosa onda
bubreg ima glavnu ulogu u regulisanju magnezijuma u organizmu. Na homeostazu
magnezijuma u organizmu uticu i mnogi hormoni: paratireoidni, tireoidni, insulin,
estrogeni, kortikosteroidi (Boron i sar., 2009). Paratireidni hormon poveéava resorpciju
u crevima, smanjuje izluivanje putem bubrega, poveava koncentraciju
ekstracelularnog magnezijuma. U prilog ovome govore rezultati da umerena
hipomagnezijemija izaziva povecano lucenje parathormona. Tireoidni hormon povecava
izluCivanje magnezijuma. Stoga su u hipertireoidizmu zbog povecanog metabolizma
poveéane 1 potrebe za magnezijumom. Insulin sa glukozom povecava ulazak
magnezijuma u celiju. Suplementacija magnezijumom pokazala se efikasna kod
pacijenata sa dijabetesnom polineuropatijom i niskom intracelularnom koncentracijom
magnezijuma (Dasgupta i sar., 2012). Estrogeni povecavaju ulazak magnezijuma u
¢eliju 1 normalizuju hipermagneziuriju preko TRPM6 kanala u bubreznim tubulima (de
Baaij i sar., 2012). Kortikosteroidi premestaju magnezijum iz intracelularnog u

ekstracelularni prostor.

U telu coveka prose¢ne mase od 70 kg ima oko 25 g (od 20 do 28 g) magnezijuma,
odnosno 822-1120 mmol, tj. priblizno 12,4 mmol (0,3 g)’kg TM. U intracelularnom
prostoru se nalazi oko 99% magnezijuma, a u ekstracelulanom prostoru, primarno u
serumu 1 eritrocitima, oko 1% (Jahnen-Dechent i1 Ketteler, 2012). Od ukupne koli¢ine
magnezijuma u organizmu oko 50-60% se nalazi u kostima, a svega 0,3% u serumu
(Volpe, 2012; Jahnen-Dechent 1 Ketteler, 2012). Magnezijum se u serumu nalazi u tri
oblika: jonizovanom (slobodan, farmakoloski aktivan; 50-70%), vezan za proteine (20-
30%) ili u kompleksu sa anjonima (fosfatima, bikarbonatima, sulfatima; 5-15%).
Koli¢ina intracelularnog magnezijuma nije u korelaciji sa ekstracelularnom, pa se
ukupni magnezijum u organizmu, pored plazme, odreduje 1 u tkivima dobijenim
biopsijom (miSici, kosti). Prava koncentracija intracelularnog magnezijuma u organizmu

odreduje se njegovim odnosom prema azotu. Normalna koncentracija magnezijuma u
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serumu/plazmi ne iskljucuje deficit magnezijuma u organizmu, jer hormoni i drugi
faktori mogu povecati njegovu mobilizaciju iz Celije. Preciznije je odredivati koli¢inu
magnezijuma u eritrocitima, jer im je magnezijum, zajedno sa ATP-om neophodan za

energiju (Witkowski i sar., 2011).

Magnezijum ima brojne fizioloske uloge u organizmu, one se grubo mogu podeliti na
intracelularne 1 ekstracelularne (Roach 1 Benson, 2003; Long i Romani, 2014; Romani,
2014; Grober 1 sar., 2015). Intracelularni magnezijum je kofaktor u vise od 300
enzimskih reakcija u kojima ucestvuje u aktivaciji enzima (kreatin kinaze, adenilatne
ciklaze, tirozin kinaze, Na'/K"-ATP-aze, i dr.), prometu energije u organizmu (jon
magnezijuma se vezuje za ATP), odrzavanju membranskog potencijala u nervnim i
miSi¢nim ¢elijama (magnezijum je sastavni deo Na'/K'-ATP-azne pumpe, jer se ATP
nalazi u kompleksu sa magnezijumom; ovim mehanizmom magnezujum povecava
potencijal mirovanja (utice na razdrazljivost celije) 1 skracuje trajanje akcionog
potencijala), reguliSe nivo jona kalcijuma u citoplazmi glatkog, sréanog 1 skeletnog
miSi¢a (preko kalcijum i magnezijum zavisne ATP-azne pumpe), reguliSe kontrakciju
glatkog 1 popre¢no-prugastog misica, pomaze apsorpciju kalcijuma u GIT-u, kalijuma u
bubregu, odrzava gradu i funkciju DNK i RNK, reguliSe metabolizam glukoze, masti
(oksidacija masnih kiselina), proteina (i katabolizam 1 anabolizam), ucestvuje 1 u
aerobnoj 1 anaerobnoj proizvodnji energije, spreCava stvaranje kristala u urinu i
ispoljava antiagregaciono dejstvo (magnezijum odrzava ATP, §to otezava nastanak ADP
i oslobadanje serotonina). Ekstracelularni magnezijum ima ulogu u odrzavanju
elektricnog potencijala membrane nerava 1 miSic¢a 1 reguliSe nervno-misi¢nu spojnicu.
Magnezijum reguliSe rad jonskih kanala na membrani celije. On je antagonist

kalcijuma. Magnezijum ima slicne efekte kao blokatori kalcijumskog kanala.

Zbog svega gore navedenog magnezijum ispoljava slede¢a dejstva: analgezija, miSi¢na
relaksacija, vazodilatacija, antianginozno dejstvo, antihipertenzivno dejstvo,
antikonvulzivno (sprecavanje eklampsije u trudnodi), antiartimijsko dejstvo (leCenje
aritmija izazvanih digitalisom), pospeSuje dilataciju koronarnih i perifernih krvnih
sudova, antimigrenozno dejstvo, neuroprotektivno dejstvo i dr. (Grober i sar., 2015). Sa
tim u vezi, hipomagnezijemija je povezana sa brojnim hroni¢nim i inflamatornim
bolestima, kao S§to su: Alchajmerova bolest, astma, insulinska rezistencija,
kardiovaskularne bolesti (hipertenzija, ateroskleroza), migrenska glavobolja,
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osteoporoza, povecanom ekscitabilnoS¢u nervnog 1 misi¢nog tkiva zbog nedovoljnog
unos K* u ¢eliju. Kontraindikacije za primenu magnezijuma su AV blok, bubreZzna

insuficijencija i mijastenija gravis.

1.9.2.1. Magnezijum kao analgetik

Postoji malo podataka o analgetickom dejstvu magnezijuma kada se sam primenjuje 1
oni se odnose na neuropatski (Vormann i sar., 2001; Begon i sar., 2000; Rondon 1 sar.,
2010; Yousef i Al-Deeb, 2013) i postoperativni bol (Koltka i sar., 2011; Borazan i sar.,
2012). Pokazano je da magnezijum moze da poveca analgeziju izazvanu opioidima,
opstim 1 lokalnim anesteticima u razli¢itim modelima bola (Begon 1 sar., 2002b;
Nechifor i1 sar.,, 2011). Magnezijum se kao analgetik ipak koristi u terapiji
postoperativnog bola, iako su rezultati velikog broja klini¢kih studija pokazali
neusaglasene rezultate. Moguca nezeljena dejstva su hipotenzija i u velikim dozama
poremecaj sr¢anog ritma. Na osnovu rezultata 14 studija (ukupno 778 ljudi), zaklju¢eno
je da nema ubedljivih dokaza da magnezijum moZe biti adjuvantni analgetik u
postoperativhom bolu (Lysakowski i sar., 2007). Medutim, rezultati jedne meta analize
koja je obuhvatila 27 randomiziranih kontrolisanih klinickih studija (1504 pacijenata)
pokazali su da magnezijum ipak smanjuje postoperativni bol tokom ortopedskih,
urogenitalnih, gastrointestinalnih i kardiovaskularnih operacija, kao i potrebu za
analgeticima nakon operacije (Guo i sar., 2015). Brojna klinicka ispitivanja su pokazala
da magnezijum primenjen akutno ili hroni¢no, per os ili intravenski, efikasno smanjuje
glavobolju tokom migrene sa ili bez aure, skracuje vreme trajanja migrene i smanjuje
potro$nju drugih lekova (Bigal 1 sar., 2002; Shahrami i sar., 2015; Gaul 1 sar., 2015).
Rezultati o analgetskom dejstvu magnezijuma u inflamatornom bolu su oskudni i

kontroverzni (Takano i sar., 2000; Begon i sar., 2002b).

Analgeticki efekt magnezijuma ne moze se objasniti samo jednim mehanizmom dejstva.
On ima razli¢ita dejstva u perifernim tkivima i1 CNS-u. Svoje efekte u CNS-u
magnezijum ostvaruje posredstvom glutamatergickog neurotransmiterskog sistema
(blokiranjem NMDA receptora) 1 potenciranjem GABA-ergicke transmisije. Klju¢ni
mehanizam preko koga magnezijum ispoljava centralne efekte je blokada kalcijumovog

kanala vezanog za NMDA receptore (Decollogne i sar., 1997). Pokazano je i da
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magnezijum redukuje aktivnost presinaptickih i postsinapti¢kih kalcijumskih kanala,
modulira oslobadanje neurotransmitera. Magnezijum ima modulatorno dejstvo na
natrijumske 1 kalijumske kanale, i tako moze da utice na membranski potencijal
(Herroeder i sar., 2011). Magnezijum smanjuje intenzitet i trajanje migrene delujuci na
receptore za serotonin, sintezu i oslobadanje NO-a i NMDA receptore u mozgu.
Serotonin je klju¢an za proces nastanka migrene. Kod skoro 50% osoba koje pate od
migrene, primecena je niska koncentracija magnezijuma u krvi (Mauskop i Altura,
1998). Magnezijum smanjuje i stvaranje supstance P, zahvaljuju¢i ¢emu moze smanjiti
bol u ledima, gréeve u misi¢ima i slabost u misi¢ima kod fibromialgije (Tong i sar.,
2008). U perifernim strukturama magnezijum uti¢e na Na™-K"-ATP-azu i na funkciju
kalcijum zavisne protein kinaze C (Murck, 2002). Magnezijum inhibira oslobadanje
acetilholina (Ishizaki i sar., 1999), a ima modulatorno dejstvo na kateholamine u

centralnom i perifernom nervnom sistemu.
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA

1. Ispitati antinociceptivni i antiedematozni efekt razli¢itih doza magnezijum-
sulfata/dizocilpina na modelu somatskog inflamatornog bola, izazvanog
mehanickim pritiskom nakon intraplantarne aplikacije proinflamatornog agensa,

karagenina u Sapu pacova 1 utvrditi odnos izmedu doze 1 efekta.

2. Ispitati antinociceptivne efekte razli¢itih doza magnezijum-sulfata/dizocilpina na
modelu visceralnog inflamatornog bola, izazvanog intraperitonealnom
aplikacijom sir¢etne kiseline u trbusnu duplju pacova i utvrditi odnos izmedu

doze 1 efekta.

3. Ispitati prisustvo mehanicke hiperalgezije nakon lokalne intraplantarne injekcije
razli¢itih koncentracija magnezijum-sulfata/dizocilpina u intaktnu Sapu pacova i

utvrditi odnos izmedu koncentracije i efekta.

4. Ispitati uceSce azotnog oksida ili TRP receptora u mehanizmima dejstva

magnezijum-sulfata/dizocilpina.

5. Ispitati efekte magnezijum-sulfata/dizocilpina na motornu koordinaciju pacova

koriste¢i rotarod test.
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3. MATERIJAL I METODE

Doktorska disertacija je uradena u Institutu za farmakologiju, klini¢ku farmakologiju i

toksikologiju, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Pre pocetka eksperimenata, dobijena je dozvola za rad sa Zivotinjama. Eksperimenti su
odobreni od strane Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike
Srbije, i u skladu su sa Zakonom o dobrobiti zivotinja u Republici Srbiji (dozvola broj
4946/2-2012 1 5362/2-2014) 1 vodi¢em Internacionalnog udruzenja za proucavanje bola
(IASP).

Eksperimenti su izvedeni na muzjacima pacova soja Wistar albino, telesne mase 220-
290 grama (Vivarijum Vojnomedicinske akademije u Beogradu). Pacovi su bili
smesteni u transparentnim kavezima od pleksiglasa (42,5 x 27 x 19 cm) oblozenim
SuSkom, sa zi¢anom reSetkom postavljenom odozgo. Hrana (specijalni briketi za ishranu
eksperimentalnih zivotinja) i voda bili su dostupni 24 h, bez ograni¢enja osim tokom
trajanja eksperimenta. Nakon eksperimenta, zivotinje su zrtvovane akutnom

intraperitonealnom primenom velike doze anestetika (tiopenton-natrijum).

3.2. Supstance i njihova primena

U eksperimentima su koriS¢ene sledece supstance:

e magnezijum-sulfat (Magnesio Solfato; S.A.L.F. Spa-Cenate Sotto-Bergamo,
Italija)

e dizocilpin (dizocilpine maleate; (+)-dizocilpine hydrogen maleate; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e [-NAME (N-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, SAD)
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L-arginin (L-arginine hydrochloride; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),

L-NPA (N-o-Propyl-L-arginine hydrochloride; Tocris Bioscience, Bristol,
Ujedinjeno Kraljevstvo)

ARL-174777 (ARL dihydrochloride N-[4-[2-[[(3-Chlorophenyl) methyl]amino]
ethyl]phenyl]-2- thiophenecarboxamide dihydrochloride; Tocris Bioscience,
Bristol, Ujedinjeno Kraljevstvo)

SMT (S-methylisothiourea; Tocris Bioscience, Bristol, Ujedinjeno Kraljevstvo)
metilensko plavo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

glibenklamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

kamfor (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

HC-030031 (2-(1,3-Dimethyl-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahydro-7H-purin-7-yl)-N-(4
isopropylphenyl) acetamide; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

kapsazepin ((N-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-1,3,4,5-tetrahydro-7,8-dihydroxy-2H-
2-benzazepine-2-carbothioamide; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

RN-1734  (2,4-Dichloro-N-isopropyl-N-(2-isopropylaminoethyl) ~ benzene-

sulfonamide; Tocris Bioscience, Bristol, Ujedinjeno Kraljevstvo)

amilorid (Amiloride hydrochloride hydrate; N-Amidino-3,5-diamino-6-
chloropyrazinecarboxamide hydrochloride hydrate; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, SAD)

diklofenak (Diklofenak u obliku natrijumove soli, Galenika, Beograd, Srbija)
sir¢etna kiselina (MSK, Kikinda, Srbija)
karagenin (A-carrageenan; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

AITC (Alil izotiocijanat (ulje senfa), Allyl isothiocyanate Pestanal, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Kapsaicin (Capsaicine, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
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Sistemska primena supstanci

Magnezijum-sulfat, dizocilpin, L-NAME, L-arginin, L-NPA, SMT, metilensko plavo 1
sirCetna kiselina su rastvarani u fizioloSkom rastvoru (0,9% m/V rastvor natrijum

hlorida u redestilovanoj sterilisanoj vodi). Glibenklamid je rastvaran u alkoholu (97%

m/v).

Supstance su ubrizgavane supkutano (s.c.) u leda (magnezijum, dizocilpin, L-arginin) ili
intraperitonealno (i.p.) (L-NAME, L-NPA, SMT, metilensko plavo, siréetna kiselina) u
konac¢noj zapremini od 2 ml/kg telesne mase, osim siréetne kiseline koja je injektovana

u zapremini od 10 ml/kg telesne mase pacova.

Magnezijum-sulfat ili dizocilpin je ubrizgan 5 min pre (pretretman) ili 2 h posle
(tretman) karagenina, a 15 min pre sietne kiseline. U pretretmanu se ispitivane
supstance daju pre, a u tretmanu posle izazivanja inflamacije Sape karageninom. Svi
antagonisti (L-NAME, L-NPA, SMT, metilensko plavo, glibenklamid) su injektovani
10 min pre magnezijum-sulfata ili dizocilpina, dok je L-arginin ubrizgan istovremeno sa
magnezijum-sulfatom, ali na drugoj strani leda. Karagenin (0,5%) je ubrizgan

intraplantarno (i.pl.) u zadnju desnu Sapu u koli¢ini od 0,1 ml.

U kontrolnoj grupi pacova fizioloski rastvor (0,9% NaCl), ili alkohol (97% m/v) kod
glibenklamida, je primenjen supkutano ili intraperitonealno u ukupnoj zapremini od
2 ml/kg, kako bi se ispitalo da li fizioloski rastvor (ili alkohol) ima bilo kakav uticaj na
prag bola ili bolno ponasanje ili na volumen Sape pacova. U eksperimentima sa
antagonistima, u kontrolnoj grupi ubrizgavane su najveée doze antagonista,
izostavljajuci primenu magnezijum-sulfata 1 dizocilpina, kako bi ispitali da li oni per se

imaju analgeticki ili antiedematozni efekt.

Lokalna periferna primena supstanci

Sve supstance (magnezijum-sulfat, dizocilpin, L-NAME, ARL-174777, SMT,
metilensko plavo, kamfor, HC-03031, kapsazepin, RN-1734, amilorid, diklofenak,
karagenin, siréetna kiselina, AITC, kapsaicin) su date potkozno, intraplantarno (i.pl.) u

zadnju Sapu pacova, u konac¢noj zapremini od 0,1 ml po Sapi pacova.
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Magnezijum-sulfat 1 dizocilpin su rastvarani u 0,9% NaCl ili destilovanoj vodi. L-
NAME, ARL-174777, SMT, metilensko plavo, diklofenak i kamfor rastvarani su u
destilovanoj vodi. Karagenin (0,5% m/v) je dispergovan u fizioloSkom rastvoru 24 h pre
izvodenja eksperimenta. Rastvor siréetne kiseline (0,6% m/v) napravljen je u
fiziolo§kom rastvoru na dan eksperimenta. Stok rastvor AITC-a napravljen je u propilen
glikolu, a kapsaicina, kapsazepina, RN-1734, HC-030031 ili amilorida u DMSO, dok su
finalna eksperimentalna razblazenja napravljena u destilovanoj vodi na dan

eksperimenta (konacne koncentracije DMSO je <1 %).

Nakon bazalnih merenja, da bi ispitali lokalno periferno analgeticko i antiedematozno
dejstvo, magnezijum-sulfat ili dizocilpin su injektovani sa karageninom u sklopu iste
injekcije (ipsilateralno) i.pl. u zadnju desnu Sapu pacova. Kontrolnoj grupi pacova i.pl.

je ubrizgan karagenin u istoj zapremini i rastvaracu (0,9% NacCl).

U sastavu jedne i.pl. injekcije (ipsilateralno) ubrizgavan je magnezijum-sulfat sa
antagonistima sa ciljem da se ispita inhibitorno dejstvo lokalno periferno primenjenih
antagonista na lokalno periferno hiperalgezijsko dejstvo magnezijum-sulfata.
Kontrolnoj grupi pacova i.pl. je ubrizgan magnezijum-sulfat u istoj zapremini i

rastvaracu (destilovana voda ili DMSO).

Jednom 1i.pl. injekcijom ubrizgani su AITC ili siréetna kiselina ili kapsaicin sa
ispitivanim supstancama kako bi testirali antinociceptivno dejstvo supstanci. Kontrolnoj
grupi pacova i.pl. je ubrizgana neka od pronociceptivnih supstanci u istoj zapremini i

rastvaracu (destilovana voda ili DMSO).

Da bi se iskljucilo moguce sistemsko dejstvo ispitivanih supstanci zbog resorpcije sa
mesta primene, najveca doza svake ispitivane supstance je rastvorena u 0,9% NaCl ili
destilovanoj vodi i ubrizgana i.pl. kontralateralno (tj. u levu zadnju Sapu), neposredno

pre injekcije u desnu Sapu.

Da bi ispitali da li supstance imaju neki uticaj na ispitivane parametre na intaktnoj
(zdravoj) Sapi pacova, najvise ispitivane doze su rastvorene u 0,9% NaCl ili destilovanoj

vodi 1 ubrizgane su i.pl. u posebnoj grupi pacova.
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3.3. Eksperimentalni dizajn (1-6)

Prvi deo istrazivanja se odnosi na farmakodinamska ispitivanja magnezijum-sulfata na
modelu somatskog i visceralnog bola. Ispitana je jaina, trajanje 1 mehanizam
analgetickog i antiinflamatornog dejstva magnezijum-sulfata nakon sistemske i1 lokalne
primene. Pod istim eksperimentalnim uslovima ispitana su i farmakodinamska dejstva
dizocilpina, u okviru kojih je ispitana jaina, trajanje 1 mehanizam analgetiCkog 1
antiinflamatornog dejstva nakon njegove sistemske ili lokalne primene. Na kraju,
ispitivanjem motorne kordinacije ispitana su neka od moguc¢ih nezeljenih dejstva
magnezijum-sulfata ili dizocilpina nakon sistemske primene. Drugi deo istrazivanja
odnosi se na ispitivanje lokalnog pronociceptivnog dejstva i mehanizma tog dejstva

magnezijum-sulfata u intaktnoj Sapi pacova.
1. Adaptacija Zivotinja na eksperimentalnu proceduru

Kako bi se smanjile varijacije spoljne sredine u bihejvioralnim testovima, svi
eksperimenti su izvodeni od strane istog eksperimentatora, pri konstantnim uslovima
spoljne sredine (temperatura 21+1 °C; vlaznost 555 %; ciklus svetlo-tama na 12 h).
Eksperimenti su izvodeni uvek u isto vreme (od 8-16 h), kako bi se izbegle cirkadijalne

varijacije u bihejvioralnim testovima.

Dva uzastopna dana pre samog eksperimenta, zivotinje su se navikavale na
eksperimentalnu proceduru tj. na boravak u laboratoriji i u komorama od pleksiglasa,
rukovanje. Zivotinje su se na dan eksperimenta unosile u laboratoriju jedan sat pre
eksperimenta da bi se adaptirale na uslove okoline. Pri ispitivanju bola pacovi su bili
nesputani, postavljeni u pojedinacne kaveze/komore od pleksiglasa. Eksperimentalne

grupe su imale 6-8 Zivotinja koje su se koristile samo jednom.
2. FEksperimentalna procedura

Nakon navikavanja na laboratorijske uslove, kod odredenih eksperimenata sprovedena
su kontrolna merenja praga bola na mehanicki stimulus i volumena Sape. Merenja su se
na svakom pacovu sprovodila nekoliko puta, na osnovu cega je izraCunata prosecna
vrednost tri bliske vrednosti. Nakon toga Zivotinje su dobijale lek i/ili rastvarac
intraperitonealno ili supkutano ili intraplantarno i pristupalo se merenju dejstva leka, sa

1 bez antagoniste, na prag bola ili na karakteristicno bolno ponasanje ili edem Sape u
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odredenim vremenskim tackama ili intervalima. Za svaku vrstu eksperimenta postojala
je kontrolna grupa koja je u isto vreme, na isti nacin i u istoj zapremini dobijala
rastvara¢ tj. fizioloski rastvor (0,9% NaCl) ili alkohol (kada je primenjivan
glibenklamid) ili DMSO (kada su primenjivani antagonisti TRP kanala) 1 bila je

izlozena istoj eksperimentalnoj proceduri.

3. Antihiperalgezija je ispitivana pomoc¢u mehanickog stimulusa metodom pritiska na

Sapu pacova.

4. Antinocicepcija je ispitivana metodom brojanja karakteristicnog bolnog ponasanja

ili merenja vremena provedenog u istom.
5. Promene u volumenu Sape pacova merene su pletizmometrom.

6. Dejstvo na motornu kordinaciju pacova registrovano je rotarod testom.

3.4. Metode

3.4.1. Modeli somatskog bola

3.4.1.1. Karageninom indukovana inflamatorna hiperalgezija i edem Sape

Indukcija inflamacije

Inflamacija je izazvana i.pl. injekcijom karagenina (0,5%) u zadnju desnu Sapu, $to je
praceno razvojem hiperalgezije i edema Sape (slika 4). Karageninska inflamacija je
akutna, neimunska 1 visoko reproducibilna. Posredovana je oslobadanjem medijatora
zapaljenja: najpre histamnina i serotonina, a zatim bradikinina i prostaglandina (PGE2),
koji aktiviraju nociceptore i/ili povecavaju njihovu osetljivost u tkivu Sape koje je
inflamirano. Za karageninsku inflamaciju karakteristicna je hiperprodukcija NO-a

(Omote 1 sar., 2001).
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Slika 4. Karageninom-izazvana inflamacija u Sapi pacova.

Testiranje hiperalgezije

Za odredivanje hiperalgezije koris¢en je modifikovan test pritiska na Sapu pacova (eng.
,,paw pressure test,,). Test predstavlja modifikaciju Randall i Sellito metode. Mehanicki
bolni stimulus primenjen je pomocu elektronskog von-Frey aparata (electronic von Frey
Anesthesiometer, Model Almemo 2390-5, IITC Life Science, Woodland Hills, USA)
(slika 5). Aparat precizno meri (u gramima) intezitet pritiska polietilenskog filamenta na
plantarnu povrsinu Sape sve dok se ne pojavi bol koja se manifestuje podizanjem Sape.
Izmerena vrednost (tezina u gramima) se prikazuje na displeju uredaja. Dakle, merni
parametar je prag bola (tezina u gramima), tj. intezitet pritiska na Sapu koji pacov moze
da izdrZi dok ne oseti bol (prag povlacenja Sape ili eng. ,,paw withdrawal threshold,, -
PWT). Nakon kontrolnog merenja ubrizgava se karagenin sa ili bez leka i/ili rastvaraca i
nastavljaju se merenje hiperalgezije posle 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 i 6 sati od davanja
karagenina sa ili bez leka/rastvaraca. Takode, za eksperimente u tretmanu hiperalgezija
je pracena 6 sati od injekcije karagenina, ali se registrovala od tre¢eg sata na svakih sat
vremena. Na svakom pacovu merenja su se visila nekoliko puta u svakoj vremenskoj
tacki. Na osnovu tri bliske vrednosti za svakog pacova je izraCunata prosecna vrednost
pritiska, koja se koristila u daljim izraCunavanjima (Asghar i sar., 2000; Srebro 1 sar.,

2014a; Srebro i sar., 2014b).
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Slika 5. Kutija od pleksiglasa na celicnom stalku (gore). Sonda sa filamentom i aparat-

elektronski von Fray analgeziometar.

Testiranje edema Sape

Promena u volumenu Sape (izraZzena u mililitrima, ml) kao posledica izazivanja
inflamacije je merena pomocu pletizmometra (Plethysmometer (Paw Volume) Meter,
Model Almemo 2390-5, IITC Life Science, Woodland Hills, USA) (slika 6). Sapa (do
visine tarzalnog zgloba) se potapa u cilindar aparata koji je napunjen vodom. Aparat
meri volumen istisnute tecnosti usled potapanja Sape, po principu Arhimed-ovog
zakona. Izmerena vrednost (u ml) se prikazuje na displeju uredaja. Nakon kontrolnog
merenja volumena Sape ubrizgava se karagenin sa ili bez leka i/ili rastvaraca i1 nastavlja
se merenje volumena Sape od 1,5 do 6,5 sati, na svakih sat vremena, od davanja
karagenina. Za eksperimente u tretmanu volumen Sape se meri od 3,5 do 6,5 sati, od
injekcije karagenina. Na svakom pacovu merenja su se vrsila nekoliko puta u svakoj

vremenskoj tacki. Na osnovu tri bliske vrednosti za svakog pacova je izraCunata
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proseCna vrednost volumena Sape, koja se koristila u daljim izraCunavanjima

(Chattopadhyay i sar., 2010).

Slika 6. Pletizmometar — aparat za merenje volumena (edema) Sape.

Analiza rezultata

U eksperimentalnom modelu karageninom-indukovane hiperalgezije i edema Sape

ispitivali smo:

e cfekte rastuc¢ih doza sistemski i lokalno primenjenog magnezijum-sulfata i

dizocilpina na pojavu bola i otoka Sape pacova

e uticaj razli¢itih antagonista na sistemski efekt magnezijum-sulfata 1 dizocilpina

na bol 1 edem Sape

Analiza efekta i duZine trajanja dejstva lekova na bol

Na modelu mehanickog inflamatornog bola odredivana je inhibicija karageninske
hiperalgezije tj. jaCina i trajanje analgetickog efekta magnezijum-sulfata 1 dizocilpina. U
pretretmanu se ispitivane supstance date pre, a u tretmanu posle izazivanja inflamacije
Sape karageninom. Magnezijum-sulfat ili dizocilpin je ubrizgan 5 min pre (pretretman)
ili 2 h posle (tretman) karagenina. Karagenin (0,5%) je ubrizgan intraplantarno (i.pl.) u
zadnju desnu Sapu u koli¢ini od 0,1 ml. U kontrolnoj grupi pacova fizioloski rastvor

(0,9% NaCl) primenjen na isti nacin 1 u istoj koli¢ini, kako bi se ispitalo da li fizioloski
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rastvor ima bilo kakav uticaj na prag bola. U eksperimentima se antagonistima, u
kontrolnoj grupi ubrizgavane su najvece doze antagonista/inhibitora, izostavljajuci
primenu magnezijum-sulfata 1 dizocilpina, kako bi ispitali da li oni per se imaju

analgeticki efekt.

Intenzitet hiperalgezije izazvan karageninom je izrazen kao razlika pritiska [d (g)] koji
izaziva podizanje Sape pacova pre 1 posle injekcije karagenina za svakog pacova u
grupi, prema slede¢oj formuli (Milovanovic i sar., 2009; Srebro i sar., 2014a; Srebro i

sar., 2014b):

d(g) = srednji pritisak (g) koji izaziva bol pre karagenina — srednji pritisak (g) koji

izaziva bol posle karagenina

Prose¢na vrednost sa standardnom greskom razlike u pritisku svih pacova je zatim

izraCunata i koriS¢ena u daljim ispitivanjima.

Da bi ispitali da li neki lek smanjuje bol, za svakog pacova u grupi intenzitet
hiperalgezije izrazen je kao razlika pritiska [d(g)] koji izaziva podizanje Sape pre
(srednji bazalni prag bola, kontrola) i1 posle injekcije karagenina i leka koji se ispituje,
prema slede¢oj formuli (Milovanovic 1 sar., 2009; Srebro 1 sar., 2014a; Srebro 1 sar.,

2014b):

d(g) = srednji pritisak (g) koji izaziva bol pre karagenina i leka — srednji pritisak

(g) koji izaziva bol posle karagenina i leka (test)

Antihiperalgezijska aktivnost svakog leka, u razli¢itim dozama, za svakog pacova u
grupi, u svakoj vremenskoj tacki je izrazena kao procenat analgetickog dejstva (AA%) i

izracunata je po sledecoj formuli (Vuckovic i sar., 2006):

%AA =[(kontrola dg — test dg za svakog pacova)/ kontrola dg] x 100,
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gde kontrola dg predstavlja srednju razliku pritiska koji izaziva bol u kontrolnoj tj.
karageninskoj grupi, a fest dg predstavlja srednju razliku pritiska koji izaziva bol u grupi
gde se ispituje lek (karagenin + lek). Ako je testirana grupa imala d vece od kontrolne
grupe, %AA je oznacen kao 0. Prosecna vrednost sa standardnom greskom %AA svih

pacova je zatim izraCunata.

Za utvrdivanje trajanja efekta nekog leka, kao i za odredivanje vremena dostizanja
maksimalnog efekta, kori§¢eni su izvorni podaci (bol u g). Trajanje efekta je definisano
kao vreme u prvoj i poslednjoj tacki u kojoj postoji statisticki znacajna razlika izmedu

grupa koje su primale lek 1 kontrolne grupe.

Analiza efekta i duZine trajanja dejstva lekova na edem Sape

Paralelno sa ispitivanjem bola, ispitivali smo 1 edem Sape koji je nastao kao posledica
inflamacije izazvane karageninom. Zatim smo ispitali kakav efekt magnezijum-sulfat 1
dizocilpin imaju na edem Sape. Da bi ispitali mehanizam dejstva magnezijum-sulfata i

dizocilpina na edem Sape, koristili smo razli¢ite antagoniste.

Proedematozna aktivnost karagenina je izrazena kao razlika u volumenu Sape [d(V)]
izmerena posle (test volumen) 1 pre injekcije (kontrolni, bazalni volumen) karagenina za
svakog pacova u grupi, u svakoj vremenskoj tacki, prema formuli (Koeberle i sar,

2011):

d(v) = srednji volumen (ml) posle karagenina (test v) — srednji volumen (ml) pre

karagenina (bazalni v)

Prosec¢na vrednost sa standardnom greskom razlike u volumenu svih pacova u grupi je

zatim izracunata i koriS¢ena u daljem ispitivanju.

Da bi ispitali da li neki lek smanjuje otok nastao usled zapaljenja, za svakog pacova u

grupi, u svakoj vremenskoj tacki, promena volumena Sape je izrazena kao razlika u
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volumenu [d(v)] Sape izmerena posle 1 pre injekcije karagenina i leka koji se ispituje,

prema sledecoj formuli:

d(v) = srednji volumen (ml) posle karagenina i leka (test v) — srednji volumen (ml)

pre karagenina i leka (bazalni v)

Prose¢na vrednost sa standardnom greSkom razlike u volumenu svih pacova je zatim

izracunata i kori$¢ena u daljem ispitivanju.

Sposobnost leka da u razli¢itim dozama smanji razliku u volumenu Sape je izrazena kao
procenat antiedematoznog dejstva (AE%) 1 izracunata je za svakog pacova u grupi, u

svakoj vremenskoj tacki, po sledecoj formuli (Ren i sar., 2007):

%AE =[1 - kontrola dv/test dv za svakog pacova] x 100,

gde kontrola dv predstavlja srednju razliku volumena kontrole grupe, koja je dobila
karagenin, a test dv predstavlja srednju razliku volumena za svakog pacova u grupi, koja
je dobila karagenin 1 ispitivani lek. Ako je testirana grupa imala d vece od kontrolne
grupe, %AE je oznacen kao 0. Prosecna vrednost sa standardnom greskom %AE svih

pacova je zatim izraCunata.

Za utvrdivanje trajanja efekta nekog leka, kao i za odredivanje vremena dostizanja
maksimalnog efekta, koriS¢eni su izvorni podaci (volumen u ml). Trajanje efekta je
definisano kao vreme u prvoj i poslednjoj tacki u kojoj postoji statisticki znacajna

razlika izmedu grupa koje su primale lek i kontrolne grupe.

Analiza dejstva antagonista na efekt magnezijum-sulfata i dizocilpina

U cilju ispitivanja mehanizama antihiperalgezijskog 1 antiedematoznog dejstva

magnezijum-sulfata i dizocilpina, pracen je uticaj slede¢ih antagonista:

e L-NAME, neselektivni inhibitor NOS
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e L-NPA, selektivni inhibitor nNOS
e SMT, selektivni inhibitor iNOS

e L-arginin, prekursor sinteze NO-a

Svi antagonisti (L-NAME, L-NPA, SMT) su injektovani 10 min pre magnezijum-
sulfata ili dizocilpina, dok je L-arginin ubrizgan istovremeno sa magnezijum-sulfatom,
ali na drugoj strani leda. U eksperimentima se antagonistima, u kontrolnoj grupi
ubrizgavane su najvece doze antagonista, izostavljaju¢i primenu magnezijum-sulfata i

dizocilpina, kako bi ispitali da li oni per se imaju analgetski ili antiedematozni efekt.

Procenat inhibicije antihiperalgezijske aktivnosti u prisustvu antagoniste izracunat je

prema sledecoj formuli (Milovanovic i sar., 2009):

%I =100 - [(%AA antagonist i lek / %AA lek) x 100]

Procenat inhibicije antiedematozne aktivnosti u prisustvu antagoniste izracunat je po

slede¢oj formuli:

%1 =100 - [(%AE antagonist i lek / %AE lek) x 100]

Za utvrdivanje trajanja efekta nekog leka, kao i za odredivanje vremena dostizanja
maksimalnog efekta, koriSéeni su izvorni podaci (bol u g, volumen u ml). Trajanje
efekta je definisano kao vreme u prvoj i poslednjoj tacki u kojoj postoji statisticki

znacCajna razlika izmedu grupa koje su primale lek i kontrolne grupe.
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3.4.1.2. Magnezijum-sulfatom indukovana hiperalgezija i edem Sape

Indukcija hiperalgezije

Intraplantarna injekcija rastu¢ih doza magnezijum-sulfata u zadnju desnu Sapu pacova
izazva perifernu hiperalgeziju, bez edema Sape. Najvecéa ispitivana doza magnezijum-
sulfata (6,2 mg/Sapi ili 25 pmol/Sapi) odgovara izotonicnom rastvoru magnezijum-

sulfata (6,2% ili 250 mmol/l), sa pH vrednos¢u od 5,9-6,1 (Srebro i sar., 2015).

Testiranje hiperalgezije i edema Sape

Bol je merena primenom mehanickog stimulusa elektronskim von Frey testom.
Potapanje Sape u pletizmometar je koriS¢eno za merenje volumena Sape. Postupak
merenja i raCunanja izmerenih parametara je isti kao Sto je opisan kod karageninom-

indukovane mehanicke hiperalgezije i edema.

Analiza rezultata

U eksperimentalnom modelu magnezijum-sulfatom-indukovane hiperalgezije ispitivali

Smo:

o cfekte rastu¢ih doza lokalno periferno primenjenog magnezijum-sulfata na

pojavu bola i otoka Sape pacova

e efekte pH nekorigovanog i pH korigovanog rastvora magnezijum-sulfata na

pojavu bola

e uticaj razli¢itih lokalno periferno primenjenih antagonista na hiperalgezijski

efekt lokalno periferno primenjenog magnezijum-sulfata

Ispitivanje dejstva magnezijum-sulfata na prag bola nakon lokalne periferne primene

Neposredno nakon merenja bazalnih vrednosti praga bola u gramima, magnezijum-
sulfat je primenjen potkozno (i.pl.) u taban Sape pacova. U posebnim grupama zivotinja,
ispitivane su rastu¢e doze magnezijum-sulfata. Kontrolna grupa dobijala je rastvarac
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(0,9% NacCl, ili destilovanu vodu) na isti nacin 1 u istoj zapremini. Da bi se iskljucila
sekundarna hiperalgezija, u posebnoj grupi zivotinja, meren je prag bola kontralateralno
(. na levoj Sapi). Test merenja su vrsena 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 1 6 sati nakon injekcije
magnezijum-sulfata. Za testiranje edema Sape, sve je na isti na¢in sprovedeno, samo je

merni parametar volumen Sape.

Intenzitet hiperalgezije izazvan magnezijum-sulfatom je izraZzen kao razlika pritiska
[d(g)] koji izaziva podizanje Sape pacova pre i1 posle injekcije magnezijum-sulfata za

svakog pacova u grupi, prema slede¢oj formuli:

d(g) = srednji pritisak (g) koji izaziva bol pre magnezijum-sulfata — srednji

pritisak (g) koji izaziva bol posle magnezijum-sulfata

Prosec¢na vrednost sa standardnom greskom razlike u pritisku svih pacova u grupi je

zatim izracunata 1 koriS¢ena u daljim ispitivanjima.

Ispitivanje uticaja pH rastvora magnezijum-sulfata na prag bola nakon lokalne

periferne primene

U cilju ispitivanja da li pH rastvora magnezijum-sulfata uti¢e na pojavu bola izmerili
smo pH tog rastvora, a zatim ispitali efekte pH nekorigovanog (5,9-6,1) i1 korigovanog
(7,4) rastvora magnezijum-sulfata na pojavu bola. Izotoni¢ni pH ne korigovan ili pH
korigovan rastvor magnezijum-sulfata je koris¢en u daljim eksperimentima da bi se
istrazio moguc¢i mehanizam dejstva. Intenzitet hiperalgezije je meren i izraCunat na isti

nacin kao $to je prethodno navedeno.

Ispitivanje dejstva razlicitih antagonista na hiperalgezijski efekt lokalno periferno
primenjenog magnezijum-sulfata
U cilju ispitivanja mehanizama hiperalgezijskog dejstva magnezijum-sulfata, pracen je
lokalni uticaj slede¢ih antagonista:

e kamfor, neselektivni antagonist TRPA1 receptora
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e HC-030031, selektivni antagonist TRPA1 receptora

e kapsazepin, selektivni antagonist TRPV1 receptora

e RN-1734, selektivni antagonist TRPV4 receptora

e amilorid, selektivni antagonist ASIC3 kanala

e dizocilpin, selektivni antagonist NMDA receptora

e L-NAME, neselektivni inhibitor NOS

e ARL-174777, selektivni inhibitor nNOS

e SMT, selektivni inhibitor iNOS

e metilensko plavo, neselektivni inhibitor gvanilatne ciklaze
o diklofenak, neselektivni inhibitor COX

U jednoj i.pl. injekciji su primenjeni magnezijum-sulfat i odredeni antagonist. U
posebnim grupama Zzivotinja, ispitivane su po 2 do 3 doze svakog antagoniste. U
posebnim grupama zivotinja, u pH nekorigovanom 1 korigovanom rastvoru
magnezijum-sulfata ispitivan je 1 efekt najvece doze antagonista koji mogu biti povezani
sa kiselim uslovima sredine. Svaka kontrolna grupa dobijala je samo i.pl. injekciju
magnezijum-sulfata, u istoj zapremini. Posebne grupe pacova dobile su najvece
ispitivane doze antagonista kontralateralno (tj. u levu Sapu), neposredno pre injekcije
magnezijum-sulfata u desnu Sapu, da bi iskljucili moguce sistemske efekte antagonista
usled resorpcije sa mesta primene (i.pl.). Takode, da bi utvrdili da li antagonisti imaju
per se uticaj na prag bola, ispitane su najvece koriS¢ene doze antagonista, bez primene
magnezijum-sulfata. Test merenja su vrSena 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 1 6 sati nakon

injekcije magnezijum-sulfata.

Antihiperalgezijska aktivnost svakog antagoniste za svakog pacova u grupi, u svakoj
vremenskoj tacki izrazena je u procentima analgeticke aktivnosti (AA%) i izraunata je

po sledecoj formuli:

%AA =|(kontrola dg — test dg)/ kontrola dg] x 100,
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gde kontrola dg predstavlja srednju razliku pritiska koji izaziva bol u kontrolnoj grupi
(magnezijum-sulfat), a test dg predstavlja srednju razliku pritiska koji izaziva bol za
svakog pacova u grupi koja je dobijala magnezijum-sulfat i odredenog antagonistu. Ako

je testirana grupa imala dg vece od kontrolne grupe, %AA je oznacen kao 0.

Za utvrdivanje trajanja efekta nekog leka, kao i za odredivanje vremena dostizanja
maksimalnog efekta, kori§¢eni su izvorni podaci (bol u g). Trajanje efekta je definisano
kao vreme u prvoj i poslednjoj tacki u kojoj postoji statisticki znacajna razlika izmedu

grupa koje su primale lek i kontrolne grupe.

3.4.1.3. AITC-om/kapsaicinom indukovana mehanicka hiperalgezija

Indukcija hiperalgezije

L.pl. injekcija kapsaicina (100 nmol) ili AITC (0,05%) predstavlja model akutnog bola
izazvanog iritantnom (algogenom) supstancom (Walker i sar., 2003; Wang i sar., 2013).
Svaka supstanca je data u konac¢noj zapremini od 0,1 ml po Sapi pacova. Svaka

kontralna grupa je dobila rastvara¢ u istoj zapremini na isti nacin.

Testiranje hiperalgezije

Bol je merena primenom mehani¢kog stimulusa elektronskim von Frey testom.
Postupak merenja bola i izracunavanja parametara je isti kao Sto je opisano kod

karageninske mehanicke hiperalgezije.

Analiza rezultata

Da bi ispitali da li diklofenak smanjuje magnezijum-sulfatom indukovanu mehanicku
hiperalgeziju blokadom ASIC i TRP kanala, ispitali smo iste efekte istih doza
diklofenaka i1 na mehanickoj hiperalgeziji indukovanoj slede¢im direktnim agonistima:

AITC-om za TRPAL, kapsaicinom za TRPV1, sir¢etnom kiselinom za ASIC receptore.
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Diklofenak je dat istovremeno sa agonistom u obliku jedne i.pl. injekcije. U posebnim
grupama Zzivotinja, ispitivane su po 2 do 3 doze diklofenaka posebno sa svakim
agonistom. Svaka kontrolna grupa dobijala je samo i.pl. injekciju agoniste ili rastvaraca,

u istoj zapremini.

Postupak izraCunavanja parametara je isti kao $to je opisano kod magnezijum-sulfatom

indukovane mehanicke hiperalgezije.

3.4.1.4. AITC-om/kapsaicinom/siréetnom Kiselinom indukovano bolno ponasanje

pacova

Indukcija nociceptivnog odgovora

Lpl. injekcija AITC (0,05%), kapsaicina (100 nmol) ili sir¢etne kiseline (0,6%) (Perin-
Martins i sar., 2013) predstavlja model akutnog iritiraju¢eg bola. Svaka supstanca je
data u konac¢noj zapremini od 0,1 ml po Sapi pacova. Svaka kontrolna grupa je dobila

rastvarac u istoj zapremini 1 na isti nacin.

Testiranje nocicepcije

Sat vremena pre eksperimenta pacovi se unose u laboatoriju radi adaptacije.
Pojedina¢no u kaveze od pleksiglasa se postavljaju 30 min pre izazivanja bola. Bol se
manifestuje karakteristicnim bihejvioralnim ponasanjem, koje obuhvata trzanje, dizanje,
otresanje, lizanje 1 grizenje ubrizgane Sape. Merni parametar je vreme (u sekundama)
provedeno u bolnom ponaSanju. Sa merenjem se zapocinje odmah po ubrizgavanju
iritantne (algogene) supstance i nastavlja se narednih 30 minuta. Nociceptivni odgovor

se meri u blokovima od po pet minuta.

Analiza rezultata

Da bi ispitali da 1i nociceptivho bolno ponasanje utiCe na testiranje mehanicke
hiperalgezije, u posebnim grupama Zzivotinja ispitali smo efekte agonista sa i bez
diklofenaka.
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Diklofenak je dat istovremeno sa agonistom u obliku jedne i.pl. injekcije. U posebnim
grupama Zzivotinja, ispitivane su po 2 do 3 doze diklofenaka posebno sa svakim
agonistom. Svaka kontrolna grupa dobijala je samo i.pl. injekciju agoniste ili rastvaraca,

u istoj zapremini.

Antinociceptivna aktivnost odreduje se tako Sto ispitivani lek smanjuje vreme
provedeno u bolnom ponasanju u odnosu na vreme provedeno u kontrolnoj grupi. Za
svakog pacova u grupi, u svakom vremenskom bloku, je to smanjenje izrazeno kao

procenat analgeticke aktivnosti (%AA) na osnovu formule:

%AA =[(bol(s) u kontrolnoj grupi—bol(s) u test grupi)/bol(s) u kontrolnoj grupi]x
100

%AA svih pacova u grupi je zatim izrazen kao prose¢na vrednost sa standardnom

greskom za odredeni vremenski blok.

3.4.2. Model visceralnog bola

3.4.2.1. Test abdominalnih gréeva (eng. ,,writhing test,,)

Indukcija gréeva

Intraperitonealna injekcija 0,7% rastvora sir¢etne kiseline (u zapremini od 10 ml/kg)
izaziva stereotipno bolno ponaSane pacova u vidu karakteristiénih gréeva. Ovaj test
predstavlja model visceralnog bola jer se direktno draze visceralni nociceptori (LeBars 1
sar., 2001) 1 model inflamatornog bola jer se u peritoneumu povecano stvaraju
prostaglandini (Deraedt i sar., 1980). Test gréeva se ubraja u toni¢ni model bola. U
metodama toni¢nog bola hemijska (iritiraju¢a, algogena) supstanaca izaziva
perzistirajuci bol (,,dugodelujuéi stimulus,,) koji se prati preko bihejvioralnih promena

kod zivotinja.

47



Testiranje nocicepcije

Zivotinje su aklimatizovane u laboratoriji sat vremena pre izazivanja gréeva. Pola sata
pre indukcije gréeva pacovi su smesteni pojedinac¢no u kaveze od pleksiglasa. Merni
parametar je broj gréeva. Refleks gréenja se definiSe kao uvlacenje (konstrikcija)
prednjeg ili bo¢nog trbusnog zida, istezanje tela s izvijanjem tela unazad i/ili uvijanje ili

okretanje trupa zajedno sa jednom ili obe zadnje Sape, opruzanje jedne ili obe zadnje

Sape. Brojanje gréeva zapo€inje 5 min nakon injekcjie siréetne kiseline i traje narednih

20 minuta (Al-Mamun i sar., 2011; Vuckovi¢ i sar., 2015).

Slika 7. Manifestacija bolnog ponaSanja kod pacova u testu gréeva izazvanog

intraperitonealnim rastvorom siréetne kiseline (autorski snimci).

Analiza rezultata
U ovom modelu bola ispitali smo:
e efekte magnezijum-sulfata i dizocilpina nakon sistemske primene

e uticaj razli¢itih antagonista na efekt magnezijum-sulfata i dizocilpina

Ispitivanje efekata magnezijum-sulfata i dizocilpina u testu abdominalnih grceva

Da bi ispitali da 1i magnezijum-sulfata i1 dizocilpin imaju sistemski antinociceptivni

efekt u testu abdominalnih gréeva pacovi su dobili supkutanu injekciju magnezijum-
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sulfata ili dizocilpina 15 min pre rastvora sir¢etne kiseline. Kontrolna grupa je dobila u

istoj koli€ini supkutanu injekciju 0,9% NaCl, umesto ispitivanih supstanci.

Broj gréeva je u svakoj testiranoj grupi poreden sa kontrolom. Antinociceptivno dejstvo
lek ostvaruje kada dovodi do znacajnog smanjenja broja gréeva. Na svakom pacovu u
grupi antinociceptivno dejstvo je izrazeno kao procenat analgeticke aktivnosti (%AA),

koji je izracunat prema formuli (Ruan 1 sar., 2000; Vuckovi¢ i sar., 2015):

%AA =[(Wc - Wt)/ We] x 100,

gde Wc predstavlja broj gréeva (,,writhing,,) u kontrolnoj grupi, a Wc broj gréeva
(,,writhing,,) u testiranoj grupi. Ukoliko je pojedinacan broj gréeva pacova bio veéi u

odnosu na prosecnu vrednost gréeva u kontrolnoj grupi, %AA je oznacen sa 0.

Vrednosti EDso (doza ispitivane supstance koja smanjuje broj gréeva za 50%, tj. koja
daje 50% AA) sa odgovaraju¢im srednjim standardnim greskama (SEM) racunate su iz
odgovarajucih kriva log odnosa doze i efekta linearnom ili ne-linearnom regresionom
analizom uz pomo¢ GraphPad kompjuterskog programa (GraphPad Prism 6 demo,

GraphPad Softver, San Diego, CA).

Analiza dejstva antagonista na sistemski efekt magnezijum-sulfata i dizocilpina u

testu abdominalnih grcéeva

Da bi utvrdili mehanizam analgetskog dejstva magnezijum-sulfata i dizocilpin u modelu
abdominalnih gréeva ispitali smo uticaj NO i NO/cGMP/K*ATP puta pomocu slede¢ih

antagonista:

e L-NAME, neselektivni inhibitor NOS

L-NPA, selektivni inhibitor nNOS

SMT, selektivni inhibitor iNOS

metilensko plavo, neselektivni inhibitor gvanilatne ciklaze

glibenklamid, antagonist ATP-zavisnih kalijumskih kanala
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L-NAME (i.p.) ili L-NPA (i.p.) ili SMT (i.p.) ili metilensko plavo (s.c.) ili glibenklamid
(s.c.) su administrirani 10 min pre magnezijum-sulfata ili dizocilpina. Da bi proverili da
li ispitivani antagonisti imaju neki efekat na broj gréeva izazvanih siréetnom kiselinom,
u posebnoj grupi pacova ispitali smo efekte najvecih doza primenjenih antagonista.
Kontrolne grupe pacova dobile su u istom volumenu i na isti nacin 0,9% NaCl ili
alkohol (kod glibenklamida), kako bi se ispitali da li rastvara¢ ima bilo kakav uticaj na

broj gréeva izazvanih sir¢etnom kiselinom.

Procenat inhibicije (%I) analgetskog dejstva u prisustvu antagoniste je izraCunat na

slede¢i nacin (Vuckovic i sar., 2015):

%I =100 - [(%AA u prisustvu antagonista / % AA bez antagonista) x 100]

3.4.3. Test za procenu motorne spretnosti pacova - Rotarod test

Da bi otklonili lazno pozitivni analgeticki efekt magnezijum-sulfata ili dizocilpina i
ispitali bezbednost primene magnezijum-sulfata ili dizocilpina, ispitali smo da li ove
dve supstance izazivaju oSteCenje motorne koordinacije koristeci ,,rotarod,, aparat za
pacove (Treadmill for rats model 47700, Ugo Basile, Milano, Italija). Aparat se sastoji

od rotirajuceg vretena pre¢nika 5 cm, podeljenog na pet odeljaka Sirine 8 cm.

Dan pre eksperimenta pacovi su trenirani dva puta, sa razmakom izmedu merenja, da
,,voze,, rotarod u trajanju od 120 sekundi pri konstantnoj brzini od 12 obrtaja u minuti.
Na dan eksperimenta, 60 min pre ubrizgavanja lekova ili 0,9% NaCl, Zivotinje su
ponovo prosle kontrolno merenje pod istim uslovima. Samo oni pacovi koji nisu pali sa
vretena tokom 120 sekundi voznje dan pre i na dan eksperimenta su bili ukljuceni u
eksperiment. Nakon supkutane injekcije magnezijum-sulfata ili dizocilpina ili 0,9%
NaCl (u kontrolnoj grupi) merilo se vreme koje pacovi provedu na vretenu od momenta
postavljanja do pada Zivotinje sa vretena. Maksimalna duzina voznje rotarod aparata
(“cut-off”) bila je 120 sekundi (Suetake-Koga et al., 2006). Merenja su vrSena 30 min
od supkutane primene leka/fizioloSkog rastvora tj. u vremenu kada je ispoljen
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maksimalni antinociceptivni efekt (po metodi Lai 1 sar., 2007). Rezultati su izrazeni u
sekundama koliko dugo je pacov mogao da odrzi ravnotezu na vretenu u pokretu. Za
pacove koji su uspeli da se odrze na rotiraju¢em vretenu 120 sekundi smatralo se da

nisu motorno onesposobljeni.

3.4.4. Statisticka analiza

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti (SEM)
u grupi od 6-8 pacova. Izmedu eksperimentalnih grupa, statisticka znacajnost razlike u
registrovanim parametrima procenjena je uz pomoc¢ jednosmerne analize varijanse (one
way ANOVA) 1 Tukey HSD post hoc testa. U testu abdominalnih grceva,
AITC/kapsaicinom/sir¢etnom kiselinom-indukovanom nociceptivnom odgovoru i u
rotarod testu, razlike izmedu grupa su odredivane Kruskal-Wallis testom iza koga sledi,
Mann-Whitney U test. Kada je ispitivana statisticka znacajnost razlike parametra
izmedu dve gupe koristio se Studentov #-test. Pri statistickoj obradi podataka koristio se
1 kompjuterski program GraphPad (GraphPad Prism 6 demo, GraphPad Softver, San
Diego, CA).
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4. REZULTATI

4.1. Uporedni efekti magnezijum-sulfata i dizocilpina u modelu somatskog

inflamatornog bola i otoka kod pacova

4.1.1. Karageninom indukovana hiperalgezija i edem $ape pacova

Supkutana injekcija karagenina (500 pg) u taban zadnje Sape pacova izaziva zapaljenje
koje je praceno pojavom edema i eritema. Pojava bola se manifestuje snizenjem praga
povlacenja Sape na mehanicki stimulus. Hiperalgezija i edem su najizrazeniji oko 3 h.
Nepromenjen prag podizanja Sape na suprotnoj (kontralateralnoj) Sapi ukazuje na
odsustvo sekundarne hiperalgezije (nije prikazano). Nije bilo statisticki znacajne razlike
u bazalnim vrednostima praga povlacenja Sape 1 volumena Sape izmedu

eksperimentalnih grupa, kao ni izmedu eksperimentalnih grupa i kontrola (p>0,05).

4.1.2. Efekti magnezijum-sulfata na karageninom izazvan bol i otok nakon

sistemske i lokalne primene kod pacova

U modelu somatskog inflamatornog bola i otoka kod pacova, magnezijum-sulfat je
ispoljio statisticki znacajno 1 dozno-nezavisno antihiperalgezijsko i1 antiedematozno
dejstvo nakon sistemske primene. Magnezijum-sulfat je smanjio bol i otok koji su
nastali tokom razvoja zapaljenja, kao 1 bol i otok u ve¢ razvijenom zapaljenju. Lokalno

periferno primenjen magnezijum-sulfat ne uti¢e na inflamatorni bol, a smanjuje otok.

Sistemski antihiperalgezijski efekt magnezijum-sulfata primenjenog u

pretretmanu i tretmanu

Sistemski primenjen magnezijum-sulfat pre indukcije inflamacije (pretretman)
statistiCcki znacajno (p<0,05) povecava prag podizanja Sape pacova nakon injekcije
karagenina. Efekt je dozno-nezavisan. Magnezijum-sulfat primenjen s.c. u dozi od 5
mg/kg statisticki znacajno (p<0,05) smanjuje hiperalgeziju za 68 + 8,4, 52 £5,7,145 +
6,8% u 1, 2 1 3 h, respektivno. Efekt traje do 3 h. Manja doza magnezijum-sulfata od 0,5

52



mg/kg smanjuje hiperalgeziju za 44,4 + 8,8 1 24,4 + 6,8% u 1 1 2 h, respektivno.
Magnezijum-sulfat primenjen u ve¢im dozama od 15 1 30 mg/kg proizvodi statisti¢ki
znacajan ali slabiji maksimalni antihiperalgezijski efekt od 24,6 = 6,9 (p>0,05) 145,3 £
6,7% (p<0,01), koji je takode postignut u 2 h (slika 8A, veliki grafikon). Kriva odnosa
log doze i efekta magnezijum-sulfata konstruisana za vrednosti maksimalnog
antihiperalgezijskog dejstva i u vreme postizanja maksimalnog dejstva (1-2 h posle
injekcije karagenina) nema linearan tok i pokazuje da efekt ne zavisi od doze (slika 8A,

mali grafikon).

Magnezijum-sulfat primenjen sistemski u tretemanu smanjuje hiperalgeziju u vreme
kada je ona najizrazenija. Neposredno pre postizanja maksimalne karageninske
hiperalgezije, supkutano primenjen magnezijum-sulfat u dozi od 5 mg/kg prouzrokuje
visoko statisticki znacajan (p<0,01) analgeticki, odnosno antihiperalgezijski efekt od
43,7 + 6,1%. Efekt je dobijen jedan sat posle primene leka (u vremenskoj tacki 3 h) i
trajao je naredna tri sata. Magnezijum-sulfat primenjen, 2 h posle injekcije karagenana,
u vecoj dozi od 30 mg/kg ima slab antihiperalgezijski efekt od samo 27,3 + 4,5%
(»p>0,05) (slika 8B).

Sa najviSom ispitivanom dozom magnezijum-sulfat (30 mg/kg) nije promenio prag
podizanja Sape na kontralateralnoj (neinflamiranoj) Sapi, $to sugeriSe da magnezijum-

sulfat ne narusava bihejviorano testiranje nociceptivne osetljivosti (nije prikazano).

U kontrolnim grupama koje su dobijale fizioloski rastvor, supkutana injekcija
fizioloskog rastvora (0,2 ml/kg) nije imala znaCajan efekt na prag za podizanje Sape
(»>0,05). U kontrolnoj grupi sistemski primenjen magnezijum-sulfat (30 mg/kg, s.c.)
nije imao statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na prag bola za podizanje zdrave Sape (nije

prikazano).
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Slika 8. Intezitet 1 trajanje antihiperalgezijskog dejstva magnezijum-sulfata (MS 0,5, 5,
15 1 30 mg/kg, s.c.) primenjenog sistemski 5 min pre (A) ili 2 h posle (B) injekcije

Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SEM

ipl).

antihiperalgezijskog dejstva izrazenog u gramima dobijenu testiranjem 6 pacova. (A)

karagenina (Kar,
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Statisticka znacajnost je dobijena: poredenjem sa kontrolom (0,9% NaCl) (*p<0,05,
**p<(0,01), poredenjem MS 5 ili 30 sa 0,5 ("p<0,05) i poredenjem MS 5 i 15
(*p<0,05,"p<0,01) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). (B) Statisti¢ka zna¢ajnost
(*p<0,05, **p<0,01) je dobijena poredenjem sa kontrolom (0,9% NaCl) (One-Way
ANOVA, Tukey’s HSD test). Mali grafikon predstavlja regresionu krivu odnosa log
doze 1 antihiperalgezijskog dejstva (%AH) magnezijum-sulfata (MS) u trenutku (1 ili 2
h posle inj. karagenina) postizanja maksimalnog efekta u inflamatornom modelu bola u
pacova. s.c., supkutano. i.pl. intraplantarno. df (g), srednja razlika u pritiscima na Sapu

pre i posle nastanka zapaljenja.

Sistemski antiedematozni efekt magnezijum-sulfata primenjenog u pretretmanu i

tretmanu

Magnezijum-sulfat je primenjen sistemski pre nastanka zapaljenja (profilakticki) u
dozama od 0,5, 5, 15 1 30 mg/kg. Statisticki znacajno (p<0,05) smanjen je edem Sape
samo sa dozom od 5 mg/kg za 29,1 + 6,1% 1 to samo u vreme maksimalno razvijenog

edema tj. u 4,5 satu (slika 9A).

Magnezijum-sulfat primenjen sistemski u vreme maksimalno razvijenog edema usled
zapaljenja statisticki znacajno (p<0,05, p<0,01) smanjuje edem samo u najvecoj
testiranoj dozi od 30 mg/kg. Antiedematozni efekt traje tri sata nakon primene tj. u 3,5,
4,5 1 5,5 satu i iznosi 51,1 £ 4,7, 47,3 £ 3,9 1 37,3 + 7,4%, respektivno. Doza
magnezijum-sulfata (5 mg/kg) koja ostvaruje antidematozni efekt u pretretmanu, nema

statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na edem u tretmanu (slika 9B).
U kontrolnoj grupi zivotinja, magnezijum-sulfat (30 mg/kg s.c.) nema statisticki
znacajan (p>0,05) uticaj na promenu volumena Sape pacova. U kontrolnim grupama

koje su dobijale fizioloski rastvor, supkutana injekcija fizioloSkog rastvora (0,2 ml/kg)

nije znacajno menjala (p>0,05) bazalni volumen Sape.
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Slika 9. Intezitet i trajanje antiedematoznog dejstva magnezijum-sulfata (MS 0,5, 5, 15 1
30 mg/kg, s.c.) primenjenog sistemski 5 min pre (A) ili 2 h posle (B) injekcije
karagenina (Kar, i.pl.). Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SEM

antiedematoznog dejstva izrazenu u mililitrima dobijenu testiranjem 6 pacova. (A)
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Statisticka znacajnost (*p<0,05) je dobijena poredenjem sa kontrolom (0,9% NaCl)
(One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). (B) Statisticka znacajnost je dobijena
poredenjem sa kontrolom (0,9% NaCl) (*p<0,05, **p<0,01) i poredenjem MS 5 sa 30
("p<0,05, "p<0,01) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). s.c., supkutano. i.pl.

intraplantarno. dv (ml), srednja razlika u volumenu Sape pre i posle nastanka zapaljenja.

Lokalni periferni efekt magnezijum-sulfata na hiperalgeziju

Nakon lokalne periferne primene magnezijum-sulfat nije imao nikakav uticaj na razvoj
hiperalgezije u toku inflamcije. I.pl. koadministriran sa karageninom, magnezijum-
sulfat u dozi od 0,05, 0,1 1 0,5 mg/Sapi nije imao statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na
ve¢ snizeni prag bola za podizanje Sape (slika 10). Magnezijum-sulfat ubrizgan u
kontralateralnu (neinflamiranu) Sapu u dozi od 0,1 mg/Sapi nije imao statisticki znacajan

(p>0,05) efekt na hiperalgeziju izazvanu karageninom (nije prikazano).

U kontrolnoj grupi pacova, magnezijum-sulfat primenjen sam i.pl.u zdravu (intaktnu)

Sapu smanjuje prag bola za podizanje Sape (slika 35).
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Slika 10. Odsustvo lokalnog antihiperalgezijskog dejstva magnezijum-sulfata (MS,
0,05, 0,1 1 0,5 mg/Sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa
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karageninom (Kar). Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g)
+ SEM na Sapu pre 1 posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova.
Statisticka znacajnost nije nadena ni u jednoj vremenskoj tacki (p>0,05) (One-Way

ANOVA, Tukey’s HSD test).

Lokalni periferni antiedematozni efekt magnezijum-sulfata

Magnezijum-sulfat je primenjen lokalno i.pl. u dozi od 0,05, 0,1 i 0,5 mg/Sapi
istovremeno sa karageninom. Statisticki znacajno (p<0,05, p<0,01) smanjuje otok Sape
samo u najvecoj ispitivanoj dozi (slika 11). Antiedematozni efekt magnezijum-sulfata
(0,5 mg/sapi) pocinje u 3,5 1 prestaje u 6,5 satu nakon izazivanja zapaljenja.
Antiedematozni efekt iznosi 43,6 + 4,7, 50,7 + 7,7, 55,8 £ 4,91 58,6 + 4,3%, u 3,5, 4,5,
5,51 6,5 satu, respektivno. Efekt je lokalnog karaktera, jer u istoj dozi i na isti nacin
magnezijum-sulfat (0,5 mg/Sapi, i.pl.) primenjen u kontralateralnoj Sapi statistic¢ki

znacajno (p>0,05) ne utiCe na otok Sape izazvan karageninom.

U kontrolnoj grupi Zivotinja, intraplantarna injekcija magnezijum-sulfata (0,5 mg/Sapi)

ne utice znacajno na promenu volumena Sape pacova.
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Slika 11. Intezitet 1 trajanje lokalnog perifernog antiedematoznog dejstva magnezijum-
sulfata (MS 0,05, 0,1 1 0,5 mg/Sapi) primenjenog intraplantarno (i.pl.) istovremeno sa
karageninom (Kar). Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike volumena Sape u
mililitrima dv(ml) £ SEM pre i posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6
pacova. Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem sa kontrolom (0,9% NaCl)
(*p<0,05, **p<0,01) i sa MS 0,5 ("p<0,05, "p<0,01) (One-Way ANOVA, Tukey’s
HSD test).

4.1.3. Efekti dizocilpina na karageninom izazvan bol i otok nakon sistemske i

lokalne primene kod pacova

U modelu somatskog inflamatornog bola kod pacova, dizocilpin je ispoljio statisticki
znaCajno antihiperalgezijsko dejstvo nakon sistemske i lokalne periferne primene.
Antihiperalgezijsko i antiedematozno dejstvo dizocilpina nakon sistemske primene je

dozno-zavisno.

Sistemski antihiperalgezijski efekt dizocilpina

Supkutano primenjen dizocilpin pre nastanka zapaljenja statisticki zna¢ajno i na dozno-
zavisan nacin povecava snizen prag bola izazvan karageninom. Oko 30 min posle
injekcije dizocilpina u dozi od 0,0005, 0,005 1 0,02 mg/kg (Sto odgovara 0,5, 5 i 20
ng/kg) ispoljava statisticki znacajno (p<0,05, p<0,01) smanjenje hiperalgezije za 40,3 +
84,485+ 11,41 79,1 £ 22%, respektivno (slika 12). Antihiperalgezijski efekt dostize
maksimum pola sata posle s.c. primene, a odrzava se narednih 3 do 5 h. Duzina trajanja
dejstva dizocilpina zavisi od doze. Kriva odnosa log doze i efekta dizocilpina
konstruisana za vrednosti maksimalnog antihiperalgezijskog dejstva 1 u vreme
postizanja maksimalnog dejstva (30 min posle injekcije karagenina) pokazuje linerani

tok tj. da efekt zavisi od doze (slika 12, mali grafikon).

U kontrolnim grupama, supkutana injekcija fizioloskog rastvora nije imala efekt na prag
za podizanje Sape. U kontrolnoj grupi sistemski primenjen dizocilpin (0,005 mg/kg, s.c.)
nije imao statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na prag bola za podizanje zdrave Sape.

Jedino u najvecoj ispitanoj dozi, dizocilpin (0,02 mg/kg) u prva dva sata nakon injekcije
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izaziva blagi porast praga bola za podizanje Sape na zdravoj Sapi. U poredenju sa
vrednostima dobijenim posle primene 0,9% NaCl razlika u pragu bola se kretala od 2,7
+ 2,8 do 9 £ 5,5 g (p>0,05; Studentov t- test za nezavisne uzorake) (nije prikazano).
Ovaj rezultat ukazuje da bihejvioralna procena nociceptivne osetljivosti kod pacova

moze biti narusena velikim dozama dizocilpina.
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Slika 12. Intezitet i trajanje sistemskog antihiperalgezijskog dejstva dizocilpina (MK-
801; 0,0005, 0,005 1 0,02 mg/kg, s.c.) primenjenog 5 min pre injekcije karagenina (Kar,
1.pl.). Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) + SEM na Sapu

pre i posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost je
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dobijena poredenjem sa kontrolom (0,9% NaCl) (*p<0,05, **p<0,01), poredenjem MK-
801 0,0005 sa 0,02 (*p<0,05, “p<0,01) i poredenjem MK-801 0,005 sa 0,02 (“p<0,05,
#p<0,01) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). Mali grafikon predstavlja regresionu
krivu odnosa log doze i antihiperalgezijskog dejstva (%AH) dizocilpina u trenutku (30
min posle inj. karagenina) postizanja maksimalnog efekta u inflamatornom modelu bola

u pacova. s.c., supkutano. i.pl. intraplantarno.

Sistemski antiedematozni efekt dizocilpina

Supkutano primenjen dizocilpin pre nastanka zapaljenja statisticki znac¢ajno smanjuje
edem Sape izazvan zapaljenjem. Dizocilpin u dozi od 0,0005, 0,005 i 0,02 mg/kg (Sto
odgovara 0,5, 5 1 20 pg/kg) ispoljava statisti¢ki znacajno (p<0,05) smanjenje edema
Sape izazvanog zapaljenjem samo u dozi od 0,005 mg/kg (slika 13). Maksimalni
antiedematozni efekt iznosi 47,3 + 7,7 1 45,4 + 7,6% 1 postize se u 2,5 i 3,5 satu nakon

izazivanja zapaljenja. Antiedematozno dejstva dizocilpina ne zavisi od doze.
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Slika 13. Intezitet i trajanje sistemskog antiedematoznog dejstva dizocilpina (MK-801;
0,0005, 0,005 1 0,02 mg/kg, s.c.) primenjenog 5 min pre injekcije karagenina (Kar, i.pl.).

Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike volumena Sape u mililitrima dv(ml) +
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SEM pre i posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka
znacajnost (p<0,05) je dobijena poredenjem sa 0,9% NaCl (One-Way ANOVA,
Tukey’s HSD test).

Lokalni periferni antihiperalgezijski efekt dizocilpina

Intraplantarna istovremena primena dizocilpina sa karageninom ostvaruje statisti¢ki
znacajan (p<0,05) lokalni periferni antihiperalgezijski efekt. Dizocilpin u dozi od
0,0001 mg/sapi (0,1 pg/Sapi) povecava smanjeni prag bola za samo 20,7 + 3,6% u 2 h.
Dizocilpin u dozi od 0,00015 mg/Sapi (0,15 pg/Sapi) statisticki znacajno (p<0,05)
smanjuje karageninsku hiperalgeziju za 34,6 + 8,8 1 28,5 + 5,2% u 2 1 3 h, respektivno
(slika 14). Ukupno trajanje efekta iznosi dva sata. Efekt dizocilpina je lokalne prirode, s
obzirom da najveca ispitana doza ubrizgana u kontralateralnu (zdravu) Sapu nije imala
nikakav znacajan (p>0,05) uticaj na karageninom indukovanu hiperalgeziju (nije
prikazano). Dozna-zavisnost efekta nije mogla biti ispitana jer je mali raspon izmedu

doza sa lokalnim 1 sistemskim efektom.

U kontrolnoj grupi pacova, dizocilpin (0,00015 mg/Sapi) primenjen sam i.pl.u zdravu
(intaktnu) Sapu ne utiCe statisticki znacajno (p>0,05) na prag bola za podizanje Sape

(nije prikazano).
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Slika 14. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog antihiperalgezijskog dejstva dizocilpina
(MK-801; 0,0001 1 0,00015 mg/Sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene
primene sa karageninom (Kar). Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u
pritiscima df(g) = SEM na Sapu pre i posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6
pacova. Statisticka znaajnost je dobijena poredenjem sa kontrolom (0,9% NaCl)

(*p<0,05, **p<0,01) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test).

Lokalni efekt dizocilpina na edem Sape izazvan karageninom

Dizocilpin (0,0001 1 0,00015 mg/Sapi) ubrizgan intraplantarno istovremeno sa
karageninom nema statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na razvoj edema koji izazva
karagenin (slika 15). Najveca ispitana doza dizocilpina (0,00015 mg/Sapi) nema
sistemsko dejstvo tj. kada se dizocilpin ubrizga u kontralateralnu $apu nema statisticki

znacajnog (p>0,05) uticaja na edem Sape izazvan karageninom (nije prikazano).
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Slika 15. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog dejstva dizocilpina (MK-801) na edem
Sape pacova izazvan karageninom (Kar). MK-801 (0,0001 i 0,00015 mg/Sapi) je
primenjen intraplantarno (i.pl.) istovremeno sa Kar. Svaka tacka predstavlja srednju
vrednost razlike volumena Sape u mililitrima dv (ml) £+ SEM pre i posle nastanka
zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost nije nadena ni u jednoj

vremenskoj tacki (p>0,05) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test).

4.2. Uloga NO-a u mehanizmu antihiperalgezijskog i antiedematoznog dejstva

magnezijum-sulfata u modelu somatskog inflamatornog bola i otoka kod pacova

Da bismo ispitali da li magnezijum-sulfat ostvaruje dejstvo preko NO-a, ispitali smo
uticaj neselektivnog (L-NAME), neuralnog (L-NPA) i inducibilnog (SMT) inhibitora
NOS na antihiperalgezijski 1 antiedematozni efekt magnezijum-sulfata u somatskom

inflamatornom modelu bola 1 otoka kod pacova.
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4.2.1. Dejstvo prekursora i inhibitora sintaze NO-a na antihiperalgezijski efekt

magnezijum-sulfata

L-NAME, neselektivni inhibitor NOS, primenjen i.p. u dozi od 3 mg/kg u potpunosti
(100%) (p<0,01) prekida antihiperalgezijski efekt magnezijum-sulfata (5 mg/kg) u 0,5,
1,213 h. Uveéoj dozi od 5 mg/kg znacajno (p<0,05) antagonizuje efekt magnezijuma-
sulfata za 84,1% u 0,5 h (slika 16, A 1 B). L-arginin, prekursor NO-a, (0,4 mg/kg, s.c.)
primenjen u kombinaciji sa L-NAME 1 magnezijum-sulfatom statisticki znacajno
(»<0,01) smanjuje efekt L- NAME od 3 i 5 mg/kg na dejstvo magnezijum-sulfata za
57,8 1 72,9%, respektivno. Maksimalno dejstvo L-arginin dostize u 0,5 h (slika 16, A i
B).

Kada se primeni sam, L-NAME (3 i 5 mg/kg) ill L-arginin ne utiCe znacajno na

karageninsku hiperalgeziju u poredenju sa 0,9% NaCl (p>0,05) (nije prikazano).
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Slika 16. Vremenski tok dejstva L-NAME sa i1 bez L-aginina (L-arg) na efekt
magnezijum-sulfata (MS) tokom karageninske (Kar) hiperalgezije kod pacova. L-
NAME (3 i 5 mg/kg) je dat intraperitonealnol0 min pre MS (5 mg/kg) + L-arg (0,4
mg/kg) koji su dati simultano supkutano 5 min pre Kar. Svaka tacka predstavlja srednju
vrednost razlike u pritiscima df(g) + SEM na Sapu pre i posle nastanka zapaljenja,
dobijenu testiranjem 6 pacova. (A) Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem
kombinacije L-NAME 3+MS sa MS (*p<0,05, **p<0,01) i kombinacije L-arg+L-
NAME 3+MS and L-NAME 3+MS ("p<0,01) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test).
(B) Statisti¢ka znacajnost je dobijena poredenjem kombinacije L-NAME 5+MS sa MS
(*p<0,05) i poredenjem kombinacije L-argtL-NAMES5+MS sa L-NAME 5+MS
("p<0,01) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). i.pl. intraplantarno.

4.2.2. Dejstvo inhibitora neuralne sintaze NO-a na antihiperalgezijski efekt

magnezijum-sulfata

L-NPA, selektivni inhibitor nNOS, u dozi od 2 mg/kg, i.p. statisticki znacajno (p<0,01)
antagonizuje antihiperalgezijski efekt magnezijum-sulfata (5 mg/kg) za 75% u 0,5 h,

dok u manjim dozama od 1 i 0,5 mg/kg ima slab ili nikakav uticaj na antihiperalgezijski
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efekt magnezijum-sulfata (slika 17). U odnosu na 0,9% NaCl, sam L- NPA (2 mg/kg)

nije imao statisticki znac¢ajnog uticaja na karageninsku hiperalgeziju (nije prikazano).
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Slika 17. Vremenski tok dejstva L-NPA na efekt magnezijum-sulfata (MS) tokom
karageninske (Kar) hiperalgezije kod pacova. L-NPA (0,5, 1 i 2 mg/kg) je dat
intraperitonealno 10 min pre MS (5 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre Kar. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) = SEM na Sapu pre 1 posle
nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost (**p<0,01) je
dobijena poredenjem kombinacije L-NPA 2+MS i MS (One-Way ANOVA, Tukey’s
HSD test). i.pl. intraplantarno.

4.2.3. Dejstvo inhibitora inducibilne sintaze NO-a na antihiperalgezijski efekt

magnezijum-sulfata

SMT, potentan i selektivan inhibitor iNOS, u dozama od 0,005 i 0,01 mg/kg (51 10
pg/kg), nije imao statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na antihiperalgezijski efekt
magnezijum-sulfata (5 mg/kg) tokom hiperalgezije izazvane karageninom. U najvecoj
testiranoj dozi od 0,015 mg/kg (15 pgkg) SMT statisticki znacajno (p<0,01)
antagonizuje antihiperalgezijski efekt magnezijum-sulfata za 98,5% u 0,5 h (slika 18). U
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odnosu na 0,9% NaCl, SMT (0,015 mg/kg), primenjen bez magnezijum-sulfata, nije

imao statisticki znacajnog uticaja na karageninsku hiperalgeziju (nije prikazano).
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Slika 18. Vremenski tok dejstva SMT na efekt magnezijum-sulfata (MS) tokom
karageninske (Kar) hiperalgezije kod pacova. SMT (0,005, 0,01 i 0,015 mg/kg) je dat
intraperitonealno 10 min pre MS (5 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre Kar. Svaka
taCka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) = SEM na Sapu pre i posle
nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. StatistiCka znacajnost (*p<0,05) je
dobijena poredenjem kombinacije SMT 0,015+MS sa MS (One-Way ANOVA, Tukey’s
HSD test). i.pl. intraplantarno.

4.2.4. Dejstvo prekursora i inhibitora sintaze NO-a na antiedematozni efekt

magnezijum-sulfata

Magnezijum-sulfat u dozi od 5 mg/kg, s.c. smanjuje edem Sape izazvan zapaljenjem za
34+7,6,20,1 £9,3120,9+3,9%u2,5,3,514,5 h, respektivno. L-NAME, neselektivni
inhibitor NOS, primenjen i.p. u dozi od 3 mg/kg antagonizuje efekt magnezijum-sulfata
za 51,9, 55,7 1 47,6% u 2,5, 3,5 1 4,5 h, respektivno. L-arginin, prekursor NO-a, (0,4
mg/kg, s.c.) primenjen u kombinaciji sa L-NAME 1 magnezijum-sulfatom u potpunosti
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antagonizuje efekt L-NAME od 3 mg/kg na dejstvo magnezijum-sulfata (slika 19A). L-
NAME u dozi od 5 mgkg u kombinaciji sa magnezijum-sulfatom potencira
antiedematozno dejstvo magnezijum-sulfata u 2,5 h, a L-arginin smanjuje dejstvo L-
NAME 5 mg/kg na efekt magnrzijum-sulfata za 67,3% (slika 19B). U kontrolnoj grupi
pacova, L-NAME (3 i 5 mg/kg) ili L-arginin ne uticu statisti¢ki znacajno (p>0,05) na

edem Sape izazvan karageninom, u odnosu na 0,9% NaCl (nije prikazano).
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Slika 19. Vremenski tok dejstva L-NAME sa i bez L-aginina (L-arg) na efekt
magnezijum-sulfata (MS) na edem Sape pacova izazvan karageninom (Kar). L-NAME
(3 1 5 mg/kg) je dat intraperitonealnol0 min pre MS (5 mg/kg) + L-arg (0,4 mg/kg) koji
su dati simultano supkutano 5 min pre Kar. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost
razlike volumena Sape u mililitrima dv(ml) £ SEM pre i posle nastanka zapaljenja,
dobijenu testiranjem 6 pacova. (A) Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem sa
kombinacijom L-NAME 3+MS (*p<0,05) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). (B)
Statisti¢ka znacajnost je dobijena poredenjem sa 0,9% NaCl (*'p<0,01) i poredenjem sa

kombinacijom L-NAME 5+MS (*p<0,05) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test).

4.2.5. Dejstvo inhibitora neuralne sintaze NO-a na antiedematozni efekt

magnezijum-sulfata

Magnezijum-sulfat statisticki znacajno (p<0,05) smanjuje otok Sape za 30,9 = 4,7% u
4,5 satu nakon izazivanja zapaljenja karageninom. L-NPA, selektivni inhibitor nNOS, u
dozi od 2 mg/kg, i.p. statisticki znacajno (p<0,05) antagonizuje antiedematozni efekt
magnezijum-sulfata (5 mg/kg) za 72,3% u 4,5 h, dok u manjim dozama od 1 i 0,5 mg/kg

ima slab ili nikakav uticaj na antiedematozni efekt magnezijum-sulfata (slika 20). U
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odnosu na 0,9% NaCl, sam L-NPA (2 mg/kg) nije imao statisticki zna€ajnog uticaja na

edem Sape izazvan karageninom (nije prikazano).
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Slika 20. Vremenski tok dejstva L-NPA na efekt magnezijum-sulfata (MS) na edem
Sape pacova izazvan karageninom (Kar). L-NPA (0,5, 1 i 2 mg/kg) je dat
intraperitonealnol0 min pre MS (5 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre Kar. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost razlike volumena Sape u mililitrima dv(ml) £ SEM
pre 1 posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisti¢ka znacajnost je
dobijena poredenjem sa 0,9% NaCl (*p<0,05), sa MS 5 ("p<0,05), i poredenjem sa
kombinacijom L-NPA 2+MS (¥p<0,05) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). i.pl.,

intraplantarno.

4.2.6. Dejstvo inhibitora inducibilne sintaze NO-a na antiedematozni efekt

magnezijum-sulfata

SMT, potentan i selektivan inhibitor iNOS, u dozi od 0,005 1 0,01 mg/kg (5 1 10 pg/kg)
nije imao statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na antiedematozni efekt magnezijum-
sulfata (5 mg/kg) tokom zapaljenja izazvanog karageninom. U najvecoj testiranoj dozi

od 0,015 mg/kg (15 pg/kg) SMT je statisticki znacajno (p<0,05) i u potpunosti (100%)
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antagonizovao antiedematozni efekt magnezijum-sulfata u 4,5 h (slika 21). U odnosu na
0,9% NaCl, SMT (0,015 mg/kg), primenjen bez magnezijum-sulfata, nije imao

statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na edem Sape izazvan karageninom (nije prikazano).

*

1,2 -
1 -
E
> 0,8 -
S
©
€ 0,6-
T
o
°
E 0,4 - —a—0,9% NacCl
= ——MS 5 mg
0.2 - —e— SMT 0,005 mg+MS
’ —aA— SMT 0,01 mg+MS$S
—>—SMT 0,015 mg+MS
0 L] L] L] L] L] L]
0 1,5 2,5 3,5 4,5 5,5 6,5
Kar i.pl. vreme (h)

Slika 21. Vremenski tok dejstva SMT na efekt magnezijum-sulfata (MS) na edem Sape
pacova izazvan karageninom (Kar). SMT (0,005, 0,01 i 0,015 mg/kg) je dat
intraperitonealno10 min pre MS (5 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre Kar. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost razlike volumena Sape u mililitrima dv(ml) =+ SEM
pre i posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. StatistiCka znacajnost je
dobijena poredenjem sa MS 5 (*p<0,05) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). i.pl.,

intraplantarno.

4.3. Uloga NO-a u mehanizmu antihiperalgezijskog i antiedematoznog dejstva

dizocilpina u modelu somatskog inflamatornog bola i otoka kod pacova

Da bismo ispitali da 1i dizocilpin deluje preko NO-a, ispitali smo uticaj neselektivnog
(L-NAME), neuralnog (L-NPA) 1 inducibilnog (SMT) inhibitora NOS na
antihiperalgezijski i antiedematozni efekt dizocilpina u somatskom inflamatornom

modelu bola i otoka kod pacova.
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4.3.1. Dejstvo neselektivnog inhibitora sintaze NO-a na antihiperalgezijski efekt
dizocilpina

L-NAME, neselektivni inhibitor NOS, primenjen 1.p. u pretretmanu u dozi od 10 mg/kg
u potpunosti (100%) (p<0,05) antagonizuje antihiperalgezijski efekt dizocilpina (0,005
mg/kg) u 1 h (slika 22). L-NAME u dozi od 5 mg/kg antagonizuje efekt dizocilpina za
55,4,45148,1% u 0,5, 115 h, redom. U dozi od 10 mg/kg L-NAME antagonizuje efekt
dizocilpina za 77,3, 55,71 90% u 0,5, 2 i 3 h. Kada se primeni sam, bez dizocilpina, L-
NAME (10 mg/kg) ne utiCe statisticki znacajno (p>0,05) na hiperalgeziju izazvanu

karageninom u poredenju sa 0,9% NaCl (nije prikazano).
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Slika 22. Vremenski tok dejstva L-NAME na efekt dizocilpina (MK-801) tokom
karageninske (Kar) hiperalgezije kod pacova. L-NAME (5 1 10 mg/kg) je dat
intraperitonealnol0 min pre MK-801 (0,005 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre
Kar. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) £+ SEM na Sapu
pre i posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost je
dobijena poredenjem kombinacije L-NAME 10+MK-801 sa MK-801 (*p<0.05) (One-
Way ANOVA, Tukey’s HSD test). i.pl. intraplantarno.
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4.3.2. Dejstvo inhibitora neuralne sintaze NO-a na antihiperalgezijski efekt
dizocilpina

L-NPA, selektivni inhibitor nNOS, u dozi od 2 mg/kg, i.p. statisticki znacajno (p<0,05)
povecava antihiperalgezijski efekt dizocilpina (0,005 mg/kg) u 1 h, dok u manjim
dozama od 1 i 0,5 mg/kg ima slab ili nikakav uticaj na antihiperalgezijski efekta
dizocilpina (slika 23). U poredenju sa 0,9% NaCl, sam L-NPA (2 mg/kg) nema

statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na karageninsku hiperalgeziju (nije prikazano).
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Slika 23. Vremenski tok dejstva L-NPA na efekt dizocilpina (MK-801) tokom
karageninske (Kar) hiperalgezije kod pacova. L-NPA (0,5, 1 i 2 mg/kg) je dat
intraperitonealno 10 min pre MK-801 (0,005 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre
Kar. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) £ SEM na Sapu
pre i posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisti¢ka znacajnost je
dobijena poredenjem kombinacije L-NPA2+MK-801 sa MK-801 (*p<0,05) i
poredenjem kombinacije L-NPA2+MK-801 sa kombinacijom L-NPA 0,5+MK-801
(*p<0,05) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). i.pl. intraplantarno.
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4.3.3. Dejstvo inhibitora inducibilne sintaze NO-a na antihiperalgezijski efekt
dizocilpina

SMT, potentan i selektivan inhibitor iNOS, u dozi od 0,005, 0,01 1 0,015 mg/kg (5, 10 1
15 pg/kg) statisticki znacajano (p<0,05) 1 na dozno-zavisan nacin redukuje
antihiperalgezijski efekt dizocilpina (0,005 mg/kg) tokom hiperalgezije izazvane
karageninom (slika 24). U odnosu na 0,9% NaCl, sam SMT (0,015 mg/kg) nije imao

statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na karageninsku hiperalgeziju (nije prikazano).
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Slika 24. Vremenski tok dejstva SMT na efekt dizocilpina (MK-801) tokom
karageninske (Kar) hiperalgezije kod pacova. SMT (0,005, 0,01 1 0,015 mg/kg) je dat
intraperitonealno 10 min pre MK-801 (5 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre Kar.
Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) = SEM na Sapu pre i
posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost je
dobijena poredenjem: kombinacije SMT 0,01 ili 0,015+MK-801 sa MK-801 (*p<0,05,
**p<0,01), kombinacije SMT 0,005 ili 0,01+MK-801 sa SMT 15+MK-801 ("p<0,05,
“p<0,01), kao i poredenjem kombinacije SMT 5+MK-801 sa SMT 10+MK-801
(*p<0,05) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). i.pl. intraplantarno.
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4.3.4. Dejstvo neselektivnog inhibitora sintaze NO-a na antiedematozni efekt

dizocilpina

Dizocilpin u dozi od 0,005 mg/kg, s.c. statisticki znacajno (p<0,05, p<0,01) smanjuje
edem Sape izazvan zapaljenjem za 41,6 = 8,7 142,7 £ 5,7% u 3,5 14,5 h, respektivno. L-
NAME, neselektivni inhibitor NOS, primenjen i.p. u dozi od 10 mg/kg statisticki
znacajno (p<0,05) antagonizuje efekt dizocilpina za 22,1 1 79,4% u 3,5 1 4,5 h,
respektivno (slika 25). U poredenju sa 0,9% NaCl, L-NAME (10 mg/kg) nema (p>0,05)

znafajnog uticaja na razvoj edema izazvanog karageninom (nije prikazano).
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Slika 25. Vremenski tok dejstva L-NAME na efekt dizocilpina (MK-801) na edem Sape
pacova izazvan karageninom (Kar). L-NAME (5 1 10 mg/kg) je dat intraperitonealno10
min pre MK-801 (0,005 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre Kar. Svaka tacka
predstavlja srednju vrednost razlike volumena Sape u mililitrima dv(ml) = SEM pre i
posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost je
dobijena poredenjem sa 0,9% NaCl (*p<0,05, **p<0,01) 1 poredenjem kombinacije L-
NAME 10+MK-801 sa MK-801 ("p<0,05) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test).

1.pl., intraplantarno.
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4.3.5. Dejstvo inhibitora neuralne sintaze NO-a na antiedematozni efekt

dizocilpina

Dizocilpin (0,005 mg/kg, s.c.) statisticki znacajno (p<0,01) smanjuje otok Sape za 55,4
+11,8143,2+ 13,8% u 3,5 1 4,5 satu, redom, nakon izazivanja zapaljenja karageninom.
L-NPA, selektivni inhibitor nNOS, u dozi od 1 mg/kg, i.p. statisticki znacajno (p<0,05)
antagonizuje antiedematozni efekt dizocilpina za 100 1 69,4% u 2,5 1 3,5 satu, redom. U
manjoj (0,5 mg/kg) i ve¢oj (2 mg/kg) dozi nema statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na
antiedematozni efekt dizocilpina (slika 26). U odnosu na 0,9% NaCl, sam L-NPA (2
mg/kg) nije imao statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na edem Sape izazvan karageninom

(nije prikazano).
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Slika 26. Vremenski tok dejstva L-NPA na efekt dizocilpina (MK-801) na edem Sape
pacova izazvan karageninom (Kar). L-NPA (0,5, 1 i 2 mg/kg) je dat intraperitonealno
10 min pre MK-801 (0,005 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre Kar. Svaka tacka
predstavlja srednju vrednost razlike volumena Sape u mililitrima dv(ml) £ SEM pre 1
posle nastanka zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znaajnost je
dobijena poredenjem sa 0,9% NaCl (**p<0,01) i poredenjem kombinacije L-NPA
1+MK-801 ("p<0,05) sa MK-801 (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). i.pl.,
intraplantarno.
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4.3.6. Dejstvo inhibitora inducibilne sintaze NO-a na antiedematozni efekt

dizocilpina

SMT, potentan i selektivan inhibitor iNOS, u dozi od 0,005, 0,01 mg/kg (51 10 pg/kg),
nije imao statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na antiedematozni efekt dizocilpina (0,005
mg/kg) tokom zapaljenja izazvanog karageninom. U najvecoj testiranoj dozi od 0,015
mg/kg (15 pg/kg) SMT je statisticki znacCajno (p<0,01) antagonizovao antiedematozni
efekt dizocilpina u 3,5 14,5 h za 85 1 94,9%, redom (slika 27). U odnosu na 0,9% NacCl,
sam SMT (0,015 mg/kg), nije imao statisticki znacajan uticaj (p>0,05) na edem Sape

izazvan karageninom (nije prikazano).
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Slika 27. Vremenski tok dejstva SMT na efekt dizocilpina na edem Sape pacova izazvan
karageninom (Kar). SMT (0,005, 0,01 1 0,015 mg/kg) je dat intraperitonealno10 min pre
MK-801 (0,005 mg/kg) koji je dat supkutano 5 min pre Kar. Svaka tacka predstavlja
srednju vrednost razlike volumena Sape u mililitrima dv(ml) = SEM pre i posle nastanka
zapaljenja, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost je dobijena
poredenjem: sa 0,9% NaCl (*p<0,05), kombinacije SMT 0,015+MK-801 sa MK-801
(*"p<0,01) i poredenjem kombinacije SMT 0,005 ili 0,01+MK-801 sa kombinacijom
SMT 0,015+MK-801 (p<0,05, #p<0,01) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test). i.pl.,
intraplantarno.
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4.4. Uporedni efekti magnezijum-sulfata i dizocilpina u modelu visceralnog

inflamatornog bola kod pacova

4.4.1. Siréetnom Kkiselinom indukovani abdominalni grcevi kod pacova

Rastvor sir¢etne kiseline (0,7%) ubrizgan u trbusnu duplju pacova izaziva
karakteristicno bolno ponasanje u vidu gréeva koji se javljaju 5 min nakon injekcije 1
broje se narednih 20 min. Izmedu kontrolnih grupa koje su dobijale fizioloski rastvor,
umesto ispitivanog leka, nije bilo statisticki znacajne razlike (p>0,05) u broju

abdominalnih gréeva (nije prikazano).

4.4.2. Antinociceptivni efekti magnezijum-sulfata i dizocilpina u testu

abdominalnih gréeva kod pacova

U testu abdominalnih gréeva supkutana injekcija magnezijum-sulfata ili dizocilpina
statisticki znacajno (p<0,01) smanjuje broj abdominalnih gréeva u odnosu na kontrolnu

grupu, koja je dobila rastvor sir¢etne kiseline 1 0,9% NaCl (s.c.) umesto leka.

Kao $to je pokazano na slici 28, kriva odnosa doze i odgovora nakon supkutane
injekcije magnezijum-sulfata nema linearan oblik. Antinociceptivni efekt magnezijum-
sulfata je dvofazan. Magnezijum-sulfat u dozi od 1, 5 1 15 mg/kg (U=0, p=0,002)
smanjuje broj gréeva za 60 + 2, 50 + 11 1 77 + 2%, respektivno. U ve¢im dozama od 30
1 45 mg/kg magnezijum-sulfat ne utice statisticki znacajno (p>0,05) na broj gréeva
(slika 28). Srednja efektivha (EDso) vrednost (sa 95% intervalom poverenja (CL))
izraCunata na osnovu krive odnosa doze i efekta prve, tj. antinociceptivne faze

magnezijum-sulfata iznosi 6,6 mg/kg (1,5-11,23).
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Slika 28. Antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata (MS) u testu abdominalnih gréeva
izazvanih rastvorom siréetne kiseline. MS (1, 5, 15, 30 1 45 mg/kg) je dat supkutano 10
minuta pre intraperitonealne injekcije (inj.) rastvora siréetne kiseline. Svaki stubié¢
predstavlja srednju vrednost broja gréeva + SEM dobijenu testiranjem 6-8 pacova.
Statisticka znacajnost je odredena Kruskal-Wallis testom, a potom Mann—Whitney U-
testom. **p<0,05 u odnosu na 0,9% NaCl, "p<0,05, “»<0,01 u odnosu na MS 15,
#p<0,01 u odnosu na MS 1.

Supkutano primenjen 15 min pre rastvora sircetne kiseline, dizocilpin u dozi od 0,005,
0,01 (U=0, p<0,002 )1 0,03 (U=0, p<0,004) mg/kg statisti¢ki znacajno smanjuje broj
gréeva za 33 £ 11, 56 £ 8, 1 79 + 4%, respektivno (slika 29). Kriva odnosa doze i
antinociceptivnog dejstva dizocilpina pokazuje linearan oblik, odnosno dozno-zavisni
efekt. Odgovarajuc¢a EDso (sa 95% intervalom poverenja) vrednost iznosi 0,009 mg/kg

(0,002 — 0,004).

U kontrolnoj grupi pacova supkutana injekcija magnezijum-sulfata ili dizocilpina, bez

rastvora sir¢etne kiseline, ne izaziva abdominalne gréeve (nije prikazano).
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Slika 29. Antinociceptivni efekt dizocilpina (MK-801) u testu abdominalnih gréeva
izazvanih rastvorom siréetne kiseline. MK-801 (0,005, 0,01 i 0,03 mg/kg) je dat
supkutano 10 minuta pre intraperitonealne injekcije (inj.) rastvora siréetne kiseline.
Svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost broja gréeva = SEM dobijenu testiranjem 6-8
pacova. Statisticka znacajnost je odredena Kruskal-Wallis testom, a potom Mann—
Whitney U-testom. **p<0,05 u odnosu na 0,9% NaCl, " p<0,01 u odnosu na MK-801
0,03.

4.5. Uloga NO signalizacije u mehanizmu antinociceptivnog dejstva magnezijum-

sulfata i dizocilpina u testu abdominalnih gréeva

Da bismo ispitali da li magnezijum-sulfat i dizocilpin deluju preko NO-a, ispitali smo
uticaj neselektivnog (L-NAME), neuralnog (L-NPA) i inducibilnog (SMT) inhibitora
NOS na antinociceptivne efekte magnezijum-sulfata i dizocilpina u visceralnom
inflamatornom modelu bola kod pacova. Zatim smo upotrebom inhibitora cGMP-a
(metilensko plavo) i1 antagoniste ATP-zavisnih kalijumskih kanala (glibenklamid)
ispitali da 1i u mehanizmu antinociceptivnih efekta magnezijum-sulfata i dizocilpina u
visceralnom inflamatornom modelu bola kod pacova uéestvuju cGMP, K*ATP sami ili

aktivirani NO-om.

81



4.5.1. Uloga inhibitora NOS u mehanizmu antinociceptivnog dejstva magnezijum-

sulfata i dizocilpina u testu abdominalnih gréeva

4.5.1.1. Dejstvo neselektivnog inhibitora NOS na antinociceptivni efekt

magnezijum-sulfata i dizocilpina u testu abdominalnih grceva

L-NAME u dozi od 10 mg/kg 1.p. ne utiCe statisticki znacajno (p>0,05) na broj gréeva u
poredenju sa 0,9% NaCl (slika 30A 1 30B). L-NAME u istoj dozi nema uticaja (p>0,05)
ni na antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata (15 mg/kg, s.c.; slika 30A). U dozi od
10 mg/kg i.p., L-NAME u potpunosti antagonizuje antinociceptivni efekt dizocilpina
(0,01 mg/kg , s.c.) (U= 1, p=0,004; slika 30B).

90 -
m 0,9% NaCl

n L-NAME 10
o MS 15

OL-NAME 10+MS 15

*%

Prosecan broj gréeva

*%

H

HH

vreme (5-25 min) posle inj. siréetne kiseline
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Slika 30. Dejstvo L-NAME na antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata (MS) (A) 1
dizocilpina (MK-801) (B) u testu abdominalnih gréeva izazvanih rastvorom siréetne
kiseline. L-NAME (10 mg/kg) je dat 10 minuta pre MS/MK-801. MS (15 mg/kg)/MK-
801 (0,01 mg/kg) je dat supkutano 15 minuta pre intraperitonealne injekcije (inj.)
rastvora siréetne kiseline. Svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost broja gréeva = SEM
dobijenu testiranjem 6-8 pacova. Statisticka znacajnost je odredena Kruskal-Wallis
testom, a potom Mann—Whitney U-testom. (A) **p<0,01 u odnosu na 0,9% NaCl. (B)
*p<0,05 u odnosu na 0,9% NaCl, "p<0,01 u odnosu na MK-801 0,03.

4.5.1.2. Dejstvo inhibitora neuralne sintaze NO-a na antinociceptivni efekt

magnezijum-sulfata i dizocilpina u testu abdominalnih grceva

L-NPA (2 i 10 mg/kg, i.p.) ne uti¢e statisticki znacajno (p>0,05) na broj grceva
izazvanih sir¢etnom kiselinom u poredenju sa 0,9% NaCl (slika 31A 1 31B).
Magnezijum-sulfat (15 mg/kg, s.c.) 1 dizocilpin (0,01 mg/kg, s.c.) u poredenju sa 0,9%
NaCl statisticki znacajno (p<0,01) smanjuju broj gréeva izazvanih i.p. rastvorom
siretne kiseline (slika 31A i 31B). U kombinaciji sa magnezijum-sulfatom ili
dizocilpinom, L-NPA (2 1 10 mg/kg) nema statisticki znacajan uticaj (p>0,05) na

antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata (slika 31A) 1 dizocilpina (slika 31B).
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Slika 31. Dejstvo L-NPA na antinociceptivni efekt magnezijum

dizocilpina (MK-801) (B) u testu abdominalnih gréeva izazvanih rastvorom siréetne

kiseline. L-NPA (2 1 10 mg/kg) je dat 10 minuta pre MS/MK-801. MS (15 mg/kg)/MK-

801 (0,01 mg/kg) je dat supkutano 15 minuta pre intraperitonealne injekcije (inj.)

rastvora sir¢etne kiseline. Svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost broja gréeva = SEM
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dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znaCajnost je odredena Kruskal-Wallis

testom, a potom Mann—Whitney U-testom. (A), (B) **p<0,05 u odnosu na 0,9% NaCl.

4.5.1.3. Dejstvo inhibitora inducibilne sintaze NO-a na antinociceptivni efekt

magnezijum-sulfata i dizocilpina u testu abdominalnih grceva

Sam SMT (0,015 1 10 mg/kg, i.p.) u poredenju sa 0,9% NaCl ne utiCe statisticki
znacajno (p>0,05) na broj gréeva izazvanih sir¢etnom kiselinom (slika 32A 1 32B).
Magnezijum-sulfat (15 mg/kg, s.c.) i dizocilpin (0,01 mg/kg, s.c.) u poredenju sa 0,9%
NaCl statisti¢ki znacajno (p<0,01) smanjuju broj gréeva izazvanih siréetnom kiselinom
(slika 32A 1 32B). SMT (0,015 i 10 mg/kg, i.p.) statisticki znacajano ne smanjuje
(p>0,05) antinociceptivne efekte magnezijum-sulfata (slika 32A) 1 dizocilpina (slika

32B).

A 100
l m0,9% NaCl
90 4 @ SMT 10
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Slika 32. Dejstvo SMT na antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata (MS) (A) i
dizocilpina (MK-801) (B) u testu abdominalnih gréeva izazvanih rastvorom siréetne
kiseline. SMT (0,015 1 10 mg/kg) je dat 10 minuta pre MS/MK-801. MS (15
mg/kg)/MK-801 (0,01 mg/kg) je dat supkutano 15 minuta pre intraperitonealne injekcije
(inj.) rastvora siretne kiseline. Svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost broja gréeva +
SEM dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost je odredena Kruskal-Wallis

testom, a potom Mann—Whitney U-testom. (A), (B) **p<0,01 u odnosu na 0,9% NaCl.

4.5.2. Uloga NO/cGMP/K*ATP puta u mehanizmu antinociceptivnog dejstva

magnezijum-sulfata i dizocilpina u testu abdominalnih gréeva

4.5.2.1. Uticaj metilenskog plavog na antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata i

dizocilpina u testu abdominalnih gréeva

Antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata (15 mg/kg, s.c.) nije statisticki znacajno
(»>0,05) promenjen pod dejstvom metilenskog plavog (0,5 mg/kg, s.c.), koje per se ne

utice na broj gréeva izazvanih siréetnom kiselinom (slika 33A). Ista doza metilenskog
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plavog u kombinaciji sa dizocilpinom statisti¢ki znac¢ajno (U= 4, p= 0,026) antagonizuje

antinociceptivni efekt dizocilpina (0,01 mg/kg, s.c.) za 42,7% (slika 33B).
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Slika 33. Dejstvo metilenskog plavog (MB) na antinociceptivni efekt magnezijum-
sulfata (MS) (A) 1 dizocilpina (MK-801) (B) u testu abdominalnih gréeva izazvanih
rastvorom siréetne kiseline. MB (0,5 mg/kg) je dat supkutano 10 minuta pre MS/MK-
801. MS (15 mg/kg)/MK-801 (0,01 mg/kg) je dat supkutano 15 minuta pre
intraperitonealne injekcije (inj.) rastvora siréetne kiseline. Svaki stubi¢ predstavlja
srednju vrednost broja gréeva + SEM dobijenu testiranjem 6-8 pacova. Statisticka

znacCajnost je odredena Kruskal-Wallis testom, a potom Mann—Whitney U-testom. (A)
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*p<0,05, **p<0,01 u odnosu na 0,9% NaCl. (B) **p<0,01 u odnosu na 0,9% NaCl,
“p<0,05 u odnosu na MK-801.

4.5.2.2. Uticaj glibenklamida na antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata i

dizocilpina u testu abdominalnih gréeva

Supkutana injekcija glibenklamida u dozi od 3 mg/kg ne utiCe statisticki znacajno
(»>0,05) na broj grceva izazvanih siréetnom kiselinom, u poredenju sa 0,9% NacCl (slika
34A 1 34B). Primenjen u kombinaciji sa magnezijum-sulfatom ili dizocilpinom,
glibenklamid u subefektivnoj dozi (3 mg/kg, s.c.) ne utice statisticki znacajno (p>0,05)
na antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata (15 mg/kg, s.c.; slika 34A), dok statisticki
znacajno (U= 1,5, p= 0,004) smanjuje antinociceptivni efekt dizocilpina (0,01 mg/kg,
s.c.; slika 34B) za 64%. U kontrolnoj grupi pacova, alkohol (97% m/v; s.c.) dat u
zapremini od 2 ml/kg nije imao statistiCki znacajan uticaj na broj gréeva izazvanih
sir¢etnom kiselinom (nije prikazano).
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Slika 34. Dejstvo glibenklamida na antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata (MS) (A)
1 dizocilpina (MK-801) (B) u testu abdominalnih gréeva izazvanih rastvorom siréetne
kiseline. Glibenklamid (3 mg/kg) je dat supkutano 10 minuta pre MS/MK-801. MS (15
mg/kg)/MK-801 (0,01 mg/kg) je dat supkutano 15 minuta pre intraperitonealne injekcije
(inj.) rastvora sir¢etne kiseline. Svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost broja gréeva =
SEM dobijenu testiranjem 6-8 pacova. Statisticka znacajnost je odredena Kruskal—-
Wallis testom, a potom Mann—Whitney U-testom. (A) *p<0,05, **p<0,01 u odnosu na
0,9% NacCl. (B) *p<0,05 u odnosu na 0,9% NaCl, "p<0,01 u odnosu na MK-801.

4.6. Lokalna periferna hiperalgezija izazvana intraplantarnom injekcijom

magnezijum-sulfata kod pacova

Magnezijum-sulfat dat je supkutano u zadnji desni taban Sape pacova u Cetiri doze. Sa
povecanjem doze dolazi do povecanja hiperalgezije. Magnezijum-sulfat (0,5, 5, 3 1 6,2
mg/Sapi, s.c.) statisticki znacajno (p<0,05) smanjuje prag podizanja Sape na mehanicki
stimulus na dozno-zavisan nacin u odnosu na injekciju 0,9% NacCl (slika 35). Nije bilo
statisticki znacajne razlike u bazalnom pragu bola na mehanic¢ki stimulus izmedu
ispitivanih grupa (nije prikazano). Najveca ispitana doza (6,2 mg/Sapi) odgovara
izotoni¢nom rastvoru magnezijum-sulfata (6,2% ili 250 mmol/L). Hiperalgezijski efekt
nastupa 15 minuta nakon injekcije 1 odrzava se u sli¢nom intezitetu narednih Sest sati.

Maksimalno smanjenje praga bola iznosi oko 27 do 33 g i deSava se u 3 satu. Nakon
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intraplantarne injekcije najvece ispitane doze magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi) prag
bola na kontralateralnoj Sapi nije bio izmenjen, Sto ukazuje na odsustvo sekundarne
hiperalgezije 1 lokalni karakter bola. Lokalna injekcija magnezijum-sulfata u zadnju
Sapu izaziva blagi eritem na mestu injekcije (slika 37) bez razvoja edema Sape (slika 36,

37).

35 1 —0—0,9% NaCl
30 4 ——MS 0,1
mg/Sapi
= 25 1 —e—MS 0,5
g mg/$api
g 201 ——MS 1,5
i:,’ s mg/Sapi
§ —A—MS 3
= mg/Sapi
w5 10
S —a—MS 6,2
2 mg/Sapi
£ 54
——MS 6,2
mg/Sapi
0 kontral.
-5 J)T . . vreme (h)
MS ili NaCl i.pl.

Slika 35. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog dejstva magnezijum-sulfata (MS) na
prag povlacenja intaktne Sape pacova na mehanicki stimulus. MS (0,1, 0,5, 1,5, 31 6,2
mg/Sapi) je ubrizgan intraplantarno (i.pl.) u zadnji taban Sape pacova u kona¢nom
volumenu od 0,1 ml po Sapi pacova. Prag povlacenja Sape na mehanicki stimulus je
meren na mestu ubrizgavanja ili na kontralateralnoj (kontral.) Sapi. Svaka tacka
predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) £ SEM na Sapu pre i posle
primene MS, dobijenu testiranjem 6-8 pacova. StatistiCka znacajnost je dobijena
poredenjem: sa 0,9% NaCl (**p<0,01), sa MS 6,2 (‘p<0,05, ""p<0,01) (One-Way
ANOVA, Tukey’s HSD test), poredenjem MS 1,5 sa 0,5/0,1 (*p<0,05, #p<0,01).
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Slika 36. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog dejstva magnezijum-sulfata (MS) na
volumen Sape pacova. MS (0,1, 0,5, 1,5, 3 1 6,2 mg/Sapi) je ubrizgan intraplantarno
(i.pl.) u zadnji taban Sape pacova u kona¢nom volumenu od 0,1 ml po Sapi pacova.
Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike volumena Sape u mililitrima dv(ml) £
SEM pre i posle primene magnezijum-sulfata, dobijenu testiranjem 6 pacova. StatistiCka
znacajnost nije nadena ni u jednoj vremenskoj tacki (p>0,05) (One-Way ANOVA,
Tukey’s HSD test).

Slika 37. Fotografije Sape pacova nakon intraplantarne injekcije izotoni¢nog rastvora

magnezijum-sulfata. Magnezijum-sulfat je ubrizgan u desnu Sapu. Na slikama se vidi da
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na desnoj Sapi, u odnosu na levu Sapu, nema promene volumena Sape (edema) i da je

prisustna hiperemija na mestu injekcije.

4.7. Mehanizam nastanka hiperalgezije posle intraplantarne injekcije izotoni¢nog

rastvora magnezijum-sulfata kod pacova

Magnezijum-sulfat u dozi od 6,2 mg/Sapi odgovara izotonicnom rastvoru magnezijum-
sulfata, sa pH vrednoS¢u oko 6,0. U toj dozi, supkutano dat u Sapu pacova izaziva
smanjenje praga bola, koje je po intezitetu slicano bolu koji se izaziva nekim

eksperimentalnim supstancama (npr. karageninu, kao u naSem istrazivanju).

Cilj ovog dela istrazivanja bio je ispitivanje mehanizma pronociceptivnog dejstva
izotoni¢nog rastvora magnezijum-sulfata. Koristili smo antagoniste TRPA1 kanala
(kamfor-neselektivni i HC-03003 1-selektivni), antagonistu TRPV1 kanala (kapsazepin),
antagonistu TRPV4 kanala (RN-1734), neselektivnog ASIC inhibitora (amilorid),
antagonistu NMDA receptora (dizocilpin), neselektivnog (L-NAME)-, neuralnog (ARL-
17477) 1 inducibilnog (SMT) inhibitora sintaze azotnog oksida, neselektivnog inhibitora
gvanilatne ciklaze (metilensko plavo) i neselektivnog inhibitora ciklooksigenaze

(diklofenak).

4.7.1. Uloga TRP receptora u nastanku pronociceptivnog efekta izotoni¢nog

rastvora magnezijum-sulfata

4.7.1.1. Uticaj inhibicije TRPA1 receptora na magnezijum-sulfatom izazvanu

hiperalgeziju Sape pacova

Kamfor, neselektivni TRPA1 antagonist, statisticki znacajno (p<0,05, p<0,01)
antagonizuje pronociceptivni efekt magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi). U dozama od 0,3,
1 12,5 ng/Sapi kamfor izaziva maksimalni antihiperalgezijiski efekt od 32,4 + 9,5, 31,5
+ 8,1 149,8 £ 6,5% koji se javljau 2, 11 0,5 h nakon injekcije, respektivno (slika 38).
Efekt je dozno-zavisan u prvih sat vremena nakon primene. Kamfor (2,5 pg/Sapi)

injiciran u kontralateralnu Sapu nije imao statistiCki znacajan (p>0,05) efekt na
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hiperalgeziju izazvanu magnezijum-sulfatom, Sto ukazuje na lokalno dejstvo kamfora

(nije prikazano).
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Slika 38. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog antihiperalgezijskog dejstva kamfora
(0,3, 1 1 2,5 pg/sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa
magnezijum-sulfatom (MS, 6,2 mg/Sapi). Svaka tacka predstavlja srednju vrednost
razlike u pritiscima df(g) £ SEM na Sapu pre i posle primene magnezijum-sulfata,
dobijenu testiranjem 6-8 pacova. Statisticka znacajnost dobijena je poredenjem: sa
kontrolom (MS) (*p<0,05, **p<0,01), kamfora 2,5 i 1(*p<0,05, “p<0,01) i izmedu
kamfora 2,51 0,3 (p<0,05, #p<0,01) (One-Way ANOVA, Tukey’s HSD test).

Intraplantarna koadministracija magnezijum-sulfata sa selektivnim TRPA1 inhibitorom
HC-030031 dovodi do statisticki znacajnog (p<0,05, p<0,01) i dozno-zavisnog
povecanja praga bola (slika 39A). Maksimalna inhibicija hiperalgezije sa HC-030031 u
dozi od 2, 10 1 50 pg/sapi (ili 5,6, 28,1 1 140 nmol/Sapi, redom) iznosi 45,7 + 8,2, 40,1 +
3,91 31,9 + 3,6%, 1 postize se u 3, 2 1 1 h, respektivno (slika 39A). Kontralateralna
injekcija HC-030031 u dozi od 140 nmol/Sapi statisticki znacajno (p>0,05) nije uticala
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na hiperalgeziju, ukazuju¢i na lokalno periferno antihiperalgezijsko dejstvo (nije

prikazano).
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Slika 39. Efekt TRPA1 antagoniste na mehanicku hiperalgeziju izazvanu izotoni¢nim
pH-nepodeSenim (A) 1 pH-podesenim (B) rastvorom magnezijum-sulfata. Intezitet i
trajanje lokalnog perifernog antihiperalgezijskog dejstva HC-030031 (2, 10 1 50
ng/sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa izotoni¢nim
rastvorom magnezijum-sulfata (MS, 6,2 mg/Sapi) u konacnom volumenu od 0,1 ml/$api.
Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) + SEM na Sapu pre i
posle primene magnezijum-sulfata, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka
znacajnost je odredena One-Way ANOVA, Tukey’s HSD testom (A) i Studentov t-test
za nezavisne uzorke (B). (A) Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem: sa
kontrolom (MS) (*p<0,05, **p<0,01), HC-030031 2 i 50 ("p<0,05). (B) Statisti¢ka
znacajnost (*p<0,05, **p<0,01) je dobijena poredenjem sa kontrolom (pH-podeSeni

izotonican MS, pH 7.4).

4.7.1.2. Uticaj inhibicije TRPV1 receptora na magnezijum-sulfatom izazvanu

hiperalgeziju Sape pacova

Intraplantarna injekcija magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi) sa rastu¢im dozama
kapsazepina dovodi do statisti¢ki znacajnog (p<0,05, p<0,01) porasta praga bola na
mehanicki stimulus (slika 40). Efekt je dozno-zavisan u prvih sat vremena nakon
administracije. Maksimalna inhibicija hiperalgezije sa dozama od 20, 100 i 500
pmol/sapi (ili 0,0075, 0,04 i 0,2 ug/Sapi) je registrovana u 2, 2 i 1 satu nakon
administracije 1 iznosi 40,3 = 5,4, 44,5 = 8,3 1 59,4 + 6,8%, respektivno (slika 40A).
Antihiperalgezijski efekt kapsazepina ima lokalni periferni karakter, s obzirom da
kontralateralno ubrizgan sa najveom testiranom dozom (500 pmol/Sapi) nije imao
statisticki znacajan (p>0,05) uticaj na magnezijum-sulfatom indukovanu hiperalgeziju

(nije prikazano).
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Slika 40. Efekt TRPV1 antagoniste na mehanicku hiperalgeziju izazvanu izotoni¢nim
pH-nepodeSenim (A) i pH-podeSenim (B) rastvorom magnezijum-sulfata. Intezitet i

trajanje lokalnog perifernog antihiperalgezijskog dejstva kapsazepina (2, 100 i 500
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pmol/Sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa izotoni¢nim
rastvorom magnezijum-sulfata (MS, 6,2 mg/Sapi) u konacnom volumenu od 0,1 ml/Sapi.
Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) + SEM na Sapu pre i
posle primene magnezijum-sulfata, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka
znacajnost je odredena One-Way ANOVA, Tukey’s HSD testom (A) i Studentov t-test
za nezavisne uzorke (B). (A) Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem: sa
kontrolom (MS) (*p<0,05, **p<0,01), kapsazepina 20/100 sa 50 ("p<0,05). (B)
Statisticka znacajnost (*p<0,05, **p<0,01) je dobijena poredenjem sa kontrolom (pH-

podeseni izotoni¢an MS, pH 7.,4).

IV.7.1.3. Uticaj inhibicije TRPV4 receptora na magnezijum-sulfatom izazvanu

hiperalgeziju Sape pacova

Nakon lokalne periferne primene, RN-1734 primenjen istovremeno sa izotoni¢nim
rastvorom magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi) u zadnju Sapu pacova statisticki znacajno
(»<0,05, p<0,01) smanjuje pronociceptivno dejstvo magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi)
(slika 41A). Inhibitorni efekt ovog selektivnog TRPV4 antagoniste je dozno-zavisan. Sa
porastom doze RN-1734 (1,55, 3,1 i 6,2 pumol/sapi ili 0,55, 1,1 1 2,2 mg/sapi,
respektivno) znacajno se povecava antihiperalgezijski efekt. Maksimum inhibitornog
dejstva iznosi 31,5 £ 13,6, 50,9 = 9 1 60,7 = 7,4% 1 postize se u 2, 3 i 2 h nakon
administracije, redom. Kada je RN-1734 (6,2 pmol/Sapi, i.pl.) ubrizgan u
kontralateralnu Sapu nije imao statisticki znacajnog (»p>0,05) uticaja na hiperalgeziju
izazvanu magnezijum-sulfatom $to ukazuje na lokalno periferno dejstvo (nije

prikazano).
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Slika 41. Efekt TRPV4 antagoniste na mehanicku hiperalgeziju izazvanu izotoni¢nim
pH-nepodeSenim (A) i pH-podeSenim (B) rastvorom magnezijum-sulfata. Intezitet i

trajanje lokalnog perifernog antihiperalgezijskog dejstva RN-1734 (1,55, 3,1 1 6,2
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umol/Sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa izotoni¢nim
rastvorom magnezijum-sulfata (MS, 6,2 mg/Sapi) u konacnom volumenu od 0,1 ml/Sapi.
Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) + SEM na Sapu pre i
posle primene magnezijum-sulfata, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka
znacajnost je odredena One-Way ANOVA, Tukey’s HSD testom (A) i Studentov t-test
za nezavisne uzorke (B). (A) Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem: sa
kontrolom (MS) (*p<0,05, **p<0,01), RN-1734 1,55/3,1 sa 6,2 (p<0,05, " p<0,01). (B)
Statisticka znacajnost (*p<0,05, **p<0,01) je dobijena poredenjem sa kontrolom (pH-

podeseni izotoni¢an MS, pH 7,4).

4.7.1.4. Uticaj inhibicije ASIC receptora na magnezijum-sulfatom izazvanu

hiperalgeziju Sape pacova

Istovremena intraplantarna primena amilorida (neselektivnog inhibitora ASIC kanala) i
izotoni¢nog rastvora magnezijum-sulfata u zadnju Sapu pacova izaziva statisticki
znacajno (p<0,05, p<0,01) i dozno-zavisno smanjenje hiperalgezije na mehanicki
stimulus. U rastu¢im dozama amilorid (0,83, 2,5 1 7,55 umol/Sapi ili 0,22, 0,67 1 2
mg/Sapi, redom) povecava prag podizanja Sape na mehnicki stimulus za 35,7 £+ 6,4, 55,3
+ 6,8 1 72,3 + 4,8%, redom. Inhibitorni uticaj amilorida traje Sest sati, a maksimum
dostize sat vremena nakon primene (slika 42A). Amiorid na lokalnom perifernom nivou
antagonizuje efekt magnezijum-sulfata, s obzirom da amilorid (7,55 pumol/Sapi, i.pl.)

nije smanjio hiperalgeziju kada je ubrizgan u kontralateralnu Sapu (nije prikazano).
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Slika 42. Efekt ASIC inhibitora na mehanicku hiperalgeziju izazvanu izotoni¢nim pH-
nepodesenim (A) i pH-podesenim (B) rastvorom magnezijum-sulfata. Intezitet i trajanje

lokalnog perifernog antihiperalgezijskog dejstva amilorida (0,83, 2,5 1 7,55 umol/Sapi)
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nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa izotoni¢nim rastvorom
magnezijum-sulfata (MS, 6,2 mg/Sapi) u konatnom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) = SEM na Sapu pre i posle
primene magnezijum-sulfata, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost je
odredena One-Way ANOVA, Tukey’s HSD testom (A) i Studentov t-test za nezavisne
uzorke (B). (A) Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem: sa kontrolom (MS)
(*p<0,05, **p<0,01), amilorida 0,83 sa 7,55 (*p<0,01) i izmedu amilorida 0,83 sa 2,5

(*p<0,05). (B) Statisticka znacajnost nije nadena ni u jednoj vremenskoj tacki (p>0,05).

4.7.2. Uticaj pH rastvora magnezijum-sulfata na razvoj hiperalgezije Sape pacova

Nakon intraplantarne injekcije rastvor izotoni¢nog magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi)
koji je pH-podeSen do fizioloskih vrednosti (7,4) izaziva statisticki znacajno (p<0,05)
smanjenje praga podizanja Sape na mehanicki stimulus u poredenju sa destilovanom
vodom (nije prikazano). U poredenju sa izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata koji
nije pH podesen (pH oko 6,0), pH-podesen izotoni¢ni rastvor magnezijum-sulfata

izaziva hiperalgeziju sli¢nog stepena i trajanja (p>0,05).

Efekti najvisih testiranih doza antagonista TRP i ASIC receptora su ispitani i pri
fizioloSkim vrednostima pH rastvora izotonicnog magnezijum-sulfata, a zatim su
njihovi efekti uporedivani u odnosu na pH-nepodeSene uslove. Efekt antagoniste
TRPV1, TRPV4 i TRPAI1 receptora na hiperalgeziju pri fizioloskim pH vrednostima
(7,4) magnezijum-sulfata je slican, slabijeg inteziteta ili se kasnije javlja, redom, u
odnosu na isti efekt nakon ubrizgavanja pH-nepodesenog rastvora magnezijum-sulfata;
antagonist ASIC pri pH vrednostima magnezijum-sulfata od 7,4 nema nikakvog efekta

na hiperalgeziju.

HC-030031 (140 nmol/sapi, i.pl.), selektivni TRPA1 antagonist, statisticki znacajno
(p<0,05, p<0,01) antagonizuje hiperalgezijski efekt izotoni¢nog rastvora magnezijum-
sulfata (pH=7.,4). Efekt pocinje od treeg sata posle primene. Maksimalna inhibicija
hiperalgezije iznosi 33,1 + 7,8% i registrovana je u ¢etvrtom satu nakon administracije
(slika 39B). HC-030031 u grupi sa podesenom pH vredno$¢u rastvora magnezijum-
sulfata pokazuje statisticki znacajano slabiji 1 odloZeni antihiperalgezijski efekt (p<0,05)
u poredenju sa efektom u pH-nepodeSenoj grupi (nije prikazano).
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Intraplantarna istovremena primena kapsazepina (500 pmol/Sapi, 1.pl.), selektivnog
antagoniste TRPV1 receptora, sa magnezijum-sulfatom (pH=7,4) statisticki znacajno
(»<0,05, p<0,01) smanjuje mehanicku hiperalgeziju izazvanu pH neutralnim
izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata. Stepen inhibicije hiperalgezije se odrzava
tokom 5 sati i iznosi oko 45 + 1,8% (slika 40B). Prema stepenu i trajanju inhibicije,
efekt antagoniste je slican u pH-podesenoj u odnosu na pH-nepodesenu grupu (p>0,05;

nije prikazano).

U grupi sa pH-podeSenim rastvorom magnezijum-sulfata (pH=7,4) selektivni antagonist
TRPV4 receptora, RN-1734, statisticki znacajno povecava prag bola na mehanicki
stimulus u Sapi pacova. RN-1734 u dozi od 6,2 pumol/Sapi, i.pl. statisticki znacajno
(»<0,05, p<0,01) smanjuje hiperalgeziju za 46,1 + 5,4, 37,2 £5,6131,3+73% u 2,31
4 h nakon primene, respektivno (slika 41B). Pola sata nakon ubrizgavanja RN-1734 ima
statisticki znacajno (p<0,05) slabiji antihiperalgezijski efekt kada se administrira sa
neutralnim rastvorom magnezijum-sulfata, u poredenju sa efektom kada se daje sa
kiselim rastvorom magnezijum-sulfata (nije prikazano). DuZina trajanja inhibicije se ne

razlikuje pod oba eksperimentalna uslova.

Istovremena intraplantarna primena amilorida (7,55 pmol/Sapi) i izotoni¢nog rastvora
magnezijum-sulfata fizioloSke pH vrednosti nema statisti¢ki znacajan (p>0,05) uticaj na
mehanicku hiperalgeziju izazvanu magnezijum-sulfatom (slika 42B). Znacajno
povecanje praga bola nakon primene amilorida u istoj dozi i na isti nacin je zabeleZeno

samo u grupi gde je pH rastvor izotoni¢nog magnezijum-sulfata ne korigovan (pH=6,0).

4.7.3. Uloga NMDA receptora na magnezijum-sulfatom izazvanu hiperalgeziju

Sape pacova

Kao $to je pokazano na slici 43, dizocilpin statisticki znacajno (p<0,05) antagonizuje
hiperalgeziju izazvanu izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata. Efekt je dozno-
zavisan. U dozama od 1, 25 1 100 ng/Sapi dizocilpin maksimalno smanjuje mehanicku
hiperalgeziju u 1 h za 21,4 + 6,4, 30,8 = 6,1 1 50,6 = 6,8%, respektivno (slika 43).
Duzina trajanja efekta iznosi 2, 3 1 4 h, respektivno. Kada je dizocilpin ubrizgan u
najvecoj testiranoj dozi (100 ng/Sapi) u levu Sapu, nije imao statisticki znacajan
(»>0,05) efekt na hiperalgeziju izazvanu magnezijum-sulfatom Sto ukazuje na lokalni
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periferni antihiperalgezijski efekt dizocilpina (nije prikazano). Najvisa ispitana doza
dizocilpina nije per se izmenila nociceptivni prag u intaktnoj Sapi u odnosu na kontrolnu

grupu (nije prikazano).
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Slika 43. Efekt NMDA antagoniste na mehanicku hiperalgeziju izazvanu izotoni¢nim
rastvorom  magnezijum-sulfata.  Intezitet 1  trajanje  lokalnog  perifernog
antihiperalgezijskog dejstva dizocilpina (MK-801; 1, 25 i 100 ng/Sapi) nakon lokalne,
intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata
(MS, 6,2 mg/Sapi) u kona¢nom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaka tacka predstavlja
srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) £ SEM na Sapu pre i posle primene
magnezijum-sulfata, dobijenu testiranjem 6-8 pacova. Statisticka znacajnost je odredena
One-Way ANOVA, Tukey’s HSD testom. Statisticka znacajnost je dobijena
poredenjem: sa kontrolom (MS) (*p<0,05, **p<0,01), MK-801 1 sa 100 (‘p<0,05).
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4.7.4. Uloga NO-a u magnezijum-sulfatom izazvanoj hiperalgeziji Sape pacova

4.7.4.1. Uticaj neselektivne inhibicije NOS na magnezijum-sulfatom izazvanu

hiperalgeziju Sape pacova

Intraplantarno koadministriran L-NAME (20, 50 i 100 pg/Sapi) sa izotoni¢nim
rastvorom magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi) statisticki znacajno (p<0,05, p<0,01) i na
dozno-zavisan nacin antagonizuje mehanicku hiperalgeziju indukovanu magnezijum-
sulfatom (slika 44). Maksimalna inhibicija hiperalgezije javlja se u 3, 21 0.5 h i iznosi
32,3+4,8,46 £ 61 58,7+ 5,5% za dozu od 20, 50 1 100 pg/sSapi, respektivno. Efekt L-
NAME je lokalnog karaktera, jer injekcija najvece ispitane doze L-NAME u zdravu
(kontralateralnu) Sapu nije ostvarila inhibiciju hiperalgezijskog efekta magnezijum-

sulfata (nije prikazano).
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Slika 44. Efekt inhibitora NOS na mehanicku hiperalgeziju izazvanu izotoni¢nim
rastvorom  magnezijum-sulfata.  Intezitet 1 trajanje  lokalnog  perifernog
antihiperalgezijskog dejstva L-NAME (20, 50 1 100 pg/Sapi) nakon lokalne,
intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata

(MS, 6,2 mg/Sapi) u konacnom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaka tacka predstavlja
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srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) £ SEM na Sapu pre i posle primene
magnezijum-sulfata, dobijenu testiranjem 6-8 pacova. StatistiCka znacajnost je odredena
One-Way ANOVA, Tukey’s HSD testom. Statisticka znaCajnost je dobijena
poredenjem: sa kontrolom (MS) (*p<0,05, **p<0,01), L-NAME 100/50 sa 20
("p<0,05).

4.7.4.2. Uticaj inhibicije neuralne forme NOS na magnezijum-sulfatom izazvanu

hiperalgeziju Sape pacova

Slika 45 pokazuje da se magnezijum-sulfatom (6,2 mg/Sapi) indukovana mehanicka
hiperalgezija statisticki znacajno (p<0,05, p<0,01) antagonizuje sa intraplantarnom
istovremenom primenom sa ARL-17477. ARL-17477 u dozama od 5,7 1 17 pg/Sapi
smanjuje mehanicku hiperalgeziju na dozno-zavisan nacin. Maksimalna inhibicija se
ostvaruje 1 h nakon injekcije i iznosi 27,3 + 4,4 1 36,6 £ 6,1%, respektivno. Efekt traje
do 2 1 3 h, respektivno. ARL-17477 sa najviSom ispitanom dozom (17 upg/Sapi)
ubrizganom u zdravu Sapu nije imao statisticki znacajan uticaj na Sapu zahvacenu
mehani¢kom hiperalgezijom, ukazuju¢i na lokalni periferni antihiperalgezijski efekt

(nije prikazano).
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Slika 45. Efekt inhibitora neuralne forme NOS na mehanicku hiperalgeziju izazvanu
izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata. Intezitet 1 trajanje lokalnog perifernog
antihiperalgezijskog dejstva ARL-17477 (5,7 1 17 pg/Sapi) nakon lokalne, intraplantarne
(i.pl.) istovremene primene sa izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata (MS, 6,2
mg/Sapi) u kona¢nom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaka tacka predstavlja srednju
vrednost razlike u pritiscima df(g) = SEM na Sapu pre 1 posle primene magnezijum-
sulfata, dobijenu testiranjem 6-8 pacova. Statisticka znacajnost je odredena One-Way
ANOVA, Tukey’s HSD testom. Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem: sa
kontrolom (MS) (*p<0,05, **p<0,01), ARL-17477 17 sa 5,7 ('p<0,05).

4.7.4.3. Uticaj inhibicije inducibilne forme NOS na magnezijum-sulfatom izazvanu

hiperalgeziju Sape pacova

Injekcija SMT, ubrizgana istovremeno sa magnezijum-sulfatom (6,2 mg/Sapi) u Sapu
pacova, rezultira statisticki znacajnim (p<0,05, p<0,01) povecanjem praga bola na
mehanic¢ki stimulus. SMT u dozama od 1 1 2,78 pg/Sapi povecava prag bola za 36,7 +
60,4158 £7,3% u 112 sata, respektivno (slika 46). Efekt je dozno-zavisan i traje do 2 h.
Kada se SMT ubrizga u levu (kontralateralnu) Sapu u dozi od 2,78 pg/Sapi smanjuje
magnezijum-sulfatom izazvanu hiperalgeziju u treCem satu, Sto ukazuje na sistemsko
dejstvo (nije prikazano). Medutim, znacajno (p<0,01) ve¢i efekt SMT (2,78 pg/Sapi) u
ipsilateralnoj u poredenju sa kontralateralnom Sapom u 1 i 2 h posle administracije

ukazuje na to da SMT ostvaruje pretezno lokalni efekat na mestu primene.
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Slika 46. Efekt inhibitora inducibilne forme NOS na mehanicku hiperalgeziju izazvanu
izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog
antihiperalgezijskog dejstva SMT (1 i 2,78 ng/Sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.)
istovremene primene sa izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata (MS, 6,2 mg/Sapi) u
kona¢nom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost razlike u
pritiscima df(g) £ SEM na Sapu pre i posle primene magnezijum-sulfata, dobijenu
testiranjem 6-8 pacova. StatistiCka znacajnost je odredena One-Way ANOVA, Tukey’s
HSD testom. StatistiCka znacajnost je dobijena poredenjem: sa kontrolom (MS)

(*p<0,05, **p<0,01), SMT 1 sa 2,78 (*p<0,05).

4.7.4.4. Uticaj inhibicije gvanilatne ciklaze na magnezijum-sulfatom izazvanu

hiperalgeziju Sape pacova

Istovremena intraplantarna primena metilenskog plavog sa magnezijum-sulfatom (6,2
mg/Sapi) statisticki znacajno (p<0,05, p<0,01) i na dozno-zavisan nacin antagonizuje
pronociceptivni efekt magnezijum-sulfata (slika 47). Maksimalna inhibicija mehanicke
hiperalgezije sa metilenskim plavim u dozi od 5, 20 i 125 ug/Sapi iznosi 23,3 + 7,7, 34,5

+ 7,11 60,5 £ 5,1%, respektivno. Duzina trajanja efekta zavisi od doze, a maksimalan
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efekt se postize sat vremena nakon primene. Metilensko plavo ostvaruje lokalni
periferni efekt, s obzirom da statisticki znacajan (p>0,05) efekt izostaje kada se

metilensko plavo (125 pg/Sapi) ubrizga u kontralateralnu Sapu (nije prikazano).
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Slika 47. Efekt inhibitora gvanilatne ciklaze na mehani¢ku hiperalgeziju izazvanu
izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog
antihiperalgezijskog dejstva metilenskog plavog (MB, 5, 20 i 125 npg/Sapi) nakon
lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa izotoni¢nim rastvorom
magnezijum-sulfata (MS, 6,2 mg/Sapi) u kona¢nom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaka
tacka predstavlja srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) = SEM na Sapu pre i posle
primene magnezijum-sulfata, dobijenu testiranjem 6-8 pacova. Statisticka znacajnost je
odredena One-Way ANOVA, Tukey’s HSD testom. Statisticka znacajnost je dobijena
poredenjem: sa kontrolom (MS) (*p<0,05, **p<0,01), MB 125/20 sa 5 (*p<0,05,
“p<0,01).
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4.7.5. Inhibitorno dejstvo diklofenaka na hiperalgeziju izazvaanu izotoni¢nim

rastvorom magnezijum-sulfata

Pronociceptivni  efekt izotoni¢nog rastvora magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi)
antagonizovan je diklofenakom, neselektivnim inhibitorom COX, na dozno-zavisan
nacin. Sa porastom doze intraplantarno ubrizganog diklofenaka statisticki znacajno
(p<0,05, p<0,01) se smanjivao intezitet hiperalgezije. Diklofenak u dozi od 1, 10 i 50
pg/Sapi povecava snizeni prag bola maksimalno za 40,2 + 9,3, 49,8 = 9,5 1 63,9 =
10,1%, za 0,5, 1 1 5 sati nakon primene, respektivno (slika 48). Antihiperalgezijski efekt
diklofenaka je lokalne periferne prirode, s obzirom da hiperalgezija nije statisticki
znaCajno (p>0,05) promenjena pri kontralateralnoj primeni najvece ispitane doze

diklofenaka (50 pg/Sapi, i.pl.) (nije prikazano).
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Slika 48. Efekt inhibitora COX na mehanicku hiperalgeziju izazvanu izotoni¢nim
rastvorom  magnezijum-sulfata.  Intezitet 1  trajanje  lokalnog  perifernog
antihiperalgezijskog dejstva diklofenaka (1, 10 1 50 pg/Sapi) nakon lokalne,
intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa izotoni¢nim rastvorom magnezijum-sulfata
(MS, 6,2 mg/Sapi) u konacnom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaka tacka predstavlja

srednju vrednost razlike u pritiscima df(g) £ SEM na Sapu pre i posle primene
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magnezijum-sulfata, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znaCajnost je odredena
One-Way ANOVA, Tukey’s HSD testom. Statisticka znacajnost je dobijena
poredenjem: sa kontrolom (MS) (*p<0,05, **p<0,01), diklofenaka 50/10 sa 1 (*p<0,05,
p<0,01) i izmedu diklofenaka 10 i 50 (*p<0,05, #p<0,01).

4.7.5.1. Mehanizam inhibitornog dejstva diklofenaka na hiperalgeziju izazvanu

magnezijum-sulfatom

Intraplantarna injekcija rastu¢ih doza magnezijum-sulfata izaziva hiperalgeziju, koja je
pracena blagim eritemom na mestu injekcije i odsustvom edema. S obzirom na odsustvo
drugih znakova inflamacije na Sapi, ispitali smo da li su pored inhibicije COX moguci
1/ili drugi mehanizmi dejstva dikofenaka. Na indirektan nacin, uporednom analizom
efekta diklofenaka na mehanicku hiperalgeziju izazvanu siréetnom kiselinom,
kapsaicinom i AITC-om, ispitali smo ulogu ASIC, TRPV1 i TRPAI receptora, redom.
U posebnoj grupi pacova raden je test nociceptivnhog bolnog ponaSanja, jer je za
pomenute agoniste karakteristican nadrazajni bol. U skladu sa tim, narucito u prvih pola
sata, testiranje mehaniCke hiperalgezije moze biti naruseno zbog prisustva bola

izazvanog hemijskim nadrazajem.

4.7.5.1.1. Dejstvo diklofenaka na na somatski bol izazvan AITC-om

AITC (50 pg/Sapi) ubrizgan supkutano (i.pl.) u Sapu pacova dovodi do snizenja praga
bola na mehanicki stimulus. Mehanicka hiperalgezija izazvana i.pl. injekcijom AITC
statisticki znacajno (p<0,05, p<0,01) i dozno-zavisno je smanjena sa istovremenom
primenom diklofenaka (slika 49). Diklofenak u dozi od 10, 50 i 100 pg/Sapi i.pl.
antagonizuje efekt AITC-a. Maksimum antihiperalgezijske aktivnosti iznosi 18,5 £10,6,
48,3 £7,1 1 52,1 £11,4%, a postize se u 4, 2 1 5 satu nakon primene. DuZzina trajanja

analgetickog efekta traje od 2 do 5 h.
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Slika 49. Efekt inhibitora COX na mehani¢ku hiperalgeziju izazvanu AITC-om.
Intezitet i trajanje lokalnog perifernog antihiperalgezijskog dejstva diklofenaka (10, 50 i
100 pg/Sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa AITC-om (50
png/Sapi) u konacnom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaka tacka predstavlja srednju
vrednost razlike u pritiscima df(g) + SEM na Sapu pre i posle primene AITC-a, dobijenu
testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost je odredena One-Way ANOVA, Tukey’s
HSD testom. Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem: sa kontrolom (AITC)

(*p<0,05, **p<0,01), diklofenaka 10 sa 50 (*p<0,05) i izmedu diklofenaka 10/50 sa 100
("p<0,05).

Intraplantarna injekcija AITC-a (50 pg/Sapi) izaziva veoma izrazeni nadrazajni bol u
vidu gréenja, podizanja i lizanja ubrizgane Sape. Bol se manifestuje odmah posle
ubrizgavanja, najizraZenija je u naredna dva minuta, a prestaje u desetom minutu (slika
50). Intezitet bola je najjac¢i odmah po ubrizgavanju, vremenom slabi. Ubrizgan i.pl.
istovremeno sa AITC-om, diklofenak u dozi od 1 i 10 pg/Sapi statisticki znacajno
skracuje (p<0,05) ukupno vreme koje zivotinja provede u bolu u prvih pet minuta;

antinociceptivna aktivnost iznosi 35,5 = 1,0 1 44,3 + 7,5%, respektivno. U dozama od
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0,1 1 50 pg/sapi, 1.pl. diklofenak statisticki znacajno (p>0,05) ne smanjuje bol izazvanu
AITC-om (slika 50). Izmedu ove cetiri doze u prvih pet minuta nije bilo statisticki

znacajne razlike u efektu.
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Slika 50. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog antinociceptivnog dejstva diklofenaka
(0,1, 1, 10 i 50 pg/sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa
AITC-om (50 pg/Sapi) u konaénom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaki stubi¢ predstavlja
srednju vrednost vremena (u sekundama) provedenog u lizanju i podizanju Sape
ubrizgane AITC-om + SEM, dobijenu testiranjem 6-8 pacova. Statisticka znacajnost je
odredena One-Way ANOVA, Tukey’s HSD testom. Statisticka znacajnost je dobijena
poredenjem: sa kontrolom (AITC) (*p<0,05, **p<0,01), diklofenaka 0,1/10 sa 50
('p<0,05).

4.7.5.1.2. Dejstvo diklofenaka na somatski bol izazvan kapsaicinom

Intraplantarna injekcija kapsaicina (30,5 pg/Sapi) izaziva podizanje, gréenje 1 lizanje
ubrizgane Sape. Bol se javlja odmah po ubrizgavanju i traje 2-3 minuta (slika 52). Bol se

manifestuje na sli¢an nacin kao kad je izazvan AITC-om, ali je slabijeg inteziteta i
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krateg vremena trajanja. Nakon intraplantarne injekcije kapsaicina dolazi 1 do

snizavanja praga povlacenja Sape na mehanicki stimulus (slika 51).

U testu pritiska von Fray filamenta na Sapu pacova, diklofenak u dozi od 100 pg/Sapi,
i.pl. u istoj injekciji sa kapsaicinom (30,5 pg/Sapi) statisticki znacajno (p<0,01)
antagonizuje efekt kapsaicina jedino u Sestom satu posle primene (slika 51).
Maksimalna inhibicija hiperalgezije iznosi 67,6 = 8,8%. U istoj dozi diklofenak
statisticki znacajno (p>0,05) ne uti¢e na ukupno vreme provedeno u bolnom ponasanju
pacova, u testu nociceptivnog bolnog odgovora izazvanog kapsaicinom (30,5 pg/Sapi,

i.pl.) (slika 52).
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Slika 51. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog antihiperalgezijskog dejstva diklofenaka
(100 pg/sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa kapsaicinom
(30,5 pg/sapi) u konatnom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaka taCka predstavlja srednju
vrednost razlike u pritiscima df(g) + SEM na Sapu pre i1 posle primene kapsaicina,
dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka znacajnost je odredena Studentovim t-testom
za nezavisne uzorke. Statisticka znacajnost je dobijena poredenjem sa kontrolom

(kapsaicin) (**p<0,01).

113



180 -
160 -
140

120 -
100 - O Kapsaicin

@ Diklofenak 100 pg/Sapi

Nociceptivni odgovor (sec)
(2] 0
o o

'S
=)
Il

N
o
I

0 ‘ == T

T 0-5min  6-<10 min 11-15 min 16-20 min 21-25 min 26-30 min

Kapsaicin i.pl.

Slika 52. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog antinociceptivnog dejstva diklofenaka
(100 pg/sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa kapsaicinom
(30,5 pg/sapi) u konacnom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaki stubi¢ predstavlja srednju
vrednost vremena (u sekundama) provedenog u lizanju 1 podizanju Sape ubrizgane
kapsaicinom = SEM, dobijenu testiranjem 6-8 pacova. Statisticka znacajnost izmedu

ispitivanih grupa nije dobijena Studentovim t-testom za nezavisne uzorke (p>0,05).

4.7.5.1.3. Dejstvo diklofenaka na somatski bol izazvan siréetnom Kkiselinom

U poredenju sa 0,9% NaCl, rastvor siréetne kiseline (0,6%, i.pl.) ubrizgan supkutano u
Sapu pacova dovodi do karakteristicnog bolnog ponaSanja koje se ispoljava podizanjem
ubrizgane Sape u serijama. Lizanje ubrizgane Sape nije toliko izraZeno, kao kod drugih
ispitivanih iritanasa (AITC, kapsaicina). Intezitet bola se vremenom pojacava. Bol se
javlja u dve faze; prva faza traje od 0 do 10 min i prosecno ukupno vreme Zivotinje
provedeno u bolnom ponasanju tokom obe serije pracenja od po 5 minuta iznosi 31 +
14,6 (0-5 min) i1 44,4 + 22 (6-10 min) sekunde. Druga faza traje od 11 do 30 minuta, u

njoj prosecno ukupno vreme zivotinje provedeno u bolnom ponaSanju tokom serija
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pracenja od po 5 minuta iznosi 180,8 + 35,4 (11-15 min), 208,7 + 27,6 (16-20 min),
205,8 = 36,7 (21-25 min) 1 191 + 33,7 (26-30 min) sekundi. Bol je najizrazenija od 16

do 20 minuta posle ubrizgavanja (slika 53).

Diklofenak, koadministriran intraplantarno sa 0,6% rastvorom sir¢etne kiseline, u dozi
od 0,01, 1 1 100 ng/sapi statisticki znacajno (p<0,01) antagonizuje efekt sircetne kiseline
u drugoj fazi za 79,7 + 7,6 do 100%. Izmedu ispitanih doza, nema statisticki znacajne
razlike (p>0,05) u efektu, tj. antinociceptivni efekt nije dozno-zavisan. U prvih pet
minuta nakon primene diklofenak u pomenutim dozama ne skracuje vreme provedeno u
bolu (»p>0,05), a od 6 do 10 minuta antinociceptivni efekt nije statistiCki znacajan

(p>0,05) (slika 53).
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Slika 53. Intezitet i trajanje lokalnog perifernog antinociceptivnog dejstva diklofenaka
(0,01, 1 1 100 ng/sapi) nakon lokalne, intraplantarne (i.pl.) istovremene primene sa
sircetnom kiselinom (0,6%) u konacnom volumenu od 0,1 ml/Sapi. Svaki stubi¢
predstavlja srednju vrednost vremena (u sekundama) provedenog u podizanju i lizanju
Sape ubrizgane sir¢etnom kiselinom + SEM, dobijenu testiranjem 6 pacova. Statisticka
znacajnost je dobijena poredenjem sa kontrolom (siréetna kiselina) (**p<0,01; One-

Way ANOVA, Tukey’s HSD test).
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4.8. Dejstvo magnezijum-sulfata i dizocilpina na motornu spretnost pacova

U najvec¢im ispitanim analgetiCkim dozama magnezijum-sulfat (30 mg/kg, s.c.) 1 dizocilpin
(0,03 mg/kg, s.c.) nemaju uticaja na motornu spretnost pacova (slika 54). Vreme voznje na
rotarod aparatu nije bilo statisticki znacajno (p>0,05) skraceno, u odnosu na kontrolnu grupu

pacova (0,9% NaCl).
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Slika 54. Uticaj magnezijum-sulfata (30 mg/kg, s.c.) i dizocilpina (MK-801) (0,03
mg/kg, s.c.) na motornu kordinaciju pacova, koriS¢enjem rotarod testa. Svaki stubic¢
predstavlja srednju vrednost vremena (u sekundama) provedenog u voznji £ SEM,
dobijenu testiranjem na 6 pacova. StatistiCka znaCajnost izmedu ispitivanih grupa nije

dobijena Mann-Whitney U-testom (p>0,05).
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5. DISKUSIJA

Efekti magnezijum-sulfata 1 dizocilpina ispitani su na pacovima kod kojih je
inflamatorni bol u Sapi (model somatskog bola) i abdomenu (model visceralnog bola)

provociran mehanic¢kim ili hemijskim stimulusom.

Karagenin predstavlja meSavinu mukopolisaharida. Dobija se iz crvenih morskih algi.
Postoje tri osnovne forme karagenina: kapa (k), jota (1) i lambda (£) karagenin. Podela
je zasnovana prema hemijskoj strukturi tj. broju sulfatnih grupa u molekulu karagenina.
Sa porastom broja sulfatnih grupa smanjuje se gelirajue svostvo karagenina. Kapa
karagenin ima izrazito gelirajucu sposobnost i zato se koristi u prehrambenoj industriji
kao sredstvo za zgu$njavanje i stabilizaciju hrane. Lambda karagenin nema gelirajuce
svojstvo 1 koristi se za izazivanje inflamacije i proucavanje inflamatornog bola i otoka
(Prajapati D 1 sar., 2014). Intraplantarna injekcija lambda karagenina u zadnju Sapu
pacova izaziva lokalno zapaljenje koje je praceno razvojem bolne preosetljivosti
(hiperalgezija), otoka i poviSene temperature upaljenog tkiva. U naSim ispitivanjima
mehanicka hiperalgezija Sape pacova izazvana karageninom je najizrazenija u periodu
od 3 do 5 sati od injekcije karagenina. I kod drugih autora intezitet ove hiperalgezije je
najizrazeniji u ovom periodu (Duarte 1 Ferreira, 2000). Karageninska inflamacija protice
kroz dve faze, ranu i kasnu. Rana faza traje prva dva sata i tada dolazi do oslobadanja
histamina, bradikinina i 5-hidroksitriptamina. U kasnoj fazi (od drugog do Sestog sata)
dolazi do oslobadanja prostaglandina, slobodnih kiseoni¢nih radikala, do lokalne
infiltracije 1 aktivacije neutrofila (Kumar 1 sar., 2004). Poznato je da karageninom
izazvan edem Sape pacova prolazi kroz dve faze. Rana faza traje od 1 do 2 h, a kasna
faza traje od 2 do 6 h (Kumar i sar., 2004; Sidhapuriwala i sar., 2007). Prema nekim
autorima kasna faza pocinje od 3 ili 4 h (Salvemini i sar., 1996). Za inflamaciju
izazvanu karageninom karakteristina je proizvodnja NO-a, zbog povecane sinteze i
konstitutivnog i1 inducibilnog oblika NOS u Sapi pacova (Salvemini i sar., 1996; Handy i
Moore, 1998). Karagenin aktivira nNOS u ranoj i kasnoj fazi inflamacije, dok do
aktivacije iNOS dolazi u kasnoj fazi inflamacije. U drugom satu od nastanka zapaljenja

najizraZzenija je proizvodnja NO-a (Omote 1 sar., 2001). Dalje, NO dovodi do
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oslobadanja neuropeptida, kao Sto su supstanca P i CGRP, iz senzornih nervnih
zavrsetaka koji dodatno provociraju bol (Omote i sar., 2001). Pored toga, NO povecava
sintezu/oslobadanje citokina i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Marcinkiewicz 1 sar., 1995),
kao 1 prostanoida (Sautebin 1 sar., 1995). Karageninom-izazvana mehanicka
inflamatorna hiperalgezija u Sapi pacova dovovdi do poveéanog oslobadanja glutamata i
posledi¢ne aktivacije NMDA receptora u ki¢menoj mozdini (Okano 1 sar., 1998).
Razvoj hiperalgezije kao 1 uticaj sistemski 1 lokalno periferno primenjenog magnezijum-
sulfata ili dizocilpina na razvoj hiperalgezije ispitani su primenom mehanickog

stimulusa elektronskim von Frey testom.

Sistemski primenjen magnezijum-sulfat (0,5-30 mg/kg, s.c.) u pretretmanu
(profilakti¢ki) i1 tretmanu (terapijski) znacajno smanjuje mehanicku inflamatornu
hiperalgeziju izazvanu u Sapi pacova (Srebro i sar., 2014a). Efekt nije dozno-zavisan.
Iako je poznato analgeticko dejstvo magnezijum-sulfata u neuropatskom bolu, podaci o
njegovom dejstvu u inflamatornom bolu su oskudni 1 kontroverzni. Sistemski primenjen
magnezijum u obliku sulfata (30 i 90 mg/kg, i.p.) ne uti¢e na drugu fazu formalinskog
testa (Begon i sar., 2002b), dok u obliku oksida (5 i 10 mg/kg, i.p.) u drugoj fazi
formalinskog testa ima dozno-zavisan antinociceptivni efekt (Jahangiri 1 sar., 2013).
Medutim, Takano i saradnici (2000) i Ishizaki i1 saradnici (1999) su izvestili da
intratekalno primenjen magnezijum-sulfat na dozno-zavisan nacin smanjuje bol tokom
druge faze formalinskog testa. Ove razlike su verovatno posledica koris¢enja razlicitih
supstanci za izazivanje inflamacije (karagenin vs. formalin), stimulusa za izazivanje
bola (mehanicki vs. hemijski), nacina primene (sistemski vs. centralno), doza kao i/ili
razli¢itih vrsta zivotinja koje su koris¢ene u eksperimentima. Za drugu fazu
formalinskog testa i1 karageninsku hiperalgeziju zajednicko je to da na periferiji
inflamatorna reakcija u tkivu dovodi do funkcionalnih promena u dorzalnim rogovima
kicmene mozdine, koje uklju¢uju i NMDA receptore (Tjolsen i sar., 1992; Ren 1 sar.,
1992b; Lawand i sar., 2000). Sa tim u vezi, u modelu akutnog nociceptivnog bola
magnezijum-sulfat nije efikasan, jer tada nema aktivacije NMDA receptora (Nechifor i
sar., 2011) tj. izostaju neuroplastiéne promene u centralnom nervnom sistemu koje se
deSavaju tokom inflamatornog i neuropatskog bola. U eksperimentalnom modelu

neuropatskog bola je pokazano da sistemski primenjeni magnezijum-sulfat i dizocilpin,
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takode NMDA antagonist, imaju slican analgeticki efekt (Begon 1 sar., 2000; Rondon 1
sar., 2010). U tom istrazivanju, u odnosu na rezultate naseg istraZzivanja, magnezijum-
sulfat je koris¢en u mnogo vecoj dozi (150 mg/kg, i.p.) 1 dva puta dnevno, §to ukazuje
da je magnezijum-sulfat mnogo potentniji u terapiji inflamatornog, u odnosu na
neuropatski bol. Sa tim u vezi, u nasem istrazivanju ispitali smo analgeticko i
antiedematozno dejstvo doza magnezijum-sulfata koje se koriste u ispitivanjima na
zivotinjama 1 u klinickoj praksi u drugim indikacijama (prevencija deficita
magnezijuma, terapija eklampsije) (Drugs.com). Magnezijum-sulfat se u prevenciji i
leCenju bolesti primenjuje per os ili intravenski. U literaturi postoji svega nekoliko
istrazivanja gde je magnezijum-sulfat primenjen supkutano, kao i u naSem istrazivanju.
Autori su istakli da se supkutana samoprimena magnezijum-sulfata pokazala efikasna,
prakti¢na i bezbedna u korekciji hipomagnezijemije (Martinez-Riquelme i sar., 2005;

Alfaro Martinez i sar., 2009).

Lokalno periferno primenjen magnezijum-sulfat niji imao uticaja na razvoj mehanicke
hiperalgezije Sape pacova izazvane karageninom (Srebro i sar., 2014a). U nasoj studiji
su po prvi put ispitane rastu¢e doze magnezijum-sulfata nakon istovremene

intraplantarne primene sa nekim proinflamatornim sredstvom.

U naSim eksperimentima antihiperalgezijski efekt magnezijum-sulfata je detektovan
nakon sistemskog, ali ne i nakon lokalnog perifernog davanja Sto bi moglo da ukaze na
centralno dejstvo. Medutim, da bi to razjasnili neophodno je intratekalno ili
intracerebroventrikularno davanje magnezijum-sulfata pod istim eksperimentalnim

uslovima.

Sistemski primenjen dizocilpin (0,0005-0,02 mg/kg, s.c.) statisticki znacCajno 1 na
dozno-zavisan nacin smanjuje mehanicku inflamatornu hiperalgeziju izazvanu
karageninom u Sapi pacova (Srebro i sar., 2014b). Na§ rezultat je u skladu sa
literaturnim podacima. Koristeé¢i isti model bola, nekoliko istrazivaca je pokazalo da

dizocilpin sistemski primenjen na dozno-zavisan nacin smanjuje mehani¢ku (Chizh i
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sar., 2001) 1 termiCku hiperalgeziju (Ren 1 sar.,1992b; Chen 1 sar., 2010), kao 1
mehanicku hiperalgeziju tokom artritisa (Cavalcante i sar., 2013). U nasem istrazivanju
prvi put je analgeticki efekt dizocilpin postignut sa malim dozama dizocilpina (0,0005-
0,02 mg/kg, s.c.), §to je u suprotnosti sa literaturnim podacima u kojima je dizocilpin u
ve¢im dozama (0,1-2 mg/kg, i.p.) ostvario isti efekt. Poznato je da NMDA antagonisti,
kao $to su dizocilpin i ketamin, izazivaju pored ostalih nezeljenih dejstva 1 naruSenu
motornu kordinaciju, zbog koje moze biti naruSena bihejvioralna procena bola. Prema
literaturnim podacima motorna kordinacija od strane dizocilpina nije narusena pri
dozama od 0,025, 0,05 i 0,1 mg/kg (Carey 1 sar., 1998; Yonehara i sar., 2002). Sa tim u
vezi je na$ rezultat da dizocilpin ne menja statisticki znacajno prag podizanja bola na
mehanicki stimulus na kontralateralnoj (ne inflamiranoj) Sapi, osim u najvecoj testiranoj
dozi koja izaziva blagi porast praga podizanja Sape. Ovi rezultati sugeriSu da u nasem
istrazivanju dizocilpin ne narusava bihejvioralnu procenu nociceptivne osetljivosti kod
pacova, tj. da dizocilpin ostvaruje analgeticki efekt u malim dozama koje ne narusavaju
motornu kordinaciju. Sli¢an analgeticki efekt dizocilpin je pokazao i u drugim
modelima bola koji nastaju usled zapaljenja. Sistemski primenjen dizocilpin smanjuje
formalinom izazvan nociceptivni odgovor (Yamamoto i Yaksh 1992; Vaccarino i sar.,
1993; Berrino 1 sar., 2003; Gong i sar., 2011). Dizocilpin je na dozno-zavisan nacin
nakon centralne, sistemske (0,1-10,0 mmol/kg) 1 lokalne (0,01-1,0 mmol/Sapi) primene
smanjio nociceptivni bolni odgovor nakon intraplantarne administracije glutamata
(Beirith 1 sar., 2002) ili mehanicku hiperalgeziju nakon intraplantarne primene Freund-
ovog adjuvansa (Hama 1 sar., 2003). Analizom kriva odnosa doze i efekta na bol tokom
vremena u nasim eksperimentima dizocilpin postize maksimalni analgeticki efekt u
skladu sa literaturnim podacima, u kojima dizocilpin nakon i.p. davanja kod pacova
maksimalnu koncentraciju u plazmi i mozgu postize od 10 do 30 minuta nakon injekcije

(2 mg/kg) (Vezzani i sar., 1989).

Lokalno periferno primenjen dizocilpin smanjuje mehanicku hiperalgeziju Sape pacova
izazvane karageninom (Srebro i sar., 2014b). Nasi rezultati su u skladu sa prethodnim
studijama. Lokalna intraplantarna injekcija dizocilpina smanjuje bol izazvanu
formalinom (Davidson i sar., 1997), glutamatom (Beirith i sar., 2002) i vra¢a Freund-

ovim adjuvansom (CFA)-izazvan sniZeni prag bola na mehanicki stimulus (Du i sar.,
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2003). Takode, 1 nakon lokalne periferne primene mi smo postigli analgeticki efekt sa
manjim dozama dizocilpina (0,1 1 0,15 pg/Sapi) nego drugi autori (10 nmol = 3 pg i.pl.).
Intrartikularno primenjen dizocilpin (0,75 i 1,5 mM) dat pre izazivanja inflamacije
karageninom izaziva lokalno periferno dozno-zavisno smanjenje bola nastalog
opterecenjem zgloba tezinom, ali je analgeticki efekt izostao nakon primene dizocilpina

u tretmanu tj. nakon izazivanja inflamacije (Zhang 1 sar., 2003).

S obzirom da antihiperalgezijski efekt dizocilpina nastupa i nakon sistemske i lokalne
primene jasno je da je njegovo vazno mesto dejstva periferno tkivo. Kako bi razjasnili
da li sistemski efekti nastaju samo zbog dejstva na periferiji ili zbog dejstva u CNS-u,
neophodna je centralna (intratekalna i intracerebroventrikularna) primena dizocilpina

pod istim eksperimentalnim uslovima.

Pod slicnim eksperimentalnim uslovima zapaljenskog bola, ketamin, takode NMDA
antagonist, ostvario je antinociceptivno dejstvo nakon sistemske (Kawamata i sar.,
2000; Holtman 1 sar., 2008) i lokalne primene (Lawand i sar., 1997; Romero 1 sar.,
2011). U nasim eksperimentima somatskog inflamatornog bola, analiziraju¢i krive
odnosa doze 1 efekta, sistemski primenjen magnezijum je slabiji ali jednako efikasan
analgetik kao dizocilpin, imaju sli€an vremenski tok 1 duZinu trajanja
antihiperalgezijskog dejstva. Magnezijum-sulfat ima izraZeniji analgeticki efekt kada se
primeni u pretretmanu, u poredenju sa tretmanom. U nasim eksperimentima, dizocilpin
za razliku od magnezijum-sulfata ispoljava lokalno analgeticko dejstvo. Pokazano je da
1 drugi antagonisti NMDA receptora, kao Sto su ketamin, memantin i dekstrometorfan
mogu smanjiti akutni inflamatorni bol nakon sistemske ili lokalne primene. Nakon
sistemske primene oni su smanjili bol u 2. fazi formalinskog testa, a najvecu analgeticku
aktivnost je pokazao memantin (Berrino i sar., 2003). Lokalni periferni analgeticki efekt
tokom 2. faze formalinskog testa pokazao je samo dekstrometorfan, dok druga dva

antagonista nisu uticali ni na jednu fazu testa (Sawynok i Reid, 2002).
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Visceralani bol je veoma cest simptom akutnih i hroni¢nih bolesti u gastrointestinalnom
1 genitourinarnom sistemu. Siréetnom Kiselinom izazvane abdominalne konstrikcije,
popularno nazvane ,gréevi“, predstavljaju standardan test za ispitivanje akutnog
toni¢nog visceralnog bola kod pacova (Mogil i sar., 1996) i mi¢eva (Koster i sar., 1958).
Intraperitonealni rastvor siréetne kiseline direktno aktivira visceralne i somatske
nociceptore koji inerviSu peritoneum izazivaju¢i inflamaciju uz oslobadanje
proinflamatornih supstanci (Satyanarayana, 2004) u subdijafragmaticnim visceralnim
organima, ali i u podkoznim miSi¢ima trbuSnog zida (Bennett, 2001). Ovom prilikom se
oslobadaju histamin, bradikinin, prostaglandini 1 serotonin. Sir¢etnom kiselinom
izazvan visceralni bol nastaje usled aktivacije prethodno neosetljivih receptora
(periferna senzitizacija) Sto dovodi do povecanja neuralne aktivnosti i ekscitabilnosti
(centralna senzitizacija), a sve rezultira intezivnijim bolom (Giamberardino, 1999).
Dakle, visceralni putevi bola su difuzno organizovani u perifernom i centralnom
nervnom sistemu, a pored ostalih, NMDA receptori su ukljuceni u obradu visceralnog

bola (Li i sar., 2004; Willert 1 sar., 2004; Strigo 1 sar., 2005).

U nasim eksperimentima magnezijum-sulfat i dizocilpin su pokazali bifazno i dozno-
zavisno antinociceptivno dejstvo u visceralnom modelu bola, respektivno. Magnezijum-
sulfat je redukovao broj gréeva u dozi od 1, 51 15 mg/kg za 60, 50 1 78%, respektivno,
dok u dozama od 30 i 45 mg/kg nije imao znacajan uticaj na broj gréeva izazvan
sircetnom kiselinom. Pod istim uslovima, antinociceptivni efekt dizocilpina (0,005-0,03
mg/kg) je iznosio od 33-79%. Dakle, i u ovom modelu bola, kao 1 u somatskom,
magnezijum-sulfat je jednako efikasan analgetik kao i dizocilpin, ali i slabiji analgetik u
odnosu na dizocilpin. Nasi rezultati potvrduju da magnezijum, statisticki znacajno
smanjuje broj gréeva, §to je nedavno objavio Jahangiri sa saradnicima (2013). Medutim,
mi smo ovaj efekt potvrdili na razli¢itoj vrsti Zivotinja (pacovi vs. miSevi), sa razli¢itom
formulacijom magnezijuma (sulfat vs. oksid vs. magnezijum oksid nanocestice), kao i sa
razli¢itim nac¢inom primene (supkutano vs. intraperitonealno). Pokazano je da u testu
abdominalnih gréeva izazvanih siréetnom kiselinom u misSeva, magnezujum u obliku
sulfata u dozi od 2,5 mg/kg (0,5 mg elementarnog magnezijuma, i.p.) nema analgeticki
efekt (Assi i sar., 2001), dok magnezijum u obliku oksida u dozi od 51 10 mg/kg (3,02 i
6,03 mg elementarnog magnezijuma, i.p.) ima analgeticki efekt (Jahangiri i sar., 2013).
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Treba ista¢i da su doze magnezijum-sulfata koriS¢ene u nasSim eksperimentima (1-45
mg/kg, Sto iznosi 1-9 mg elementarnog magnezijuma) one koje se najceSce koriste u
studijama na Zivotinjama i da su u rasponu terapijskih doza koje se primenjuju na
ljudima (Herroeder i sar., 2011). Nasi eksperimenti su pokazali da dizocilpin dovodi do
dozno-zavisnog smanjenja broja gréeva. Sa povecanjem doze povecava se analgeticki
efekt, srednja efektivna doza dizocilpina iznosi 0,009 mg/kg (CL95% 0,002-0,004).
Nas rezultat je u skladu sa prethodnim izveStajem Suardiaz i saradnika (2007) da
dizocilpin dat intraperitonealno 15 minuta pre sirCetne kiseline dovodi do dozno-
zavisnog smanjenja broja gréeva kod miseva. U tom istrazivanju efekt je postignut sa
ve¢im dozama (0,025, 0,05 1 0,1 mg/kg) u odnosu na doze koriS¢ene u naSim
istrazivanjima, kao i1 u dozama za koje je nadeno da narusavaju motornu kordinaciju

(Carey i sar., 1998; Yonehara i sar., 2002).

Saglasno naSim rezultatima, pokazano je da i drugi NMDA antagonist (ketamin)
smanjuje sir¢etnom kiselinom izazvane abdominalne gréeve. Sli¢no sa dizocilpinom, a
suprotno od magnezijum-sulfata, ketamin dovodi do dozno-zavisnog smanjenja broja

abdominalmih gréeva (Bulutcu i sar., 2002; Mohammad i sar., 2012).

U naSim eksperimentima visceralnog inflamatornog bola, magnezijum je slabiji
analgetik od dizocilpina, ali jednako efikasan kao dizocilpin. Prema literaturnim
podacima, pod istim eksperimentalnim uslovima, antinociceptivni efekti magnezijum-
sulfata 1 dizocilpin u testu gréeva izazvanih sir¢etnom kiselinom do sada nisu ispitivani.
Nasi rezultati ukazuju da bi primena magnezijuma ili NMDA antagonista u obliku
preemptivne analgezije mogla biti korisna. Nalaz da magnezijum i dizocilpin dati pre
nadrazajnog stimulusa ostvaruju antinociceptivnho dejstvo u standardnom modelu
visceralnog bola ukazuje na potencijalni klinicki znacaj u prevenciji postoperativnog

bola kod abdominalnih hirur$kih zahvata.

I ako je test gréeva izazvan siréetnom kiselinom nespecifican metod, on je ipak

senzitivan jer srednja efektivna doza (EDso) dobijena u testu gréeva na pacovima
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pokazuje visoku korelaciju sa analgetickim dozama kod ljudi (Collier i sar., 1968). Test
gréeva je Siroko koriS¢en metod koji se koristi za ispitivanje analgetickih ili
antiinflamatornih osobina novih supstanci (Le Bars i sar., 2001). Test je senzitivan za
ispitivanje opioida i NSAIL-ova koji deluju perifernim i centralnim mehanizmom. S
obzirom da je upotreba pomenutih lekova povezana sa brojnim nezeljenim efektima,

razvoj novih analgetika sa manje neZeljenih efekata je strategija kojoj se tezi.

Prvi deo nasih istrazivanja odnosio se na ispitivanje efekata dva NMDA antagonista
magnezijuma i dizocilpina, pod istim eksperimentalnim uslovima, u inflamatornom
modelu bola kod pacova. Magnezijum-sulfat 1 dizocilpin su ostvarili statisti¢ki znacajno
analgetsko dejstvo nakon sistemske (s.c.) primene u somatskom i visceralnom modelu
inflamatornog bola. Mehanizam analgetskog dejstva magnezijum-sulfata i
dizocilpina do sada nije ispitivan. Poznato je da postoji povezanost izmedu NMDA
receptora 1 NO-a (Kawamata i Omote, 1999), kao i to da je NO molekul koji ima
dvostruko dejstvo na bol. Neposredno nakon izazivanja inflamacije kolenog zgloba
pacova sa karageninom i kaolinom dolazi do izrazenog i produZenog porasta nivoa
glutamata u zglobu pacova, ali i citrulina 1 arginina, prekursora NO-a (Lawand i sar.,
2000). Takode, inflamacija izazvana formalinom dovodi do perifernog oslobadanja
glutamate 1 aspartata koji doprinose nastanku bola (Omote i sar., 1998). Ovi rezultati
upu¢uju da je NO jedan od kljuénih signalnih puteva koji doprinosi nastanku
inflamacije i1 nocicepcije. Zato je u ovoj tezi ispitan kakav uticaj modulacija NO puta

ima na analgeticki 1 antiedematozni efekt magnezijum-sulfata i dizocilpina.

O ta¢nom mehanizmu analgetickog dejstva magnezijuma malo se zna. Magnezijum je
mineral koji u organizmu ima brojne uloge. On je kofaktor u vise od 300 enzimskih
reakcija, odrzava membranski potencijal, ima modulatorno dejstvo na jonske kanale,
neurotransmisiju, i dr. Magnezijum je i nekompetitivni antagonist NMDA receptora koji
blokira jonski kanal (Fawcet i sar., 1999), dok se dizocilpin vezuje nekompetitivno za
fenciklidinsko mesto NMDA receptora, blokira otvaranje kanala i smanjuje frekvencu
otvaranja kanala. Razli¢it mehanizam blokade NMDA receptora, kao 1 druga NMDA -

nezavisna dejstva magnezijuma mogu biti razlog donekle neusaglasenih rezultata
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1izmedu magnezijum-sulfata i dizocilpina u nasem istrazivanju. Dizocilpin je potentan i
visoko selektivan NMDA antagonist, zbog cega se 1 koristi kao istrazivacko sredstvo u
farmakoloSkom proucavanju NMDA receptora. Zato su nasi rezultati sa dizocilpinom
konzistentniji sa rezultatima ketamina i drugih NMDA antagonista u inflamatornom
bolu i ukazuju da je njegov analgeticki efekt NMDA-zavisan. Npr. pokazuju dozno-
zavisan efekt, analgeticki efekt je prisutan 1 nakon lokalane periferne primene. Na
osnovu svega gore navedenog, mi pretpostavljamo, ali sa sigurno§¢u ne mozemo tvrditi,
da je analgeticki efekt sistemski primenjenog magnezijum-sulfata u nasoj studiji bar

jednim delom rezultat blokade NMDA receptora u centralnom nervnom sistemu.

Tacan mehanizam antihiperalgezijskog efekta magnezijum-sulfata u somatskom
inflamatornom modelu bola u ovoj tezi ne moze se sa apsolutnom sigurnoséu odrediti.
Razlog za to je $to magnezijum ima brojne funkcije u organizmu. Magnezijum redukuje
aktivnost presinaptickih 1 postsinaptickih kalcijumskih kanala, on je blokator N-, P- 1 L-
tipa kalcijumskih kanala (Iseri i French, 1984; Shimosawa i sar., 2004; Chang 1 sar.,
2014). Ispoljava modulatorno dejstvo na natrijumske i kalijumske kanale, 1 tako moze
da uti¢e na membranski potencijal (Pathak i sar., 2009; Herroeder i sar., 2011; Vastani i
sar., 2013). Magnezijum je 1 modulator oslobadanja neurotransmitera, smanjuje
oslobadanje dopamina, acetilholina i glutamata iz presinaptickih nerava u mozgu
(Chéramy 1 sar., 1994; Ishizaki i sar., 1999; Lin i sar., 2002). Pored svega navedenog,
magnezijum je i nekompetitivni antagonist NMDA receptora koji blokira jonski kanal
(Fawcet 1 sar., 1999; Herroeder i sar., 2011). Barem delimi¢no blokada NMDA
receptora moze biti uklju¢ena u mehanizam dejstva magnezijuma. Aktivacija kalcijum-
zavisne NOS 1 posledi¢na produkcija NO-a podstaknuta glutamatom preko NMDA
receptora moze imati znacajnu ulogu u centralnoj i perifernoj modulaciji nocicepcije
(Kawamata i Omote, 1999; Tanabe i sar., 2009). U tom sluc¢aju, magnezijum blokadom
NMDA receptora moZze imati uticaj na proizvodnju i1 oslobadanje NO-a. Razumno je
onda ocekivati da inibicija NOS u centralnom nervnom sistemu moZze povecati
analgeticki efekt magnezijum-sulfata (Kawabata i sar., 1994). Suprotno od oc¢ekivanog,
nasi rezultati su pokazali aktivaciju puta NO-a u analgetskom dejstvu magnezijum-
sulfata (Srebro i sar., 2014a). Sistemski primenjen L-NAME je smanjio, pre nego §to je
povecao antihiperalgezijski efekt magnezijum-sulfata, a L-arginin, prekursor NO-a je
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ponistio efekt L-NAME. Takode, selektivni inhibitori neuralnog i inducibilnog oblika
NOS, L-NPA 1 SMT, redukovali su analgeticki efekt magnezijum-sulfata. L-arginin i
svi inhibitori NOS su kori$¢eni u subefektivnim dozama, jer je poznato da oni imaju
dozno-zavisno dejstvo na hiperalgeziju. Ova diskrepanca moze sa objasniti na vise
nacina. NO je molekul sa dualnim nociceptivnim dejstvom, koje zavisi od koncentracije
NO-a, izoforme NOS koja ga proizvodi 1 mesta produkcije (centralno ili periferno)
(Kawabata i sar., 1994; Zhang i sar., 2006). Sa jedne strane, povecana produkcija NO-a
ima antinociceptivno dejstvo (Granados-Soto i sar., 1997; Bulutcu i sar., 2002; Sachs i
sar., 2004; Garrido-Suarez i sar., 2009; Galdino i sar., 2010), dok inhibitori NOS
izazivaju antinocicepciju u nekim modelima akutnog i perzistentnog bola (Yonehara 1
sar., 1997; DeAlba i sar., 2006). lako L-NAME pokazuje sinergisticki antinociceptivni
efekt u interakciji sa morfinom (Yamaguchi i sar., 1996), L-NAME nije promenio
antinociceptivnu aktivnost kombinacije morfin-magnezijum-sulfat (Karaaslan i Arslan,
2005) u akutnom nociceptivnom termickom testu. Moguce je da je ovo neto efekt
povecanje antinociceptivnog efekta morfina i smanjenje aktivnosti magnezijum-sulfata

u prisustvu L-NAME.

Kako je ve¢ viSe puta naglaSeno, dizocilpin je nekompetitivni antagonist NMDA
receptora 1 referentna supstanca za proucavanje NMDA receptora. Sa tim u vezi,
njegova analgeticka aktivnost u nasem istrazivanju najverovatnije je rezultat blokade
NMDA receptora. Kada je NMDA receptor blokiran sa dizocilpinom onda je to
povezano i sa sintezom 1 oslobadanjem NO-a tj. moze se pretpostaviti da inhibicija NOS
u centralnom nervnom sistemu povecava analgeticki efekt dizocilpina (Kawabata i sar.,
1994). Medutim, naSa istrazivanja pokazuju da sistemski primenjen L-NAME,
neselektivni inhibitor NOS, smanjuje, pre nego Sto povecava antihiperalgezijski efekt
dizocilpina. Selektivnom inhibicijom neuralnog (L-NPA) i inducibilnog (SMT) oblika
NOS mi smo postigli povecanje 1 smanjenje antihiperalgezijskog dejstva dizocilpina,

respektivno (Srebro i sar., 2014b).

U nasoj studiji, po prvi put je ispitan uticaj inhibitora NOS na dejstvo magnezijuma i

dizocilpina u bolu. Nedavno je pokazano da L-NAME antagonizuje dizocilpinom i
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ketaminom izazvane kognitivne poremecaje kod pacova (Boultadakis i Pitsikas, 2010).
Rezultati ove teze ukazuju da NOS ima modulatorno dejstvo na analgeticke efekte
magnezijum-sulfata i dizocilpina u somatskom inflamatornom modelu bola tj. moguce
je da magnezijum i dizocilpin barem delimi¢no aktiviraju sintezu NO-a. U skladu sa
nasim rezultatima, pokazano je da ketamin, takode aktivira NO put i da na taj nacin
ostvaruje centralno i periferno analgeticko dejstvo (Bulutcu 1 sar., 2002; Romero 1 sar.,
2011). Takode je pokazano da dizocilpin i ketamin povecanom sintezom NO-a izazivaju
kognitivni poremecéaj kod pacova. U tom istrazivanju je, kao i u naSem, L-NAME
antagonizovao efekte dizocilpina i ketamina (Boultadakis i Pitsikas, 2010). U naSem
istrazivanju, inhibitori NOS su ostvarili isto dejstvo na efekte magnezijum-sulfata i
dizocilpina, osim $to je selektivni inhibitor neuralne NOS povecao analgeticki efekt
dizocilpina, a smanjio analgeticki efekt magnezijum-sulfata. Ova nepodudarnost se
moze objasniti ¢injenicom da NO ima dvostruki efekt na neurone, u zavisnosti od
koncentracije NO-a i aktivnosti odredene izofome NOS (Kawabata 1 sar., 1994; Zhang i
sar., 2006). Vecina istrazivaca ukazuje na pronociceptivno dejstvo NO-a na nivou
kicmene mozdine (Boettger i sar., 2007; Schmidtko i sar., 2009), dok neki istrazivaci
ukazuju na antinociceptivni efekt NO-a na periferiji u ranom stadijumu inflamatornog
bola (Hamza 1 sar., 2010). Generalno, neodgovarajuca i prekomerna produkcija NO-a
putem iNOS i/ili nNOS je udruzena sa razvojem inflamatornog i neuropatskog bola
(Payne 1 sar., 2010). Pored toga, inhibitori NOS mogu da ispolje i ekscitatorno i
inhibitorno dejstvo na dogadaje vezane za aktivnost NMDA receptora (Dawson i sar.,
1991). Nas rezultat da L-NPA, selektivni inhibitor nNOS, povecava analgeticki efekt
dizocilpina u karageninom-indukovanoj perifernoj hiperalgeziji, sugeriSe da nNOS
inhibitor povec¢ava blokadu NMDA receptora izazvanu sa dizocilpinom. U saglasnosti
sa ovim, pokazano je da selektivni inhibitor nNOS potencira antidepresivni efekt
dizocilpina (Dhir 1 Kulkarni, 2008). Nakon injekcije karagenina u Sapi pacova u
neuronima lumbalnog dela ki¢mene mozdine pokazana je povecana ekspresija nNOS i
iNOS (Chu i sar., 2005), dok je nivo eNOS ostao nepromenjen (Tao i sar., 2004). U
zapaljenju zgloba pacova izazvanog Freund-ovim adjuvansom intratekalno dat ketamin
smanjuje ekspesiju nNOS, a povecava ekspesiju iINOS 1 eNOS u dorzalnim rogovima
kicmene mozdine (Infante i sar., 2007). Autori su objasnili da je kompenzatorna

interakcija uticala na ekspresiju razli¢itih izoformi NOS. Istaknuto je da inhibitori
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nNOS mogu aktivirati transkripcioni NF-kB (nuklearni faktor kapa-koji poboljSava
aktivaciju B c¢elija) 1 iNOS (Togashi 1 sar., 1997; O’Mahony i1 Kendall, 1999) kroz
ushodnu regulaciju iNOS gena (Xie 1 sar., 1993). U tom smislu, mi pretpostavljamo da
dizocilpin smanjuje ekspresiju nNOS i da se to dovodi u vezu sa potenciraju¢im
efektom L-NPA 1 redukuju¢im efektom SMT na antihiperalgezijski efekt dizocilpina.
Nasi rezultati su u saglasnosti sa prethodnim izvestajem da SMT smanjuje mehanicku i
termicku hiperalgeziju tokom artritisa izazvanog sa monosodijum jodoacetatom (More i
sar., 2013). I drugi selektivni inhibitori inducibilnog oblika NOS su smanjili bol u Sapi
pacova izazvanu karageninom ili formalinom (npr. N-(3-(aminometil)benzil) acetamidin
(1400W)) (Tang 1 sar., 2007), kao i mehanicku hiperalgeziju tokom artitisa izazvanog sa
Freund-ovim adjuvansom (De Alba i sar., 2006). Uzimaju¢i sve navedeno u obzir, nasi
rezultati ukazuju da razli¢iti efekti inhibitora NOS mogu biti posledica razli¢itog uticaja
izoformi NOS na hiperalgeziju, kao i same interakcije izmedu dizocilpina i izoforme(i)

NOS.

Na osnovu rezultata dobijenih u somatskom inflamatornom modelu bola, mi smo
pretpostavili da NMDA-zavisan mehanizam doprinosi i antinociceptivnom dejstvu
dizocilpina i1 barem delimi¢no dejstvu magnezijum-sulfata. To je u skladu sa stavom da
su NMDA receptori centralno i periferno rasprostranjeni i da ucestvuju u procesu
visceralne nocicepcije (Li i sar., 2004; Willert i sar., 2004; Strigo i sar., 2005).
Pokazano je da dizocilpin blokadom NMDA receptora na spinalnom, ali ne i na
supraspinalnom nivou, smanjuje broj gréeva (Ruan 1 sar., 2010). Receptori za glutamat
su prisutni u stomaku, duodenumu i kolonu kod pacova (Burns i sar., 1994; Ennes i sar.,
2001) gde ucestvuju u crevnom motilitetu 1 inflamaciji (Varga i sar. 2010). Posto
magnezijum i dizocilpin blokiraju aktivaciju NMDA receptora razli¢itim mehanizmom
dejstva 1 posto je dizocilpin referentni NMDA antagonist, dok magnezijum ima 1 druge
mehanizme dejstva, za oc€ekivati je da oni imaju donekle razlicite efekte (Salinska i
Lazarewicz, 1995). U in vivo animalnom modelu bola mi smo pokazali da magnezijum
aktivira TRPA1 kanale na lokalnom perifernom nivou (Srebro i sar., 2015).
Elektrofizioloskom studijom je potvrdeno da aktivacija TRPAT receptora u kicmenoj
mozdini ima antinociceptivni efekt (Yamanaka i sar., 2015). U skladu sa ovim nalazima,

mi pretpostavljamo da u centralnom nervnom sistemu magnezijum moze da aktivira
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TRPATI receptore i na taj nacin doprinese smanjenju bola, dok na periferiji doprinosi
lokalnoj hiperalgeziji. TRPA1 receptori ucestvuju u razvoju i somatskog i1 visceralnog
inflamatornog bola (Eid 1 sar., 2008; Pereira i sar., 2013). HC-030031, selektivni
antagonist TRPA1 receptora, smanjuje visceralnu nocicepciju mehanizmom koji je
nezavisan od modulacije NO-a i opioidnog sistema (Pereira i sar., 2013). Poznato je i da
NO ucestvuje u modulaciji bola, u perifernom i centralnom nervnom sistemu, u
somatskom 1 visceralnom modelu bola (Bulutcu i sar., 2002; Freire i sar., 2009; Srebro i
sar., 2014a; Srebro i sar., 2014b). Zbog povezanosti NMDA receptora i NO
signalizacije 1 naSih rezultata u somatskom inflamatornom modelu bola, mi smo
ocekivali iste rezultate 1 u visceralnom bolu. Medutim, antinociceptivni efekti
magnezijum-sulfata 1 dizocilpina u visceralnom inflamatornom modelu bola nisu
statisticki znacajno izmenjeni pod dejstvom selektivne inhibicije neuralnog i
inducibilnog oblika NOS. Moguce objasnjenje je da magnezijum-sulfat i dizocilpin
imaju barem delimi¢no razli¢it mehanizam analgetickog dejstva u somatskom i
visceralnom inflamatrnom bolu. Visceralni i somatski bol pokazuju mnoge razlike u
neurobioloSkom mehanizmu koji ucestvuje u senzornom procesu. Postoje i neke
sli¢nosti posto visceralni bol se moze klasifikovati na ,,pravi,, visceralni bol i visceralni
bol koji je ,,konvergenciono-projekcioni,, odnosno koji nastaje drazenjem nociceptora i
visceralnih, ali i somatskih nervnih vlakana (Cervero, 1985; LeBars i sar., 2001). Test
gréeva izazvan siretnom kiselinom predstavlja model bola koji je visoko osetljiv na
inhibitore NOS (Larson 1 sar., 2000). Dalje, moduliraju¢i nishodni put NO-a mi smo
pronasli da NO/cGMP/K'ATP put ima znacajnu ulogu u antinociceptivnom dejstvu
dizocilpina, ali i da ne doprinosi antinociceptivnom efektu magnezijum-sulfata u
visceralnom bolu (Vuckovic i sar., 2015). Neselektivni inhibitor NOS, L-NAME,
gvanilatne ciklaze, metilensko plavo, kao i blokator ATP zavisnih kalijumskih kanala,
glibenklamid, nisu promenili antinociceptivni efekt magnezijum-sulfata u naSim
eksperimentima, $to sugerise da NO/cGMP/K'ATP put nije mehanizam analgeti¢kog
dejstva magnezijum-sulfata u visceralnom bolu. Navedeni inhibitori, pod istim
uslovima, redukovali su analgeticki efekt dizocilpina. Medutim, kako selektivni
inhibitori neuralne 1 inducibilne NOS nemaju uticaja na analgeticki efekt dizocilpina,
kao ni na analgeticki efekt magnezijum-sulfata, onda se verovatno aktivacija cGMP i

K"ATP kanala odvija mehanizmom nezavisnim od NO-a.
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Mogu¢i mehanizam koji objasnjava inhibitorno dejstvo L-NAME na antinociceptivni
efekt dizocilpina, dobijen u nasem eksperimentu, je da L-NAME smanjuje isporuku
dizocilpina u mozak, mozda zbog L-NAME indukovanih promena u protoku krvi.
Mueller i Hunt (1985) su pokazali da postoji farmakokineti¢ka interakcija izmedu L-
NAME i ketamina, u kojoj L-NAME zbog vazokonstikcije smanjuje isporuku ketamina
u mozak pacova 1 tako redukuje bihejvioralni odgovor na ketamin. Ovaj nalaz je
podrzan i rezultatom in vitro ispitivanja u kome ketamin nema direktni efekt na
aktivnost NOS (Tobin i sar., 1994). Kada je u pitanju magnezijum-sulfat, pokazano je
da magnezijum-sulfat povecava brzinu cerebralnog protoka krvi (Ludbrook i sar.,
1999), kao i1 da smanjuje hipertenziju izazvanu sa L-NAME kod gravidnih Zenki pacova
(Standley 1 sar., 2006). Sa druge strane, postoje dokazi koji iskljuuju farmakokinetski
uticaj L-NAME. Pokazano je da L-NAME (i.p.) deluju¢i na nivou ki¢mene mozdine
smanjuje mehanic¢ku hiperalgeziju nastalu tokom oste¢enja ki¢mene mozdine (Hao i Xu,

1996).

U naSim eksperimentima, glibenklamid je pimenjen u subefektivnoj dozi tj. u dozi koja
ne uti¢e na broj gréeva izazvanih sir¢etnom kiselinom. Glibenklamid je antagonizovao
analgeticki efekt dizocilpina u testu gréeva kod pacova (Srebro i sar., 2015). Bulutcu i
sar. (2002) su pokazali da centralna aktivacija NO-cGMP puta doprinosi
antinociceptivnom dejstvu ketamina u testu gréeva izazvanih siréetnom kiselinom.
Poznato je da ketamin ostvaruje i periferni antinociceptivni efekt, u prostangladin Ez
izazvanoj hiperalgeziji Sape pacova, upravo aktivacijom ATP-zavisnih kalijumskih
kanala (Romero 1 Duarte, 2013). Za razliku od dejstva na dizocilpin, glibenklamid nije
uticao na analgeticki efekt magnezijum-sulfata (Vuckovic i sar., 2015). Znaci da ATP-
zavisni kalijumski kanali nisu ukljuceni u analgeticki efekt magnezijum-sulfata. Kako
glibeklamid specifi¢no blokira ATP-zavisne kalijumske kanale, a nema uticaja na druge
tipove kalijumovih kanala, kao $to su Ca®"-aktivirani K™ kanali i voltazno zavisni
kalijumski kanali (Lazaro-Ibanez i sar., 2001; Alves i Duarte, 2002; Jesse i sar., 2007), u
ovom delu istrazivanja mi smo ispitali samo ufe$¢e K 'ATP kanala, ali ne mozemo
zanemariti i moguée uces¢e drugih kanala u analgetickom dejstvu magnezijuma. Skoro
je rasvetljeno da vezivanje magnezijumovih jona za voltazno-zavisne natrijumske
kanale zavisi od tipa 1 konformacijskog stanja ovih kanala (Vastani i sar., 2013). Prema

tome, taan efekt magnezijuma na bol preko drugih kanala treba ispitati.
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Pored dejstva na hiperalgeziju, u modelu somatske inflamacije kod pacova ispitivano je
1 dejstvo magnezijum-sulfata i dizocilpina na edem. Inflamacija u Sapi pacova
izazvana karageninom je uobiCajeno koriS¢eni akutni lokalni inflamatorni model za
procenu doprinosa medijatora inflamacije koji su ukljuceni u vaskularne promene i
infiltraciju neutrofilima (Morris, 2003). Nasi rezultati su pokazali da magnezijum-sulfat
1 dizocilpin smanjuju edem Sape izazvan karageninom. Saznanje da oni poseduju
antiinflamatorno dejstvo moZe biti korisno u onim situacijama kada primena NSAIL-

ova ili kortikosteroida nije pozeljna zbog neZeljenih dejstva.

U nasim eksperimentima porast volumena Sape izazvan karageninom pocinje od 1 h, a
maksimum dostize u 4 h, Sto je u skladu sa literaturnim podacima (Odabasoglu 1 sar.,

2011).

Antiedematozni efekt magnezijum-sulfat ostvaruje nakon sistemske i lokalne periferne
primene. Efekt nije dozno-zavisan. Magnezijum-sulfat primenjen sistemski pre nastanka
zapaljenja (profilakticki) smanjuje edem Sape nastao usled zapaljenja samo u dozi od 5
mg/kg za oko 30% i1 samo u vreme maksimalno razvijenog edema tj. u 4,5 satu. Sa
druge strane, magnezijum-sulfat primenjen sistemski u vreme maksimalno razvijenog
edema usled zapaljenja smanjuje edem samo u najvecoj testiranoj dozi od 30 mg/kg.
Antiedematozni efekt traje tri sata nakon primene, tj.u 3.5, 4,51 5,5 satu 1 iznosi oko 51,
47 1 37%, respektivno. Antiedematozni efekt lokalno periferno primenjenog
magnezijum-sulfata po¢inje u 3,5 1 prestaje u 6,5 satu nakon nastanka zapaljenja. Dakle,
u nasim eksperimentima maksimalni antiedematozni efekt magnezijum-sulfata nakon
sistemske 1 lokalne primene, kao i1 u pretretmanu i tretmanu je registrovan u 3,5 h, tj. u

vreme kasne faze karageninskog edema i u vreme maksimalno razvijenog edema.

Do sada, na osnovu naSih saznanja postoji samo jedno istrazivanje o dejstvu
magnezijuma na eksperimentalno izazvan edem Sape. Mi smo po prvi put ispitali
dejstvo magnezijum-sulfata na karageninom izazvan inflamatorni edem, u modelu
akutne inflamacije, kao 1 njegovo dejstvo u tretmanu i nakon lokalne periferne primene.
Nas rezultat da magnezijum primenjen preventivno 1 sistemski ima antiedematozni efekt

u vreme maksimalno razvijenog edema je u skladu sa istrazivanjem Nagai i saradnika
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(2007). Razlika je Sto smo mi magnezijum primenili supkutano i jednokratno, a oni per
os 1 visekratno, 1 u tome §to mi nismo, a oni jesu dobili dozno-zavisan efekt. Razlika je 1
u proinflamatornom sredstvu. Mi smo koristili model akutne inflamacije izazvane
karageninom, a oni model hroni¢ne izazvane mikobakterijama, Sto ukazuje da
magnezijum moze imati viS§e mahanizama antiinflamatornog dejstva. U istrazivanju
Nagai i saradnika (2007), magnezijum-sulfat primenjen peroralno i visekratno (42 dana
maksimalno do 2 mg Mg?* u 10 ml/dan), putem vode za piée, pokazao je preventivno
antiedematozno dejstvo na eksperimentalno-mikobakterijama izazvanom artritisu.
Dejstvo na edem Sape je praceno tokom 42 dana, u toku kojih je magnezijum
administriran svakodnevno. Antiinflamatorni efekt magnezijuma u ovoj studiji rastao je,
sa porastom doze (Mg 10-200 mg/l). Maksimalni efekt magnezijum je dostigo u 14.
danu nakon izazivanja inflamacije, tj. u vreme maksimalno razvijenog edema u ovom
modelu. Takode, magnezijum je u kombinaciji sa indometacinom, neselektivnim
inhibitorom COX, doveo do veceg smanjenja edema Sape u 14. danu nakon inflamacije,
u odnosu na indometacin primenjen sam, bez magnezijuma. Osim ovog istraZivanja, u
literaturi se navodi da magnezijum ima antiinflamatorno i imunomodulatorno dejstvo.
Medutim, takvi rezultati za sada su pokazani samo tokom suplementacije
magnezijumom na pacovima i ljudima tokom hipomagnezijemije (Mazur i sar., 2007,
Almoznino-Sarafian 1 sar., 2007). Istrazivanja na pacovima su pokazala da deficit
magnezijuma dovodi do oslobadanja supstance P i1 drugih medijatora iz nervnih
zavrSetaka. Tada dolazi do aktivacije imunih ¢elija koje oslobadaju histamin i citokine,
proizvodeci proinflamatorno stanje i povecanje nivoa NO-a i1 reaktivnih kiseoni¢nih
slobodnih radikala. Kako je magnezijum prirodni ,,antagonist kalcijuma,,, moguce je da
tokom hipomagnezijemije dolazi do intracelularnog porasta nivoa kalcijuma §to aktivira
procese koji doprinose inflamaciji. Ovo su neki od mogucih, jo§ uvek nedovoljno

razjasnjenih, mehanizama antiinflamatornog dejstva magnezijuma.

U nasim eksperimentima, dizocilpin je ispoljio antiedematozni efekt nakon sistemske,
ali ne 1 nakon lokalne periferne primene. Efekt nije zavisan od doze. Maksimalni
antiedematozni efekt iznosi oko 47% 1 postize se u 2,5 1 3,5 satu nakon izazivanja
zapaljenja, tj. u kasnoj fazi i u vreme maksimalnog razvoja edema. U literturi postoji

nekoliko podataka o dejstvu dizocilpina na edem nastao tokom inflamacije.
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Antiedematozni efekt dizocilpina u nasim eksperimentima je dobijen sa ve¢om dozom
dizocilpina u odnosu na prethodne studije, ova ¢injenica moze se objasniti koriS¢enjem
razli¢itih eksperimentalnih uslova. Dizocilpin nakon sistemske (i.p.) i lokalne (i.pl.)
primene nije uticao na edem Sape pacova izazvan glutamatom, dok NBQX, ne-NMDA
antagonist, pod istim uslovima ima antiedematozno dejstvo (Beirith i sar., 2002).
Tokom inflamacije Sape izazvane paukovim otrovom lokalo i.pl. primenjen dizocilpin
smanjuje mehanicku hiperalgeziju, dok nema uticaja na edem Sape (Zanchet i Cury,
2003). Literaturni podaci o dejstvu drugih razli¢itth NMDA antagonista na edem u
nekoliko eksperimentalnih modela zapaljenja su oskudni i neusaglaseni. U zavisnosti od
koncentracije formalina (2 ili 5%) koja se koristi za izazivanje akutnog zapaljenja,
ketamin, dekstrometorfan i memantin, tri NMDA antagonista koji se koriste u klinickoj
praksi, imaju razli¢it efekt na edem Sape. Nakon sistemske primene ova tri NMDA
antagonista sa jedne strane potenciraju nastanak edema Sape kada se koristi niza
koncentracija formalina (2%), dok sa druge strane smanjuju edem Sape kada je on
izazvan visokom koncentracijom formalina (5%) (Sawynok i Reid, 2002). Nakon
sistemske primene, memantin je najpotentniji, dekstrometorfan smanjuje edem samo u
najvecoj testiranoj dozi, dok ketamin ima minimalan efekt. Intraplantarna primena 5%
formalina dovodi do oslobadanja glutamata i periferno (Omote 1 sar., 1998) i centralno
(Okuda 1 sar., 2001). Sa druge strane 2% formalin ne dovodi do oslobadanja glutamata
na nivou ki¢mene mozdine. Sistemski antiinflamatorni efekt pomenuta tri antagonista
autori objasnjavaju blokadom NMDA receptora na nivou kicmene mozdine (Sawynok i
Reid, 2002). Blokadom NMDA moze se barem delimi¢no smanjiti sinteza NO-a koji

ima vazodilatatorno dejstvo.

Jedan deo nasih istrazivanja odnosio se i na ispitivanje mehanizma antiedematoznog
dejstva magnezijum-sulfata i dizocilpina. Njihovo antiedematozno dejstvo ispitano je
paralelno sa antihiperalgezijskim dejstvom, upotrebom istih antagonista i pod istim

eksperimentalnim uslovima.

Literaturni podaci o dejstvu  NMDA antagonista na razvoj edema tokom

eksperimentalne inflamacije oskudni si i neusaglaseni 1 ve¢i znacaj pokazuju ne-NMDA
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receptori. Ovi rezultati ukazuju da NMDA receptori u kicmenoj mozdini mogu biti
ukljuceni u nastanak edema na periferiji, dok ovi receptori lokalno na mestu inflamacije
nemaju ulogu u razvoju edema (Sawynok 1 Reid, 2002; Beirith 1 sar., 2002; Zanchet i
Cury, 2003). To potvrduje i sistemski antiinflamatorni efekt magnezijum-sulfata i
dizocilpina u nasem istrazivanju. U nasem istrazivanju tokom inflamacije na periferiji
dizocilpin je smanjio bol i otok nakon sistemske primene, dok je nakon lokalne primene
uticao samo na smanjenje bola. Sa druge strane, magnezijum-sulfat smanjio je bol i otok
nakon sistemske primene, dok je nakon lokalne primene uticao samo na smanjenje
otoka. Ovakvi rezultati bi mogli da se protumace da magnezijum-sulfat sistemski
antiinflamatorni efekt barem delimi¢no ostvaruje preko NMDA receptora, a lokalno
antiedematozno dejstvo ostvaruje nekim drugim mehanizmom. Od znacajno bi bilo

ispitati mehanizam lokalnog antiinflamatornog dejstva magnezijum-sulfata.

Nasa istrazivanja su pokazala da L-NAME, neselektivni inhibitor NOS, primenjen i.p. u
dozi od 3 mg/kg antagonizuje efekt magnezijum-sulfata, a u dozi od 5 mg/kg u
kombinaciji sa magnezijum-sulfatom potencira antiedematozno dejstvo magnezijum-
sulfata. L-arginin, prekursor NO, smanjuje dejstvo L-NAME na efekt magnezijum-
sulfata 1 potvrduje ulogu NO-a u antiedematoznom dejstvu magnezijum-sulfata. U
odnosu na magnezijum-sulfat, neophodna je veca doza L-NAME (10 mg/kg) da se
antagonizuje efekt dizocilpina. L-NPA, selektivni inhibitor nNOS i SMT, potentan i
selektivan inhibitor iNOS, antagonizovali su antiedematozne efekte magnezijum-sulfata
1 dizocilpina. Najveci porast aktivnosti iINOS tokom razvoja edema izazvanog
karageninom deSava se u 4 h (Salvemini i sar., 1996; Odabasoglu 1 sar., 2011), Sto
potvrduje nas rezultat da SMT u potpunosti (100%) antagonizuje antiedematozni efekt
magnezijum-sulfata u 4,5 h. Mi smo po prvi put ispitali dejstvo ovih inhibitora u

prisustvu magnezijum-sulfata i dizocilpina u inflamatornom bolu i edemu.

Pokazana je povezanost magnezijuma sa NO-om. Deficit magnezijuma kod pacova
dovodi do povecanog stvaranja NO-a putem iNOS u makrofagima (Yokoyama i sar.,
2003). Suplementacija sa magnezijumom pokazala se efikasnom u smanjenju

prekomerne proizvodnje NO-a tokom razvoja katarakte kod pacova (Nagai 1 sar., 2006).
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Predlozeno je da tokom eksperimentalnog artritisa per os primenjen magnezijum
sprecava prekomernu proizvodnju NO-a i na taj naCin ostvaruje antiedematozno dejstvo
(Nagai 1 sar., 2007). ViSe puta do sada je navedeno da NO ima ulogu medijatora u
inflamaciji. Pored toga, NO je vazodilatator (Gardiner i sar., 1992) ¢ime podstice
permeabilnost mikrovaskulature §to dovodi do formiranja edema (Hughes i sar., 1990;
Giraldelo 1 sar., 1994). Magnezijum je takode vazodilatator. Inhibitori sve tri forme
NOS suzbijaju edem nastao tokom karageninske inflamacije (Handy and Moore, 1998).
To nije iznenadujuée s obzirom da je NO klju¢ni molekul ukljucen u regulaciju COX
puta i na taj nac¢in moduliSe proizvodnju eikosanoida na viSe nivoa (Mollace i sar.,
2005). U prilog ovom mehamizmu je rezultat da magnezijum stupa u sinergisticku
intereakciju sa indometacinom u ostvarivanju antiedematoznog dejstva (Nagai 1 sar.,

2007).

Na osnovu naSih istrazivanja magnezijum-sulfat i dizocilpin dovode do porasta
aktivnosti NO-a i smanjenja edema Sape pacova. U nasim eksperimentima, subefektivne
doze koriS¢enih inhibitora su pokazale da nemaju uticaja ili potenciraju ili inhibiraju
efekt magnezijum-sulfata i dizocilpina. Kada smo primenili inhibitore NOS,
antiedematozni efekt magnezijum-sulfata 1 dizocilpina je izostao. 1z ovoga sledi da
magnezijum 1 dizocilpin povecavaju aktivnost NO-a 1 na taj nacin smanjuju edem Sape.
Ovi rezultati nisu u skladu sa gore navedenim podacima iz literature. Jedan od razloga
za to moze biti doza inhibitora NOS. Jos jednom treba ista¢i da je NO molekul sa
kompleksnim dejstvom. I ako je NO vazodilatator, paradoksalno, inhibitori NOS mogu
imati 1 proedematozno dejstvo. Sa druge strane moguce je da magnezijum-sulfat i
dizocilpin smanjuju edem donekle razli¢itim mehanizmom, ali da NO svakako ima
modulatorno dejstvo i na inflamaciju i na efekte magnezijuma i dizocilpina. U skladu sa
time je istrazivanje Beirtih 1 sar. (2002) koje je pokazalo da nakon intraplantarne
injekcije glutamata (agonist NMDA receptora) bol i edem u Sapi nastaju donekle
sliécnim mehanizmom; bol nastaje zbog aktivacije i NMDA i ne-NMDA receptora
putem mehanizma koji zavisi od aktivacije L-arginin-NO puta; dok je za nastanak
edema Sape prvenstveno odgovorna aktivacija jonotropnih ne-NMDA receptora i1
oslobadanje NO-a. Njihovi rezultati su pokazali da centralno, sistemski i lokalno

primenjen dizocilpin (referentni NMDA antagonist) smanjuje bol, a ne utice na edem
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Sape u modelu akutne inflamacije Sape izazvane glutamatom (agonistom NMDA
receptora). Ne-NMDA antagonist je u istom modelu i pod istim uslovima smanjio i bol i
otok Sape. U istom istraZzivanju, L-NAME je smanjio bol 1 otok Sape izazvan
glutamatom. U naSim eksperimentima analgetsko dejstvo delimi¢no prati
antiinflamatorno dejstvo. U karageninskom modelu inflamacije Sape, sistemski
antihiperalgezijski i antiedematozni efekt magnezijum-sulfata je inhibiran pod dejstvom
selektivnih inhibitora nNOS 1 iNOS. Neselektivni inhibitor NOS, L-NAME, je inhibirao
antihiperalgezijski efekt magnezijum-sulfata, dok je na antedematozni efekt
magnezijum-sulfata imao 1 inhibitorno 1 potencirajuce dejstvo, zavisno od doze.
Sistemski antihiperalgezijski 1 antiedematozni efekt dizocilpina je smanjen pod
dejstvom L-NAME 1 SMT. L-NPA, inhibitor nNOS, potencira antihiperalgezijski, a
inhibira antiedematozni efekt dizocilpina. Na osnovu svega navedenog, neophodna su
dodatna istrazivanja kako bi se razjasnili precizni mehanizmi antiinflamatornog dejstva

magnezijuma-sulfata 1 dizocilpina.

Jedno od glavnih otkri¢a ove teze je i da magnezijum-sulfat ubrizgan u Sapu pacova
ima lokalno periferno pronociceptivno dejstvo. Do ovog otkrica dosli smo pri
kontrolnim merenjima, kada smo ispitivali da li magnezijum-sulfat lokalno smanjuje
hiperalgeziju Sape izazvanu karageninom. Supkutana injekcija magnezijum-sulfata (0,5,
1,5, 3 1 6,2 mg/Sapi, i.pl.) u Sapu pacova izaziva dozno-zavisnu mehanicku hiperalgeziju
(Srebro 1 sar., 2015). U poredenju sa 0,9% NaCl, snizenje praga povlacenja Sape na
mehanicki stimulus je statisticki znacajno 1 dozno-zavisno. Magnezijum-sulfat ima
lokalno dejstvo, s obzirom da snizenje praga povlacenja Sape na mehanicki stimulus na
kontralateralnoj Sapi nije registrovano nakon najviSe ispitivane doze (6,2 mg/Sapi).
Nepromenjen prag bola na kontralateralnoj $api ukazuje i na odsustvo sekundarne
hiperalgezije. Na mestu injekcije (lokalno) javlja se blagi eritem, bez edema. Nakon
najvise ispitane doze (6,2 mg/Sapi) magnezijum-sulfata koja odgovara i izotoni¢nom
rastvoru magnezijum-sulfata (6,2% ili 250 mmol/l, toni¢nost 289 mOsmol) sniZenje
praga bola na mehanicki stimulus se kre¢e u rasponu snizenja koje smo dobili nakon
injekcije karagenina. Intezitet i duzina hiperalgezije su sli¢ni karageninskoj, osim §to se
intenzitet konstantno odrzava. U nastavku istraZivanja ispitivali smo mehanizam dejstva
izotoni¢nog rastvora magnezijum-sulfata (6,2 mg/Sapi) ¢ija je pH vrednost oko 6,0. pH
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nekorigovan rastvor izotoni¢nog magnezijum-sulfata (oko 6,0) 1 rastvor izotoni¢nog
magnezijum-sulfata korigovan do fizioloSke vrednosti (7,4) proizvode mehanicku

hiperalgeziju Sape pacova sli¢nog inteziteta i trajanja.

Poznato je da intramuskularna, intravenska i supkutana injekcija magnezijum-sulfata
kod ljudi (Agarwal i sar., 2004; Ushida i sar., 2009; Herroeder i sar., 2011) 1
intraperitonealna injekcija kod pacova (Gyires 1 Torma, 1984) izaziva lokalni osecaj
bola. Pokazano je i da supkutano primenjen ketamin, NMDA antagonista, kod ljudi

dovodi do bolnih induracija i svraba na mestu primene (Eide i sar., 1995).

U suprotnosti sa nasim rezultatima, pokazano je da supkutana injekcija magnezijum-
sulfata od 50 (u 0,1 ml, 337 mOsmol, 1,23 g po dozi) i 500 mmol (u 0,1 ml, 524
mOsmol, 12,3 g po dozi) u podlaktici zdravih volontera povecava prag bola na
mehanicki stimulus (Ushida i sar., 2009). Takode, pokazano je i da magnezijum-sulfat
ima lokalno analgeticko dejstvo nakon intraartikularne primene kod ljudi (500 mg/20
ml) (Koltka i sar., 2011) i pacova (500 pg/0,1 ml) (Lee i sar., 2009). Pretpostavlja se da
ovi efekti nastaju blokadom perifernih NMDA receptora i stabilizacijom membrane
nervne ¢elije od strane magnezijum-sulfata (Lee i sar., 2009; Herroeder i sar., 2011).
Vastani 1 sar. (2013) su nedavno pokazali da efekt magnezijum-sulfata na ekscitabilnost
perifernih nervnih vlakana zavisi od tipa vlakna i membranskog potencijala. Prema
tome, ova neslaganja mogu se objasniti razlikama u bolnim stimulusima, mestu

injekcije, primenjenim dozama, kao i specijes razlikama.

U naSim istrazivanjima lokalno primenjen magnezijum-sulfat nije doveo do promena
volumena Sape pacova. Ako ovaj rezultat posmatramo sa stanovista da je magnezijum
vazodilatator, da relaksira glatke miSice, kao 1 da je NMDA antagonist, onda ovaj
rezultat nije u skladu sa literaturnim podacima. Lokalno periferno primenjeni keatamin,
dekstrometorfan i memantin sami po sebi dovode do otoka Sape pacova, koji je
verovatno rezultat isticanja plazme. Njihovo proedematozno dejstvo blokiraju

antagonisti 5-HT (serotoninskih) receptora (Sawynok 1 Reid, 2002).
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Poznato je da injekcija magnezijum-sulfata moze biti bolna. Prvi smo pokazali da
magnezijum-sulfat ispoljava dozno-zavisno pronociceptivno dejstvo kada se ubrizga
supkutano u Sapu pacova. Medutim, mehanizam bola izazvanog magnezijum-sulfatom
nije razjasnjen. Jedino su Gyires i Torma (1984) pokazali da prostaglandini ne ucestvuju
u mehanizmu nastanka abdominalnih gréeva, nakon intraperitonealne injekcije
magnezijum-sulfata kod pacova. Zato je jedan od zadataka ove teze bio 1 ispitivanje
upravo mehanizma dejstava magnezijum-sulfata koriste¢i antagoniste razli¢itih
receptora i jonskih kanala koji imaju ulogu u prenoSenju i modulisanju bolnih signala.
Uticaj magnezijum-sulfata na periferni nervni sistem utvrdili smo pracenjem efekata
magnezijum-sulfata 1 odgovaraju¢ih antagonista nakon lokalne periferne primene.
Moguénost ispoljavanja sistemskih efekata antagonista sa mesta primene je iskljucena, s
obzirom nijedan ispitivani antagonist nije imao inhibitorni efekt kada se primenio u

kontralateralnoj (zdravoj) Sapi, u najvecoj ispitanoj dozi.

Jedan od glavnih rezultata ove teze je da lokalna (periferna) supkutana injekcija
magnezijum-sulfata izaziva TRPV1-, TRPV4-, TRPA1l- i ASIC-zavisnu mehnicku
hiperalgeziju kod pacova. Medutim, kada se pH rastvor magnezijum-sulfata koriguje sa
oko 6 na 7,4 ASIC ne ucestvuju u nastanku bola. Kada je pH rastvora nepodesen, ASIC
receptori verovatno doprinose hiperalgeziji, koja je jaCeg inteziteta i ranije nastaje preko
aktivacije TRPV4 i TRPAI1 receptora, respektivno. Ovi rezultati mogli bi da objasne

patofiziologiju iritirajuceg bola koji nastaje posle injekcije lekova.

S obzirom na veliki broj 1 funkciju TRP kanala, mi smo koristili farmakoloska sredstva
da potvrdimo/isklju¢imo ucesS¢e TRP kanala u razvoju lokalnog somatskog bola
izazvanog magnezijum-sulfatom. Prvi smo ispitali ulogu TRPA1, TRPVI1, TRPV4 i
ASIC kanala u bolu izazvanom rastvorom magnezijum-sulfata i pokazali da
magnezijum-sulfat aktivira ove kanale. Nasi rezultati ukazuju 1 da antagonisti TRPAI,
TRPV1 1 TRPV4 receptora mogu biti potencijalno nova klasa analgetika. Njihovu
klini¢ku primenu mogu ograniciti nezeljena dejstva, npr. hipertermija (TRPV1), koja se

mogu izbe¢i njihovom lokalnom primenom.
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TRPV1 kanali su Siroko eksprimirani u senzornim neuronima. Vaniloidni receptor tip 1
je neselektivni katjonski kanal, koji se aktivira visokom temperaturom i kada je pH
sredine manji od 6,0. Vaniloidi su neophodni za nastanak senzitizacije na Stetne
stimuluse, tokom inflamacije. Objavljeno je da kapsazepin, selektivan TRPV1
antagonist, blokira kapsaicinom-, ali ne i kiselinom-izazvan porast efluksa Ca®" i Rb* u
kulturi neurona dorzalnih rogova ki¢mene mozdine, nakon aktivacije vaniloidnih
receptora (Bevan 1 sar., 1992). Imaju¢i u vidu ovaj nalaz, mi predpostavljamo da su
vaniloidni receptori propustljivi i za jone magnezijuma. Prema na$im saznanjima, mi
smo prvi pruzili dokaze o povezanosti izmedu ovih kanala i magnezijum-sulfata. Mi
smo pokazali da kapsazepin inhibira magnezijum-sulfatom izazvanu mehanicku
hiperalgeziju na dozno-zavisan nacin. Takode smo pokazali da kapsazepin ima sli¢an
efekt kada se primeni i pod pH nekorigovanim i pH korigovanim uslovima.
Pretpostavljamo da inhibicija bola izazvana kapsazepinom u naSim rezultatima je
posledica specifi¢nog dejstva magnezijum-sulfata na receptore za kapsaicin u senzornim
nervima. Dalje, nasi rezultati sugeriSu da je aktivacija TRPV1 kanala neosetljiva na
protone. To je u skladu sa nalazom da kapsazepin ne blokira kiselinom (niskim pH)-
izazvanu aktivaciju TRPV1 kanala (Bevan i sar., 1992; MclIntyre i sar., 2001). Takode,
zapazili smo da kapsazepin administriran intraplantarno redukuje mehanicku
hiperalgeziju samo kada se da ipsilateralno, ali ne 1 kada je dat kontralateralno, Sto
sugeriSe njegovo lokalno periferno dejstvo. NaSi rezultati su u saglasnosti sa
literaturnim podacima da lokalno primenjen kapsazepin redukuje mehanicku i termicku
inflamatornu hiperalgeziju (Kwak 1 sar., 1992) i1 ponasanje u vezi sa bolom (Santos 1
Calixto, 1997; Sakurada i sar., 2003; Tang i sar., 2007; Potenzieri i sar., 2009). U
navedenim istrazivanjima kori$¢en je veliki raspon doza kapsazepina. Nekoliko faktora
moze tome doprinositi, kao $to je eksperimentalni model (neuropatski ili inflamatorni
bol), vrsta eksperimentalne Zivotinje (Walker 1 sar., 2003), vrsta ispitivanih vlakana
(percepcija termicke drazi zahteva relativno visoke doze), kao i proinflamatorne

supstance.

TRPV4 kanali ucestvuju u regulaciji osmotskog pritiska i reaguju na mehanicko
istezanje. Kao nociceptori, oni reaguju na jako kiselu sredinu, neuropatski i inflamatorni

bol (Alessandri-Haber 1 sar., 2004; Denadai-Souza i1 sar., 2012). Na osnovu naseg
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saznanja, ovo je prvi izvestaj o povezanosti TRPV4 kanala 1 magnezijum-sulfata. Mi
smo koristili pH-korigovan 1 ne korigovan izotoni¢an rastvor magnezijum-sulfata da bi
iskljucili osmotski i pH efekt na aktivaciju TRPV4. RN-1734, selektivni antagonist
TRPV4 kanala, dat ipsilateralno intraplantarno sa magnezijum-sulfatom dovodi do
smanjenja hiperalgezije u Sapi pacova. Analgeticki efekt RN-1734 pod pH korigovanim
uslovima istrazivanja, u odnosu na pH nepodesene uslove, je slabijeg inteziteta i kraceg
trajanja. Ovaj nalaz upucuje da, pored magnezijum-sulfata, i protoni (nizak pH)
istovremeno izazivaju odredeni stepen aktivacije TRPV4 kanala. Do sada je poznato da
sistemska primena RN-1734 smanjuje mehanicku hiperageziju izazvanu TRPV4
agonistom tokom inflamacije (Bang 1 sar., 2012), periferne neuropatije izazvane
hemoterapijom sa paklitakselom (Chen i sar., 2011), kao 1 nociceptivni bol tokom
intestinalne inflamacije (Fichna 1 sar., 2012) ili cistitisa (Charrua i sar., 2015). Lokalni
analgeticki efekt RN-1734, u vidu smanjenja ponasanja u vezi sa bolom, je pokazan

jedino nakon intrakoloni¢ne primene kod inflamatornog kolitisa (Fichna 1 sar., 2012).

Uloga TRPA1 kanala u alodiniji i1 hiperalgeziji je podrzana otkricem da TRPA1
antagonisti smanjuju inflamacijom- ili oSteCenjem nerva- izazvano smanjenje praga
povlacenja Sape na mehanicki stimulus (Petrus i sar., 2007; Eid i sar., 2008), kao i da
smanjuju mehanicki izazvano okidanje akcionih potencijala u C vlaknima (Wei 1 sar.,
2011) kod pacova. U skladu sa prethodnim nalazima da TRPAI1 kanali ucestvuju u
mehanotransmisiji (Klafke i sar., 2012), mi smo dobili da lokalno primenjen kamfor
redukuje mehanicku hiperalgeziju na periferiji. TRPAT1 receptori su selektivno izrazeni
u peptidergickim senzornim neuronima, kao §to su i TRPV1 receptori, ukazujuéi na
njihovu moguc¢u ulogu u procesu nastanka bola (Bautista i sar., 2005). Interesanto je
ista¢i da kamfor nije selekivan za TRPA1 receptore. On je TRPA1 antagonist, ali i
TRPV1 aktivator u znacajno razli¢itim koncentracijama (ECso 4,5 mM za aktivaciju
TRPV1 u poredenju sa ICso od 0,66 mM za blokadu TRPAT1) (Xu i sar., 2005). Ovaj
nalaz je podrzan in vivo 1 in vitro istrazivanjima (Klafke i sar., 2012) koja pokazuju da
kamfor selektivno blokira TRPA1 kanale u dozama do 2,5 pg/Sapi (0,16 mM/Sapi), koje
smo mi i koristili u naSim eksperimentima. Osim toga, na§ nalaz da kamfor u dozi od
2,5 pg/Sapi inhibira magnezijum-sulfatom izazvanu hiperalgeziju za 49,8 + 6,5% je u
skladu sa razultatima Montrucchio i saradnika (2013) koji su pokazali da u dozi od 3,8

140



ug/Sapi kamfor dat periferno (i.pl.) inhibiSe bol izazvanu cinamaldehidom (sastojak
cimeta), selektivnim TRPA1 agonistom, za 53 + 8%. U skladu sa ovim nalazom, mi
smo utvrdili da HC-030031, selektivni antagonist TRPAI1 receptora, redukuje
magnezijum-sulfatom izazvanu mehanicku hiperalgeziju u slicnom stepenu kao i
kamfor. Na osnovu svega izlozenog, mozemo zakljuciti da TRPA1 kanali maksimalno
doprinose bolu 50%. Daljim ispitivanjem pokazali smo da najveca ispitana doza HC-
030031 ima sli¢an (oko 32-33%) ali odloZen antihiperalgezijski efekt u pH podeSenim,
u odnosu na pH nepodesene uslove eksperimenta. Verovatno da kiseli joni indukuju
ranu aktivaciju TRPA1 kanala i doprinose razvoju hiperalgezije, dok magnezijum-sulfat
kasnije direktno aktivira TRPA1. Ova pretpostavka je podrzana nalazom da se TRPAI1
kanali aktiviraju slabim kiselinama (Wang 1 sar., 2011). Ranije je pokazan lokalni
analgeticki efekt HC-030031 (100 pg) na mehanicku hiperalgeziju u inflamiranoj Sapi
(Lennertz i sar., 2012). Pokazano je i da HC-030031 u dozi od 1200 pg dat u
ipsilateralnu, ali ne i1 kontralateralnu, Sapu blokira mehanicku hiperalgeziju izazvanu
alilizotiocijanatom (AITC) (Perin-Martins 1 sar., 2013). U naSim eksperimentima mi
smo koristili manje doze (2-50 pg) HC-030031, a razlog za to moze biti intezitet
inflamacije (odsustvo edema i blagi eritem smo zapazili nakon intraplantarne primene
magnezijum-sulfata) ili razli¢ita potentnost TRPA1 aktivatora. Kao §to je ve¢ receno,
TRPA1 mogu aktivirati joni kalcijuma (Zurborg i sar., 2007) ili cinka (Hu, 2009), a nasi

rezultati sugeriSu da aktivatori mogu biti i magnezijumovi i vodonikovi (kiseli) joni.

Nasa istrazivanja su pokazala da amilorid, neselektivni inhibitor ASIC, dat lokalno
periferno je u moguénosti da redukuje mehanicku hiperalgeziju izazvanu magnezijum-
sulftom, ali samo kada je pH rastvor magnezijum-sulfata nepodesen (pH oko 6,0). Kada
je pH rastvora magnezijum-sulfata podesen na oko 7,4, amilorid ne smanjuje bol. Ovi
rezultati ukazuju da se ASIC receptori aktiviraju kiselim jonima, a da ith sam
magnezijum-sulfat ne aktivira. ASIC3 receptori su eksprimirani na nociceptorima, a
amilorid, diuretik koji Stedi kalijum, je neselektivni inhibitor ASIC kanala, posebno
ASIC tip 3 kanala (Kuduk i sar., 2009). Rezultate koje smo dobili koriste¢i pH
nekorigovan rastvor magnezijum-sulfata su u saglasnosti sa podacima iz literature koji
pokazuju da lokalna periferna supkutana injekcija amilorida u Sapi pacova smanjuje

nociceptivni bolni odgovor koji je izazvan pH nepodeSenim rastvorom serotonina,
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kapsaicina 1 formalina (Rocha-Gonzélez i sar., 2009). Takode, supkutana injekcija
amilorida kod zdravih volontera inhibiSe bol izazvan jontoforezom kiseline, Sto upucuje
na uceS¢e ASIC receptora u nastanku bola (Jones i sar., 2004). S obzirom da amilorid
ima brojne mehanizme dejstva koji ne uklju¢uju ASIC kanale, mi na osnovu doza
amilorida koje smo koristili u istrazivanju (to su doze koje smanjuju kiselinom izazvan
bol, Meotti i sar., 2010) i na odsustvo efekta amilorida nakon pH korekcije rastvora,
pretpostavljamo da su ASIC receptori uklju¢eni u mehanizam antinociceptivnog dejstva

amilorida.

Literaturni podaci ukazuju da je hiperalgezija izazvana TRPA1 agonistima posredovana
glutamatergickom signalizacijom (Kosugi i sar., 2007; Klafke i1 sar., 2012). Prema
rezultatima Kosugi i saradnika (2007) presinapticka aktivacija povecava frekvencu i
amplitudu glutamatergicke signalizacije u kicmenoj mozdini. Ovo doprinosi jacanju
sinapticke veze izmedu primarnih aferentnih vlakana i1 dorzalnih neurona ki¢mene
mozdine. Aktivacija TRPA1 kanala u ki¢menoj moZzdini pacova izaziva influks jona
kalcijuma 1 povecano oslobadanje glutamata u sinapsama. Pokazano je da ove efekte
redukuje kamfor, neselektivni TRPA1 antagonist (Klafke i sar., 2012). U okviru istog
istrazivanja, bihejvioralnim ispitivanjem je pokazano da dizocilpin, nekompetitivni
NMDA antagonist, smanjuje hiperalgeziju izazvanu cinamaldehidom, selektivnim
TRPA1 agonistom (Klafke i sar., 2012). Medutim, ovaj efekt izgleda da nije rezultat
direktne stimulacije glutamatergickih (NMDA) receptora, zato Sto cinamaldehid nije
izazvao znacajne promene u vezivanju glutamata za receptor. Ovi rezultati sugeriSu da
inhibitorni efekt dizocilpina zavisi od dinami¢kog oslobadanja endogenog glutamata u
ki¢menoj mozdini. U naSem istrazivanju, dizocilpin, NMDA antagonist, je statisticki
znaCajno 1 dozno-zavisno inhibirao magnezijum-sulfatom izazvanu mehanicku
hiperalgeziju, iako obe supstance imaju sposobnost da blokiraju kanal u NMDA
receptoru. Sli¢no magnezijumu, i cink, dvovalentni jon 1 NMDA antagonist, izaziva bol.
Cink ubrizgan u Sapu miSa izaziva lizanje i otresanje injektovane Sape, i uc¢eS¢e TRPA1
receptora u transmisiji iritacije/bola (Hu 1 sar., 2009). Intezivni Stetni stimulusi ili
oStecenje tkiva uzrokuje oslobadanje glutamata iz primarnih aferentnih nerava, Sto
dovodi do povecane aktivnosti receptora za ekscitatornu aminokiselnu u perifernom

tkivu (Miller i sar., 2011). S obzirom na ve¢ opisanu povezanost izmedu
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glutamatergicke signalizacije, NMDA antagonista (kao $to su dizocilpin i cink) i TRPA
receptora, mi smatramo da glutamat doprinosi lokalnom pronociceptivnom dejstvu
magnezijum-sulfata u naSem istrazivanju. Magnezijum blokira jonski kanal NMDA
receptora na voltazno-zavisan nacin. Posle depolarizacije, blokada jonskog kanala u
receptoru slabi, zbog Cega kanal postaje propustan za jone kalcijuma i natrijuma
(Traynelis 1 sar., 2010). NaSe istrazivanje ukazuje da magnezijum, i pored toga Sto
centralno redukuje glutamatergicku neurotransmisiju preko NMDA receptora, lokalno
primenjen verovatno izaziva oslobadanje glutamata i paradoksalnu aktivaciju NMDA

receptora u perifernim neuronima (deGroot i sar., 2000).

Nasi rezultati su pokazali da periferna inhibicija NOS i gvanilat ciklaze sa L-NAME,
neselektivnim inhibitorom NOS, ARL-17477, selektivnim inhibitorom nNOS, SMT,
selektivnim inhibitorom iNOS i metilenskim plavim, neselektivnim inhibitorom
gvanilatne ciklaze, smanjuje mehanicku hiperalgeziju izazvanu magnezijum-sulfatom.
NO ima dvostruko dejstvo na nocicepciju (Mense i sar., 2001). TRPA1 kanali mogu biti
aktivirani/modulirani endogenim agonistima, kao $to je NO (Yoshida i sar., 2006).
Poznato je da aktivacija NMDA receptora povecava sintezu NO-a. Inhibicija stvaranja
NO-a ispoljava antinociceptivni efekt u bolu koji je izazvan hemijskom stimulacijom
perifernih nerava i u visceralnom bolu (Moore i sar., 1991). Vazno je istaci da aktivacija
NO-cGMP puta izaziva hiperalgeziju, pre nego antinocicepciju (Esplugues, 2002).
Prema tome, nasi rezultati ukazuju da lokalno, periferno proizveden NO od strane i
neuralnog 1 inducibilnog oblika NOS ima znacajnu ulogu u magnezijum-sulfatom
izazvanoj mehanickoj hieralgeziji Sape pacova, s obzirom da ARL-17477 1 SMT
blokiraju pronociceptivni efekt magnezijum-sulfata. NO aktivira gvanilatnu ciklazu koja
je direktno odgovorna za povecanu intracelularnu proizvodnju ¢cGMP (Esplugues,
2002). Znacajno smanjenje mehanicke hiperalgzije, u nasim eksperimentima, sa
metilenskim plavim, inhibitorom gvanilatne ciklaze, sugeriSe da c¢cGMP doprinosi
lokalnom perifernom pronociceptivnom efektu magnezijum-sulfata. Prema naSim
saznanjima, mi smo prvi ispitali u¢es¢e neuralnog i inducibilnog oblika NOS, kao i
¢cGMP u perifernom pronociceptivnhom efektu magnezijum-sulfata. NaSi rezultati
upucuju da na periferiji, glutamat 1 NO imaju vaZznu ulogu u nastanku lokalnog
perifernog bola.
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U naSim eksperimentima, diklofenak, neselektivni inhibitor COX, lokalno periferno 1
na dozno-zavisan nacin smanjuje mehanicku hiperalgeziju izazvanu injekcijom
izotoni¢nog rastvora magnezijum-sulfata u Sapu pacova. Uz hiperalgeziju prisutan je i
blagi lokalni eritem, a odsutan edem Sape. S obzirom na odsustvo drugih znakova
inflamacije na Sapi, ispitali smo da li su osim inhibicije COX mogu¢i i drugi mehanizmi

dejstva diklofenaka.

Dobro je poznato da u terapiji bola i inflamacije svi NSAIL inhibiraju COX i na taj
nacin smanjuju proizvodnju prostaglandina. Medutim, poznato je da diklofenak ima i
druga dejstva, nezavisna od inhibicije COX. COX-nezavisni mehanizmi ukljucuju
interakciju diklofenaka sa jonskim kanalima, uklju¢ivanje u put sekundarnih glasnika,
promene u ekspresiji jonskih kanala ili sinergisticke/antagonisticke interakcije sa
drugim modulatorima jonskih kanala. Diklofenak ima modulatorno dejstvo na jonske
kanale, neke aktivira, a neke blokira. On deluje na voltazno-zavisne Na®, Ca*" ili K*
kanale, ligand zavisne K kanale, TRP kanale, kao i CI" kanale (Gwanyanya i sar.,
2012). Analgeticko dejstvo diklofenak ostvaruje i blokadom jonskih kanala osetljivih na
kiselinu (ASIC) (Jones i sar., 2004). Diklofenak lokalno periferno aktivira ATP zavisne
kalijumske kanale 1 smanjuje formalinom izazvan bol (Ortiz i sar., 2001). Kada je u
pitanju TRPV1 receptor, vecina rezultata pokazuje da diklofenak nema dejstvo na ove
receptore (Jones i1 sar., 2004), mada postoje podaci da diklofenak blokira TRPV1
receptore. Intraperitonealno primenjen diklofenak smanjuje bol u Sapi izazvan
kapsaicinom (Santos 1 sar., 1998). Pokazano je i da diklofenak aktivira TRPA1 kanale
(Hu 1 sar., 2010). Takode, pokazano je da prostaglandini direktnom aktivacijom TRPA1
kanala dovode do nastanka bola (Taylor-Clark i sar., 2008). Neke studije sugerisu da
diklofenak preko endogenog opioidnog sistema u mozgu ostvaruje analgeticko dejstvo
(Bjorkman, 1995). Diklofenak blokadom NMDA, ali ne i AMPA receptora i1 posledicno
smanjenom produkcijom NO-a u ki¢menoj mozdini smanjuje bol nakon intratekalne

primene glutamata (Bjorkman, 1995).

U nasem istrazivanju u posebnim grupama pacova raden je test nociceptivnog bolnog

ponaSanja, jer je za pomenute agoniste karakteristiCan nadrazajni bol. Diklofenak
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smanjuje bol u Sapi izazvan siréetnom kiselinom, AITC-om, ali ne 1 kapsaicinom.
Medutim, kako ovi agonisti, sem siréetne kiseline, izazivaju bol samo neposredno nakon
primene, u prvih 5-10 minuta, testiranje mehanic¢ke hiperalgezije nije moglo biti

naruseno.

U posebnim eksperimentima smo pokazali da lokalno periferno diklofenak u Sapi
pacova smanjuje mehanic¢ku hiperalgeziju izazvanu sir¢etnom kiselinom i AITC-om, ali
ne i kapsaicinom (osim u 6 h, poslednjoj tacki merenja). S obzirom da se radi o
selektivnim agonistima ASIC, TRPA1 i TRPV1 kanala, respektivno, iz ovoga sledi da
blokadom ASIC i1 TRPA1 kanala, ali ne i TRPV1, na lokalnom perifernom nivou
diklofenak ispoljava lokalno analgeticko dejstvo. Ovi rezultati su u skladu sa
literaturnim podacima, kao i podacima da NSAIL ne deluju na TRPV1 receptore. Mi
smo analgeticki efekt diklofenaka dobili samo u 6. satu praéenja bola izazvanog
kapsaicinom, a tada je najverovatnije doSlo do uklju¢ivanja COX ili drugih zajednickih
mehanizama dejstva. Kako antagonisti ASIC, TRPA1 1 TRPVI receptora smanjuju
mehanicku hiperalgeziju izazvanu magnezijum-sulfatom, 1 kako diklofenak smanjuje
bolno ponasanje izazvano agonistima ASIC i TRPAT1 (ali ne i TRPV1 receptora) odmah
nakon njihove primene, vrlo je verovatno da diklofenak smanjuje pronociceptivno
dejstvo magnezijum-sulfata direktnom inhibicijom ASIC 1 TRPAI, ali ne i TRPV1

receptora.

Za sada ne mozemo sa sigurno$cu tvrditi da je COX ukljucena u pronociceptivni efekt
magnezijum-sulfata. U prilog tome ide 1 na$ rezultat da sem blage hiperemije na mestu
injekcije magnezijum-sulfata, nije bilo drugih znakova zapaljenja. U slede¢im
eksperimentima trebalo bi ispitati da li u Sapi pacova nakon supkutane injekcije
izotoni¢nog rastvora magnezijum-sulfata dolazi i do promena u ekspresiji 1 aktivnosti

COX.

145



6. ZAKLJUCCI

1. Magnezijum-sulfat i1 dizocilpin smanjuju mehanicku hiperalgeziju u modelu
somatskog inflamatornog bola kod pacova. Efekt magnezijum-sulfata nastaje nakon
sistemske, ali ne i nakon lokalne periferne primene. Efekt nije dozno-zavisan; u
manjoj dozi (5 mg/kg) magnezijum-sulfat izaziva veci analgeticki efekt nego u
vecoj dozi (15 1 30 mg/kg). Analgeticki efekt dizocilpina je dozno-zavisan i javlja se
1 nakon sistemske primene kada je veci (40-80%) i nakon lokalne periferne primene
kada je manji (20-35%). Sistemski primenjen magnezijum-sulfat ima i preventivno
(primenjen u pretretmanu) 1 terapijsko (primenjen u tretmanu) dejstvo. Somatski
inflamatorni bol magnezijum-sulfatom smanjen je za oko 25-75% u pretretmanu i za

oko 25-50% u tretmanu.

2. Magnezijum-sulfat i dizocilpin smanjuju edem koji nastaje usled zapaljenja.
Antiedematozni efekt dizocilpina nastaje samo nakon sistemske primene, dok isti
efekt magnezijum-sulfata nastaje i1 nakon sistemske i nakon lokalne periferne
primene. Efekt magnezijum-sulfata nije, dok dizocilpina jeste dozno-zavisan. U
manjoj dozi (5 mg/kg) magnezijum-sulfat ima profilakti¢ko dejstvo na inflamatorni
edem, a u vetoj dozi (30 mg/kg) postize terapijsko dejstvo. Sistemski
antiedematozni efekt je izrazeniji kada se magnezijum-sulfat primeni u vreme
maksimalno razvijenog zapaljenja (30-55%), nego kada se primeni pre nastanka

zapaljenja (oko 30%). Sistemski antiedematozni efekt dizocilpina iznosi oko 45%.

3. Selektivni inhibitori NOS na dozno-zavisan nacin menjaju sistemski analgeticki 1
antiedematozni efekt magnezijum-sulfata i dizocilpina tokom somatske inflamacije,
Sto ukazuje da NO ima modulatorno dejstvo na efekte magnezijum-sulfata i
dizocilpina. Njihovo dejstvo preko NO-a zavisi od kolic¢ine i uslova pod kojima je

NO sintetisan.

4. Magnezijum-sulfat 1 dizocilpin ispoljavaju antinociceptivno dejstvo u visceralnom
inflamatornom bolu u dozama koje ne izazivaju poremecaj motorne kordinacije
pacova. Analgeticki efekt magnezijum-sulfata u visceralnom bolu nije dozno-
zavisan; u manjim dozama (1-15 mg/kg) smanjuje bol za 50-80%, a u ve¢im dozama

ne deluje na bol. Efekt dizocilpina je zavisan od doze i iznosi oko 30-80%. U
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analgetickom dejstvu magnezijum-sulfata i1 dizocilpina u visceralnom bolu ne
ucestvuje NO sistem. Medutim, cGMP i ATP-senzitivni K* kanali ¢ija aktivacija
nije zavisna od NO-a u€estvuju u mehanizmu analgeti¢kog dejstva dizocilpina, ali

ne i magnezijum-sulfata.

. Dok supkutana injekcija dizocilpina u zdravo tkivo ne izaziva bol, injekcija
magnezijum-sulfata izaziva mehanicku hiperalgezuju koja traje nekoliko sati i
pracena je blagim eritemom, bez pojave edema. Pronociceptivni efekt magnezijum-

sulfata je dozno-zavisan, lokalne prirode i bez prisustva sekundarne hiperalgezije.

. U naSim istrazivanjima prvi put ispitana je uloga TRPA1, TRPVI1, TRPV4 i ASIC
kanala u bolu izazvanom rastvorom magnezijum-sulfata. Pokazano je da u
mehanizmu pronociceptivnog dejstva izotoni¢nog pH nepodesSenog rastvora (pH~6)
magnezijum-sulfata ucestvuju TRPA1, TRPV1, TRPV4 i ASIC kanali. Medutim,
izotoni¢ni pH neutralni rastvor magnezijum-sulfata dovodi do lokalne mehanicke
hiperalgezije u kojoj ucestvuju TRPA1, TRPV1 1 TRPV4 kanali, ali ne i ASIC
kanali. TRPV1 kanali se isto aktiviraju, TRPV4 kanali se aktiviraju slabije, a

TRPA1 kanali se aktiviraju kasnije u odnosu na pH nepodesene uslove.

. Magnezijum-sulfat lokalno izaziva bol preko oslobadanja glutamata, aktivacije

perifernih NMDA receptora i stvaranja NO-a 1 cGMP-a.

Lokalni somatski bol izazvan magnezijum-sulfatom smanjuje diklofenak,
neselektivni inhibitor COX, §to bi moglo da sugeriSe da ovaj bol nastaje i zbog
inflamacije 1 stvaranja prostaglandina. Medutim, kako lokalno na mestu primene
magnezijum-sulfata nema drugih znakova zapaljenja i kako smo pokazali da
diklofenak redukuje bol izazvan selektivnim TRPA1 1 ASIC agonistima neposredno
nakon njihove primene, mogu¢ je da diklofenak, osim inhibicije COX, ispoljava i

COX-nezavisni mehanizam dejstva blokadom TRPA1 i ASIC kanala.
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SPISAK SKRACENICA

%AA — analgeticka aktivnost

%AE - antiedematozno dejstvo

[d(g)] - razlika pritiska koji izaziva podizanje Sape pacova pre i posle injekcije
[d(V)] - razlika u volumenu Sape izmerena posle 1 pre injekcije

5-HT — 5 hidroksitriptamin

ADP — adenozin-difosfat

AITC - alil izotiocijanat (ulje senfa),

AMPA — alfa-amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazola

ARL-174777 - ARL dihydrochloride N-[4-[2-[[(3-Chlorophenyl) methyl]amino]
ethyl]phenyl]-2- thiophenecarboxamide dihydrochloride

ASIC - kanali osetljivi na nizak pH

ATP — adenozin-trifosfat

c¢GMP — cikli¢ni gvanozin monofosfat

CGREP - peptid poreklom od gena za kalcitonin
CNQX — 6-ciano-7-nitrokvinoksalin-2,3-dion
CNS — centralni nervni sistem

COX — ciklooksigenaza

Dizocilpin - MK-801

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EDso — srednja efektivna doza

eNOS - endotelni oblik NOS

GABA — gama aminobuterna kiselima

GluN1, GluN2, GluN3 — glutamatne subjedinice NMDA receptora



HC-030031-(2-(1,3-Dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahydro-7H-purin-7-yl)-N-(4
isopropylphenyl) acetamide

1.p.- intraperitonealno

1.pl. - intraplantarno

IASP — Internacionalno udrzenje za proucavanje bola
iNOS - inducibilni oblik NOS

K*ATP kanali — ATP zavisni kalijumski kanali

KAI - kainatna kiselina

Kapsazepin - (N-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-1,3,4,5-tetrahydro-7,8-dihydroxy-2H-2-

benzazepine-2-carbothioamide

L-NAME - N-nitro-L-arginine metil estar hidrohlorid

L-NPA - N-o-Propil-L-arginin hidrohloride

NMDA - N-metil-D-aspartat

nNOS - neuralni oblik NOS

NO - azotni oksid

NOS - sintaza NO-a

NSAIL - nesteroidni antiinflamatorni lekovi

one way ANOVA - jednosmerne analize varijanse

PCP - fenciklidin

PGE?2 - prostaglandina E2

PWT - prag povlacenja Sape ili eng. ,,paw withdrawal threshold,,
RN-1734 - 2,4-Dichloro-N-isopropyl-N-(2-isopropylaminoethyl) benzene-sulfonamide
RNK - ribonukleinska kiselina

s.c. — supkutano

SMT - S-metlizotiourea

TRP - kanali za prolazne receptorske potencijale



TRPA - ankirinski tip kanala

TRPC — kanonski tip TRP kanala
TRPM — melastatinski tip TRP kanala
TRPML — mukolipinski tip TRP kanala
TRPP — policisti¢ni tip TRP kanala

TRPV — vaniloidni tip TRP kanala
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