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RESUMEN

El Levetiracetam (LEV) es un farmaco novedoso utilizado para el tratamiento
de la epilepsia y debido a sus propiedades farmacocinéticas, ademas se han
generado nuevas lineas de investigacion donde se postula al LEV como farmaco
antinociceptivo, sin embargo, los resultados de dichas investigaciones han sido
controversiales y a la fecha no se ha esclarecido el mecanismo de accién del LEV. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la administracién intragastrica
(i.g.) del LEV en ratas sometidas a la prueba de formalina sobre la nocicepcién y la
expresion de los receptores a serotonina 5-HTa y 5-HT7 localizados en talamo. Este
estudio fue dividido en tres fases experimentales, en todas las fases se utilizaron
ratas de la cepa Wistar, unicamente machos, con un peso promedio de 250 g. En la
primer fase y con el objetivo de evaluar el efecto antinociceptivo del LEV, los
animales fueron aleatorizados en tres grupos y se sometieron a prueba de formalina,
al grupo control (n = 6) se les administraron 50 pL de formalina al 1% via subcutéanea
(s.c) en la parte dorsal de la pata, a las ratas del grupo Sham se les administraron 50
ML de solucién salina para imitar el aplicacion de formalina, y al grupo LEV 300, se le
administré una dosis uUnica por via intragastrica (i.g.) de 300 mg/kg, 40 minutos
después se les realiz6 la prueba de formalina. En la segunda fase de
experimentacion y con el objetivo de evaluar el efecto dosis respuesta del LEV, los
animales fueron divididos en seis grupos (N = 36); al grupo control se les
administraron 50 pL de formalina al 1%, a las ratas del grupo sham se les
administraron 50 uL de solucién salina, y a los cuatro grupos experimentales se les

administré LEV i.g. a dosis crecientes (50, 100, 200 y 300 mg/kg), 40 min después se



les realiz6 la prueba de formalina. Por ultimo, en la tercer fase experimental y con el
objetivo de evaluar la expresion de receptores 5-HTia y 5-HT7 en el talamo, los
animales fueron divididos en seis grupos (N = 36); grupo control, solo se le realizé la
extraccion del tdlamo; en los grupos LEV 50 y LEV300, se administré una dosis unica
de 50 mg/kg y 300 mg/kg de LEV i.g. respectivamente, 100 min después se realizé la
diseccién del talamo; en el grupo Formalina; se les realizé la prueba de formalina e
inmediatamente después se realizd la diseccion del talamo; en los grupos LEV
50/formalina y LEV 300/formalina, a los animales se les administré 50 mg/kg y 300
mg/kg de LEV i.g. respectivamente, 40 min después se les realizé la prueba de
formalina, finalizando la prueba se realizé la diseccion del tdlamo. El tejido en todos
los grupos, fue conservado a menos 80° centigrados para su posterior analisis por
RT-PCR tiempo real. En las pruebas conductuales LEV exhibi6 un efecto
antinociceptivo en el grupo LEV de 300 mg/kg (p <0.05) y un efecto pronociceptivo en
el grupo LEV de 100 mg/kg (p <0.05) y en el grupo LEV de 50 mg/kg (p <0.001). Por
otra parte, los resultados obtenidos por la técnica de PCR tiempo real, confirma la
expresion de los receptores 5-HT1a y 5-HT7 en el tdlamo, el receptor 5-HT1a aumentd
significativamente en el grupo formalina y grupo LEV300 con formalina (p<0.05). El
receptor 5-HT; solamente se sobre expresa a dosis de 300 mg/kg de LEV con
formalina (p<0.05). Podemos concluir que el efecto antinociceptivo y pronociceptivo
de LEV en un modelo de dolor persistente es dosis dependiente, y a su vez,
mencionar que los receptores 5-HT1a y 5-HT7 talamicos son capases de modular la
respuesta nociceptiva y se ven modificados con la administracion de LEV en

presencia del estimulo doloroso.



ABSTRACT

Levetiracetam (LEV) is a novel drug used for the treatment of epilepsy and due
to its pharmacokinetic properties, new lines of research have been created where the
LEV is postulated as an antinociceptive drug, however, the results of these
investigations have been controversial and the mechanism of action of the LEV has
not been clarified. The objective of this investigation was to determine the
participation of the serotonin 5-HT1A and 5-HT7 receptors in the thalamus when LEV
is administered on the nociceptive response. Male rats of the Wistar strain with an
average weight of 250 grams were used. The animals were randomized into six
groups and subjected to formalin testing as follows: in the control group was
administered 50 pL of 1% formaldehyde in the right hind paw as part of the formalin
test, in the sham group was administered with 50 pL of saline solution in the paw to
mimic the application of formalin; the four experimental groups were administered
LEV (i.g.) (50, 100, 200 and 300 mg/kg), 40 min after administration of LEV they were
tested for formalin. Immediately after the test was completed, the thalamus dissection
was performed, which was preserved at 80 —C° for further analysis by RT-PCR. In the
behavioral tests LEV showed an antinociceptive effect in the LEV group of 300 mg/kg
(p <0.05) and a pronociceptive effect in the LEV group of 100 mg/kg (p <0.05) and in
the LEV group of 50 mg/kg (p <0.001). On the other hand, the results obtained by the
RT-PCR assay assures us the expression of the 5-HT1A and 5-HT7 receptors in the
thalamus, the 5-HT1A receptor at this level was significantly increased in the group

formalin and group LEV300 with formalin (p <0.05). On the other hand, the 5-HT7



receptor is not modified by the painful stimulus, however, it is over-expressed at a
dose of 300 mg/kg of LEV (p <0.05). We can conclude that the antinociceptive and
pronociceptive effect of LEV in a persistent pain model is dose-dependent, and it is
important mention that the 5-HT1A and 5-HT7 thalamic receptors are capable of
modulating the nociceptive response and are modified with the administration of LEV

in the presence of painful stimulation.
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1. INTRODUCCION

El dolor fue definido por la “Asociacion Internacional del Estudio del Dolor”
como una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con el riesgo
real o potencial de dano tisular (Loeser y Treede, 2008), el dolor se puede clasificar
tomando en cuenta numerosos criterios; los mas utilizados se basan en el
mecanismo neurofisioldgico, en el aspecto temporal, en la intensidad, en la etiologia
y en la region afectada (Debono y cols. 2013). El dolor es un mecanismo de defensa,
cuando se pierde la homeostasis de los procesos que lo integran y lo regulan se
vuelve patolégico (cronico y debilitante), esta transicion implica cambios en el
sistema nervioso (SN), médula espinal y cerebro que aun no son totalmente
comprendidos. Se estima que el dolor es la causa mas comun de consulta médica en
los Estados Unidos y que aproximadamente 100 millones de individuos en este

mismo pais viven con dolor créonico (Debono y cols. 2013).

En nuestro pais no hay datos epidemioldgicos, sin embargo, las cifras del
“Instituto Mexicano del Seguro Social” (IMSS) reportan que, dentro de los 20 motivos
principales de consulta, durante el periodo de 1991 a 2002, por lo menos el 5% de
los individuos que acudieron a los centros de medicina familiar presentaron una
enfermedad dolorosa crénica claramente documentada (Covarrubias-Gémez y cols.
2010). El dolor influye en factores biomecanicos, generando discapacidad de los
movimientos del paciente, lo que dificulta actividades tanto de la vida diaria,
laborales, profesionales, sociales, como en el estado de animo (depresién y
ansiedad) aspectos que definitivamente alteran la calidad de vida de la persona y de

su entorno, estos datos muestran la necesidad de buenos tratamientos para la



rehabilitacion de la condicion dolorosa, asi mismo, reflejan la importancia del dolor a
nivel de la salud publica y el impacto que puede ejercer en la economia del pais y la
calidad de vida de los mexicanos. El dolor se divide en: dolor nociceptivo y dolor
neuropatico. El dolor nociceptivo es causado por la estimulacion de un sistema
nervioso intacto que funciona de forma normal, en tanto, el dolor neuropatico es el
resultado de un dafno o enfermedad que afecta el sistema somatosensorial

generando estimulos dolorosos persistentes (Jacobs, 2018).

Debido a la gran importancia que se la ha dado en los ultimos afios al uso de
medicamentos antiepilépticos para el tratamiento del dolor y los nuevos blancos
moleculares que podrian estar alterando los estimulos nociceptivos, se han
generado varias lineas de investigacion utilizando del Levetiracetam (LEV) como
farmaco con efectos analgésico con resultados controversiales. EI LEV tiene
excelente perfil farmacocinético y se ha utilizado en muchas situaciones clinicas
complejas, la biodisponibilidad oral del LEV es de mas de 95%, se alcanza la
concentracion plasmatica maxima aproximadamente una hora después de la
administraciéon oral (Radtke, 2001). El LEV se excreta principalmente inalterada a
través de los rifiones y su vida media es de 7 £ 1 horas en adultos (Patselas, 2004;
Rossi y cols. 2009). Para dilucidar el perfil antinociceptivo de LEV mas a detalle,
varios investigadores han postulado que este efecto es dependiente del sistema

serotoninérgico (Micov y cols. 2015).

La serotonina (5-hidroxitriptamina, [5-HT]) es una monoamina distribuida
ampliamente, tanto en el sistema nervioso periférico (SNP), como en el sistema

nervioso central (SNC). Participa en trastornos fisiolégicos y del comportamiento,



tales como la depresion, ansiedad, esquizofrenia, manias, autismo, obesidad, dolor,
etc. La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido L-triptéfano (de la dieta), por
hidroxilacion y descarboxilacion secuencial. La 5-HT ejerce su accion activando a
siete tipos de receptores (5-HT¢, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs 5-HTs 5-HT7), que, a su
vez, comprenden 15 subtipos (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT+1c 5-HT1p 5-HT+g, 5-HT 1, 5-HT 24,
5-HT2s, 5-HT2c, 5-HTs 5-HTa4 5-HTsa 5-HTsg, 5-HTs 5-HT7), cada uno de ellos
codificados por genes distintos, los receptores involucrados en la nocicepcion son
cuatro 5-HT4, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT7. A la fecha, el papel nociceptivo de los receptores
serotoninérgicos a nivel del SNP esta bien establecido., Por el contrario, se han
realizado muchos estudios donde se proponen a los receptores serotoninérgicos
como moduladores de la respuesta nociceptiva nivel central, sin embargo, su accién
parece ser muy variable y sigue siendo tema de debate entre los investigadores

alrededor del mundo (Cortes-Altamirano y cols. 2018).

Por los motivos antes expuestos, el objetivo del trabajo es; Evaluar el efecto
del LEV en modelos animales sometidos a la prueba de dolor persistente con
formalina sobre la modificacion de la expresion de receptores 5-HT1a y 5-HT7 en el

talamo.



2. MARCO TEORICO

2.1 Sistema Somatosensorial

El sistema somatosensorial o somatosensitivo, es parte del sistema nervioso
que se encarga de recibir estimulos tales como el tacto, la temperatura, la
propiocepcién (posicidon del cuerpo) y la nocicepcién (dolor) del entorno, tanto interno
como externo, procesa los estimulos y genera una respuesta adaptativa para
salvaguardar la perfecta funcion del organismo. El sistema somatosensorial
reacciona a los estimulos usando varios receptores: termorreceptores,
mecanoreceptores, quimiorreceptores y nociceptores. La transmision del estimulo
viaja desde los receptores, pasando por las neuronas sensoriales (aferentes) en la
periferia (piel, musculo y 6rganos), hasta neuronas mas profundas dentro del sistema
nervioso central, para finalizar en la corteza cerebral donde se lleva a cabo la

percepcion del estimulo para posteriormente generar una reaccién (Jacobs, 2018).

Los receptores se activan dependiendo de la intensidad del estimulo, eso
hace posible que podamos afirmar que una sensacion es mas intensa que otra. El
recorrido del estimulo desde que es recibido por el receptor hasta que es
interpretado por la corteza, por lo general consta de tres neuronas sensitivas: (l) La
neurona primaria aferente, tiene su soma en el ganglio del nervio espinal, es la que
recibe el estimulo y la transforma en un potencial de accién (impulso eléctrico); (II) la
neurona sensorial secundaria, tiene su soma en la médula espinal y en el tronco del
encéfalo, en el caso de los estimulos nociceptivos, los axones de muchas de estas

neuronas terminan en el talamo; (lll) la neurona sensorial terciaria tiene su soma en



el nucleo ventral posterior del talamo y finaliza en el giro postcentral situado en el
l6bulo parietal donde el estimulo es codificado y catalogado. En el caso particular de
este trabajo nos enfocaremos en la percepcién del estimulo doloroso nociciceptivo.
Por tal motivo, es importante mencionar que el dolor se divide en: dolor nociceptivo y
dolor neuropatico, el dolor nociceptivo es causado por la estimulacion de un sistema
nervioso intacto que funciona de forma normal, en tanto, el dolor neuropatico es
derivado por una lesiéon o enfermedad que altere el sistema nervioso generando

estimulos nociceptivos (Jacobs, 2018).

2.1.1 Dolor nociceptivo

El dolor nociceptivo representa aquella forma de dolor que aparece en todos
los individuos normales como consecuencia de la aplicacion de estimulos que
producen dafio o lesidon de 6rganos somaticos o viscerales. Entre el sitio activo del
tejido danado y la percepcion del dafio se producen una serie de eventos fisiolégicos
que colectivamente se denominan nocicepcion, podemos dividir este proceso en
cuatro etapas: transduccién, proceso en el que los estimulos nocivos son convertidos
en un potencial de accién a nivel de los receptores; transmision, propagacion del
estimulo de manera ascendente a través de las vias del SNP y el SNC; modulacion,
proceso por el que la transmision es atenuada en distintos niveles y percepcion, la
experiencia emocional y sensorial, como tal, subjetiva que se percibe como dolor

(Kanner, 2006). (Figura 1).

Dentro de la fisiologia del dolor nociceptivo la neurona aferente primaria es la

primera neurona que recoge el estimulo doloroso, estad situada en los ganglios



espinales de la médula y en los ganglios sensitivos de los nervios craneales 5°, 7°,
9° y 10°, del cuerpo celular sale un axén que se bifurca en uno periférico y otro
central, el axén periférico viaja en el nervio periférico hacia la zona de inervacién
sensorial, dando lugar a las terminaciones nerviosas especializadas, los llamados
nociceptores (Baron, 2000). Los nociceptores son despolarizados (activados) por
estimulos nocivos térmicos, mecanicos o quimicos, cuando los nociceptores son
estimulados se despolarizan en relacién directa con la intensidad del estimulo y la
frecuencia con la que se aplica, la despolarizacion, se transmite pasivamente a lo
largo de la membrana del receptor y cuando alcanza un umbral en la unién del
receptor con el axén al que esta conectado, genera un potencial de accion que se

propaga a lo largo de la membrana axoénica (Kanner, 2006).

Los axones de los nervios periféricos se clasifican como fibras A, By C, las
terminaciones distales de las fibras A y C son nociceptoras, y por tanto, transmiten
estimulos dolorosos. Los axones aferentes primarios forman sinapsis con neuronas
de la sustancia gris de la médula espinal, estas neuronas se distribuyen en diez
capas conocidas como laminas de Rexed, las laminas | a VI estan en el asta dorsal,
las laminas VII a IX en la asta anterior y la X rodea al canal central. La informacion
procedente de la piel termina de forma preferente en las laminas I, Il y V y la
procedente de las visceras, musculos y otros tejidos profundos tienden a evitar la
lamina Il y terminar en las laminas I, V y X. Muchas neuronas del asta dorsal tienen
un papel modulador de la sefial nociceptiva y son interneuronas (Porreca y cols.
2002). Cuando el estimulo llega al asta dorsal de la médula espinal la segunda

neurona capta el estimulo y lo transporta a través de las vias ascendentes del dolor.



Las vias ascendentes son conformadas por el tracto espinotalamico, el
espinorreticular y el espinomesencefalico, las que se concentran principalmente en el
cuadrante anterolateral de la médula espinal. El tracto espinotalamico es la mayor
via nociceptiva directa (alrededor del 90% de todas las vias ascendentes), se
encuentra antero-lateralmente en la sustancia blanca de la médula espinal, sus
axones cruzan la linea media, del lado contralateral de la médula espinal y
ascienden hacia el tadlamo, formacion reticular, nucleo magno del rafe y a la
sustancia gris periacueductal (Chudasama y Muir, 2001). Cuando el estimulo llega al
talamo, este realiza sinapsis con la tercera neurona que es la encargada de
transportar el estimulo a la corteza somatosensorial donde se percibe propiamente el

dolor.

Corteza
Téalamo Somatosensorial

Percepcion

Transmision Modulacion

Estimulo
— >

Transduccion
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dorsal

Figura 1.- Via del dolor nociceptivo. El estimulo viaja desde los Nociceptores hasta la corteza
somatosensorial por medio del SNP y SNC.



2.1.2 El talamo y su participacion en la percepcion del dolor

El talamo contiene una organizacion nuclear muy rica y a la fecha, se han
identificado mas de 20 nucleos talamicos. Se han propuesto varias clasificaciones de
los nucleos que integran el tadlamo, con base en una perspectiva evolutiva (Elliot,
1969), en caracteristicas compartidas de conectividad de fibras y funciones (Afifi y
Bergman, 1999), en criterios citoarquitecténicos y anatomofuncionales de los nucleos
talamicos (Hirai y Jones, 1989; Morel y cols. 1997). Se ha reportado que los nucleos
ventroposterolateral, ventroposteromedial y los cuerpos geniculados son los
encargados de modular las senales sensoriales, el nucleo ventroposterolateral recibe
los tractos ascendentes largos que conducen las modalidades sensoriales, este
nucleo envia eferencias al nucleo pulvinar y al nucleo lateral posterior, actia como
relevo para la informacion somatica del cuerpo y las extremidades, ya que dirige sus
proyecciones hacia la corteza somatosensorial primaria en la circunvolucion
poscentral en la que se analiza la informacién sensitiva cutanea, muscular,
tendinosa, articular y visceral (Perena y cols. 2000). El nucleo ventroposteromedial
sirve de centro de relevo sensitivo taldamico de la cabeza y la cara, las eferencias de
este nucleo se dirigen a través de la capsula interna hasta la corteza somestésica
primaria del I6bulo parietal. El tdlamo, junto con la corteza cerebral, desempefia un
papel importante en el analisis e integracion de las funciones sensitivas (Almeida y
cols. 2004). Las proyecciones talamocorticales, corticotalamicas y las propiedades
neurofisiolégicas de las fibras que ascienden o descienden hacia o desde la corteza
cerebral son la base de las complejas relaciones entre los nucleos talamicos y la

corteza cerebral. El talamo es dependiente de varios neuromoduladores para ejercer



su accion, Yang y cols (2014) mostraron los receptores serotoninérgicos 5-HT1

presinapticos del talamo como inhibidores en la accidn sinaptica talamica.

2.2 Modelos animales de dolor

La investigacion sobre el dolor es necesaria si se quieren conocer nuevos
aspectos clinicamente relevantes de los mecanismos de la nocicepcién o de nuevos
tratamientos farmacoldgicos. Hoy en dia se han generado muchas investigaciones
con objetivos diferentes relacionado con el dolor en modelos animales, en los cuales
se han aplicado estimulos dolorosos (eléctrico, fisico, quimico, mecanico) con
instrumentos, equipos o pruebas validadas y estandarizadas (retirada de cola “tail

flick’, plato caliente “Hot plate”, formalina, carragenina, etc.) (Figura 2).
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Figura 2.- Pruebas de dolor aplicadas a modelos animales en la investigacion cientifica.



Los modelos de dolor que emplean los estimulos fisicos provocan dolor

agudo, “tail flick” y “hot plate” son las pruebas mas utilizadas para este tipo de dolor.

“Tail flick”

El “tail flick”, es una prueba estandarizada y ampliamente validada, esta
prueba emplea un rayo de luz térmico en la cola del animal que genera una
sensacion dolorosa, la ventaja de este modelo consiste en que el registro es
automatizado y evalua el tiempo que tarda el animal en retirar la cola ante el
estimulo, una desventaja es el tiempo de reaccién, debido a que este tiempo es

diferente dependiendo del area donde se emplea el estimulo.

“‘Hot plate”

El “hot plate” es otro modelo que recurre al estimulo fisico, registra la
conducta dolorosa mediante el tiempo de reaccion del animal cuando es colocado en
una superficie caliente, al ser un modelo automatizado presenta una gran ventaja.
Sin embargo, el animal presenta conductas diferentes durante la prueba (lamidas de
extremidades, vocalizacion, miccion, brincos, etc.) que podria ser una desventaja si

se quiere registrar una sola conducta (Loscher y Schmidt, 1988).

Por otra parte, existen las pruebas que utilizan estimulos quimicos que
provocan dolor persistente o inflamatorio, por lo general estos modelos consisten en
administrar agentes corrosivos casi siempre en la parte dorsal de la pata del animal.
La prueba de formalina es un modelo de dolor persistente, esta dividida en dos
fases; la fase aguda y la fase tonica, se evalia mediante la administracién de
formalina al 1 % en la pata de animal, esta administracion genera una conducta
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dolorosa en el animal (sacudida de la pata a la cual se le administré la formalina) que
se registra durante un lapso de tiempo, este modelo es muy facil de realizar, sin
embargo, se requiere tomar en cuenta que se necesita de la experiencia de la
persona que va a registrar la conducta dolorosa. En el caso de la prueba de
carragenina, es un modelo de dolor inflamatorio que evalua el grado de inflamacién
de la extremidad a la cual se le administré el estimulo quimico, es un modelo muy
facil de aplicar y de registrar, es muy utilizado en muchas lineas de investigaciéon

(Dubuisson y Dennis 1978).

2.2.1 Prueba de formalina

El uso de formalina como agente nociceptivo fue precedido por el trabajo de
Lewis (1939). El administré volumenes pequefios de formalina en sujetos humanos
para producir dolor experimental, posteriormente Selye (1949) y Winter (1965)
usaron formalina como un estimulo en estudios de inflamacion periférica en ratas y
en 1974 Melzack y Melinkoff inyectaron una pequefia cantidad de formalina diluida
como un estimulo nociceptivo en gatos. La formalina es la solucion acuosa del 37%
de formaldehido, algunos autores presentar la concentracion de la solucion de
formalina como porcentaje de formaldehido, por lo tanto, un 10% de solucién de
formalina contiene aproximadamente 3.7% formaldehido, diversos volumenes y
concentraciones de formalina se han aplicado. Los volumenes que con mayor
frecuencia son administrados son 20-25 ul en ratones y 30-100 pl en ratas, las
concentraciones mas comunes de formalina que se han informado son del 1 al 5%
(Dubuisson y Dennis 1978; Abbott y cols. 1982,1995, 1996; Hunskaar y cols. 1985;

Wheeler-Aceto y cols. 1991; Tjolsen y cols. 1992).
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La prueba de formalina es un modelo de dolor persistente. En esta prueba, la
primera etapa reflejaria un dolor nociceptivo agudo debido a la irritacion quimica de
la formalina subcutanea y su segunda etapa reflejaria un dolor persistente. Tiene la
ventaja de que se producen una serie de signos que son contabilizables y son una
medida del dolor que puede ser aliviado por la accion de los analgésicos. Se puede
valorar desde un parametro postural, posiciones protectoras de la extremidad afecta,
pasando por un trabajo activo para aliviarlo, como puede ser el lamido de la zona
afecta o un parametro reflejo, como son las sacudidas de la extremidad. Uno de los
inconvenientes técnicos de este test es que tiene un periodo de observacion de una
hora por cada animal y requiere una gran concentracion y paciencia por parte del
investigador. Por ello se han realizado intentos de mecanizar esta tarea mediante
una valoracion computarizada realizando un analisis de los comportamientos
nociceptivos y de la actividad motriz mediante el procesamiento de las imagenes

registradas por una camara de video (Tjolsen y cols. 1992).

El estimulo proporcionado por la inyeccién subcutdanea de la formalina es
persistente, induciendo una respuesta de comportamiento con una duracion de 1 h, a
diferencia de las pruebas con estimulos mecanicos tales como el “Tail flick” o “Hot
plate” el estimulo duradero de la prueba de formalina facilita la observacién de la
modulacién de retroalimentacién y el papel de sistemas enddgenos de regulacion del
dolor, como el opioide y sistemas monoaminérgicos (Tjolsen y cols. 1992). En
roedores, las dos etapas distintas de la prueba se pueden usar para abordar varios
aspectos de la nocicepcién ya que la primera etapa parece deberse a la estimulacién

de los nociceptores mientras que la segunda etapa depende de la inflamacién
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periférica y cambios en el SNC. La prueba puede tener mas relevancia para
situaciones clinicas que las pruebas que emplean medidas de reflejos nociceptivos o
umbrales. Farmacos conocidos como analgésicos débiles en humanos,
generalmente, tienen efectos antinociceptivos claros en la prueba de formalina en
modelos animales (Hunskaar y cols. 1985; Tjolsen y cols. 1992). Por otra parte, los
anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) suelen tener efectos unicamente en la
segunda fase de la prueba (Hunskaar y cols. 1985). El dolor infligido a los animales
tiene un limite de tiempo y es de corta duracién, comparado con los modelos de
dolor crénico, como la artritis inducida por lesiones. El registro de las respuestas de
comportamiento en la prueba de formalina requiere algo de entrenamiento, pero las
respuestas son adaptaciones de los componentes normales del comportamiento de
los animales. Ademas, la similitud del tiempo del dolor provocado por la inyeccién de
formalina en humanos y el patrén de comportamiento en animales, sugiere que las
respuestas tanto en humanos como animales estan estrechamente relacionadas con
la experiencia sensorial al dolor. La prueba de formalina ha demostrado tener una
importante contribucion en la investigacion basica del dolor, tiene ventajas
considerables sobre otras pruebas y es considerada como una prueba estandar en

modelos de dolor nociceptivo.
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2.3 Serotonina (5-HT)

La serotonina (5-hidoxytritpamina, 5-HT) es un neurotransmisor que se
encuentra en el SNC, en el SNP y en sistemas no neuronales tales como: sistema
sanguineo, sistema gastrointestinal y sistema endocrino por mencionar algunos
(Figura 3). Se estima que 5-HT haya aparecido hace unos 700-800 millones de afios
en organismos eucariontes unicelulares como los paramecios, lo que lo hace uno de
los neurotransmisores mas antiguos de la evolucion. Sus receptores se encuentran
en una diversidad muy amplia de organismos desde planarias, pasando por los
insectos hasta el hombre y su estructura se presenta bien conservada (Hannon y

Hoyer, 2008).

NH
OH

NH,

Figura 3.- Estructura quimica de la Serotonina.

Vitorio Esparmer fue el primero en describir la 5-HT en los 1900°s, fue aislada
del intestino y presentd actividad constrictora y fue llamada “enteramina”. No fue sino
hasta 1948 que se redescubrié a la 5-HT por el grupo de Page, Rapport y Green
quienes la aislaron de la sangre y apropiadamente la nombraron “serotonina” debido
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a que era liberada al “serum” desde las plaquetas. Eventualmente Maurice Rapport
purificod, cristalizé y caracteriz6 a la serotonina de una gran cantidad de sangre,
encontrando que la enteramina y la 5-HT eran la misma molécula y que posee un
grupo indol, como fue sugerido antes por Esparmer, y se llegd a la conclusién de
llamarla serotonina. Mas tarde, en 1953, Betty Twarog e Irvin Page detectaron 5-HT
en extractos de cerebro, siendo asi que la serotonina se presentaba en tres sistemas
claves del cuerpo; plaquetas, sistema gastrointestinal y sistema nervioso (Hannon y

Hoyer, 2008).

La 5-HT no atraviesa la barrera hematoencefalica por o que su presencia en
el SNC se limita sélo a su sintesis in situ, la cual se lleva a cabo en el nucleo del rafé
y en sus proyecciones en el cerebro. El primer paso de la sintesis de 5-HT es el
transporte facilitado del aminoacido triptéfano de la sangre al cerebro, seguido, las
neuronas serotoninérgicas contienen la enzima triptéfano hydroxilasa (L-triptofano-5-
monoxigenasa) la cual hidroxila al triptéfano a 5-hdroxitriptofano (5-HTP) y, por
ultimo, la enzima L-amino acido descarboxilasa convierte el 5-HTP a 5-HT. La
degradacion de 5-HT se lleva a cabo por la monoaminoxidasa (MAO) y en la

glandula pineal por la 5-HT N-acetiltransferasa que degrada la 5-HT a melatonina.

La serotonina juega un papel muy importante en muchas funciones del
sistema nervioso (Berger y cols. 2009), se le ha implicado en practicamente
cualquier tipo de conducta, por ejemplo, la modulacion neuroendocrina ya que se ha
descrito una conexion sinaptica entre terminales serotoninérgicas y neuronas que
contienen hormona liberadora de corticotropina y se encuentra dentro de los
neurotransmisores que participan en el control hipotalamico de la secrecion pituitaria
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particularmente en la regulacién de los niveles de adrenocorticotropina, prolactina y
de la hormona del factor de crecimiento (Purves y cols. 2004). El nucleo del rafe
magno medular contiene neuronas serotoninérgicas que proyectan a la médula
espinal, es por este motivo que varios investigadores han implicado a la serotonina
proveniente del sistema rafe-médula espinal en la modulacién de la nocicepcion
(Bowker y cols. 1982). El area rostroventral de la médula medial proporcionan la
principal via descendente de 5-HT con direccion a el asta dorsal de la médula
espinal (Millan, 2002). Axones que contienen 5-HT descienden desde el tallo
cerebral y se proyectan tanto en el asta ventral y la columna intermediolateral, asi
como en el asta dorsal de la médula espinal (Belcher y cols. 1978). Hoy en dia, la
médula espinal se puede dividir en cuatro areas, segun su fisiologia en relacién con
los receptores 5-HT, la primera es el asta dorsal que corresponde a la entrada
principal de relevo de estimulos nociceptivos, el area intermediolateral es la segunda
area y es aqui donde se origina las neuronas simpaticas preganglionares, el area
central que podria estar involucrado en el intercambio con el fluido cerebro-espinal
es la tercer area y por ultimo el asta ventral que esta implicada en las funciones

motoras (Hains y cols. 2003).

También se ha establecido que las vias descendentes y ascendentes de 5-HT
facilitan o inhiben el procesamiento espinal de la informacion nocioceptiva (Bardin,
2011). Los receptores 5-HT son una familia de 7 tipos (5-HT4, 5-HT>, 5-HT3, 5-HT4, 5-
HTs, 5-HTs y 5-HT7) y 15 subtipos. Los receptores implicados en la via nociceptiva
son 4 (5-HT4, 5-HT,, 5-HT3;, 5-HT7) (Cortes-Altamirano y cols. 2018). El receptor 5-

HT. se acopla con proteina Gj, y su accién es disminuir los niveles adenosin
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monofosfato ciclico (AMPc) generando efectos antinociceptivos y pronociceptivos
dependiendo de estimulo y la intensidad, en el caso del receptor 5-HT, es un
receptor acoplado a la proteina Gq/11 el efecto de esta union es el aumento de inositol
trifosfato (IP3) y de diacilglicerol (DAG) generando antinocicepcioén en la mayoria de
los casos, el receptor 5-HT3 es el unico receptor serotoninérgico ionotropico de toda
la familia de receptores despolariza la membrana de manera rapida y genera
pronocicepcion y mantiene el estimulo doloroso, finalmente el receptor 5-HT; es un
receptor acoplado a proteina Gs, su activacion aumenta los niveles de AMPc
generando un efecto pronociceptio o antinociceptivo (Figura 4) (Cortes-Altamirano y

cols. 2018).
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Figura 4.- Receptores 5-HT involucrados en la modulacién del dolor
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2.4 Levetiracetam.

El levetiracetam (LEV) es un farmaco antiepiléptico de segunda generacién
que pertenece a la familia de la pirrolidona, un farmaco con un amplio espectro de
accion. ElI LEV posee un perfil farmacolégico unico comparado con los

anticonvulsivantes tradicionales (Margineanu y cols. 2008).

La molécula fue sintetizada en la década de 1980 durante un programa de
seguimiento quimico destinado a identificar una segunda generacion de drogas
nootrépicas, los estudios farmacoldgicos iniciales con LEV exploran su capacidad
para facilitar la neurotransmisién colinérgica (Loscher y Schmidt, 1988). EI LEV fue
aprobado por la Food and Drug Administration de Estados Unidos (FDA) en 1999, y
en Europa en el 2000 para su uso en pacientes adultos con crisis mioclonicas
(Coppola y cols. 2010), para la epilepsia mioclonica juvenil y para las convulsiones
primarias tonico-clonicas generalizadas, fue aprobado en la India en 2005 como
terapia coadyuvante en el tratamiento de las crisis parciales en adultos. Sin
embargo, no fue hasta 2012 que la FDA aprobd LEV para su uso como terapia
adyuvante en las crisis parciales de bebés y nifios de 1 mes de edad y mayores
(Cormier y Catherine, 2013). El LEV exhibe un excelente perfil farmacocinético y se
ha utilizado en una amplia gama de situaciones clinicamente complejas (Swaroop y

cols. 2013).

El LEV ha demostrado ser eficaz en la prevencion de muchas formas de
epilepsia, se ha empleado como monoterapia (Ben-Menachem y Falter, 2000;

Alsaadi y cols. 2005; Lim y cols. 2009), en tratamientos co-adyuvante (Lambrechts y
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cols. 2006; Berkovic y cols. 2007; Noachtar y cols. 2008; Gurses y cols. 2008; Morrell
y cols. 2003), para la prevencion de convulsiones post-traumaticas (Milligan y cols.
2008; Jones y cols. 2008; Zachenhofer y cols. 2011; Bahr y cols. 2012) y
recientemente la seguridad y eficacia del LEV ha sido reportada en las convulsiones
neonatales (Lee y cols. 2010; Weinstock y cols. 2013; Ozkale y cols. 2014). Por otra
parte, se han propuesto que el LEV posee propiedades neuroprotectoras en
trastornos epilépticos (Eya y cols. 2004; Marini y cols. 2004; Gibbs y Cock, 2007;
Oliveira y cols. 2007; Szaflarski y cols. 2010; Steinbaugh y cols. 2012; Lee y cols.
2013; Shetty, 2013) y no epilépticos (Madeja y cols. 2003; Wang y cols. 2006; Kim y

cols. 2010).

Recientemente, evidencia experimental sugiere que el LEV tiene efectos
antihiperalgésicos en modelos de dolor-inflamatorio (Micov y cols. 2010; Stepanovic-
Petrovic y cols. 2012; Tomic y cols. 2013) modelos de dolor-ténico (Shannon y cols.
2005) y dolor neuropatico (Brighina y cols. 2006; Ozcan y cols. 2008; Rossi y cols.
2009; Falah y cols. 2012; Cortes-Altamirano y cols. 2016). Sin embargo, al dia de

hoy el mecanismo especifico de accién de LEV no ha sido esclarecido.

2.4.1 Formula quimica y farmacocinética

El LEV estructuralmente esta relacionado con farmacos nootrépicos, su
estructura quimica cuenta con C8, H14, N2 y O2 y el peso molecular relativo es
170.209 g/mol (Figura 5) (Crepeau y Treiman, 2010). La farmacocinética del LEV se
ha considerado en los estudios preclinicos y clinicos (adultos y nifios con epilepsia,

adultos sanos, adultos mayores y pacientes con insuficiencia renal y hepatica).
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Figura 5.- Levetiracetam: Estructura Quimica (Extraido de Kozlowski y cols. 2015)

El LEV posee diversos atributos farmacocinéticos, es muy soluble en agua y
puede estar libremente en sangre, facilmente puede atravesar la barrera
hematoencefalica, se absorbe rapidamente después de la ingestion oral, puede ser
ingerida sin tener en cuenta las comidas, tiene una excelente biodisponibilidad (area
bajo la curva [AUC]), cinética lineal, la variabilidad entre pacientes es poca, la union
a proteinas plasmaticas es minima, se llega rapido a las concentraciones en estado
estacionario y se metaboliza en el rifidén (Kozlowski y cols. 2015). Entre los nuevos
antiepilépticos, el LEV presenta muchas caracteristicas favorables, tales como bajo
potencial de interaccion de medicamentos, sin efectos perjudiciales sobre el suenio,
sin mayores efectos negativos sobre la cognicién y mantiene su eficacia y seguridad
durante las terapias a largo plazo. Benedetti y cols. (2004) compararon su
farmacocinética en raton, rata, conejo y perro, encontrando que la concentracion de

LEV fue mayor en la sangre que en los rifiones, la glandula tiroides, y la glandula

20



pituitaria. Por otra parte, se reportd una concentracion inferior en la grasa, la médula
espinal, el cerebro y cerebelo comparado con su nivel en sangre. No hay diferencia

en la absorcion, la disposicidén y el metabolismo del LEV entre especies.

En nifios, Pellock y cols. (2001) encontraron que el LEV posee diferencias en
ciertos parametros, (vida media, concentracién maxima [Cmax] y AUC en promedio
son menores en los niflos, mientras que en los adultos son mayores) en los nifios de
6-12 anos pueden requerir dosis mas altas de LEV que los adultos. La
farmacocinética de LEV durante el embarazo, el parto, la lactancia y en el periodo
neonatal fue estudiada por Tomson y cols. (2007) quienes determinaron las
concentraciones de LEV en la leche, el plasma, sangre de las madres, del cordén
umbilical de los recién nacidos y la leche materna fueron determinados. La
conclusién final, indica una considerable transferencia de LEV de la placenta al
neonato. Los autores demostraron una eliminacion neonatal lenta de LEV y una
disminucién sorprendentemente marcada en las concentraciones plasmaticas
maternas durante el embarazo. Toublanc y cols. (2015) evalu6 la bioequivalencia
entre dosis unica (1500 mg) de infusion intravenosa (i.v.) comparada por via oral y
reporto que la administracién i.v. de LEV es bioequivalente a la administracion oral y

no se ven alterado los parametros farmacocinéticos.
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3 ANTECEDENTES

3.1 Receptor 5-HT; como modulador del dolor

Los receptores 5-HT1 estan presentes en el SNC y el SNP, son receptores
acoplados a proteina Gj, y se dividen en 6 subtipos A, B, C, D, Ey F. (Barnes y
Sharp, 1999; Peroutka, 1988; Zemlan y cols. 1988). Diferentes subtipos del receptor
5-HT contribuyen potencialmente en la regulacion del dolor de la médula-espinal,
concentrandose mayor cantidad en el asta dorsal de la médula espinal (Murphy vy
Zemlan, 1990; Zemlan y Schwab, 1991). La 5-HT produce tanto la inhibicion como la
excitacion pre y post-sinapticos a nivel del asta dorsal (Grudt y cols. 1995; Hori, y
cols. 1996; Ito y cols. 2000; Jeong y cols. 2012; Lu y Perl, 2007; Travagli y Williams,
1996). El receptor 5-HT1a ha sido el mas estudiado en modelos de dolor y parece
tener un papel modulador en la nocicepcion (Cuadro 1), su amplia distribucion en el
SNC hace posible que las acciones de farmacos agonistas selectivos involucren
mecanismos espinales y supra-espinales en procesos nociceptivos. Donde el
receptor 5-HT4a parece jugar un papel importante en la mediacion de efectos
reguladores del dolor (Colpaert, 2006; Mico y cols. 2006). La presencia generalizada
de los receptores 5-HT1a en la médula espinal, nucleos del rafe, asi como en las
zonas corticales y limbicas, sugiere una posible implicacion de estos receptores en
los estados emocionales, la cognicion y la modulacion del dolor (Hensler y cols.

1991).

El-Yassir y cols. (1988) reportaron que al utilizar un estimulo mecanico para
ocasionar dolor tanto los receptores 5-HTia y 5-HT4g estdan implicados en la

nocicepcion, de hecho, los receptores 5-HT4sn parecen imitar los efectos
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antinociceptivos no selectivos de 5-HT, mientras que los receptores 5-HT g imitan el
efecto selectivo. Este efecto se observa en el modelo de “tail flick” en ratones a los
cuales se le administraron agonistas via intraperitoneal de los receptores 5-HTa y 5-
HTg, observandose la inhibicion del dolor (Eide y cols. 1990). Se ha propuesto que
tanto los receptores 5-HT1a como los 5-HT4g estan implicados en el dolor nociceptivo,
estan localizados en las neuronas del asta dorsal, esto se observdé cuando se
registr6 a las neuronas del asta dorsal durante la administracién de farmacos
agonistas y antagonistas de 5-HT4a y 5-HT1g demostrando un aumento de las
respuestas nociceptivas sugiriendo que este efecto esta asociado con la activacion
de los receptores 5-HT4a, mientras que la activacién de los receptores 5-HTqg
suprimen o reducen la nocicepcion, (Ali y cols. 1994). El aumento de la capacidad de
respuesta de las neuronas del asta dorsal a la estimulacion nociva asociada con la
actividad en los receptores 5-HTa puede estar asociado, ya sea con el aumento de
tamano del campo receptivo, la activacion de los reflejos espinales o a la facilitacién
de la transmision rostral a los sitios del tallo cerebral especificos. Estudios sobre los
efectos moduladores de la activacion del receptor 5-HTg en neuronas de la médula
espinal muestran que, la estimulacion de los receptores 5-HT g parece tener efectos
pro y anti-nociceptivo sobre las neuronas del asta dorsal después de la estimulacion
eléctrica repetida (Gjerstad y cols. 1997). Ademas, estas neuronas del asta dorsal
aumentan su excitabilidad después de la administracion intratecal de agonistas 5-
HT1a y 5-HT4g en un biomodelo de inflamacién inducido con la inyeccién intraplantar
de carragenina, que se caracteriza por una inflamacién que causa una distribucién
restringida de la hiperalgesia (Zhang y cols. 2001). Los receptores 5-HT1a, estan

involucrados en la via descendente de antinocicepcion desde el tallo cerebral hasta
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el asta dorsal de la médula espinal (Liu y cols. 2002). La estimulacion de los
receptores 5-HT1a en la médula parece mediar la integracién de los mecanismos
nociceptivos, esto se observd al utilizar 5-HT exdégeno o al administrar dos
analgésicos (paracetamol y venlafaxina) que implican la modulacion de 5-HT
enddgeno, induciendo efecto antinociceptivo en la prueba de la formalina, sugiriendo
que los farmacos analgésicos utilizados de manera frecuente parecen modular los

receptores serotoninérgicos localizados en la médula (Bonnefont y cols. 2005).

Cuadro 1.- Receptor 5-HT,; como modulador del dolor nociceptivo

MODELO ‘ PRUEBA 5
AUTOR ANIMAL ESTIMULO TIPO DE DOLOR CONDUCTUAL CONCLUSION
Los receptores 5-HT1a
. . 5-HT1s estan
El Yassiry ‘ NOCICEPTIVO PRESIONENLA | Y
cols. 1998 RATA MECANICO AGUDO PATA |mp!|cad9§ en la
nocicepciéon a nivel
del asta dorsal.
Agonistas de los
Eide y cols. P ‘ NOCICEPTIVO TAIL FLICK receptores 5-HT1a y 5-
1990 RATON FISICO AGUDO HTis  inhiben  la
nocicepcion.
Los receptores 5-HT1a
aumentan la
respuesta nociceptiva,
Aliy cols. p NOCICEPTIVO por otra parte, los
1994, RATA FISICO AGUDO TAILFLICK | o ceptores  5-HT1s
tiene el efecto de
reducir la capacidad
de respuesta.
. Los receptores 5-HT1g
. ESTIMULACION
Gjerstad y . NOCICEPTIVO . puede tener efectos
cols. 1997 RATA ELECTRICO AGUDO ELECTRICA pro y anti-nociceptivo
en el asta dorsal.
La excitabilidad de las
neuronas del asta
dorsal aumentan
Zhang y P NOCICEPTIVO CARRAGENINA | después de la
cols. 2001 | TATA QUIMICO | |NFLAMATORIO administracion
intratecal de agonistas
para los receptores 5-
HT1a Yy 5-HT 1.
Bonnefont Los receptores 5-HT1a
y cols. RATA Quimico NOCICEPTIVO FORMALINA tiene efectos
PERSISTENTE N .
2005 antinociceptivos.
) Los receptores 5-
Jeong y « NOCICEPTIVO PRESION EN LA | HT1a, inhibe la
cols. 2012, | RATA MECANICO AGUDO PATA transmision  sinaptica
nociceptiva.
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Recientemente, Jeong y cols. (2012) caracterizaron el efecto de varios
agonistas para los receptores 5-HT1g, 5-HT1p y 5-HT+r incluyendo al sumatriptan, en
la médula espinal sobre el dolor agudo ocasionado por un estimulo mecanico,
ademas de su efecto sobre la transmision sinaptica aferente en neuronas del asta
dorsal superficial, sugirieron que a nivel celular, el receptor 5-HTqa, inhibe la
transmision sinaptica aferente primaria en una sub-poblacion de la |amina Il en el

asta dorsal superficial.

3.2 Receptor 5-HT; como modulador del dolor

El receptor 5-HT; es el miembro de la familia de receptores de la 5-HT
descrito recientemente, un numero creciente de estudios han descrito la distribucion
del receptor 5-HT7 en roedores mediante técnicas de inmunohistoquimica (Belenky y
Pickard, 2001; Bickmeyer y cols. 2002; Geurts y cols. 2002; Muneoka y Takigawa,
2003). Estos informes muestran que la distribucién del ARNm del receptor 5-HT7, se
localiza con mayor abundancia en el talamo, el hipotalamo y el hipocampo (Hedlund
y Sutcliffe, 2004; Kvachnina y cols. 2009). La isoforma 5-HT7a predomina a nivel del
SNC, seguida de la variante 5-HT7g, mientras que las isoformas 5-HT7c y 5-HT7p se
expresan con menos frecuencia (Vanhoenacker y cols. 2000). El receptor 5-HT-a fue
la primera variante clonada de humano con una longitud de 445 aminoacidos, los
receptores 5-HT; se encuentran principalmente en las laminas | y Il superficiales del
asta dorsal de la médula espinal (Meuser y cols. 2002). Una prueba realizada con
microscopia electronica del asta dorsal reveld localizaciones principales: cuerpos
celulares peptidérgicos y en numerosas dendritas (localizacién postsinaptica), fibras

mielinizadas y amielinicas peptidérgicas y en los astrocitos (localizacién presinaptica)
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(Matthys y cols. 2011). El perfil farmacoldgico de los receptores 5-HT; es bastante

similar al de los receptores del subtipo 5-HTa (Hoyer y cols. 1994).

Los receptores 5-HT; parecen estar asociados principalmente con las
divisiones del cerebro limbico ya que reciben aferencias serotoninérgicas (por
ejemplo, el hipocampo, el complejo amigdalino, o nucleos mamilares). Esto sugiere
que el receptor 5-HT7; también esta involucrado en la conducta del suefio, en la
regulacion térmica, el aprendizaje, el estado de animo, el estado neuroendocrino,
dichas observaciones fueron confirmadas en una cepa de ratones nocaut para el gen
5-HT7 interrumpido (Hedlund y cols. 2003; Ruat y cols. 1993). Un estudio previo
mostré que el receptor 5-HT7 esta relacionado con las neuronas GABAérgicas del
asta dorsal de la médula espinal (Brenchat y cols. 2010), y se han encontrado
interneuronas espinales GABAérgicas expresan el receptor 5-HT; y estos receptores
modulan procesos antinociceptivos, debido a estos hallazgos, los investigadores han
realizado estudios que evaluan al receptor 5-HT; sobre la modulacién de las

respuestas nociceptivas (Cuadro 2).

Rocha-Gonzalez y cols. (2005) realizaron un estudio donde el objetivo
principal consistio en determinar la posible participacion de los receptores 5-HT;
periféricos y locales en la respuesta nociceptiva en el modelo de formalina, los
resultados electrofisioldgicos, inmunohistoquimicos y de comportamiento, sugieren
un papel pronociceptivo del receptor 5-HT7 en el asta dorsal de la médula espinal.
Sin embargo, Dogrul y Seyrek, (2006) reportaron que, al administrar morfina via
sistémica, desencadena la activacion de las vias descendentes serotoninérgicas,

sugiriendo que los receptores 5-HT7 en la médula espinal desempena un papel
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importante en la antinocicepcion. Brenchat y cols. (2009) evaluaron el papel del
receptor 5-HT; sobre la nocicepcidén en ratones sometidos al modelo de “tail flick”.
Sus resultados mostraron que los receptores 5-HT7 participan en los mecanismos
antinociceptivos y el bloqueo de los receptores 5-HT7 por la administracion intratecal
del antagonista a receptores 5-HT; (SB-269970). Un par de anos después los
mismos investigadores realizaron un estudio donde evaluaron el efecto analgésico
de la morfina co-administrada con el agonista selectivo del receptor 5-HT7 (E-55888),
con el antagonista del receptor 5-HT7 (SB-258719), o en combinacién de ambos, en
ratones sometidos a los modelos de dolor nociceptivo utilizando las pruebas de “tail
flick” y “hot plate”, los resultados revelan que los agonistas del receptor 5-HT7 tiene
efectos positivos como co-adyuvantes en un esquema analgésico con opioides, sin
embargo, la administracién sistémica del agonista selectivo del receptor 5-HT; “per
se” no es suficiente para reproducir el efecto antinociceptivo ejercido por los opioides

(Brenchat y cols. 2011).

La funcién de los receptores 5-HT7 a nivel periférico y a nivel central sobre la
modulacién nociceptiva fue investigado por Brenchat y cols. (2012) los resultados
muestran que la activacion de los receptores 5-HT7 ejerce efectos antinociceptivos a
nivel de la médula espinal y efectos pronociceptivos a nivel periférico. Dogrul y cols.
(2012) evaluaron la participacién de los receptores 5-HT7, en la médula espinal,
sobre los efectos antinociceptivos y antihiperalgésicos del paracetamol en ratas
sometidas a modelo de dolor fisico utilizando las pruebas de “Tail Flick” y “Hot plate”
demostrando que la activacion de las vias descendentes serotoninérgicas y los

receptores 5-HT; de la meédula después de la administracion sistémica de
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paracetamol produce efectos antinociceptivos y antihiperalgésicos. Sin embargo, la
administracion del antagonista del receptor 5-HT; SB269970, bloquea los efectos
antinociceptivos y antihiperalgésicos de paracetamol, esto hace pensar que el efecto
del analgésico pudiese estar modulado por los receptores 5-HT7 localizados en la

meédula espinal.

Por otra parte, en un estudio realizado por Godinez-Chaparro y cols. (2012)
del efecto de los receptores 5-HT; sobre la alodinia y la hiperalgesia inducida por el
modelo de formalina en la rata se obtuvo que el dolor persistente causado por la
prueba de formalina activa a los receptores 5-HT7 los cuales contribuyen al desarrollo
y mantenimiento de la alodinia y la hiperalgesia secundaria. Yang y cols. (2013)
evaluaron el papel de los receptores 5-HT; sobre la modulacion descendente
serotoninérgica en el modelo de dolor persistente con formalina comparandolo con el
modelo de dolor inflamatorio inducido por carragenina, y concluyeron que la
activaciéon de receptores 5-HT; tuvo un efecto antinociceptivo significativo en el
modelo de formalina, pero ningun efecto sobre el dolor inflamatorio inducido por
carragenina, indicando diferencias en la participacion de los receptores 5-HT7 segun

el tipo de dolor.

28



Cuadro 2.- Receptor 5-HT; como modulador del dolor nociceptivo

AUTOR

MODELO
ANIMAL

ESTIiMULO

TIPO DE
DOLOR

PRUEBA
CONDUCTUAL

CONCLUSION

Rocha-
Gonzalez y
cols. 2005

RATA

QuUiMICO

NOCICEPTIVO
PERSISTENTE

FORMALINA

El receptor 5-HT;
desarrolla un papel
pronociceptivo en
el asta dorsal de la
médula espinal.

Dogrul y
Seyrek, 2006

RATON

Fisico

NOCICEPTIVO
AGUDO

TAIL FLICK

Los receptores 5-
HT- tiene un efecto
antinociceptivo, la
administracion
sistémica de la
morfina resulta en
un efecto
sinérgico.

Brenchat y
cols. 2009

RATON

Fisico

NOCICEPTIVO
AGUDO

TAIL FLICK

Los receptores 5-
HT; participan en
los mecanismos
antinociceptivos.

Brenchat y
cols. 2011

RATON

Fisico

NOCICEPTIVO
AGUDO

HOT PLATE
TAIL FLICK

La administracién
sistémica de wun
agonista selectivo
del receptor 5-HT;
por si solo no es
suficiente para
tener efectos
antinociceptivos.

Brenchat y
cols. 2012

RATA

QuUiMICO

NOCICEPTIVO
PERSISTENTE

CAPSAICINA

Receptores 5-HT;
ejercen efectos
antinociceptivos a
nivel de la médula
espinal y efectos
pronociceptivos a
nivel periférico.

Dogrul y cols.

2012

RATON

Fisico

NOCICEPTIVO
AGUDO

HOT PLATE
TAIL FLICK

Receptores 5-HT;
generan un efecto
antinociceptivo vy
antihiperalgésico.

Godinez-
Chaparro y
cols. 2012

RATA

QuUiMICO

NOCICEPTIVO
PERSISTENTE

FORMALINA

Los receptores 5-
HT; conducen al
mantenimiento de
la alodinia y la
hiperalgesia.

Yang y cols.
2013

RATA

QuUiMICO

NOCICEPTIVO
PERSISTENTE
VS
INFLAMATORIO

FORMALINA VS
CARRAGENINA

La activacion de
receptores 5-HT;
tuvo un efecto
antinociceptivo
dependiente  del
tipo de dolor.
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3.3 Levetiracetam como farmaco antinociceptivo

El LEV es un anticonvulsivo con propiedades analgésicas probadas. Sus
efectos antinociceptivos se han demostrado en modelos animales. A continuacion se
describiran los estudios preclinicos y clinicos de su efecto antinociceptivo, solo o en

combinacién con otros farmacos.

3.3.1 Estudios preclinicos

Micov y cols. (2010) compararon los efectos de las combinaciones de dos
farmacos utilizando LEV con la combinacion de ibuprofeno / aspirina / paracetamol
en un modelo animal de dolor neuropatico. Los autores evaluaron las respuestas
nociceptivas térmicas tanto en ratones diabéticos y no diabéticos mediante la prueba
de “tail flick”, concluyendo con un sinergismo entre LEV y el ibuprofeno / aspirina /

paracetamol en un modelo de dolor neuropatico.

Shannon y cols. (2005) compararon una amplia gama de farmacos
anticonvulsivos utilizados clinicamente en un modelo de dolor persistente con la
prueba de formalina, e informdé que la carbamazepina, oxcarbazepina, lamotrigina,
gabapentina y etosuximida, producen efectos analgésicos estadisticamente
significativos en la prueba de la formalina, mientras que la fenitoina, topiramato,
zonisamida, fenobarbital, tiagabina, valproato, y LEV no lo hicieron, suguiriendo que
los efectos de estos farmacos pueden deberse a mecanismos farmacolégicos

diferentes.

La eficacia antinociceptiva de LEV en un modelo de dolor neuropatico fue
evaluada mediante el uso de la prueba de “hot plate”, los resultados indicaron que
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LEV induce un efecto antihiperalgésico. Ademas, los resultados de los autores
ilustran que el ratén es un buen modelo experimental para el estudio de farmacos en

modelos de dolor (Ozcan y cols. 2008).

Stepanovic-Petrovic y cols. (2012) compard los efectos antihiperalgésico y
antiedematoso del LEV administrado periféricamente mediante inyeccion local y el
papel potencial de los opioides, adrenérgicos, 5-HT y receptores de GABA y sus
subtipos, sus datos sugieren que LEV produce efectos antihiperalgésicos vy
antiedematosos a nivel periférico y local. Tomic y cols. (2013) estudiaron los efectos
de las combinaciones del LEV con dos farmacos analgésicos no esteroideos
(ibuprofeno, celecoxib y paracetamol) junto a la cafeina en un modelo de inflamacion
localizada mediante la prueba de "presién en la pata" (paw pression) cuyo objetivo
fue determinar el tipo de interaccion entre los farmacos. Los datos del estudio
mostraron que las combinaciones de los tratamientos LEV y analgésicos no

esteroideos junto con cafeina podria ser util en un tratamiento del dolor inflamatorio.

Micov y cols. (2015) evaluaron el efecto de LEV y su mecanismo de accion,
mediante la participacién del sistema GABAérgico, opioidérgico, serotoninérgico y
adrenérgico en un biomodelo de dolor inflamatorio, los autores reportaron que el LEV
produjo un efecto antihiperalgésico que es, al menos en parte, mediado por GABA,
opioides, 5-HT, y los receptores a2-adrenérgicos. Por lo tanto, la activacion del
sistema opioidérgico, ademas de Ila de los sistemas noradrenérgico vy
serotoninérgico, podria indicar que el efecto analgésico del LEV depende de la

interaccion del sistema inhibidor descendente.
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3.3.2 Estudios clinicos

Falah y cols. (2012) evaluaron el efecto del LEV en pacientes con dolor
neuropatico central debido a la esclerosis multiple, fue un estudio doble ciego,
controlado con placebo y aleatorizado cuyo objetivo es analizar el efecto
independiente del LEV y tratamientos concomitantes para el dolor neuropatico. Los
autores reportaron que el LEV no ejercié ningun efecto en pacientes con dolor
neuropatico central debido a la esclerosis multiple. Sin embargo, Rossi y cols. (2009)
informd6 los efectos del LEV contra el dolor neuropatico central en sujetos con
esclerosis multiple en una muestra de pacientes que no responden o no toleran a los
medicamentos convencionales. Sus datos sugieren que LEV se tolera bien, actuando
de buena manera contra el dolor central, mejorando asi la calidad de vida de los
pacientes con esclerosis multiple. La eficacia de la LEV como tratamiento profilactico
de la migrafa fue comparado por Brighina y cols. (2006), los pacientes fueron
tratados con LEV a una dosis de 1000 mg/dia durante 6 meses y se encontraron que

fue en general bien tolerado y eficaz para el tratamiento de la migrafa.
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4. JUSTIFICACION

El dolor es un sintoma de alta prevalencia en la mayoria de las enfermedades
y es la causa principal de visita al médico (Imirizaldu y Calvo, 2009). Aunque no se
disponen de valores exactos, se estima que la prevalencia del dolor es de un 25-40%
en las comunidades, aumentando a un 71-88% dentro de las ciudades. Por otra
parte, la poblacion geriatrica representa el mayor numero de personas con este
padecimiento alcanzando el 50-80%, aumentando especialmente en el ultimo afo de
vida (Alaba y Arriola, 2009). El dolor por si mismo, interfiere en las actividades
laborales, profesionales, sociales, asi como en el estado de animo y en los periodos
de suefo vy vigilia del paciente, aspectos que definitivamente alteran la calidad de
vida de la persona y de su entorno (Molina y cols. 2013). Esto representa una
sobrecarga, no solo para el sector salud debido a la obligacién asistencial y consumo
de recursos sanitarios directos (visitas a especialistas, radiologia simple,
resonancias, farmacos, fisioterapia, etc.), sino también al sector econémico y social
del pais debido a su repercusion de forma indirecta en el nimero de bajas e
incapacidades laborables. Podemos darnos una idea general del panorama, cuando
analizamos el total de bajas laborales producidas s6lo por enfermedades del aparato
locomotor (una de las causas mas frecuentes de dolor crénico), la cual suponen la

tercera causa mas comun de enfermedad en México segun la OMS en el 2015.

El empleo creciente de esquemas de tratamiento agresivos para el dolor,
basados en combinaciones de radio y quimioterapia concomitantes, asi como
escalada de dosis, hacen que el dolor constituya un problema en la practica clinica

diaria. Sin embargo, es importante tener en cuenta que en el 40% de los casos no se
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alcanza un control adecuado del dolor, lo que indica que el abordaje como problema
de salud prevalente, no esta siendo el mas eficaz (Alaba y Arriola, 2009). Hoy en dia,
los tratamientos para el dolor se clasifican en analgésicos primarios (Analgésicos
Antitérmicos Puros, Analgésicos Antiinflamatorios-AINEs y Opioides) y analgésicos
secundarios  (Antidepresivos, Antiepilépticos, Corticoides, Vasodilatadores,
Vasoconstrictores, Relajantes musculares) (Esteva, 2008). Sin embargo, el uso
desmedido de los analgésicos primarios, sin tener en cuenta la etiologia de la

enfermedad constituye un desperdicio de recursos importantes para el sector salud.

Los analgésicos secundarios tienen otras indicaciones terapéuticas, pero
pueden disminuir algun tipo de dolor especifico, sin embargo, son muy pocos los
esquemas farmacoldgicos que emplean estos medicamentos para controlar el dolor.
El LEV es un benzodiacepina de segunda generacién con un excelente perfil
farmacocinético y es ampliamente utilizado como antiepiléptico, neuroprotector y
recientemente se le encontraron propiedades antihiperalgésicas. Asimismo, el LEV
posee menos efectos adversos y de interacciones farmacoldgicas que otros
farmacos para el manejo del dolor. Sin embargo, a la fecha no se ha esclarecido por
completo su mecanismo de accion. Al dilucidar la farmacodinamia de este farmaco,
se entenderia como es que esta siendo modulada la respuesta nociceptiva a nivel
central, generando nuevas estrategias farmacoldgicas para mitigar el dolor y con ello

optimizando la calidad de vida del paciente.

Es preponderante generar estudios que esclarezcan la farmacodinamia del
LEV y la participacion de los receptores 5-HT1a y 5-HT7 sobre la modulacion del dolor

para permitir dosificaciones, prescripciones y tratamientos adecuados, de tal manera
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que se pueda prescribir en padecimientos a nivel central que cursen con algun tipo
de dolor, evitando la polifarmacia y siendo mas eficaces para la mejora del paciente.
Asi mismo, la participacién de los receptores 5HT a nivel central puede dar paso a
nuevos blancos y estrategias terapéuticas para evitar o reducir el desarrollo de la
respuesta al dolor en pacientes controlados de manera deficiente. Creemos
imperante realizar investigaciones que esclarezcan el mecanismo de accién del LEV

sobre los receptores 5-HT en el tdlamo y su participacion en la modulacién del dolor.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Qué efecto tiene el Levetiracetam administrado via intragastrica en ratas sometidas
al modelo de dolor persistente con formalina en la expresion de los receptores 5-

HT1ay 5-HT7 que se encuentran en el talamo?
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6. HIPOTESIS

Si el efecto antinociceptivo del Levetiracetam administrado via intragastrica en ratas
sometidas al modelo de dolor persistente con formalina es modulado a través de los
receptores 5-HT1a y 5-HT7 que se encuentran en el tdlamo, entonces, la expresion de
los receptores taldmicos 5-HT1a y 5-HT7 disminuirdn o aumentaran al administrar

Levetiracetam via intragastrica en ratas sometidas al modelo de dolor persistente.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Determinar la participacion de los receptores 5-HT1a y 5-HT7 en talamo de la rata

cuando se administra Levetiracetam en el modelo de formalina.

7.2 Objetivos especificos

. Evaluar el efecto antinociceptivo de la administracién de Levetiracetam por via
intragastrica.

. Evaluar la localizacion de los receptores 5-HT14 y/o 5-HT7 en el tadlamo.

. Determinar la participacion de los receptores 5-HTia en la accidon

antinociceptiva de Levetiracetam en el talamo.

. Evaluar la participacion de los receptores 5-HT; en la accidén antinociceptiva

de Leviracetam en el talamo.
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8. METODOLOGIA
8.1 Tipo de animales y localizacion.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso promedio de 250 g
sanas, las cuales se alojaron en el bioterio del Instituto Nacional de Rehabilitacién
“Luis Guillermo Ibarra Ibarra” (INR). Todos los animales fueron manejados con
estricto apego en las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
los animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999). Asi
mismo, las ratas fueron tratadas con base en lo estipulado en la guia “Care and Use
of Experimental Animals” (Can Counc Anim Care) (Olfert y cols. 1993) y debido a la
naturaleza del experimento fueron acatados en todo momento los lineamientos que
se encuentran en la “Guidelines on Ethical Standards for Investigation of
Experimental Pain in Animals” (Zimmermann, 1983). Todos los procedimientos

fueron sometidos a la aprobacién del Comité de Etica en Investigacion del INR.
8.2 Condiciones de alojamiento.

Los animales fueron alojados en cajas de polipropileno con piso sélido y cama
tipo virutas (Aspen Shavings®), utilizando una densidad poblacional de 0.66 m? por
animal, temperatura ambiental de 22°C £ 2°C, humedad relativa promedio de 50+/-
10 %, ventilacion de 20 recambios de aire/h con ciclos de iluminacion de 12 h luz / 12
h de oscuridad. Se les proporciond alimento balanceado en forma de pellet de la
marca comercial Harlan Tekland Global Diets con 18% de proteina cruda, 3.5% de
grasa cruda y 13% de fibra cruda todos los dias durante las mananas (8:00 am) y

tardes (3:00 pm), en comederos de acero inoxidable”. Asimismo, se les proporcioné
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agua potable ad libitum en botellas de plastico esterilizado provistos de pipetas con

balines de acero inoxidable para impedir derrames accidentales.

8.3 Habituacion de las ratas para su manejo.

Las ratas fueron manipuladas 30 min diarios, durante 5 dias. Esta
manipulacion comprende la sujecion y la posicién para recibir el tratamiento, asi
como su colocacion en los redondeles de acrilico donde fue registrada la conducta

dolorosa del animal.

8.4 Numero de animales y formacion de grupos

Para lograr los objetivos propuestos en este estudio se realizaron tres disefos
experimentales diferentes, en los tres casos se realiz6 la prueba de formalina al 1%

como parte del modelo de dolor persistente.

8.4.1 Evaluacion del efecto nociceptivo del Levetiracetam

Para evaluar el efecto nociceptivo del LEV en un modelo de dolor persistente,
las ratas se dividieron en tres grupos: GRUPO CONTROL (n = 6), a estos animales
se les administré 50 uL de formalina al 1% por via subcutanea (sc) en la parte dorsal
de la pata de la extremidad posterior derecha, segun lo indica la prueba de formalina
para generar el modelo de dolor persistente (la prueba de formalina sera descrita
mas a detalle en el apartado 7.5); al GRUPO SHAM (n = 6) se le administré 50 pL de
una solucion salina en la parte dorsal de la pata posterior derecha para imitar la
aplicacién de formalina; y el GRUPO LEV 300 (n = 6) el cual fue tratado con una

dosis unica de 300 mg/kg por via intragastrica (i.g.) de LEV (Keppra ™, ucb L0589,
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(S) -a-etil-2-oxo-pirrolidina acetamida, UCB Pharma, Torino, Italia) a través de un
canula especial para roedores (aguja de sonda 22 g con una aguja con punta de bola
para prevenir el dafio del eséfago y evitar que pase a través de la abertura glotal en
la traquea), 40 min después se le administro 50 uL de una solucién de formalina al
1% en la parte dorsal de la pata de la extremidad posterior derecha para evaluar la

conducta dolorosa, segun los parametros que indica la prueba (Figura 6).

ADMINISTRACION DE
FORMALINA
———  AMBIENTACION REGISTRO DE LA CONDUCTA DOLOROSA  ———
DURACION DURACION
""""""""" 40 MINUTOS TTTTTROMINUTOS T T T T T T T
MINUTO “0” MINUTO “40” MINUTO “100”
ADMINISTRACION DE INICIODE LA PRUEBA DE FIN DE LA PRUEBA DE
300 mg/kg LEVETIRACETAM FORMALINA FORMALINA

Figura 6.- Linea del tiempo de la evaluacion del efecto nociceptivo del LEV.
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8.4.2 Evaluacion de la dosis respuesta del Levetiracetam

Treinta y seis ratas Wistar fueron utilizadas para evaluar la dosis respuesta del
LEV, las ratas se dividieron en los siguientes seis grupos: GRUPO CONTROL (n = 6)
se administraron 50 pyL de formalina al 1% por via subcutédnea (s.c.) en la parte
dorsal de la pata de la extremidad posterior derecha; al GRUPO SHAM (n = 6) se le
administré6 50 pL de una solucidon salina en la parte dorsal de la pata de la
extremidad posterior derecha para imitar la aplicacion de formalina; al GRUPO LEV
50 (n = 6) se le administré una dosis Unica baja de LEV (Keppra ™, ucb L059, (S) -a-
etil-2-oxo-pirrolidina acetamida, UCB Pharma, Torino, lItalia) a 50 mg/kg por via
intragastrica (i.g.) a través de un canula especial para roedores, 40 min después se
le administré 50 L de una solucion de formalina al 1% en la parte dorsal de la pata
posterior derecha para evaluar la conducta dolorosa; al GRUPO LEV 100 (n = 6) se
le administro una dosis unica de LEV (Keppra ™, ucb L059, (S) -a-etil-2-oxo-
pirrolidina acetamida, UCB Pharma, Torino, Italia) a 100 mg/kg i.g. a través de un
canula especial para roedores, 40 min después se le administr6 50 yL de una
solucion de formalina al 1% en la parte dorsal de la pata posterior derecha para
evaluar la conducta dolorosa; al GRUPO LEV 200 (n = 6) se le administré una dosis
unica de LEV (Keppra ™, ucb L059, (S) -a-etil-2-oxo-pirrolidina acetamida, UCB
Pharma, Torino, Italia) a 200 mg/kg i.g. a través de una canula especial para
roedores, 40 min después se le administré 50 yL de una solucién de formalina al 1%
en la parte dorsal de la pata posterior derecha para evaluar la conducta dolorosa; y
al GRUPO LEV 300 (n = 6) se le administré una dosis unica alta de LEV (Keppra ™,

ucb L059, (S) -a-etil-2-oxo-pirrolidina acetamida, UCB Pharma, Torino, Italia) a 50
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mg/kg i.g. a través de un canula especial para la especie, 40 min después se le

administré 50 pL de una solucion de formalina al 1% en la parte dorsal de la pata

posterior derecha para evaluar la conducta dolorosa (Cuadro3).

Cuadro 3.- Formacion de grupos para la evaluacion de la curva dosis respuesta del LEV

GRUPO TRATAMIENTO PRUEBA DE FORMALINA
GRUPO CONTROL SIN TRATAMIENTO 50 uL de formalina al 1%
GRUPO SHAM SIN TRATAMIENTO 50 uL de solucién salina
50 mg/kg de LEV via
GRUPO LEV50 50 uL de formalina al 1%
intragastrica
100 mg/kg de LEV via
GRUPO LEV100 50 uL de formalina al 1%
intragastrica
200 mg/kg de LEV via
GRUPO LEV200 50 uL de formalina al 1%
intragastrica
300 mg/kg de LEV via
GRUPO LEV300 50 uL de formalina al 1%
intragastrica

8.4.3 Evaluacion de la expresion de los receptores 5-HT15 y 5-HT;

Para evaluar la expresion de los receptores 5-HT1a y 5-HT7 se utilizaron 36
ratas Wistar, estos animales se dividieron en los siguientes seis grupos: GRUPO
CONTROL (n = 6) al cual solo se le realiz6 la extraccion del talamo (la extraccién de

esta estructura sera descrita mas a detalle en el apartado 7.6); GRUPO LEV 50 (n =
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6) estos animales fueron tratados con una dosis unica de 50 mg/kg i.g. de LEV
(Keppra ™, ucb L059, (S) -a-etil-2-oxo-pirrolidina acetamida, UCB Pharma, Torino,
Italia) a través de un canula especial para roedores, pasados 100 min se realiz6 la
eutanasia por medio de decapitacion inmediatamente después se realizd la
extraccion del talamo; GRUPO LEV 300 (n = 6) se les administré una dosis unica de
300 mg/kg i.g. de LEV (Keppra ™, ucb L059, (S) -a-etil-2-oxo-pirrolidina acetamida,
UCB Pharma, Torino, lItalia) a través de un canula especial para roedores, pasados
100 min se realiz6 la eutanasia por medio de decapitacion, inmediatamente después
se realizé la extraccidon del tdlamo; GRUPO FORMALINA (n = 6) a estos animales
solo se les realizo la prueba de formalina, que consiste en la administracion de 50 pL
de formalina al 1% en la parte dorsal de la pata posterior derecha, una vez finalizada
la prueba se realizd la decapitacion de los animales para la extraccion del talamo;
GRUPO FORMALINA / LEV 50 (n = 6) se les administré6 una dosis unica de 50
mg/kg i.g. de LEV (Keppra ™, ucb L059, (S) -a-etil-2-oxo-pirrolidina acetamida, UCB
Pharma, Torino, Italia) a través de un canula especial para roedores, asi mismo, se
les realizo la prueba de formalina que consiste en la administraciéon de 50 pL de
formalina al 1% en la parte dorsal de la pata posterior derecha, una vez finalizada la
prueba se realizé la decapitacion de los animales para la extraccion del talamo;
GRUPO FORMALINA / LEV 300 (n = 6) se les administré6 una dosis unica de 300
mg/Kg i.g. de LEV (Keppra ™, ucb L059, (S) -a-etil-2-oxo-pirrolidina acetamida, UCB
Pharma, Torino, Italia) a través de un canula especial para roedores, asi mismo, se
les realizé la prueba de formalina que consiste en la administraciéon de 50 pL de
formalina al 1% en la parte dorsal de la pata posterior derecha, una vez finalizada la

prueba se realizé la decapitacion de los animales para la extraccion del talamo,
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posteriormente se utilizo la técnica de RT-PCR en tiempo real para la deteccion de

los receptores (Figura 7).

EXTRACCION

AMBIENTACION REGISTRO DE LA CONDUCTA DOLOROSA —— TALAMO ——|—.. PACRTIEMPOREAL __l
SR DURACION —.—. DURACION s DURACION _ | DURACION
40 MINUTOS 60 MINUTOS 5 MINUTOS 1DIA
MINUTO “0” MINUTO “40” MINUTO “100” MINUTO “105”
ADMINISTRACION DE INICIO DE LA PRUEBA DE FIN DELA PRUEBA DE FINDELA
LEVETIRACETAM FORMALINA FORMALINA DISECCION

E

Figura 7.- Linea del tiempo de la evaluacion de la administracion del LEV sobre a expresion
de los receptores talamicos 5-HT4 y 5-HT7en la prueba de formalina.

8.5 Prueba con formalina (Modelo de dolor persistente).

En todos los experimentos realizados las ratas fueron sometidas al modelo de
dolor persistente el cual consiste en la administracién de 50 pL de formalina al 1%
(s.c.) en la regién dorsal de la extremidad posterior derecha (Dubuisson y Dennis,
1978). Los animales pasaron por un proceso de adaptacién a la prueba el cual

consiste en colocar a la rata en un redondel de observacion de plexiglas (10 x 20 x
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24cm) durante 40 min al dia durante 3 dias antes de la inyeccion. El dia de la
administracion el animal tiene que pasar por un periodo de ambientacién de 40 min
en el redondel antes de la inyeccidén de formalina, para la administracion se utilizé
una aguja calibre 26 G conectada a una jeringa de 1 mL. La formalina fue
administrada rapidamente mientras la rata fue inmovilizada con un nivel de
restriccion moderado. Posteriormente, la rata se colocé en el redondel de
observacion de plexiglas con espejos posicionados en un angulo de 45° para permitir
la observacion sin obstaculos de las extremidades posteriores de los animales. Una
vez que la rata estaba dentro del redondel el comportamiento relacionado con el
dolor se cuantifico contando el numero de sacudidas de la pata en la cual se le
administré la formalina, los registros de esta conducta se cuantificaron durante
periodos de 1 min con un intervalo de 5 minutos entre cada uno, hasta completar los
60 minutos, asi mismo, el registro quedo grabado en video para corroborar lo
registrado al momento de la prueba. Todos los registros se llevaron a cabo a las 9:00

am del dia.

La prueba de formalina, produce una respuesta de tipo bifasico (Wheeler-Aceto y
cols. 1991), es decir una primera etapa que comprende 5-10 min y que se ha
reportado que es por activacion directa de formalina a los nociceptores y asemeja el
dolor de tipo agudo (activacién de las fibras nociceptivas aferentes de tipo C) y la
segunda etapa, que inicia a los 15-20 min después de la administracién de formalina
y dura aproximadamente 20-40 min llegando hasta un pico maximo de conductas y

después disminuye, esta fase forma parte del dolor persistente.
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8.6 Extraccion del Talamo.

Inmediatamente después de la prueba de formalina se les realizd la eutanasia
a los animales por medio de decapitacion, posteriormente se realizé la diseccion
completa del cerebro de la bdéveda craneal, para ello utilizamos alicatas con las
cuales realizamos un corte sobre la sutura escamosa (entre el hueso temporal y
hueso parietal) y de esta manera exponer el cerebro, acto seguido, fue retirado de la
bdveda craneal y colocado en una plancha de cristal que se encontraba en contacto
directo con diéxido de carbono en estado sélido a menos 78°C, para localizar el
talamo se retird la corteza cerebral hasta observar el hipocampo el cual sirvio de
punto de referencia, debido a que anatomicamente en nuestro biomodelo el talamo
se encuentra justo debajo de esta estructura. Una vez identificado el tdlamo, este fue
extirpado y colocado en tubos eppendorf de 1 mL estériles (Eppendorf PhysioCare

Concept®), los cuales fueron colocados en congelacion a -80°C.

8.7 Transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real (RT-PCR-Tiempo Real).

El ARN total se obtuvo directamente del talamo y las muestras fueron
procesadas de la siguiente manera: con la finalidad de lisar las células del tejido se
agrego a cada muestra 1.0 mL de TRIzol y se homogeniz6 varias veces con una
micropipeta, se dejo reposar el homogenizado por 5 min a temperatura ambiente,
esto permitié la disociacion completa del complejo de nucleoproteinas, después del
reposo se agregé 200 pL (0.2 ml) de cloroformo por cada ml de TRIzol y se agité en

el vortex por 15 s, posteriormente se dejo reposar 10 min. Pasado los 10 min se
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centrifugaron las muestras a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. Se recuperé la fase
acuosa (superior € incolora), y se deseché la fase organica (inferior y roja), teniendo
cuidado de no tomar la interfase blanca (proteina). A la fase recuperada (fase
acuosa) se agregé 500 pL de isopropanol (0.5 mL), por cada ml de TRIzol. Acto
seguido, se dejo reposar toda la noche a -20°C. Al dia siguiente se centrifugd a
12,000 rpm por 10 min a 4°C, inmediatamente después se decantd el sobrenadante
y se lavé la pastilla con 1 mL de etanol al 75%, posteriormente se volvié a centrifugar
a 12,000 rpm por 5 min a 4°C, el siguiente paso fue secar y finalmente disolver la
pastilla de RNA en Agua DEPC. La cuantificacion se realizé por espectrofotometria
con la finalidad de saber la concentraciéon de la muestra, la absorbancia que

utilizamos para saber la concentracion es la de 260nm (Figura 8).

MINUTO “0” | —
HOMOGENIZAR EL TEJIDO |
15 MINUTOS S 1.0ML DE TRIZOL, REPOSO Smin
|
| et SE AGREGO 200 ML (0.2 ML) DE
“ "
MINUTO “15 | — CLOROFORMO POR CADA ML DE TRIZOL
CENTRIFUGAR |
T 12,000 RPM 4 GRADOS CENTIGRADOS
|
| .
MINUTO “30” T SUPERIOR E INCOLORA
RECUPERACION DE LA FASE :
ACUOSA !
STENIENDO CUIDADO DE NO TOMAR LA
b INTERFASE BLANCUZCA QUE ES
| PRINCIPALMENTE PROTEINA.
i + REPOSAR 24 hrsa-200¢
HORA “24” -
LAVADOS |
} + CENTRIFUGO A 12,000 R9M POR 10min A4'C
15 MINUTOS
+ CENTRIFUGO A 12,000 RPM POR Smin A4'C
|
HORA “25" |
NANODROP ) ;
IMINUTOS ANALIZAR LA PUREZA DE LA MUESTRA
|
. Y

Figura 8.- Linea del tiempo de la extraccion del RNA del talamo.
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La retrotranscripcion o transcripcion reversa de RNA a cDNA a DNA
complementario (cDNA) se realizé con el equipo Rotor-Gene Q, (Quiagen, Frankfur,
Germany) para ello se realizé6 una mezcla por muestra de 1 yL de RNA del tejido
(tdlamo), 1 yL QuantiTec Rev. Transcription Kit (Quiagen, Frankfur, Germany) y 4 pL
de amortiguador. Las condiciones del equipo fueron las siguientes: 42°C por 5 min
para descontaminar, consecutivamente para la retrotranscripcion el equipo fue
programado a 42°C durante 15 min, he inmediatamente después a 95°C durante 3

min.

El RT-PCR en tiempo real se realizd usando el equipo Rotor-Gene Q
(Quiagen, Frankfur, Germany), 20 yL de cDNA de cada muestra fueron colocados en
el equipo para la deteccién de los receptores 5-HT1a y 5-HT;. Para el receptor 5-
HTia las muestras consistian en 10 uyL RT? SYBR Green qPCR Mastermix Kit
(Quiagen), 2 yL del Primer 5-HT1a forward, 2 pL del Primer 5-HT1a reverse (Cuadro
4), 4 yL de HyO y por ultimo 2 yL de cDNA. En el caso del receptor 5-HT7, las
muestras consistieron en 10 pL RT? SYBR Green qPCR Mastermix Kit (Quiagen), 2
ML del Primer 5-HT; forward, 2 pL del Primer 5-HT; reverse (Cuadro 4), 4 uL de H,O

y por ultimo 2 uL de cDNA.

Cuadro 4.- Secuencias del los cebadores 5-HT 4 y 5-HT7 utilizados en este estudio.

PRIMER FORWARD REVERSE
5-HT1a TGCTCATGCTGGTTCTCTAC | GTCCGTTCAGGCTCTTCTT
5-HT7 TCTTCAAGCGGGAACAGAAA | CAGGAGGTGCCACAGATAAA
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Las condiciones del equipo fueron las siguientes: para la activacién del primer
el equipo se programd a 95°C durante 10 min, para la fase de desnaturalizacion el
equipo fue programado a 95°C durante 15 s, y por ultimo la fase de alineacién se
llevé a cabo a 55°C durante 60 s por ciclo con un total de 45 ciclos. 45 reacciones de

RT-PCR tiempo real fueron las que se realizaron para este estudio.

8.8 Analisis estadistico.

En todos los casos se realizd las pruebas de normalidad, para el analisis
correspondiente a las fases conductuales se realiz6 un ANOVA de una via y una
prueba Post Hoc de Tukey. Los datos obtenidos fueron expresados con las medias *
error estandar. En todos los casos, los niveles de significancia se establecieron con
una *p< 0.05. La estadistica descriptiva y la estadistica inferencia se realizaron con el

programa de Statistical Analisis PRISMA VERSION 6 para Macintosh.
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9. RESULTADOS

9.1 Efecto nociceptivo del Levetiracetam

El Cuadro 5 muestra los resultados del numero de sacudidas causadas por la
prueba de formalina durante 60 min de duracion de la prueba. En la primera tapa de
la prueba de formalina, es decir del minuto cero al minuto diez, no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo LEV y el grupo CONTROL. Sin embargo, en
la segunda fase de la prueba se encontraron diferencias significativas en los
primeros minutos con una disminucion de sacudidas (flinches) en el grupo LEV en
comparacién al grupo CONTROL en un 54%; al minuto 15 (p <0.03), 20 (p <0.001),
25 (p <0.02), 30 (p <0.02) y 35 (p <0.01). Después del minuto 40 no se registraron
diferencias entre el grupo LEV y el grupo CONTROL. Ademas, el analisis estadistico
mostro diferencias altamente significativas entre el grupo de SHAM en comparacion
a los otros dos grupos (grupo CONTROL y grupo LEV), debido que a partir del

minuto 20 no se registrdé ninguna conducta dolorosa.

La Grafica 1 muestra la curva tipica en la prueba de formalina, en el eje de las
abscisas se muestran los minutos registrados, en tanto, en el eje de las ordenadas el
numero promedio de sacudidas observadas por grupo. Podemos distinguir la misma
tendencia del grupo LEV al cual se le administré via i.g. 300 mg/kg de LEV en
comparaciéon con el grupo control durante la primera fase de la prueba de formalina,
sin embargo, durante la segunda etapa no se presenta la curva tipica en el grupo
LEV, este es un efecto presumiblemente ocasionado por el farmaco, el cual

disminuye la conducta dolorosa del animal durante la segunda fase de la prueba.
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Para el grupo Sham al cual se le inyectd solucion salina en lugar de formalina, se

puede observar que el dolor causado por la inyeccion tiene un efecto doloroso

durante los primeros 10 min.

Cuadro 5. — Efecto del Levetiracetam en la prueba de formalina

GRUPO GRUPO GRUPO
TIEMPO (min) CONTROL LEV 300 mg/kg SHAM
Numero de sacudidas de la extremidad posterior derecha t EE

0 30+4.3 26.8 + 3.1 12.3+24°
5 6.2+2.1 95+1.5 1.2+0.6°
10 7.0+£25 8.8+23 0.2+0.2°
15 17.2+3.6 8.6 + 2.5° 0.2+0.2°
20 185+2.2 7.0+1.2° 0.0+ 0.0°
25 16.8 £ 3.8 7.3+15° 0.0+ 0.0°
30 12.8+2.2 7.7+0.7° 0.0+ 0.0°
35 10.3+2.0 53x0.7° 0.0+ 0.0°
40 6.8+2.0 6.0£1.3 0.0+ 0.0°
45 6.7+1.9 6.2+0.9 0.0+ 0.0°
50 48+15 53+1.0 0.0+ 0.0°
55 3.7+07 48+1.38 0.0+ 0.0°
60 22+0.5 23+1.0 0.0+ 0.0°

Los datos son expresados como media tError Estandar (EE).
% p = 0.001, Control vs grupo LEV
bp = 0.01, Control vs grupo LEV

°p =0.02, Control vs grupo LEV

dp = 0.03, Control vs grupo LEV
°p=0.001, SHAM vs grupo LEV y grupo Control
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Grdfica 1.- Efecto del Levetiracetam intragastrico en la prueba de formalina. La gréfica esta
construida con base en numero de sacudidas en funcién al tiempo. (= = grupo Control, A = grupo de
LEV y el ¢« = grupo Shamp). Se encontraron diferencias significativas (*) para los minutos: 15
(p<0.03), 20 (p<0.001), 25(p <0.02), 30 (p <0.02) y 35 (p <0.01) entre el grupo control vs el grupo

LEV. Los datos son expresados como media + Error Estandar (EE).

9.2 Dosis respuesta del Levetiracetam

El Cuadro 6 muestra los resultados del numero de sacudidas causadas por la
prueba de formalina durante los 60 min que dura la prueba en los seis grupos. Se
observaron diferencias significativas al comparar el grupo de LEV de 300 mg/kg vs el
grupo control; en los minutos 20 (p = 0.002), 25 (p = 0.05), 30 (p = 0.03) y 35 (p =
0.05), Al comparar el grupo LEV de 300 mg/kg vs grupo LEV de 200 mg/kg, se
registraron diferencias estadisticamente significativas a los 15 minutos (p = 0.04), 20
minutos (p = 0.04) y 25 minutos (p = 0.04) Mientras que la comparacion del grupo
LEV de 300 mg/kg vs el grupo LEV 100 mg/kg mostrd diferencias significativas a

partir del minuto 15 (p = 0.05) y al minuto 20 (p = 0.005), y una diferencia altamente
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significativa al minuto 25 (p = 0.001), esta diferencia altamente significativa se
mantuvo al minuto 30 (p = 0.001), al 35 (p = 0.01), y finalmente, a los 40 min (p =
0.04). La comparacion del grupo LEV de 300 mg/kg vs al grupo LEV de 50 mg/kg
registré diferencias altamente significativas a los minutos 15 (p = 0.005), 20 (p
<0.001), 25 (p <0.001), 30 (p <0.001), 40 (p <0.001), 50 (p = 0.03) y 60 (p <0.001).
Se encontraron diferencias significativas durante la mayoria de los minutos de la
prueba (p <0.01) al comparar el grupo LEV de 300 mg/kg vs al grupo de Sham; Los
minutos que no mostraron diferencias significativas fueron el minuto 5 y el minuto 60.
En contraste, no se encontraron diferencias significativas durante todos los minutos
de la prueba cuando se comparé el grupo Control con el grupo LEV de 200 mg/kg,
este mismo fendmeno se presentd cuando comparamos el grupo LEV de 50 mg/kg
vs al grupo LEV de 100 mg/kg. Por otra parte, se registraron diferencias significativas
durante todos los minutos de la prueba de formalina cuando se comparé el grupo de
Sham vs el grupo de control (p <0.01), asi mismo en la comparacién del grupo de
Sham vs al grupo LEV de 100 mg/kg (p <0.01) y, finalmente, al comparar el grupo de
Sham con el grupo LEV de 50 mg/kg (p <0.01). Cuando se comparoé el grupo Control
vs al grupo LEV de 100 mg/kg, se registraron diferencias significativas al minuto 30
(p <0.04). Las diferencias significativas registradas en la comparacion del grupo LEV
de 50 mg/kg vs el grupo Control se encontraron al minuto 30 (p = 0.02), 35 (p <0.01),
40 (p <0.01), 50 (p <0.05) y 60 (p <0.001). Se encontraron diferencias estadisticas
entre el grupo LEV de 200 mg/kg vs el grupo LEV de 100 mg/kg durante el minuto 30
(p <0.03),40 (p<0.03), 55 (p <0.05) y 60 (p <0.001). La comparacién del grupo LEV
de 200 mg/kg vs al grupo LEV de 50 mg/kg registré diferencias significativas a los

minutos 20 (p < 0.01), 30 (p <0.01), 35 (p < 0.01), 40 (p < 0.002), y 45 (p < 0.05). Se
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observaron diferencias significativas entre el grupo LEV de 200 mg/kg vs el grupo

Sham en la mayoria de los minutos de la prueba de formalina (p < 0.01), los minutos

qgue no informaron diferencias significativas fueron en los minuto 5, 50 y 55.

Cuadro 6.— Efecto dosis respuesta del Levetiracetam en la prueba de formalina.

Levetiracetam (mg/kg)

Control Sham
Tiempo 50 100 200 300
Numero de sacudidas de la extremidad posterior derecha * EE
0 30.0+43 | 28+28 | 307+17 | 27.3+3.0 | 26.8+3.1 | 123+24°
5 6.2+ 2.1 13 +2.9 97+27 | 62+23 9.5+15 | 1.2+0.6°
10 70+25 | 95+18 | 113+3.2 | 103+21 | 88+23 | 02+0.2°
15 172+3.6 | 203+22 | 16.7+27 | 158+1.9 |87 +25 | 0.2+0.2°
20 18.5+22° | 222+13 | 18.0+3.2 | 13.8+229| 7.0+ 1.2° | 0.0+0.0°
25 16.8+3.8%° | 20.7+1.6 | 192+22 | 155+22 | 7.3+1.5° | 0.0+0.0°
30 12.8+22% [ 20.7+1.7° | 200+2.2" | 11.8+259| 7.7+0.7 | 0.0+0.0°
35 10.3+2.0° | 195+2.0° | 16.7+32 | 95+2.6° | 53+0.7° | 0.0+0.0°
40 6.8+20 | 155+1.8°| 133+27 | 57+1.5% | 6.0+1.3° | 0.0+0.0°
45 6.7+19 | 11.3+24 | 82+21 | 53+1.1° | 6.2+09° | 0.0+0.0°
50 48+15 | 85+27° | 80+12 | 6.0+26 | 53+1.0 | 0.0+0.0°
55 37+07 | 82+27 | 82+25 | 1.7+11" | 48+18 | 0.0+0.0°
60 22+05 | 93+48° | 50+68 | 27+04" | 23+1.0° | 0.0+0.0°

Los datos son expresados como media tError Estandar (EE).
p £0.05, Grupo control vs Grupo LEV300
p £0.04, Grupo LEV300 vs Grupo LEV200

p £0.03, Grupo LEV300 vs Grupo LEV50

p £0.02, Grupo LEV50 vs Grupo control

a
b
°p <0.05, Grupo LEV300 vs Grupo LEV100
d
e
f

p <0.05, Grupo LEV200 vs Grupo LEV100
9p <0.01, Grupo LEV200 vs Grupo LEV50,
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h p <0.01 Grupo LEV100 vs Grupo control
° p <0.001, Grupo SHAM vs los demas Grupos

En la Grafica 2 muestra la tendencia antinociceptiva de dosis altas de LEV
(300 mg/kg y 200 mg/kg), las diferencias encontradas al comparar la dosis de 300
mg/kg de LEV con el grupo control, se registraron a los minutos: 20 (p =0.002), 25
(p =0.05), 30 (p =0.03) y 35 (p =0.05). Al comparar el grupo LEV de 300 mg/kg en
contra el grupo LEV de 200 mg/kg, se registraron diferencias estadisticas
significativas a los 15 min (p =0.04), 20 min (p =0.04) y 25 min (p =0.04). Sin
embargo, no se registraron diferencias significativas al comparar el grupo 200

mg/kg de LEV con el grupo control.
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Grdfica 2- Efecto del Levetiracetam intragdstrico a dosis altas en la prueba de formalina. La
grafica esta construida con base en numero de sacudidas en funcioén al tiempo. Se encontraron
diferencias significativas (*) para los minutos: 15, 20, 25, 30 y 35 (p <0.05) entre el grupo control vs

grupo LEV 300. Los datos son expresados como media * Error Estandar (EE).
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Sin embargo, en la Grafica 3 observamos el efecto pronociceptivo de LEV a
dosis bajas, dosis de 50 mg/kg de LEV i.g. aumentan la percepcion del dolor a
partir del minuto 15, las diferencias significativas con respecto al control las
encontramos a partir del minuto 30 (p =0.02), 35 (p =0.01), 40 (p =0.01), 50 (p
=0.05) y 60 (p =0.001). La dosis de 100 mg/kg de LEV i.g. aumenta la sensacion

dolorosa con respecto al control solo al minuto 30 (p =0.04).
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Grdfica 3- Efecto del Levetiracetam intragdstrico a dosis bajas en la prueba de formalina. La
grafica esta construida con base al numero de sacudidas en funcién al tiempo. Se encontraron
diferencias significativas (*) para los minutos: 30, 35, 40, 50 y 60 (p <0.05). Los datos son expresados

como media * Error Estandar (EE).

57



El nimero total de sacudidas de los seis animales por grupo fueron
contabilizados por etapa en los seis grupos: en la etapa 1 del grupo de control, se
contaron un total de 259 sacudidas, para el grupo LEV de 300 mg/kg, se registraron
271 sacudidas, para el grupo LEV de 200 mg/kg, se registraron 263 sacudidas, para
el grupo LEV de 100 mg/kg, se registraron 310 sacudidas, en tanto, el grupo LEV de
50 mg/kg, se registraron 303 sacudidas y finalmente se registraron 82 sacudidas
para el grupo Sham (Grafica 4). En la etapa 2, el grupo control presenté un total de
599 sacudidas, en el grupo LEV de 300 mg/kg se contaron 364 sacudidas, en el
grupo LEV de 200 mg/kg se contaron 527 sacudidas, para el grupo LEV de 100
mg/kg se contaron 787 sacudidas, en el grupo LEV de 50 mg/kg se contaron 937
sacudidas y en el grupo Sham se registr6 1 sacudida. Durante la etapa 2 se
encontraron diferencias significativas al comparar el grupo control frente al grupo
LEV de 300 mg/kg (p =0.05), de la misma manera, se reportaron diferencias
estadisticas cuando se comparé el grupo Control con el grupo LEV de 100 mg/kg (p
< 0.05), se encontraron diferencias altamente significativas cuando se comparé el
grupo de 50 mg/kg vs grupo de Control (p =0.001) manteniéndose la misma
tendencia al comparar el grupo de LEV de 50 mg/kg frente a 200 mg/kg (p =0.001).
Se encontraron diferencias altamente significativas cuando comparamos el grupo
LEV de 50 mg/kg vs el grupo LEV de 300 mg/kg (p =0.001). Se registraron
diferencias significativas al comparar el grupo LEV de 300 mg/kg vs 100 mg/kg LEV
(p =0.001), finalmente, se encontraron diferencias significativas al comparar el grupo

LEV de 200 mg/kg frente al grupo LEV de 100 mg /kg (p 0.01) (Grafica 5).
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Etapal

No. de Sacudidas

Grafica 4. Comparacion del numero total de sacudidas de los animales en la etapa 1. La etapa 1
de la respuesta nociceptiva comenzé inmediatamente después de la administracion de formalina y
después disminuyé gradualmente durante aproximadamente 10 minutos. Se encontraron diferencias
muy significativas (*) (p < 0.001) durante la etapa 1 entre todos los grupos frente al grupo Sham. Los
datos se expresan como media * Error Estandar (EE). En tu figura solo el error estandar se vea en la

parte superior

59



Etapalll
20-

* k%

-
3]
1

No. de Sacudidas
=

* %

_—

= =

* % %k
] L
o () () () ) &
9 [N N N N
) O S o
& & & &
A A A

Grafica 5. Comparacion del namero total de sacudidas de los animales de la etapa 2. La etapa 2
comenzé aproximadamente 15 minutos después de la administracién de formalina y duré 1 h. Los
datos se expresan como media + Error estandar (EE). Se encontraron diferencias muy significativas
(***) entre el grupo de LEV50 vs grupo control (p < 0.001), LEV50 vs LEV200 (p < 0.001), LEV50 vs
LEV300 (p < 0.001). Se registraron diferencias significativas (*) al comparar: LEV100 vs control (p <
0.05), LEV100 vs LEV300 (p < 0.01), LEV100 vs LEV 200 (p < 0.01). Finalmente, Se registraron

diferencias significativas (**) al comparar: LEV300 vs control (p < 0.05).
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9.3 Expresion de receptores 5-HT15 y 5-HT; en el Talamo.

En este apartado expondremos los resultados de la expresion de receptores
5-HT1a y 5-HT7 en el tdlamo de ratas a las cuales se les administré LEV a dosis altas
(300 mg/kg i.g.) y a dosis bajas (50 mg/kg i.g.) y posteriormente fueron sometidas a
la prueba de formalina. En el Cuadro 7 observamos el promedio de sacudidas por
grupo respecto al tiempo de registro en la prueba de formalina, podemos observar
diferencias significativas entre el grupo formalina y el grupo LEV 50 a los minutos: 15
(p =0.02), 20 (p =0.01), altamente significativo al minuto 45 (p =0.001), 55 (p =0.03) y
finalmente al minuto 60 (p =0.02). Cuando se compard el grupo formalina con el
grupo LEV300 se registraron diferencias altamente significativas a partir del minuto
15 (p = 0.01), 20 (p = 0.001), 25 (p = 0.01), 30 (p < 0.001), 35 (p = 0.03) 40 (p =0.02)
y hasta el minuto 45 (p =0.005). Para finalizar se compard el grupo LEV50 vs
LEV300, encontramos que existe una diferencia altamente significativa iniciando
desde el minuto 5 (p <0.01), 10 (p <0.001), 15 (p < 0.001), 20 (p < 0.001), 25 (p <
0.001), 30 (p <0.001), 35 (p <0.001), 40 (p <0.001), 45 (p <0.001), no se reportaron
diferencias al minuto 50, sin embargo, se registra diferencias significativas al minuto
55 (p <0.001) y en el ultimo minuto de la prueba (p < 0.001). Podemos observar un

efecto antinociceptivo en dosis altas y un efecto pronociceptivo a dosis bajas.
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Cuadro 7. — Efecto del Levetiracetam a dosis alta y a dosis baja en la prueba de formalina

GRUPO GRUPO GRUPO

TIEMPO (min) FORMALINA LEV50 mg/kg LEV300 mg/kg

Numero de sacudidas de la extremidad posterior derecha * EE
0 347+16 35.0+1.7 32.8+1.1
5 14 +2.3 11.8+2.2 6.2 +2.3°
10 6.7 +1.4 87+18 6.0 £ 1.4°
15 14.7 £ 1.7% 21.8+22 3.2+0.8°
20 17 £1.1%® 247+0.6 25+1.0°
25 18.7 £ 2.2° 257 +2.2 42+11°
30 247 +1.7° 26.2+1.5 3.3+0.8°
35 19 +1.9° 23.2+0.8 7.3+1.7°
40 16.3 £ 3.1° 19.8 £ 0.9 57 +1.5°
45 10.5 + 0.8% 17.7 £ 0.7 53+1.1°
50 88+15 97+1.3 6.0+2.6
55 6.2 +1.6° 10.8+1.2 1.7+1.1°
60 3.7+0.9° 10.7 £1.3 2.7 +£0.4°

Los datos son expresados como media tError Estandar (EE).

®p <0.03, Grupo FORMALINA vs Grupo LEV50
b p <0.03, Grupo FORMALINA vs Grupo LEV300
°p <0.05, Grupo LEV50 vs Grupo LEV300

La Grafica 6, muestra el efecto antinociceptivo de las ratas a las cuales se les
administré dosis altas de LEV (300 mg/kg) y el efecto pronociceptivo de las ratas a
las cuales se les administré6 dosis bajas de LEV (50 mg/kg), en la prueba de

formalina.
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Grdfica 6- Efecto del Levetiracetam intragdstrico a 50 mg/kg y 300 mg/kg en la prueba de
formalina. La grafica esta construida en base al numero de sacudidas en funcién al tiempo. Se
encontraron diferencias significativas (*) para los minutos: 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 55, 60 (p< 0.05)
entre el grupo LEV 50 vs grupo LEV 300. EI grupo EI grupo formalina fue estadisticamente
significativo (p< 0.03) al grupo LEV50 los minutos: 15, 20, 45, 55 y 60., el grupo formalina y el grupo
LEV300 registran diferencias significativas (p< 0.03) los minutos 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45. Los

datos son expresados como media + Error Estandar (EE).

Se realizdé la sumatoria total de las sacudidas registradas de todos los
animales sometidos a la prueba de formalina por etapa. En la etapa 1 para el grupo
formalina se registr6 un total de 332 sacudidas, en el grupo LEV 50 mg/kg se
registraron un total de 333 sacudidas y finalmente para el grupo LEV 300 mg/kg se
registraron un total de 270 sacudidas. En la primera etapa de la prueba no se
encontré diferencias significativas. Para la etapa 2 se contabilizaron un total de 837

sacudidas en el grupo formalina, 1193 sacudidas en el grupo LEV 50 mg/kg y un
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total de 287 sacudidas para el grupo de LEV 300 mg/kg. En esta etapa se

encontraron diferencias significativas (p< 0.05) en la comparacion entre grupos

(Grafica 7)
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Grafica 7. Comparacion del numero total de sacudidas de los animales en la
etapa l y la etapa Il en la expresion de receptores 5-HT1Ay 5-HT’. La etapa 1 de
la respuesta nociceptiva comenzé inmediatamente después de la administracion
de formalina y después disminuy6é gradualmente durante aproximadamente 10
minutos. No se encontraron diferencias significativas durante la etapa 1. La etapa
2 comenzd aproximadamente 15 minutos después de la administracion de
formalina y duré 45 minutos. Se encontraron diferencias altamente significativas (*)
entre el grupo de formalina vs grupo LEV50 (p < 0.05), formalina vs LEV300 (p <
0.05), LEV50 vs LEV300 (p = 0.05). Los datos se expresan como media + Error
Estandar (EE).
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El analisis de la expresién de receptores 5-HTa y 5-HT7 en tadlamo, se llevo a
cabo mediante RT-PCR en tiempo real, cada una de las muestras y controles fueron
amplificadas por triplicado, todas las reacciones se realizaron en el Rotor-Gene Q
(Quiagen, Frankfur, Germany) utilizando 2 pl de cDNA en un total de 40 ciclos. Las
amplificaciones representativas del receptor 5-HTa utilizando cDNA de talamo y
cerebro pueden observarse en la Figura 9(A), se logra distinguir que no hay
amplificacion de la muestra control llamada NTC por sus siglas en ingles (No
Template Control). Para las muestras con los diferentes tratamientos podemos

observar que todas amplifican excepto la muestra NTC (Figura 9(B)).

CEREBRO TALAMO

= E NTC

TRATAMIENTOS

NTC

Figura 9. Amplificaciéon del receptor 5-HT ;5. (A) Amplificacion
de receptor 5-HTsn en cerebro y talamo de rata. (B)
Amplificaciéon de receptor 5-HT5 en tadlamo de rata con los
diferentes tratamientos.
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En el caso del receptor 5-HT; podemos observar la amplificacion tanto en
cerebro como en talamo de rata (Figura 10(A)), asi mismo, la muestra NTC no
amplificd. Las muestras de los de los diferentes tratamientos amplifican en promedio

en el ciclo 35 (Figura 10(B)).

TALAMO CEREBRO

NTC

TRATAMIENTOS

- - .
@*/ NTC

Figura 10. Amplificacion del receptor 5-HT7; (A)
Amplificacién de receptor 5-HT; en cerebro y tdlamo de rata.
(B) Amplificacion de receptor 5-HT; en talamo de rata con
los diferentes tratamientos

En la siguiente grafica podemos observar en el eje de las “X” a los
tratamientos, y en el eje de las “Y” el numero de veces que cambio la expresion del

gen con respecto al control. El control se encuentra de color azul del lado izquierdo y
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representa el 100 % de la expresion del gen. En el caso de la expresidon del receptor
5-HT1a podemos observar que existen diferencias significativas entre el grupo control
y el grupo formalina (p <0.05), de la misma manera se registran diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo LEV300 con formalina (p <0.05). El
grupo formalina expreso el receptor 5-HT1o de mayor manera que los grupos
FORMALINA / LEV50 (p <0.05), LEV50 sin formalina (p <0.05) y LEV300 sin
formalina (p <0.05). Se registraron diferencias significativas entre los grupos LEV50
con formalina vs LEV300 con formalina, por ultimo, observamos diferencias
significativas cuando comparamos los grupos LEV300 con formalina vs LEV300 sin

formalina (p <0.05) (Grafica 8).
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Grafica 8. Comparacion de la expresion del receptor 5-HT4 en el talamo
de rata. Se encontraron diferencias altamente significativas (*) de los grupos de
formalina y LEV300 con respecto al control y a los demas tratamientos (p <
0.05), no se encontraron diferencias significativas entre el control positivo en
comparacién al grupo formalina y al grupo LEV300. Los datos se expresan
como media % Error estandar de la media (EE).
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En el caso de la expresion del receptor 5-HT7; podemos observar diferencias
significativas cuando comparamos los grupos Control vs LEV300 con formalina (ps<
0.05), de la misma manera cuando se compararon los grupos formalina vs LEV300
con formalina (p< 0.05), el grupo LEV50 si formalina resulto con menor expresién del
receptor cuando se compard con el grupo LEV300 con formalina (p< 0.05), de la
misma manera, el grupo LEV50 con formalina y grupo LEVS50 sin formalina
expresaron de menor manera el receptor a comparacion del grupo LEV300 con
formalina (p< 0.05). Al comparar el grupo LEV300 con formalina vs LEV300 sin
formalina se registrd una diferencia significativa (p< 0.05) donde la tendencia fue una

mayor expresion del receptor 5-HT7 en el grupo LEV300 con formalina (Grafica 9).
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Grafica 9. Comparacion de la expresion del receptor 5-HT; en el talamo de
rata. Se encontraron diferencias altamente significativas (**) entre grupo
LEV300 con respecto a los demas grupos (p <0.05). Los datos se expresan
como media % Error estandar (EE).
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10. DISCUSION

Los resultados de este trabajo demuestran el efecto antinociceptivo del
Levetiracetam a dosis altas (300 mg/kg) y un efecto pronociceptivo a dosis bajas (50,
100 mg/kg) en animales sometidos al modelo de formalina, asi mismo, se corroboré
la presencia de los receptores 5-HT1a y 5-HT7 en el talamo y la participacién de estos

como molécula blanco del Levetiracetam para ejercer el efecto antinociceptivo.

10.1 Efecto dosis respuesta del Levetiracetam

Los resultados de este estudio revelaron tanto un efecto antinociceptivo en
dosis altas de LEV (300 mg/kg) como un efecto pronociceptivo a dosis bajas de LEV
de 100 mg/kg y 50 mg/kg en un modelo de dolor persistente, mientras que la dosis
de 200 mg / kg de LEV no demostro diferencias con respecto al grupo de control. Sin
embargo, Micov y cols. (2010) informaron el efecto antihiperalgésico de LEV en ratas
sometidas al modelo de dolor inflamatorio a dosis de 200 mg/kg de LEV. En nuestro
estudio, no encontramos efectos antinociceptivos a esta dosis debido al modelo y la
duracion de la prueba, ya que los autores encontraron que los efectos

antihiperalgésicos se observaron a los 120 minutos de la prueba.

Benedetti y cols. (2004) realizaron un estudio en el que se investigd la
farmacocinética y el metabolismo de LEV en ratones, ratas, conejos y perros
después de una dosis unica oral. Los autores informaron que la Cmax (54,7 ug / ml)
de este farmaco en ratas macho se observé a los 40 minutos de administracion oral
a una dosis de 54 mg/kg. Este hecho es muy importante cuando se disena la fase

experimental; en este estudio esperamos 40 min después de la administracién para
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asegurarnos de que el farmaco estaba presente en el cerebro y para asegurar que
pudiera ejercer el efecto antinociceptivo o pronociceptivo sobre el SNC. Micov y cols.
(2015) propusieron que el efecto antihiperalgésico de LEV estda modulado por los

receptores a2-adrenérgicos, GABAA, opioides y, finalmente, por el receptor 5-HT1.

Por otra parte, dosis bajas de 100 y 50 mg / kg (via i.g.) de LEV han
demostrado un efecto pronociceptivo hasta 100 min después de la administracion i.g.
A nuestro entender, este es el primer informe de dicha actividad; sin embargo, en los
resultados obtenidos por Tomic y cols. (2013) en el mismo modelo de dolor inducido
por formalina, el numero total de cefaleas registradas en animales con una dosis de
50 mg/kg fue mayor que el del grupo Control. Aunque no hubo diferencias
significativas entre estos dos grupos, los resultados obtenidos en este estudio son
similares, se piensa que las diferencias pueden surgir debido a las variaciones en el

modelo empleado.

La dualidad del efecto de LEV cuando es administrado via intragastrica en
ratas sometidas a la prueba de formalina observado en este estudio, nos motiva a
pensar que es modulado por receptores serotoninérgicos debido a las vias de
serotonina (5-HT) que ejercen una influencia inhibidora (inhibicién descendente) o
facilitadora (facilitacion descendente) en el procesamiento espinal de la entrada
nociceptiva, dependiendo de los estados de dolor agudo o crénico y del tipo de
receptor (Bardin y cols. 2000; Jeong y cols. 2004; Dogrul y cols. 2009). Sin embargo,
la 5-HT modula la transmisién nociceptiva espinal de una manera compleja,
empleando la participacion de multiples subtipos de receptores 5-HT y su

localizacion especifica en el SNC.
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10.2 Expresioén de receptores 5-HT4 y 5-HT7 en el talamo

El talamo representa el primer estadio de la via sensorial en el cual influencias
moduladoras pueden afectar el procesamiento de la informacion sensorial. Los
resultados de este estudio corroboran la expresién de los receptores 5-HT1a y 5-HT7
en el tdlamo de rata, estos resultados son similares a lo reportado por Kia y cols.
(1996) quienes encontraron la presencia del receptor 5-HT1a en talamo de rata
mediante inmunohistoquimica. Asi mismo, Neumaier y cols. (2001) siguiendo la
misma técnica reporta la presencia del receptor 5-HT; en el talamo de rata. Los
receptores 5-HT4p que se encuentran en el tdlamo se expresaron de manera
significativa en los grupos formalina y LEV300 con formalina con respecto al control
en este estudio. Los receptores de la familia 5-HT1 estan presentes en toda la
médula espinal y en la sustancia gris en todas las areas involucradas en la
nocicepcion, y es la principal clase de receptor 5-HT que se encuentra en el asta
dorsal (Zelman y Schwab, 1991). Eide y cols. (1990) examinaron si la administracién
de agonistas del receptor 5-HT4a y 5-HT+4g en ratones podria alterar el reflejo de la
sacudida de la cola y si los efectos sobre la latencia del reflejo implican cambios en
la temperatura de la piel de la cola; los autores encontraron que en el raton, los
agonistas del receptor 5-HT1a y 5-HT4g inhiben el reflejo nociceptivo de la cola
cuando se inyecta en el espacio subaracnoideo espinal, y que el efecto no depende
de los cambios en la temperatura de la piel de la cola. Estos resultados coinciden
con lo reportado en este estudio, debido a que el receptor 5-HT 14 se expreso en el

grupo que conductualmente percibe menos dolor.
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Por otra parte, Zhang y cols. (2001) informaron que la excitabilidad de las
neuronas del cuerno dorsal y la sensibilidad de las neuronas a los agonistas del
receptor 5-HT, intratecal podrian aumentar después del modelo de inflamacién. Los
autores utilizaron una inyeccion intraplantar de carragenina, que presenta un inicio
rapido y una resolucién de la inflamacién que provoca una distribucion restringida de
la hiperalgesia. Estos resultados coinciden con el aumento de la expresién de los
receptores en el grupo formalina al cual solo se le genero el estimulo doloroso. Sin
embargo, Sasaki y cols. (2001) determinaron cual de los subtipos de receptores de
5-HT espinales estaban involucrados en la modulacion de la transmisién nociceptiva
en la prueba de formalina para comprender mejor los mecanismos farmacoldgicos de
la antinocicepcién inducida por 5-HT. Sus resultados mostraron que el agonista de 5-
HT, (10, 30 y 100 ug) redujo el comportamiento nociceptivo de la extremidad
inyectada con formalina en ambas fases 1 y 2 de una manera dependiente de la

dosis, este receptor no fue evaluado en este estudio.

La expresidon del receptor 5-HT7 en el tdlamo aumento en el grupo LEV300
con formalina significativamente en comparacion con el resto de los grupos, este
efecto sugiere que los receptores 5-HT7 que se encuentran en el tdlamo regulan el
efecto antinociceptivo del LEV. Rocha-Gonzalez y cols. (2005) determinaron la
participacion los receptores 5-HT7 sobre la respuesta nociceptiva utilizando la prueba
de formalina, los resultados sugieren, un papel pronociceptivo del receptor 5-HT7 en
el asta dorsal de la médula espinal. Sin embargo, Brenchat y cols. (2009) evaluaron
el papel del receptor 5-HT7 sobre la nocicepcion en ratones sometidos al modelo de

“tail flick”. Sus resultados mostraron que los receptores 5-HT7 participan en los

72



mecanismos antinociceptivos, por otra parte, la funciéon de los receptores 5-HT7 a
nivel periférico y a nivel central sobre la modulacién nociceptiva fue investigado por
Brenchat y cols. (2012) los resultados muestran que la activacién de los receptores
5-HT; ejerce efectos antinociceptivos a nivel de la médula espinal y efectos
pronociceptivos a nivel periférico. Los resultados de este estudio en cuanto la
participacion de los receptores 5-HT7 como blanco terapéutico de LEV y su efecto
antinociceptivo son similares a los expuestos por Brenchat y cols. (2009; 2012), sin
embargo se contraponen a lo reportado por Rocha-Gonzales y cols. (2005) quienes
mencionan un papel pronociceptivo del receptor 5-HT7 a nivel de médula espinal.
Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Harte y cols. (2005), los
investigadores administraron agonistas 5-HT1a y 5-HT7 (8-OH-DPAT) en area medial
del talamo de ratas sometidas a un dolor agudo mediante estimulo eléctrico,
concluyen que la administracion intratalamica de agonistas 5-HT1a y 5-HT7 tienen un
efecto antinociceptivo. Sin embargo, con los hallazgos en nuestro estudio podemos
concluir que el receptor implicado en la nocicepcion ante un estimulo doloroso es el
5-HT1a y no el 5-HT7, esto debido a que en el estudio realizado por Harte y cols.
(2005) utilizaron el mismo agonista que farmacolégicamente tiene afinidad por
ambos receptores. Finalmente, el efecto pronociceptivo del LEV a dosis bajas no
genero cambios en la expresion de los receptores 5-HT4a y 5-HT7 en este estudio,
este resultado nos permite decir que el efecto pronociceptivo no es modulado por los
receptores 5-HT1a y 5-HT7 que se encuentran en el tdlamo. Podemos pensar que el
efecto pronociceptivo también es modulado por receptores 5-HT, pero por otro
subtipo de receptores. Por ejemplo, la 5-HT facilita los estados persistentes de tipo

dolor a través de la activacion de los receptores 5-HT3, probablemente debido a un
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aumento del impulso serotonérgico descendente desde los centros superiores en el
cerebro y, en particular, la médula rostral ventromedial (Asante y Dickenson, 2010).
El receptor 5HT3 es un canal i6nico controlado por ligando que, cuando se activa,
causa respuestas despolarizantes rapidas en las neuronas (Maricq y cols. 1991). La
activacion del receptor 5-HT3 abre el canal catidénico del receptor 5-HT3, que se
vuelve permeable preferentemente a Na+ y K+, pero también a Ca®" y otros
cationes, incluido el catién organico guanidinio (Bruss y cols. 2000). Sagalajev y cols.
(2015) sugiere que los receptores espinales 5-HT3 mediaban el aumento en la

hipersensibilidad neuropatica.
10.3 Mecanismo de accion del LEV

Las propiedades farmacocinéticas, la efectividad, la alta tolerabilidad y la baja
interaccidon con otras drogas han generado gran interés y han abierto nuevas lineas
de investigacion para tratar de esclarecer el mecanismo de accion del LEV, sin
embargo, estas investigaciones han sugerido diferentes mecanismos de accion.
Estos estudios proporcionan evidencia de los siguientes tres objetivos moleculares
principales: (l) proteina SV2A; (Il) inhibicién de los canales de Ca2 + tipo N, y como

(llI) neuromodulador de GABA, 5HT, a2-adrenérgicos y u-opioidérgicos.

El primer mecanismo propuesto es debido a la uniéon de LEV a la proteina
SV2A, que es una proteina de membrana integral presente en vesiculas sinapticas y
algunas células neuroendocrinas (Kozlowki y cols. 2015). La expresion de isoformas
SV2 se ha mapeado dentro del sistema nervioso central CNS y es particularmente

abundante en areas subcorticales, como el tdlamo, los ganglios basales, la corteza y
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el hipocampo (Mendoza-Torreblanca y cols. 2013). El papel exacto de SV2A en el
ciclo de vesiculas sinapticas y la liberacion de neurotransmisores sigue siendo
incierto. Sin embargo, propone que SV2A podria actuar como un transportador o
podria modular la exocitosis de las vesiculas sinapticas que contienen el transmisor
y modificar la funciéon sinaptica. En modelos animales, Kaminski y cols. (2009)
concluyeron que la deficiencia de SV2A puede conducir a una mayor vulnerabilidad a
los ataques y una epileptogénesis acelerada, y que la efectividad del LEV en los
modelos de crisis epilépticas esta mediada por SV2A. El LEV no parece afectar la
fisiologia normal del cerebro; por lo tanto, es posible modular la funcion de SV2A
solo en condiciones fisiopatolégicas. Sin embargo, Nowack y cols. (2011)
encontraron una correlacion entre el aumento de la expresion de SV2A y los cambios
en el funcionamiento sinaptico. Por otro lado, Lynch y cols. (2009) realizaron un
estudio en pacientes con diagndstico de epilepsia, en el que el principal objetivo fue
correlacionar la variacién genética en SV2A, SV2B y SV2C con la administracién de
LEV; los autores encontraron que no habia relacion entre las variaciones genéticas
comunes de SV2A, SV2B o SV2C vy la respuesta a LEV en la susceptibilidad a la

epilepsia.

Por otra parte, el segundo mecanismo propuesto menciona que el LEV inhibe
los canales de Ca®** y N, revierte la inhibicién de moduladores alostéricos negativos
como zinc, beta-carbolinas de GABA vy las corrientes de glicina, lo que ocasiona la
reduccion de la liberacion de Ca?* de las reservas intraneuronales, estos
mecanismos de accidn sugieren que LEV posee propiedades neuroprotectoras

(Shetty, 2013). ElI LEV también podria estar relacionado con la capacidad de
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hiperpolarizar el potencial de membrana a través de la activacion de los canales de
K+ y la inhibicién de la entrada de Ca®* (Kolosov y Goodchil, 2010). Vogl y cols.
(2014) concluyeron que el LEV atentia la densidad de corriente de Ca?* en las
neuronas del ganglio cervical superior sin ejercer efectos sobre la dependencia del
voltaje de la activacion e inactivaciéon. EI LEV aumenta el efecto inhibitorio
presinaptico de las neuronas GABAérgicas y reduce el efecto excitotoxico de las
neuronas glutaminérgicas al bloquear los receptores de N-Metil-D-Aspartato
(NMDA). Kilicdag y cols. (2013) informaron que LEV demostré la regulacion de la
transmision sinaptica excitadora mediada por el receptor Amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol Acido Propiénico (AMPA) en la circunvolucién dentada del hipocampo
actuando sobre el canal presinaptico de Ca* dependiente de voltaje del tipo P / Q,
que reduce la liberacién de glutamato e inhibe la amplitud de la corriente
postsinaptica excitadora en la circunvolucion dentada.El efecto antihiperalgésico del
LEV y su mecanismo de accién, mediante la participacion del sistema GABAérgico,
Opioidérgico, Serotoninérgico y adrenérgico fue estudiado en un modelo de dolor
inflamatorio por Micov y cols. (2010) Los autores informaron que LEV tiene un efecto
antihiperalgésico el cual esta mediado por la activacion indirecta de GABAa central
y/o periférico al aumentar la neurotransmision GABAérgica, disminuyendo la
noradrenalina a través del receptor a2 adrenérgico, asi mismo, la participacion de
varios receptores 5-HT y con una relacién con receptores p-opioidérgicos porque
estos también inhiben los canales de Ca** de tipo N de una manera dependiente del
voltaje. Estos resultados sugieren que LEV posee un amplio espectro de objetivos
moleculares, que responden ante diferentes estimulos, lo que hace dificil dilucidar su

mecanismo de accion.
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11. CONCLUSIONES

1)

El Levetiracetam administrado por via intragastrica a dosis de 300 mg/kg en
ratas sometidas al modelo de dolor persistente con formalina, tiene efectos

antinociceptivos.

El Levetiracetam administrado por via intragastrica a dosis de 50 mg/kg y 100
mg/kg en ratas sometidas al modelo de dolor persistente con formalina, tiene

efectos pronociceptivos.

El Levetiracetam presenta efectos dosis dependiente en ratas sometidas al

modelo de dolor persistente con formalina.

Los receptores 5-HT1a y 5-HT7 estan presentes en el talamo de rata.

Los receptores 5-HT4a que se encuentran en el talamo modula la respuesta

nociceptiva.

El efecto antinociceptivo del Levetiracetam es modulado en parte por los

receptores 5-HT1a y 5-HT7 que se encuentran en el talamo.

La administracion de Levetiracetam no modifica la expresiéon de los receptores

5-HT1a y 5-HT7 que se encuentran en el talamo.
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12. PERSPECTIVAS E IMPLICACIONES

Si bien los resultados aqui presentados postulan al LEV como farmaco con
efectos antinociceptivos y pronociceptivos dependiendo de la dosis y que a su vez
este efecto es modulado en parte por los receptores 5-HT1a y 5-HT7; Creemos que el
mecanismo de accion de LEV comprende una cascada de efectos en primer lugar al
unirse a la proteina SV2A, modulando la excitabilidad neuronal, generando varios
cambios en el SNC. Los diferentes efectos de la administracién de LEV nos llevan a
pensar que su farmacodinamica implica varios objetivos moleculares, pero que estos
deben integrarse en un unico mecanismo de accion por una sola via. Necesitamos
generar nuevas lineas de investigacion con el objetivo principal de aclarar a fondo la
farmacodinamica de LEV y su relacién con los receptores 5-HT como moduladores a

nivel talamico.

Para tal motivo, existen puntos importantes a considerar para la comprension
de como el dolor es modulado por los receptores serotoninérgicos en el sistema
nervioso central: (i) la distribucion de los diferentes receptores serotoninérgicos en la
via serotoninérgica descendente rafe-médula espinal, (ii) la dosis de agonistas o
antagonistas a los receptores de 5-HT, (iii) la via de administracién de agonistas o
antagonistas de los receptores de 5-HT, (iv) tipo de dolor y (v) la duracién del dolor.
Creemos necesario realizar nuevas lineas de investigacion para aclarar la
participacion de los receptores 5-HT en la modulacion del dolor teniendo en cuenta
los puntos anteriores, el conocimiento generado con la investigaciéon futura podria
ser utilizado para la generacion de nuevos medicamentos con el fin de reducir el
dolor y mejorar la calidad de vida del ser humano.
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ABSTRACT

The main purpose of this review was to expound upon the mechanism of action of Levetiracetam (LEV) as an antiepileptic,
neuroprotective, and hyperalgesic drug. LEV is a second-generation anti-epileptic drug (AED) that is approved for clinical
use as monotherapy and may also be used for adjunctive treatment of patients with seizures. Several researchers have
recommended LEV as a treatment option in different diseases causing neuronal damage, and recently, LEV has been used
as an antihyperalgesic drug. LEV exhibits favorable characteristics, including a low potential for interaction, a short elimination
half-life, and has neither active metabolites nor major negative effects on cognition. This has generated many new research
avenues for the utilization of this drug. However, the precise mechanism of action of LEV has not been fully elucidated. In
this review, a search was conducted on PubMed, ProQuest, EBSCO, and the Science Citation index for studies evaluating
the effects of LEV as an antiepileptic, neuroprotective, and hyperalgesic drug. A total of 32 studies related to the use of LEV
suggested different mechanisms of action, such as binding to the synaptic vesicle glycoprotein 2A (SV2A) protein, inhibition
of Ca?* N-type channels, and its presence as a neuromodulator. These studies concluded that the pharmacodynamics of
LEV should be viewed as a single pathway, and should not be based on specific molecular targets that depend on the
physiological or pathological conditions prevalent at that time.

Key words: Antiepileptic drug; epilepsy; hyperalgesic; levetiracetam; mechanism of action; neuronal damage

Introduction

Levetiracetam (LEV) is a second-generation anti-epileptic drug
(AED) belonging to the pyrrolidone family, a class of drugs with a
wide spectrum of action. LEV possesses a unique pharmacological
profile compared with the traditional anticonvulsants, and it is
chemically unrelated to other antiepileptic drugs.!"!
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nootropic drug, and the initial pharmacologic studies
with LEV explored its ability to facilitate cholinergic
neurotransmission. LEV was approved by the U.S. Food and
Drug Administration (FDA) in 1999, and was also approved
in Europe in 2000 for use in adult patients with myoclonic
seizures, for juvenile myoclonic epilepsy, or for primary
generalized tonic-clonic seizures.®! It was approved in
India in 2005 as an adjunctive therapy in the treatment of
partial-onset seizures in adults with epilepsy.* However, it
was not until 2012 that the FDA approved LEV for use as an
adjunctive therapy for partial-onset seizures in infants and
children, 1 month of age and older.”’ LEV exhibits an excellent
pharmacokinetic profile and has been used in a wide range
of clinically complex situations.

LEV has proven to be effective in the prevention of various
forms of epilepsy, has been employed as monotherapy!®
and adjunctive treatment!'®' for the prevention of early
post-traumatic seizures.!">'8! More recently, in neonatal
seizures, the safety of LEV and its efficacy has been widely
reported.l"?"! Moreover, studies have proposed that LEV
possesses considerable neuroprotective properties in
non-epileptic?*?4 and epileptic®3" disorders and even in
ischemia-related epilepsy. Experimental evidence suggests
that LEV provides antihyperalgesic effects in inflammatory
pain >3 chronic pain,®! and neuropathic pain®**° models.
However, the specific mechanism of action of LEV has not
been fully clarified. The main purpose of this review was to
summarize the current understanding of the mechanism
of action of LEV as an antiepileptic, neuroprotective and
hyperalgesic drug.

I. Effect of Levetiracetam on Epilepsy Treatment

Epilepsy comprises a group of disorders characterized by
two or more unprovoked seizures. Epilepsy is classified,
based on the seizure source, into partial and generalized
seizures.*? LEV entails convenient twice-daily dosing, a
wide margin of safety, no requirement for serum drug
monitoring, and no interactions with other anticonvulsants.
This advantageous pharmacological profile renders LEV an
attractive first-line or adjunctive therapy for epileptic seizures
[Table 1].

Preclinical trial with LEV in epilepsy treatment

In the past, it was observed that LEV is virtually ineffective
in acute-seizure animal models (i.e., maximal electroshock
and pentylenetetrazole (PTZ)-induced seizures), which are
routinely utilized to screen for potential new AEDs." In
contrast, recent studies have suggested that LEV provides
seizure protection in various animal seizure models and

Neurology India / November 2016/ Volume 64/ Issuc 6

displays a favorable safety margin.l’! LEV also produces
an anti-epileptogenic effect; it delays the acquisition of
audiogenic kindling in Krushinsky—Molodkina rats and
inhibits the development of hippocampal hyperexcitability
following pilocarpine-induced status epilepticus in rats.!!
LEV has been shown to be active in animal models in terms
of what are thought to represent generalized seizures.
Expression of seizure activity was prevented in both
audiogenic-susceptible mice and rats.” Furthermore, a
single dose of LEV administered 30 min after the onset of
behavioral status epilepticus was adequate for transiently
attenuating seizure activity in animals treated with LEV at
800 mg/kg or higher.*

Clinical trial with LEV in epilepsy treatment

According to Phase IV trial conducted by Lambrechts et al.,!"”!
LEV was effective and safe when added on to therapy in
partial epilepsy in adults. LEV reduced seizure frequency
of partial seizures (Type I) by 62.2%, of all seizure types
combined (Types | + II + III) by 61.7%, and 56.6% subjects
had a reduction in seizure frequency of =50%.

The efficacy and tolerability of adjunctive LEV in patients
with uncontrolled generalized tonic-clonic seizures
associated with idiopathic generalized epilepsies was
studied by Berkovic et al.''l A greater mean reduction
was observed in about 56.5% subjects in the frequency of
generalized tonic-clonic seizures weekly over the treatment
period, when compared to the placebo treatment, where
the mean reduction in seizure frequency was 28.2%. During
the evaluation period, the percentage of patients free
from generalized tonic-clonic seizures was 24.1% for LEV
vs. 8.3% for placebo (P<0.009). Brodie et al.,!** compared
the efficacy of LEV versus carbamazepine on epilepsy. They
showed that remission rates at the end of 6 months to 1
year were 80.1% with LEV and 85.4% with carbamazepine.

Pediatric trials with LEV in epilepsy treatment

The efficacy of LEV in children with epilepsy intractable to
treatment with existing antiepileptic drugs (with a mean
follow-up period of 13 months and maximal follow-up period
of 21 months), was studied by Lee et al.'! They observed,
in 48% of patients, a seizure reduction of =50%, and 22% of
patients became seizure-free. Also, in reports on seizure
reduction and adverse events in 130 children with intractable
epilepsy treated with LEV adjunctive therapy, there was a
reduction in seizures of =50% in 52% of children with partial
seizures, and in 44% of children with generalized seizures.
The efficacy, safety, and tolerability data in children from
1 month of age with partial-onset seizures were reviewed by
Cormier et al.,® who concluded that LEV may be a safe and

1267



Cortes-Altamirano, et al.: Levetiracetam

effective treatment option for children and infants with partial
seizures occurring due to a variety of etiologies. Moreover,
the efficacy and tolerability of LEV as an add-on therapy in
patients with startle epilepsy was studied by Gurses et al.,"*!
who found that 60% of patients responded to LEV.

In an open-label study that included >300 investigators in
clinical practice conducted by Morrell et al.,'" the authors
investigated the safety and tolerability of LEV and the
medication’s efficacy as an add-on therapy for partial-onset
seizures. 57.9% of patients under the administration of LEV

Table 1: The utilization of LEV for the management of epilepsy

Author Species
Morrell et al., Human
2003

Alsaadi et al., Human
2003

Lambrecht et al., Human
2006

Berkovic et al., Human
2007

Giirses et al., Human
2008

Jones et al., 2008 Human
Dudra-Jastrzebska Mice
etal., 2009

Lim et al., 2009 Human
Coppola et al., Rat
2009

Leeetal., 2010 Human
Szaflarski et al., Human
2010

Bahretal., 2012  Human
Weinstock et al., human
2013
1268

Model

Phase IV, patients >16 years
old with partial-onset seizures
and variety of comorbid medical
conditions

Observational study, patients with
partial seizure with and without
secondary generalization

Phase IV, observational, multicenter
study, patients with epilepsy

>16 years old with partial-onset
seizures

Randomized, double-blind,
placebo-controlled, parallel-group
study that enrolled adults and
children with idiopathic generalized
epilepsies

Adults patients with startle epilepsy

Adults patients with severe
traumatic brain injury

Characterizes interactions
between LEV and clonazepam,
ethosuximide, phenobarbital,
and valproate in suppressing
pentylenetetrazole (PTZ)-induced
clonic seizures

Randomized phase Il pilot study,
patients with seizure history
attributable to supratentorial glioma
Rats with submaximal subcutaneous
pentylentetrazole-induced-seizures

Randomized phase Il pilot study with
pediatric patients with intractable
epilepsy, aged between 10 months
and 18 years

Prospective, single-center,
randomized, single-blinded study
of patients with severe traumatic
brain injury

Prospective study in patients with
suspected primary brain tumors and
tumor-related seizures

Phase 2, open-label, single-arm,
multicenter study in children aged
1 month to <16 years with any
type of epilepsy

Dose

LEV 500 mg bid added to their regimens,
which was increased to a maximal dose of
1,500 mg bid

Monotherapy of LEV

2,000 mg/kg and 5,000 mg/kg during the

1 year

LEV 1,000 mg/day, dose increased to twice
weekly intervals in 1,000-mg steps, to a
maximum of 3,000 mg/day, as an add-on
therapy

LEV 3,000 mg/day for adults; 60 mg/kg/day
for children during 24 weeks as an add-on
therapy

LEV 500 mg bid, escalating over 1-2 weeks to
maximal doses of 3,000 mg daily, for 13-28
months

Monotherapy of LEV 500 mg i.v. every

12 h for first 7 days after traumatic injury vs.
monotherapy of phenytoin for 7 days after
trauma

All drugs were administered by i.p. injection
in a volume of 0.005 mL/g body weight (BW)

Switching from phenytoin to LEV oral 1,000
mg twice-a-day monotherapy

Valproic acid vs. LEV, both injected i.p. in 2-3
ml/kg, 15 and 30 min prior to the induction of
seizures, respectively.

Beginning with LEV oral 10-30 mg/kg twice
daily, maximal doses of 20-60 mg/kg daily as
adjunctive therapy

LEV 3,000 mg/day
vs. Phenytoin 100 mg dose, i.v. every 12 h
during 7 days

LEV 500 mg twice daily. After 72 h, the
dose was escalated to 1,000 mg twice
daily, administered for 4 weeks before and
until 4 weeks after a planned neurosurgical
procedure

LEV 14 mg/kg/day in patients aged <6
months and LEV 20 mg/kg/day in patients
of 6 months of age or over to <16 years
were administered in a dosage of 20 mg/
kg/day, maximum 1,000 mg/day
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Conclusion

42.1% of patients demonstrated 100% seizure
reduction during the 6 weeks of the study. The
efficacy and safety of LEV was confirmed

Monotherapy of LEV

can be effective and well-tolerated in adults
with either new or difficult-to-control epilepsy
Effective and safe as an add-on treatment for
partial-onset seizures in a clinical setting

34.2% of patients exhibited freedom from
idiopathic generalized epileptic seizures.
Efficacy and tolerability were confirmed

30% of patients were seizure-free, 30% had
a 50-90% seizure decrease, 10% had 25-50%
seizure decrease, and 30% had seizure increase

LEV is associated with increased seizure
tendency and increased epileptiform activity
on electro-encepha-lograms compared with
phenytoin

LEV in combination with ethosuximide,
clonazepam, phenobarbital, and valproate
offers potential anticonvulsant synergy in the
PTZ-induced seizure model

LEV is effective and well-tolerated for
tumor-related seizure control, especially as an
add-on therapy to other AED

LEV is efficacious against seizures triggered
by subcutaneous PTZ injection given at
submaximal doses in rats

48% of patients had seizure reduction of 50%,
including 28 patients who became seizure-free,
and only 7% of patients had adverse events

There were no differences in the early seizure
and short-and long-term outcomes between
the phenytoin vs. LEV groups, but LEV results
in fewer undesirable side effects and better
long-term outcomes

During the pre-surgical period, no seizures
occurred in any of the patients, while in the
postsurgical period, four patients had further
seizures.

Safety and tolerability of oral and i.v. LEV were
excellent

l.v. LEV fusion in children with epilepsy is
well-tolerated when administered over a
period of up to 4 days. Thus, the dosage
may safely be converted from oral to i.v.
medication, and vice versa
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experienced at least a 50% reduction in the frequency of
partial-onset seizures. Also, 40.1% of patients experienced at
least a 75% reduction, and 20% demonstrated a 100% seizure
reduction.

Monotherapy trial with LEV in epilepsy treatment

The efficacy and tolerability of LEV administered at a dosage
of 1,500 mg twice daily as monotherapy was evaluated in
a multicenter, randomized, double-blind, parallel-group,
responder-selected study conducted by Ben-Menachem
et al.” These authors concluded that in the LEV monotherapy
group, the median percentage of reduction in partial-seizure
frequency compared with baseline was 73.8%, with a response
rate of 59.2%. Conversion to LEV monotherapy (1,500 mg twice
daily) is effective and well-tolerated in patients with refractory
partial seizures who responded to 3,000 mg/daily LEV as an
add-on therapy. In an open study by Alsaadi et al.,® two third of
the patients had the same or better seizure control while one
third of the non-seizure free group at 6 months of follow-up
had worse seizure control at 12 months. Therefore, LEV can
be an effective and well- tolerated medication in adult patients
with either new or difficult-to-control epilepsy.

LEV in epilepsy treatment caused by brain injuries

Limited studies have proven the efficacy of LEV in traumatic
brain injuries and in the prophylactic therapy of postoperative
seizures. In a comparative study of LEV monotherapy versus
phenytoin in seizure prophylaxis in severe traumatic brain
injury performed Jones et al.,!'® the authors concluded
that LEV is as effective as phenytoin in preventing early
post-traumatic seizures. However, LEV monotherapy
was associated with increased frequency of abnormal
electroencephalographic findings.

The retrospective study investigating the efficacy and
tolerability of LEV for peri-operative seizure prophylaxis in
patients with supratentorial brain tumors by Zachenhofer
et al.,'" demonstrated the perioperative effectiveness of LEV
in patients with brain tumors, leading to a lower frequency of
peri-operative seizures (2.6% in the first postoperative week),
accompanied by the occurrence of minor and reversible side-
effects (in 6.4% of patients). Furthermore, the advantage of
LEV’s inability to cause cytochrome P450 enzyme induction
allowed for an early initiation of an effective postoperative
chemotherapy in patients with malignant glioma.

A pilot study was conducted by Lim et al.,” in which the main
purpose was to assess the safety and feasibility of conversion
from phenytoin to LEV monotherapy after a craniotomy
for glioma resection in patients with a history of tumor-
related seizures. It concluded that it is safe and feasible to
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switch patients from phenytoin to LEV monotherapy after
performance of a craniotomy for excision of a supratentorial
glioma.

In an open-label, prospective, single-arm pilot study by Bahr
et al.,'8 the authors assessed the efficacy and tolerability
of intravenous and per oral LEV in patients with suspected
primary brain tumors and tumor-related seizures. They
concluded that oral and intravenous LEV was safe and
effective in the perioperative treatment of tumor-related
seizures. Treatment failure occurred in three patients even
after dose escalation to 3,000 mg/day.

Il. Effect of Levetiracetam as a Neuroprotective Drug

The use of AEDs for a possible neuroprotective strategy
is receiving increasing attention. Moreover, several
studies have proposed that LEV possesses considerable
neuroprotective properties in both epileptic and non-
epileptic disorders. In this section, we evaluate the studies
investigating the use of LEV in the treatment of neuronal
damage [Table 2].

Preclinical trial with LEV in the treatment of neuronal damage

A preclinical study by Hanon et al,* in the rat middle
cerebral artery occlusion model of focal cerebral ischemia,
reported that LEV possessed neuroprotective properties
as it reduced the infarct volume. LEV, therefore, induced
significant neuroprotection in the rat model of focal cerebral
ischemia. Furthermore, this supports the finding that the
neuroprotective properties of LEV may also be relevant to
its antiepileptogenic action.

Experimental observations have demonstrated that
LEV protects against kainic acid-induced neurotoxicity
through inhibition of the lipid peroxidation process and
the inflammatory cascade in rat brain.? Intravenous
administration of LEV in murine models that followed closed
head injury and subarachnoid hemorrhage was studied by
Wang et al..”” The authors observed that administration of
LEV (54 mg/kg) was neuroprotective against traumatic brain
injury in clinically relevant animal models. Moreover, Gibbs
and Cock®! conducted a study to assess the protective effects
of LEV on mitochondrial function and cellular antioxidant-
reduced glutathione production, when the medication
was administered after status epilepticus in rats. The final
conclusion was that LEV does not possess the same protective
effects on mitochondrial dysfunction and cellular antioxidant-
reduced glutathione production as when administered during
established status epilepticus.
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The potential effect of LEV on neuronal apoptosis in
neonatal rat models of hypoxic—ischemic brain injury
was studied by Kilicdag et al.,™ who found that LEV
administration after hypoxic ischemia results in a
significant decrease in the number of apoptotic cells in
the hippocampus and cerebral cortex when compared with
the placebo group (P <0.006).

In a recent study by Lee et al.,!"! the authors examined the
efficacy of LEV as an add-on treatment with diazepam in status
epilepticus-induced (SE) neuronal death. They suggested
that LEV may negatively interact with diazepam and be more
effective in preventing SE-induced neuronal death as a first-
line drug than as a second-line therapy after benzodiazepine
treatment. Furthermore, LEV alone is more efficacious for

Table 2: The utilization of LEV for the management of neuroprotection

LEV 50 mg/kg, 30 min prior to kainic acid
administration. Seizure activity was rated during a
6-h period following kainic acid administration

LEV, 200 mg/kg, was administered i.p., and 60 min

Author Species Model Dose
Marini Rat Rats with brain injury induced
etal., 2004 by kainic acid
(10 mg/kg)
Oliveira Mouse Mice, after pilocarpine-induced
etal., 2003 seizures, were studied for their

Lee et al., 2013 Rat

Gibbs et al., 2007 Rat

Wang et al., 2008 Mice

lipid peroxidation levels in the

hippocampus
(400 mg/kg)

Rats with seizures induced by

pilocarpine
(30 mg/kg i.p.)

Rats with an implant
stimulating and recording

electrode into the hippocampus

were electrically stimulated

5-6 days later for 2 h to induce

status epilepticus

Mice with closed head injury
and subarachnoid hemorrhage.

Head injury was induced by
impact. The impactor was

discharged at 6.8+0.2 m/sec.

Subarachnoid hemorrhage

was induced by ligation of the

external carotid artery

later, the mice received pilocarpine hydrochloride.
The animals were killed 1 h after the injections and
their brains were immediately removed

Administered 2 h after onset of status epilepticus;
Diazepam

(10 mg/kg i.p.), LEV (50, 100, and 150 mg/kg, i.p.),
valproate (50, 100, and 150 mg/kg, i.p), diazepam (10
mg/kg, i.p.) + LEV (50, 100, and 150 mg/kg, i.p.),
diazepam (10 mg/kg, i.p.). + valproate (50, 100, and
150 mg/kg, i.p), and diazepam (10 mg/kg, i.p.) +
oxiracetam (50, 100, and 150 mg/kg, i.p.)

LEV 1,000 mg/kg; 1.2 mg/mL i.p., at 12-h intervals
until rats were sacrificed 44 h poststimulation

LEV low-dose (18 mg/kg) or high-dose (54 mg/kg)
was administered i.v. after induction of closed head
injury; and, after every 12 h for 3 days following
subarachnoid hemorrhage

LEV was administered i.p., 30 min before occlusion,
at doses of 5.5, 11, 22, and 44 mg/kg followed by
continuous infusion (24 h) of 1.25, 2.6, 5.1, and 10.2
mg/kg per h, respectively, vs. NMDA antagonist,
MK-801, i.p., 30 min before occlusion, at doses of
0.04, 0.12, or 0.40 mg/kg followed by continuous
infusion (24 h) of 0.036, 0.108, or 0.360 mg/kg/per h,

LEV was administered in a dose of 80 mg/kg/day
i.p. and a maintenance dose of 40 mg/kg/day
after hypoxia for 7 days

Hanon Rat Rats with cerebral ischemia
etal., 2008 induced by middle cerebral

artery occlusion

respectively

Kilicdag Rat Rat pups with hypoxic
et al., 2013 ischemic brain injury induced

by carotid artery ligation
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Conclusion

Administration of LEV markedly blunted
neuronal loss in the CA1 region in the rat
hippocampus. LEV displays antioxidant
and -inflammatory activities

Animals that had received LEV did not
have alteration in the hippocampal levels
of nitrite-nitrate, had reduced catalase
activity, and loss of glutathione

was prevented. It was concluded that
this cerebral area might contribute to
the drug’s ability to behave as a possible
neuro-protective agent

LEV, 50 mg/kg treatment may effectively
reduce status epilepticus-induced
neuronal death in CA1 pyramidal cells as
compared with diazepam treatment. LEV
as an add-on drug with diazepam could
not alleviate status epilepticus-induced
neuronal damage as compared with LEV
alone

There were no significant differences in
the enzymatic activities and glutathione
levels between the saline-treated and
the LEV- treated stimulated animals,
with the protection offered when LEV
was administered occurring at an earlier
time-point

High-dose LEV was associated

with significant improvement in the
vestibule-motor function.

LEV improves functional performance
and reduces histological evidence of
neuronal injury and vasospasm in mice.
LEV improves functional recovery in a
murine, subarachnoid-hemorrhage model
MK-801 can reduce the infarct size
induced by middle cerebral artery
occlusion in rats; however, antagonists
both in patients with stroke and in those
with epilepsy have revealed a high
incidence of adverse effects. LEV
induces significant neuro-protection in

a rat model of focal cerebral ischemia
without causing adverse effects

Numbers of positive apoptotic

cells decreased significantly in the
LEV-treated group compared with
the saline group (P=0.006). The
antiapoptotic properties of LEV may
be related with its anti-epileptogenic
action and possibly with its
anti-inflammatory effect
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preventing the SE-induced neurodegeneration in hippocampus
than other AEDs, such as diazepam or valproate.

Clinical trial with LEV in the treatment of neuronal damage

A prospective, single-center, randomized, single-blinded
comparative trial of LEV versus intravenous phenytoin in
patients with severe traumatic brain injury by Szaflarski et al.,”®!
found that LEV may be a suitable alternative to intravenous
phenytoin in seizure prevention in patients with severe
traumatic brain injury. LEV results in fewer undesirable side
effects and better long-term effects. However, a prospective,
single-blinded, comparative trial that randomized 52 patients
with traumatic brain injury or subarachnoid hemorrhage to
receive prophylactic LEV or fosphenytoin was conducted
by Steinbaugh et al.?” Its goal was to assess, utilizing the
collected clinical trial data, whether or not continuous
electroencephalography findings predict both short- and long-
term outcomes in a well characterized patient cohort with a
defined seizure prophylaxis regimen. The conclusion was that
more severe slowing of the electroencephalographic activity
was associated with worse outcomes, and that LEV appears to
be better that fosphenytoin in controlling this phenomenon.
Furthermore, Madeja et al.,’®! conducted a study to assess the
effect of LEV on voltage-operated potassium channels and
concluded that LEV exerts moderate inhibition of delayed
rectifier potassium currents in the isolated hippocampal
neurons, in vitro. Oliveira et al.,’ also reported, in a study
in a pilocarpine model of SE, that LEV pretreatment could
counteract the oxidative stress (OS) through maintenance of
lipid peroxidation, nitrite-nitrate levels, catalase activity, and
glutathione at normal levels in the hippocampus. LEV displays
activity against pilocarpine-induced OS in the hippocampus,
which might contribute to the drug’s ability to be a possible
neuroprotective agent.

lll. Effect of Levetiracetam on Hyperalgesia

LEV is a novel anticonvulsant with proven analgesic
properties. Its antinociceptive/antihyperalgesic effects have
been demonstrated in animal models [Table 3].

Preclinical trial with LEV in the treatment of hyperalgesia

The effects of two-drug combinations of LEV with
ibuprofen/aspirin/paracetamol in the study of a mouse
model of painful diabetic neuropathy was conducted by
Micov et al.l**! These authors evaluated, by means of the
radiant heat tail-flick test, the effect of these medications
on the thermal nociceptive responses in both diabetic and
non-diabetic mice. They reported a synergism between LEV
and ibuprofen/aspirin/paracetamol in this model of painful
diabetic neuropathy.

Shannon et al.,®™ compared a broad range of clinically
utilized anticonvulsant drugs in a persistent pain model
with the formalin test, and reported that carbamazepine,
oxcarbazepine, lamotrigine, gabapentin, and ethosuximide
produced statistically significant analgesic effects in the
formalin test, whereas phenytoin, topiramate, zonisamide,
phenobarbital, tiagabine, valproate and LEV did not. These
results suggestrd that the effects of these drugs may be due
to different pharmacologic mechanisms.

The antinociceptive efficacy of LEV in a mice model for
painful diabetic neuropathy employing the ‘hot-plate test’ was
investigated in a study by Ozcan et al.® The results indicated
that LEV induces an antihyperalgesic effect (P <0.001).
Furthermore, the authors’ results illustrate that a mouse is a
good experimental model for studying the prospective agents
that may be utilized for neuropathic pain.

The effect of LEV and its mechanism of action, investigated
by examining the involvement of the GABAergic, opioidergic,
5-hydroxytryptaminergic (5-HTergic), and adrenergic systems
in a study of inflammatory pain, was conducted by Micov
et al.*? They reported that LEV produced an antihyperalgesic
effect that is, at least in part, mediated by GABA,, opioid,
5-HT, and o2-adrenergic receptors. Therefore, activation of the
opioidergic system, in addition to that of the noradrenergic
and 5-HT systems, might indicate that the analgesic effect of
LEV depends on the interaction of the descending inhibitory
system. Stepanovic-Petrovic et al.,’¥! compared the anti-
hyperalgesic and anti-edematous effects of LEV administered
peripherally by local injection and the potential role of opioid,
adrenergic, adenosine, 5-HT, and GABA receptors and their
subtypes, in the local peripheral antihyperalgesic action of
LEV. Their data suggest that LEV produces local peripheral
anti-hyperalgesic and anti-edematous effects as well.

The effects of the two-drug combinations of LEV with non-
steroidal analgesics (ibuprofen, celecoxib, and paracetamol)
and caffeine on controlling hyperalgesia in localized
inflammation, measured by a modified “paw-pressure” test,
was a preclinical study conducted by Tomic et al.* The aim in
this study was to determine the type of interaction among the
components. Its data showed that the two-drug combination
of LEV and nonsteroidal analgesics/caffeine could be useful
in a treatment of inflammatory pain.

Clinical trial with LEV in the treatment of hyperalgesia

The effect of LEV on patients with central neuropathic pain
due to multiple sclerosis was investigated in a randomized,
double-blind, placebo-controlled, cross-over trial by Falah
et al.*” Its objective was to investigate the independent effects
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Table 3: The utilization of LEV for the management of hyperalgesia

Author Species
Shannon et al., Rats and
2005 mice
Brighina et al., Humans
2006

Archer et al., 2007 Rats
Ozcan et al., 2008  Mice
Rossietal., 2009  Humans
Kim et al., 2010 Rats
Micov et al.,, 2010  Rats
Stepanovi¢-Petrovic Rats
etal., 2012

Falahn et al., 2012 Human
Tomic et al., 2013  Rats
Micov et al., 2015 Mice
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Model

Rats and mice with
persistent pain induced by
formalin (50 mL)

Patients in a small

open-label trial affected by
migraine with an aura with
a high frequency of attacks

Rat anesthethesia induced
by pentobarbital (30 mg/
kg), propofol (30 mg/kg),
and midazolam (1.9 mg/kg)

Mice with painful diabetic
neuropathy induced by
streptozotocin (200 mg/kg)

Single-center, prospective,
randomized, single-blind,
placebo-controlled study
in patients with central
neuropathic pain and
multiple sclerosis

Rats with chronic epilepsy
induced by pilocarpine (380
mg/kg, i.p.) at 20 min after
administration of atropine
methylbromide (5 mg/

kg, i.p.)

Inflammatory pain in rats
induced by carrageenan
intraplantarly (at a 0.1-mL
volume)

Inflammatory pain in rats
induced by carrageenan
intraplantarly (1 mg/paw)

Randomized, double-blind,
placebo- controlled,
cross-over trial in patients
with central neuropathic
pain due to multiple
sclerosis

Inflammatory pain in rats
induced by carrageenan
intraplantarly (in a 0.1-mL
volume)

Mice with painful diabetic
neuropathy induced by
streptozotocin (150 mg/kg)
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Dose

Morphine, carbamazepine, ethosuximide,
chlor-diazepoxide, phenobarbital, phenytoin,
sodium valproate, gabapentin, lamotrigine,
oxcarbazepine, lev, tiagabine, topiramate,

and zonisamide were administered
subcutaneously (s.c.) in a 1.0- mL/kg volume in
rats and of 10 mL/kg in mice

Monotherapy of LEV at a dosage of 1,000 mg/
day for 6 months, starting with a dosage of 250
mg/day that was increased by 250 mg/week
until reaching the final dosage of 1,000 mg/day

LEV (100, 200, and 500 mg/kg). Measurements
were performed 5, 15, 25, 35, 45, 55, and

65 min after injection of the anesthetic or
sedative

A single dose of LEV i.p. 60, 300, and 900 mg/
kg for untreated mice and 20, 100, and 200
mg/kg for diabetic mice

LEV, 500 mg started. Treatment initiated with
one tablet twice daily during week 1, gradually
increasing to three tablets twice daily starting
from week 4, during the 3 months

LEV (30 mg/kg, i.p.) and valproic acid (VPA, 40
mg/kg, i.p.) administered daily for 1 week

LEV (2 mL-kg-1) per os (p.o.) body

weight (BW). Bicuculline, naloxone
hydrochloride, methysergide maleate, and
yohimbine, all of these

antagonists injected i.p. in a volume of 2 mL-kg-1

LEV, carrageenan, naloxone, yohimbine,
bicuculline, and caffeine were dissolved or
suspended in saline and injected in a final
volume of 0.1 mL/paw

Slow increase of the dose of LEV over a 15-day
period to 3,000 mg/day, during 6 weeks

LEV, paracetamol, ibuprofen, and celecoxib
were suspended in distilled water and
administered orally (p.o.) in a volume of 2
ml/kg. Caffeine was dissolved in saline and
injected (i.p.), also in a volume of 2 mL/kg BW

LEV, ibuprofen, aspirin, and paracetamol
were suspended in distilled water and
administered to mice by oral gavage (p.o.)
in a volume of 10 mL/kg BW

Conclusion

Suggests that the anticonvulsant and analgesic
efficacy of these drugs may be due to different
pharmacological mechanisms. Carbamazepine,
oxcarbazepine, lamotrigine, gabapentin, and
ethosuximide all produced statistically significant
analgesic effects in the formalin test, while
phenytoin, topiramate, zonisamide, phenobarbital,
tiagabine, valproate and LEV did not

LEV monotherapy was generally well-tolerated and
there were no serious adverse effects. LEV is effective
in preventing migraine with aura attacks; these
results suggest a possible role of LEV in the control of
physio-pathogenetic mechanisms of migraine aura

Pretreatment with LEV can blunt the reduction of

the nociceptive reflex threshold induced by small

doses of anesthetics. The antihyper-algesic effect
of LEV is drug-dependent

LEV (60, 300, and 900 mg/kg) did not affect
nociceptive threshold values in healthy control
mice; however, there were significant decreases
in the pain threshold latency in diabetic mice
compared with the intact group

Daily doses of 2,000-3,000 LEV mg are more
effective than a placebo for neuropathic pain, with
pain- reduction being greater after 3 months of
therapy. LEV is well- tolerated, acting beneficially
against central pain, thereby improving the quality
of life of patients with multiple sclerosis

LEV treatment effectively inhibited reactive
gliosis; these changes were accompanied by the
reduction of IL-1 and IL-1RI immunoreactivity. IL-1
plays a role in the development of neuronal cell
death after traumatic, ischemic, excitotoxic, and
seizure-induced brain injury

LEV (10-200 mg-kg-1; p.o.) caused a significant
dose-dependent reduction of carrageenan-induced
hyperalgesia. This effect is at least partly
mediated by a2-adrenoceptors, GABAA, opioid,
and 5-HT receptors

LEV demonstrated efficacy as a local peripheral
antinociceptive drug. This effect is mediated,

at least partly, through peripheral u-opioidergic,
a2A, C-adrenergic, A1 adenosine, and 5-HT1B/1D
receptors, but not through GABAA receptors

Effect in patients with a specific type of
spontaneous pain and without one type of evoked
pain indicates that LEV could work by suppressing
a pain generator, but that it exerts no effect in

a non-selected group of patients with central
neuropathic pain due to multiple sclerosis

Two-drug combinations of LEV with nonsteroidal
analgesic drugs (ibuprofen, celecoxib, and
paracetamol) caused a significant and
dose-dependent reduction of hyperalgesia, and LEV
was as equally potent as ibuprofen, about 3 times
more potent than paracetamol, and nearly 4 times
less potent than celecoxib in this model. LEV
possessed fewer pharmaco-kinetic interactions
LEV (10-100 mg/kg; p.o.), ibuprofen (2-50
mg/kg; p.o.), aspirin (5-75 mg/kg; p.o.), and
paracetamol (5-100 mg/kg; p.o.) gave rise to
a significant dose-dependent antinociceptive
effects. Levetiracetam exerted synergistic
interaction with ibuprofen/as-pirin/
para-cetamol in a mouse model of painful
diabetic neuropathy
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of LEV and concomitant treatments in the management of
neuropathic pain. The authors reported that the anticonvulsant
LEV exerted no effect in a non-selected group of patients with
central neuropathic pain due to multiple sclerosis.

Rossi et al.,®® reported the effects of LEV on central
neuropathic pain in multiple sclerosis subjects; they
performed a single-center, prospective, randomized, single-
blind, placebo-controlled study in a sample of patients
who were non-responsive or intolerant to the conventional
medications. Their data suggests that LEV is a well- tolerated
drug, and acts beneficially against central pain, thereby
improving the quality of life of patients with multiple
sclerosis.

The efficacy of LEV in the prophylactic treatment for migraine
was a small open-label trial conducted by Brighina et al.,””!
in which the patients were treated with LEV at a dosage of
1000 mg/d for 6 months. They found that LEV was generally
well tolerated and was effective in the treatment of migraine.

Mechanisms of action

A total of 32 studies focused on studying the use of LEV as
a drug for the treatment of epilepsy, neuronal damage, and
hyperalgesia were included in this review. These studies
suggest different mechanisms of action for LEV; however,
the pharmacodynamics of this drug has not been fully
elucidated. These studies provide evidence of the following
three major molecular targets: SV2A protein; inhibition of
Ca** N-type channels, and the neuromodulator action on
GABA, 5HT, o2-adrenergics, and u-opioidergic pathways.
The pharmacokinetic properties, effectiveness, high
tolerability, low interaction with other drugs, and various
mechanisms of action proposed for LEV have generated
great interest and have opened up novel avenues for
clinical research.

LEV binds to a unique binding site in the brain, the protein
SV2A, which is an integral membrane protein present in
synaptic vesicles and some neuroendocrinal cells.*”! The
expression of SV2 isoforms has been mapped at several sites
within the central nervous system (CNS) and is particularly
abundant in subcortical areas, such as the thalamus, basal
ganglia, cortex and hippocampus.*! The exact role of SV2A in
synaptic vesicle cycling and neurotransmitter release remains
uncertain. However, it is proposed that SV2A protein could
act as a transporter or could modulate the exocytosis of
transmitter-containing synaptic vesicles and modify synaptic
function. In animal models, Kaminski et al.,*¥ concluded that
SV2A deficiency may lead to an increased seizure vulnerability
and accelerated epileptogenesis, and the effectiveness of
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LEV in seizure models is mediated by the SV2A protein.
LEV does not appear to affect normal brain physiology;
thus, it is possible to modulate SV2A function only under
pathophysiological conditions. However, Nowack et al.,*!
found a correlation between increased SV2A expression
and changes in synaptic functioning, and suggested that too
much SV2 is as detrimental to neuronal function as too little
of it. On the other hand, Lynch et al.,’ conducted a study
in patients with a confirmed diagnosis of epilepsy, where in
the main purpose was to correlate the genetic variations in
the SV2A, SV2B, and SV2C proteins to LEV administration;
the authors found there was no relationship between the
common genetic variations of SV2A, SV2B, or SV2C and the
response to LEV during the assessment of susceptibility to

epilepsy.

In addition, LEV inhibits Ca?* N-type channels, reverses the
inhibition of negative allosteric modulators such as zinc
and beta-carbolines of GABA and glycine-gated currents,
and reduces calcium release from intraneuronal stores.
These mechanisms of action suggest that LEV possesses
neuroprotective properties.®!! LEV’s action could also be
related to its ability to hyperpolarize membrane potential via
K* channel activation and the inhibition of Ca** entry into
the cells.’? Vogl et al.,s! concluded that the SV2A ligand,
LEV, attenuates Ca?* current density in the superior cervical
ganglion neurons without exerting effects on the voltage
dependence of activation and inactivation. LEV increases
the presynaptic inhibitory effect of GABAergic neurons and
reduces the excitotoxic effect of glutaminergic neurons by
blocking N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. Kilicdag
et al.,”™ reported that LEV demonstrated the regulation
of amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid
(AMPA) receptor-mediated excitatory synaptic transmission
in the dentate gyrus of the hippocampus by acting on the
presynaptic P/Q-type voltage-dependent Ca?* channel,
thereby reducing glutamate release and inhibiting the
amplitude of excitatory postsynaptic current in the dentate
gyrus. Moreover, LEV possesses neuroprotective properties
through its ability to upregulate the expression of glial
Glutamate (Glu) transporters EAAT1/GLAST and EAAT2/
GLT-1.554

The antihyperalgesic effect of LEV and its mechanism
of action was studied by examining the involvement
of GABAergic, opioidergic, 5-hydroxytryptaminergic
(5-HTergic) and adrenergic systems in a rat model of
inflammatory pain in a study conducted by Micov
et al.’? The authors reported that the effect of LEV in
antihyperalgesia involves the indirect activation of central
and/or peripheral GABA pathways by augmenting GABAergic
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neurotransmission, decreasing noradrenaline levels via its
a2-adrenergic action, as well by modulating 5-HT levels
utlizing various 5-HT receptors. LEV also influenced the
U-opioidergic receptors because these also inhibit N-type
Ca?* channels in a voltage-dependent manner. These results
suggest that LEV possesses a broad spectrum of molecular
targets, rendering it difficult to elucidate its mechanism
of action.

We think that the mechanism of action of LEV comprises a
cascade of effects, that in the first instance, is exerted by
binding to protein SV2A, by modulating neuronal excitability,
and by generating various changes in the CNS. The different
effects of the administration of LEV lead us to think that
its pharmacodynamics involves various molecular targets,
but that these must be integrated into a single mechanism
of action by a single pathway. We need to generate new
avenues of research that is conducted with the main purpose
of clarifying the pharmacodynamics of LEV. This would be
of immense use in supporting the administration of this
antiepileptic drug as an alternative treatment to neuronal
damage and hyperalgesia.

Conclusion

LEV has been widely employed as an antiepileptic drug,
and novel new research avenues have proposed the use of
LEV as a neuroprotective and antihyperalgesic medication.
However, till date, its mechanism of action has not been fully
elucidated. This review proposes that the pharmacodynamics
of LEV should be viewed as a single pathway and not as
specific molecular targets that are utilized depending on the
physiological or pathological conditions. We need further
research to clarify the mechanism of action of LEV in order
to support the utilization of this drug for various novel
indications.
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Abstract: Background: The aim of this review was to identify the mechanisms by which serotonin
receptors involved at the central level are able to modulate the nociceptive response. Pain is a de-
fense mechanism of the body that entails physiological, anatomical, neurochemical, and psycho-
logical changes, and is defined as an unpleasant sensory and emotional experience with potential
risk of tissue damage, comprising the leading cause of appointments with Physicians worldwide.
Treatment for this symptom has generated several neuropharmacological lines of research, due to
the different types of pain and the various drugs employed to treat this condition. Serotonin [5-
HydroxyTryptamine (5-HT)] is a neurotransmitter with seven families (5-HT;—5-HT;) and ap-
proximately 15 receptor subtypes. Serotonin modulates neuronal activity; however, this neuro-
transmitter is related with a number of physiological processes, such as cardiovascular function,
gastric motility, renal function, efc. On the other hand, several researches reported that serotonin
modulates nociceptive response through 5-HT;, 5-HT,, 5-HT;, and 5-HT; receptors in the Central
Nervous System (CNS).

Method: In this review, a search was conducted on PubMed, ProQuest, EBSCO, and the Science
Citation Index for studies evaluating the effects of 5-HT;, 5-HT,, 5-HTj3, and 5-HT; receptors in the
CNS on the modulation of different types of pain.

Conclusion We concluded that 5-HT,, 5-HT,, 5-HT3, and 5-HT; receptors in the CNS modulate the
pain, but this depends on the distribution of the receptors, dose of agonists or antagonists, admini-
stration route, pain type and duration in order to inhibit, excite, or even maintain the nociceptive

response.

Keywords: Pain, 5-HT, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT5, central nervous system.

INTRODUCTION

Pain is a highly prevalent symptom in the majority of
diseases and is the leading cause of visits to the doctor [1].
Although, at present and to the best of our knowledge, exact
values are lacking, it is estimated that the prevalence of pain
is 25-40% in communities, rising to 71-88% within cities.
Pain, in itself, interferes with social, work, and professional
activities, as well as mood and the periods of sleep and
wakefulness of the patient, aspects that will definitely affect
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the quality of life of the person and their environment [2].
This represents an overload, not only for the health sector
due to the burden of care obligation and the consumption of
direct health resources (visits to Specialists, simple x-rays,
resonances, drugs, physical therapy, etc.), but also for the
economic and social sector because of its indirect impact on
the number of casualties and work disabilities. We may be
able to provide a general idea of the situation on analyzing
the total work produced, but only for musculoskeletal dis-
eases (one of the most common causes of chronic pain),
which represent the third most common cause of illness in
Mexico according to the World Health Organization in 2015.

The increasing use of aggressive treatment schemes
based on combinations of radio- and concomitant chemo-
therapy, altered fractionation, and dose escalation, make pain

©2018 Bentham Science Publishers
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a problem in daily clinical practice. However, it is important
to note that in 40% of cases, adequate pain control is not
achieved, indicating that the approach to a prevalent health
problem is not much effective [1].

Many different neurotransmitter systems have been im-
plicated in the transmission, processing, and control of pain
[3]. Serotonin (5-HydroxyTryptamine, [5-HT]) is a widely
distributed monoamine, in the periphery and in the Central
Nervous System (CNS) and is involved in numerous physio-
logical and behavioral disorders, such as major depression,
anxiety, schizophrenia, mania, autism, obesity, pain, efc. 5-
HT is synthesized from the amino acid L-tryptophan (from
the diet) by sequential hydroxylation and decarboxylation. It
is stored in presynaptic vesicles and released from nerve
terminals during neuronal firing. Serotoninergic neurons at
the CNS level are confined to the brainstem and are located
in the raphe nuclei. The neurons project to the majority of
the brain, including hippocampus, midbrain, prefrontal, pa-
rietal, and occipital cortical regions, cingulate cortex, thala-
mus, and cerebellum, whereas, 5-HT neurons in caudal raphe
nuclei project to cerebellum and spinal cord [4].

It has been established that the descending 5-HT path-
ways exert an inhibitory (descending inhibition) or facilita-
tory (descending facilitation) influence on the spinal process-
ing of nociceptive information, depending on acute or
chronic pain states and the type of receptor acted upon [5-7].
Based on pharmacological, structural, and transductional
characteristics, the 5-HT receptor family is divided into
seven subfamilies (5-HT,—5-HT;), comprising 15 receptor
subtypes, each of these corresponding to distinct genes. The
involvement of the diverse receptor subtypes in pain neuro-
transmission remains largely unknown. Indeed, the use of
relatively selective agonists and antagonists for these sub-
types has led to inconsistent results due to poor selectivity of
drugs and the diversity of experimental conditions [5, 8-10].

The peripheral pronociceptive role of 5-HT is well estab-
lished to date; in contrast, its action at the spinal cord level
and in supraspinal structures appears highly variable and
remains a matter of debate [3]. The exact roles of 5-HT re-
ceptors involved in pain at the spinal cord are unelucidated.
However, studies have revealed the presence of at least three
families of 5-HT receptors in the spinal cord (5-HT;, 5-HT>,
and 5-HTj3), with varying affinity for 5-HT, and recently the
5-HT; receptor has been postulated, which is also excitatory
and which has been linked with, among other things, cir-
cadian rhythms, thermoregulation, and migraine [11].

Successful pain management therefore requires therapeu-
tic strategies directed toward alleviating its affective attrib-
utes. The development of these strategies requires an under-
standing of the neurobiological mechanisms that modulate
the affective dimension of pain. The main purpose of this
review evaluated in detail the role of the 5-HT,, 5-HT,, 5-
HT;, and 5-HT; receptors as modulators of pain response in
the CNS.

ACTIVITY OF SEROTONINERGIC RECEPTORS IN
THE MODULATION OF PAIN 5-HT;

Serotonin is a neurotransmitter thought to be involved in
multiple functions and that includes the modulation of the
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sensory, autonomic, motor systems, arterial pressure, sexual
behavior, etc. 5-HT modulates spinal nociceptive transmis-
sion in a complex manner: it employs the involvement of
multiple 5-HT receptor subtypes and their specific localiza-
tion in the CNS [12]. The 5-HT; Gi/-coupled receptor fami-
lies are divided into A, B, C, D, E, and F subtypes [13-15].
5-HT, receptors are present in the whole spinal cord and in
the grey matter in all the areas examined; the major class of
5-HT receptor found in the dorsal horn is the 5-HT; family
[16, 17]. Many subtypes of 5-HT, receptors potentially con-
tributing to medullospinal pain regulation; the rostroventral
medial medulla provides the major 5-HT descending path-
way to the spinal superficial dorsal horn, the initial relay
point for nociceptive inputs into the CNS [3]. The SHT 5
receptor has been most studied as a modulator of pain, and it
appears to play a modulatory role in nociception, it has a
large distribution in the CNS rendering it possible for the
actions of selective agonists or antagonist for this receptor to
influence various spinal and supraspinal mechanisms that
modulate pain processes. 5-HT;, receptor RNA messenger
(mRNA) labeling was most pronounced in the olfactory
bulb, anterior hippocampal rudiment, septum, hippocampus,
entorhinal cortex, interpeduncular nucleus, thalamus, and in
the medullary raphe nuclei, and is widely distributed in the
spinal dorsal horn [18, 19]. 5-HT1A receptor appears to be
present in primary afferent nociceptive fibres, , in the ros-
troventromedial medulla as well as in the dorsal horn of spi-
nal cord, with 5-HT1A receptor highest density in lamina I
and II. [14, 20, 21]. Administration of 5-HT, 4 receptor ago-
nists in the spinal cord has produced both pro- and antiallo-
dynic effects [3]. The widespread presence of 5-HT A recep-
tors in the spinal cord and in dorsal and median raphe nuclei,
as well as in cortical and limbic areas, suggests a possible
involvement of these receptors in emotional states, cogni-
tion, and pain modulation [22]. Studies in nonhuman pri-
mates [23] and humans indicate that many areas involved in
the mediation or modulation of pain, such as the raphe nu-
cleus, amygdala, cingulate cortex, insula, and prefrontal cor-
tex, possess a high density of 5-HT,4 receptors [24-27]. In
raphe nuclei, the 5-HT 4 receptors are located in serotoniner-
gic cell bodies and dendrites and function as somatodendritic
autoreceptors [28]. Among the many types of serotonin re-
ceptors, the 5-HT, 5 receptor appears to be that which plays a
significant role mediating regulatory effects of pain [29, 30].
EI Yassir et al. [31] and Zemlan et al. [32] showed that both
5-HT;A and 5-HT;p receptors were implicated in nociception
at the dorsal-horn level. Indeed, 5-HT,4 receptors appear to
mimic the non-selective antinociceptive effects of serotonin,
while 5-HTp receptors mimic the selective effect.

Eide et al. [33] examined whether injection of 5-HT s
and 5-HT,p receptor agonists in mice had the ability to alter
the tail-flick reflex, and whether effects on the reflex latency
involve changes in tail skin temperature. These authors
found that in mouse, both 5-HT;, and 5-HTg receptor ago-
nists inhibit the nociceptive tail-flick reflex when adminis-
tered into the spinal subarachnoid space, and the effect does
not depend on changes in tail skin temperature. Ali et al.
[34] adopted a single route intrathecal (i.t.), microinjection in
anesthetized rats, while recordings were carried out from
dorsal horn neurons on drug application in both behavioral
and electrophysiological studies; the authors showed that 5-
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HT increased nociceptive responses and it is suggested that
this effect is associated with the activation of 5-HT;A recep-
tors. Activity at 5-HT,p receptors has the effect of suppress-
ing or reducing responsiveness. The increased responsive-
ness of dorsal-horn neurons to noxious stimulation associ-
ated with activity at 5-HT, receptors may be associated
either with increases in receptive field size, the promotion of
spinal nocifensive reflexes, or facilitation of rostral transmis-
sion to specific brainstem sites. Moreover, the modulatory
effects of 5-HTp receptor activation on wide-dynamic-range
neurons in the spinal cord were studied by Gjerstad et al.,
[35]; their results demonstrated that stimulation of the 5-
HT,g receptors may exert both pro- and antinociceptive ef-
fects on wide-dynamic-range neurons in the dorsal horn after
repeated electrical stimulation. Likewise, Zhang et al. [19]
reported that the excitability of dorsal-horn neurons and the
sensitivity of the neurons to i.t. 5-HT ;4 and 5-HT,p receptor
agonists might increase on following the inflammation
model. These authors employed an intraplantar (i.p.) injec-
tion of carrageenan, which is characterized by both rapid
onset and resolution of the inflammation that causes re-
stricted distribution of hyperalgesia.

Liu et al. [36] conducted a study to confirm which type
of 5-HT receptor was involved in the descending pathway of
antinociception from the brainstem to dorsal horn of the spi-
nal cord in rats. They reported that the 5-HT;, receptor, not
the 5-HT, nor the 5-HTj receptor, plays an important role in
the descending pathway of antinociception from brainstem to
spinal cord in intact rats, in rats with nerve injury, and in rats
with inflammation. Hains et al. [37] performed a study to
characterize the excitability of dorsal-horn neurons to 5-HT
and to 5-HT; and 5-HTj; receptor antagonists and agonists;
high densities of 5-HTj receptors are found in the substantia
gelatinosa, at all levels of the spinal cord and electrophysi-
ologic evidence demonstrates the plasticity of 5-HT systems
after spinal cord injury. In addition, they indicate the impor-
tance of 5-HT modulation in the attenuation of ensuing
chronic central pain.

Bonnefont et al. [38] made a study to investigate, accord-
ing to the nature of the noxious stimulus, the manner in
which the blockade of spinal 5-HT;, receptors could influ-
ence the antinociceptive actions of exogenous 5-HT, as well
as of two analgesics involving endogenous 5-HT: Paraceta-
mol and Venlafaxine. Their results showed that stimulation
of the spinal 5-HT;, receptors could mediate a dual influ-
ence on the integration of nociceptive mechanisms and the
stimulation of 5-HT 4 receptors utilizing exogenous 5-HT or
endogenous 5-HT mobilized by Paracetamol or Venlafaxine,
which can elicit antinociception in the formalin test.

The role of medullary and spinal 5-HT 4 receptors in the
endogenous regulation of neuropathic hypersensitivity was
studied by Wei et al. [39]; they concluded that administra-
tion of a selective 5-HT;s receptor antagonist, WAY-
100635, into the rostroventromedial medulla or systemically
produces selective attenuation of mechanical hypersensitiv-
ity in animals with experimental neuropathy and disinhibited
descending pathways, this leading to the attenuation of hy-
persensitivity. Jeong et al. [12] examined the spinal actions
of a range of 5-HT| agonists, including Sumatriptan, on acute
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pain, plus their effect on afferent-evoked synaptic transmis-
sion into superficial dorsal-horn neurons. These authors con-
cluded that at the cellular level, 5-HT;,, but not 5-HT;g, 5-
HTp, and 5-HT\f, receptor activation presynaptically inhib-
its primary afferent-evoked synaptic transmission in a sub-
population of lamina II superficial dorsal-horn neurons.

The findings displayed above raise the hypothesis that
the 5-HT;, receptor inhibits the nociceptive transmission
presynaptically, acting as an inhibitory autoreceptor, into the
laminae I and II of the dorsal horn by an up-downregulation
of 5-HT ;A receptors in the rostro ventromedial medulla. In
contrast, 5-HT g receptor can act as pro and nociceptive fa-
cilitator.

5-HT,

In rat brains, the highest levels of 5-HT,4 receptors are
found in the frontal cortex and other neocortical areas, claus-
trum, and olfactory tubercle [40] and exist in brainstem de-
scending pain-modulation pathways, including nucleus raphe
magnus, ventrolateral periaqueductal gray, and the spinal
dorsal horn, reticular formation, central grey, thalamus, cere-
bral cortex, and limbic structures [41-42]. 5-HT,A receptors
in the prefrontal cortex also play an important role in cogni-
tive functions, such as working memory, conditioned avoid-
ance, aversive classical conditioning, and visual discrimina-
tion [43]. Contrariwise, 5-HT,c receptor mRNA exhibits
widespread distribution in the locus coeruleus, retrorubral
area, substantia nigra pars compacta, ventral tegmental area,
periaqueductal gray, basal nucleus, parabigeminal nucleus,
and laterodorsal tegmental nucleus, and the 5-HT,¢ receptor
is involved in serotoninergic control of the catecholaminer-
gic and cholinergic areas.

Abbott et al. [44] conducted a study whose main purpose
was to identify the receptor subtype mediating synergistic
interaction between 5-HT and other inflammatory mediators;
they found that 5-HT,, antagonists may be effective as pe-
ripherally acting analgesic agents and/or analgesic adjuncts.
These analgesic actions would be expected to be specific to
situations in which 5-HT release contributes to the genera-
tion of pain; similar results were obtained with the 5-HT;
agonist. 5-HT; and 5-HT,¢ receptors have attracted interest
in that they play a role in the control of mood, motor behav-
ior, nociception, and endocrine secretion, because they are
colocalized in individual neurons and, in functional models,
they can modify each others’ actions. To help elucidate the
functional role of peripheral 5-HT,4 receptors, Van Steen-
winckel et al. [42] investigated their localization in lumbar
dorsal root ganglia employing immunocytochemistry; these
authors found that the majority of 5-HT,, receptor im-
munoreactivity in lumbar dorsal root ganglia is localized in
small- and medium-sized cell bodies, presumably nocicep-
tive.

Millan et al. [45] reported that activation of 5-HT,¢ re-
ceptors enhances 5-HT;, receptor modulation in tail- flick
model in rats, providing concrete support for the concept of
interplay between 5-HT;, and 5-HT,c receptors in the ex-
pression of their functional actions. Obata et al. [8] exam-
ined the antiallodynic effect of i.t.-administered serotonin
receptor agonists, including 5-HT;,, 5-HT g, 5-HT,, and 5-



4 Current Neuropharmacology, 2018, Vol. 16, No. 2

HT; receptor subtypes in an animal model utilizing spinal
nerve ligation; they reported that administration of the 5-HT),
receptor agonist demonstrated dose-dependent antiallodynic
actions with no associated motor weakness, this suggesting
that the 5-HT, receptor plays an essential role in spinal sup-
pression of neuropathic pain. Activation of 5-HT, receptors
in dorsal horn in the spinal cord possesses antiallodynic ac-
tion. The results are similar according to those of Sasaki et
al. [9]; these authors determined the subtypes of the spinal 5-
HT receptors involved in modulating nociceptive transmis-
sion in the formalin test, to better understand the pharmacol-
ogical mechanisms of 5-HT-induced antinociception. Their
results showed that DOI, a 5-HT,-receptor agonist (i.t.),
caused a dose-dependent reduction in the number of flinches
of the formalin-injected paw in both phases 1 and 2. Dorsal-
horn 5-HT, and 5-HTj; receptors, then, inhibit nociceptive
transmission in response to chemical inflammatory stimuli.

The expression of 5-HT,, receptor mRNA in the lumbar
spinal dorsal horn, the nucleus of raphe magnus, ventro-
lateral periaqueductal gray, and the dorsal raphe nucleus
following carrageenan inflammation utilizing the in situ hy-
bridization technique was evaluated by Zhang et al. [19];
these authors reported that one hour after Carrageenan injec-
tion, the expression of 5-HT,, receptor mRNA in ipsilateral
dorsal horn, bilateral nucleus of raphe magnus, ventrolateral
periaqueductal gray, and dorsal raphe nucleus was signifi-
cantly increased. Obata et al. [46] investigated the possible
involvement of other associated spinal receptor systems with
respect to the antiallodynic effect of a 5-HT, receptor ago-
nist; they reported that muscarinic receptors may be involved
in this effect. Doly et al. [47] analyzed the distribution of 5-
HT,a receptor in rat spinal cord by immunocytochemistry
employing an antibody directed against an N-terminal se-
quence of the receptor; these authors found that 5-HT, re-
ceptors were widely distributed in the whole spinal cord,
with particularly high expression in motoneuron groups, in
the sympathetic preganglionic cell group, and in the dorsal
horn, concluding that the 5-HT,, receptor localization is
mainly postsynaptic.

Obata et al. [48] evaluated the antiallodynic effects of i.t.
administration of 5-HT,c receptor agonists MK212, mCPP,
and TFMPP, in a rat model of neuropathic pain induced by
spinal nerve ligation; they concluded that i.t. administration
of each 5-HT,c receptor agonist produced antiallodynic ef-
fects in a dose-dependent manner. These results suggest that
stimulation of spinal 5-HT,c receptors produces antiallo-
dynic effects via a different mechanism from that of 5-HT;4
receptors. Nitada et al. [49] investigated the possible in-
volvement of the 5-HT,4 receptor in the pathogenesis of neu-
ropathic pain using chronic constriction injury of the sciatic
nerve in rats; their results indicated that the 5-HT,4 receptor
antagonist sarpogrelate, specifically ameliorated hyperalge-
sia without affecting the normal nociceptive reaction.

The role of peripheral serotonin SHT,, and SHT 4 recep-
tors on orofacial nocifensive behavioral activities evoked by
the injection of formalin into the masseter muscle was evalu-
ated in rat by Okamoto et al. [50]; they reported that local
administration of the SHT,, antagonist receptor, Ketanserin,
but not of the SHT;, antagonist receptor, Propranolol, into
rat masseter muscle significantly reduced the orofacial no-
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cifensive behavioral activity. Wei et al. [51] examined the
effects of intraplantar (i.p.) administration of the 5-HT,a
receptor antagonist, Ketanserin, on hyperalgesia, inflamma-
tion, and the expression of c-fos-like immunoreactivity in
spinal cord dorsal horn in the carrageenan model of inflam-
mation; these authors showed cellular evidence indicating
that peripheral 5-HT,4 receptors are involved in nociceptive
processing in the CNS and that they are responsible for the
production of neuronal activity at the level of spinal cord in
an inflammatory pain model. In addition, the 5-HT,4 recep-
tor and 5-HTg, 5-HTp, 5-HT>¢, 5-HTj3, and 5-HT; receptors
are also expressed in primary afferent nociceptors. Sasaki et
al. [10] in their study examined the effect of a selective 5-
HT,a receptor antagonist, Sarpogrelate, on the hyperalgesia
and allodynia induced by thermal injury in rats. They con-
cluded that the antagonist blocks 5-HT,, receptors at pri-
mary afferent fiber terminals in the periphery to inhibit pri-
mary thermal hyperalgesia and secondary mechanical allo-
dynia. Dorsal root ganglion neurons expressed 5-HT,4 recep-
tor mRNA, and stimulation of peripheral 5-HT,, receptors
produced thermal hyperalgesia.

Kayser et al. [52] used mutant mice, which do not ex-
press 5-HTs, 5-HTg, 5-HT,4, or 5-HT;4 receptors, as an
indirect approach to further assess the respective roles of
these receptors in the physiological control of nociceptive
responses in a wide range of noxious mechanical and ther-
mal stimuli and i.p. injection of formalin. 5-HT;5 and, to a
lesser degree 5-HT, 5 receptors, mediate an endogenous in-
hibitory control of nociception by 5-HT, whereas 5-HT;a
and 5-HTj; receptors play a role in formalin-induced hyperal-
gesia in male mice and, compared with paired wild-type
mice, 5-HT ;4 mutants exhibited increased sensitivity in the
hot-plate test. Concomitant decrease of 5-HT-mediated pro-
nociceptive influences can also be postulated as a result of 5-
HT,A receptor downregulation.

5-HT;,A receptor antagonists might aid in alleviating vari-
ous kinds of neuropathic pain. Van Steenwinckel et al. [42]
evaluated the effect of an epidural injection of MDL 11,939
(5-HT,4 receptor antagonist) on the appearance of mechani-
cal allodynia and hyperalgesia in model of peripheral neu-
ropathy; they reported that there was significant upregulation
of 5-HT,4 receptor immunoreactivity in the lumbar dorsal
horn and peripheral nociceptive cells after peripheral neu-
ropathy treatment. The 5-HT,, receptor is involved in wide
central sensitization of dorsal-horn neurons and in peripheral
sensitization of nociceptive neurons. The effect of MDL
11,939 on the mechanical hypersensitivity induced by anti-
neoplasic drug in rats was investigated by Thibault et al.
[53], they reported that 5-HT,, receptors also play a prono-
ciceptive role in the sensitization of peripheral nociceptors
and in spinal nociceptive processing. Studies to clarify the
mechanism of action of some drugs have been conducted.
Xie et al. [41] reported that Tramadol treatment alters 5-
HT,A receptor mRNA expression in brainstem nuclei and the
spinal dorsal horn, which may partially mediate the analgesic
effect of Tramadol.

Kupers et al. [43] investigated the role of the 5-HT,a
receptor system in pain processing. They found that the 5-
HT,a receptor plays a role in the processing of tonic heat
pain, but not in the processing of short, phasic heat pain



5-HT Receptors and Their Role in the Modulation of Pain

el SR

Current Neuropharmacology, 2018, Vol. 16, No. 2 5

=)

Leave  Tip, /06

d U

{

Depolarization T cAMP

g 4

Antinociception Antinociception Antinociception Antinociception

Pronociception

Pronociception Pronociception

Fig. (1). The 5-HT receptors are divided into 7 families (5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 and 5- HT7) that comprise 15 recep-
tor subtypes. The receptors involved in the nociceptive pathway are 5-HT1, 5- HT2, 5-HT3 and 5-HT7. 5-HT1 is coupled to the G i/o protein
and it reduces levels of cAMP generating anti and pronociceptive effects. 5-HT2 is coupled to the G gq/11 protein and its activation leads to
an increase of IP3 and DG levels, generating an antinociceptive effect. 5-HT3 is the only one that is not coupled to a G protein; instead this
receptor is a ligand-gated cation channel, when activated 5-HT3 depolarizes the neuronal membrane and causes antinociception but also 5-
HT3 can maintain the painful stimulus. 5.HT7 is coupled to G s protein, its activation generates an increase in the cAMP levels causing pro

and antinociceptive effects.

stimuli. 5-HT,4 receptors in discrete brain areas are involved
in the regulation of responses to tonic painful stimulation.
The correlations observed in prefrontal and posterior cingu-
late cortices suggest a possible role with respect to cognitive
evaluative appreciation and the emotional processing of pain

(Fig. 1).
5-HT,

Kilpatrick et al. [54] found 5-HT; binding sites in the
brain for the first time, and now it is known that it partici-
pates in a wide variety of functions including, notably, pain
modulation. The 5-HTj; receptor is a ligand-gated ion channel
that, when activated, gives rise to fast, depolarizing re-
sponses in neurons [55]. Depolarization of both the fibers
and the cell bodies of vagal afferents occurs in response to 5-
HT; receptor activation, activating a variety of second mes-
senger signaling systems and, through these, indirectly regu-
lating the function of ion channels involved in local, presyn-
aptic control of neurotransmitter release [56, 57]. 5-HT; re-
ceptor-mediated enhancement of 5-HT release has been re-
ported in brain regions, for example, hippocampus, frontal
cortex, hypothalamus, and raphe nucleus [58]. On the other
hand, there is 5-HTj; receptor expression in the medial preop-
tic area, dorsal tegmental nucleus, trochlear nerve nucleus,
and the facial nerve nucleus. The hybridization that exists
within dorsal root ganglia support a role for 5-HT; receptors

in the modulation of activity in primary sensory afferent fi-
bers and this is consistent with the role of 5-HTj; receptors in
sensory processing [59]. Nayak et al. [60] reported that 5-
HT; serotonin receptors are present in isolated terminals
from the corpus striatum, hippocampus, amygdala, and cere-
bellum of rat brain. 5-HT; receptor activation produces,
among other effects, postsynaptic depolarization of neurons
throughout the nuclei in the striatum and, in addition, affects
both spontaneous and evoked synaptic transmission [55]. A
significant proportion of 5-HT; binding sites (40%) are asso-
ciated with the terminals of unmyelinated primary afferents,
while others are found in intrinsic interneurons.

Comparison of the cellular population containing 5-HT34
and 5-HTs;g mRNA subunits demonstrated that the popula-
tion of peripheral neurons expressing the 5-HT;, subunit is
larger than that expressing the 5-HT3p subunit [61]. No func-
tional differences between the alternatively spliced 5-HT34
receptor subunits have been found to date; thus, is appears
unlikely that alternative splicing of this subunit contributes
to functional 5-HTj receptor heterogeneity [62]. Morales et
al. [63] reported the distribution in rat CNS of 5-HT; recep-
tor immunoreactivity; these authors found that it was present
in the forebrain (isocortex, olfactory regions, hippocampal
formation, and amygdala), brainstem (sensory and motor
nuclei, and nuclei of the reticular formation), and spinal cord
(dorsal and ventral horn). 5-HTj; innervation of the striatum
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modulates dopaminergic activity. Blandina et al. [64] indi-
cated that at least part of this interaction occurs by means of
the activation of a 5-HT; receptor, thus presenting, to our
knowledge, the first direct evidence of a functional role of a
5-HTj; receptor in brain.

Activation of 5-HTj; receptors produces a variety of ef-
fects, including membrane depolarization and increase in
intracellular Ca2+, modulation of neurotransmitter release,
excitation of central and peripheral neurons, and release of 5-
HT from enterochromaffin cells of the small intestine [65].
5-HT; receptors may increase spontaneous release by pro-
ducing localized depolarization of the presynaptic terminal,
leading to an increased influx of Ca’" through voltage-
sensitive Ca®’ channels [55]. 5-HT; receptors, in particular,
are most closely related with the ACh receptor, and these
receptors are present in the central and peripheral nervous
systems [59]. Activation of the 5-HT; receptor opens the
cation channel of the 5-HTj; receptor, which becomes perme-
able, preferentially to Na+ and K+, but also to Ca>" and other
cations including the organic cation guanidinium [66]. 5-HTj;
receptors are expressed in GABAergic interneurons; there-
fore, it is likely that 5-HT; receptors are localized in
GABAergic nerve terminals in the basolateral amygdala,
modulating synaptic GABA transmission [67]. GABA an-
tagonists block the action of 5-HT;. Tecott et al. [58] have
shown that the distribution of the 5-HT;A subunit closely
resembles that of 5-HT;-receptor binding sites; these authors
suggest that the scattered distribution of the 5-HT; receptor
in forebrain may reflect expression in Gamma AminoButyric
Acid (GABA)ergic interneurons. 5-HT; receptors have been
suggested to be involved in dopamine release, both in the
striatum and in the nucleus accumbens [68]. In the spinal
cord, 5-HT; immunoreactivity was concentrated in the super-
ficial layers of the dorsal horn in lamina I/III [69], where
high densities of 5-HT;-receptor binding sites had previously
been detected [56]. In addition to the postsynaptic localiza-
tion of 5-HTj; receptors in interneurons, 5-HTj; receptors can
also be found in presynaptic terminals [67].

Alhaider et al. [70] demonstrated that 5-HT; receptors in
intrinsic spinal cord neurons inhibit nociceptive spinal
transmission in both behavioral (in mouse) and electrophysi-
ological (in rat) tests. Glaum et al. [55] reported that the an-
tinociceptive effects of 5-HT in both the tail-flick and hot-
plate tests were blocked following i.t. application of 5-HTj;
receptor antagonist ICS 205-930. 5-HT; receptors are associ-
ated with the sensory endings of primary afferents, and there
is good evidence that ICS 205-930 have antinociceptive ac-
tions at this site [71]. 5-HT; receptors mediated serotonergic
control of noxious transmission in the spinal cord. The re-
sponses of wide-dynamic-range (nociceptive) spinal dorsal-
horn neurons to subcutaneous (s.c.) injection of formalin,
and the electrically evoked responses of such neurons fol-
lowing intra plantar injection of carrageenan as inflamma-
tory stimuli, was studied by Green ef al. [72]. The authors’
results revealed that, in normal animals with no inflamma-
tion, blocking the 5-HT; receptors exerted no significant
effect on the electrically evoked responses of spinal dorsal-
horn neurons. Moore and Weinreich [73] reported that 5-HT,
a proinflammatory neurotransmitter, can activate 5-HT; re-
ceptors to depolarize vagal afferent neurons, whereas 5-HT,

Cortes-Altamirano et al.

and 5-HT, receptor subtypes bear highest affinity for the
endogenous ligand and are thought to exert an overall anti-
nociceptive action, and models of persistent pain have sug-
gested a role for 5-HT; receptor activation in the mainte-
nance of pain [74]. 5-HT; receptor could contribute to any
central plasticity that accompanies this injury state, and the
hyperalgesia and allodynia manifested after tissue injury
involves different peripheral and/or central mechanisms [75].

Given that 5-HT; receptor is a ligand gated ion channel,
its pharmacology has been more studied than that of the
other receptors. Camilleri and Boeckxstaens [76] reviewed a
variety of studies regarding the treatment of abdominal pain
in the irritable bowel syndrome (IBS) including 5-HT3 an-
tagonists’ alosetron and ramosetron, concluding that they
were effective in treating this type of pain.

5-HT facilitates persistent pain-like states via the activa-
tion of 5-HTj; receptors, most likely due to an increased, de-
scending serotonergic drive from higher centers in the brain
and, in particular, in the rostral ventromedial medulla [68].
At the spinal cord level, blocking 5-HT; receptors reversed
the increase in hypersensitivity induced by amygdaloidal
administration of a low dose of glutamate. This finding sug-
gests that spinal 5-HT; receptors mediated the central nu-
cleus of the amygdala (CEA)-induced increase of neuro-
pathic hypersensitivity [77]. In summary, presynaptic 5-HTj;
receptors increase neurotransmitter release whereas postsyn-
aptic 5-HT; receptors increase activity of both projection
neurons and inhibitory interneurons.

5-HT,

5-HT; receptors comprise the most recently described
members of the serotonin receptor family. An increasing
number of studies have described the distribution of 5-HT,
receptor in rodents by utilizing immunohistochemical tech-
niques [78-81]. These reports showed that the protein distri-
bution is similar to that of the mRNA, with highest abun-
dance in the thalamus, hypothalamus, and hippocampus [4,
82]. The 5-HT;4 isoform predominates, followed by the 5-
HT;p splice variant, while 5-HT;¢ and the 5-HT;p isoforms
are least frequently expressed [83], the 5-HT;4 receptor was
the first splice variant cloned from human with a predicted
length of 445 amino acids. In the spinal cord, 5-HT; recep-
tors were mainly found in the superficial laminae I and II of
the dorsal horn, postsynaptically in local interneurons, and
presynaptically in peptidergic fibers and in astrocytes [84].
Electron microscopic examination of the dorsal horn further
revealed three main localizations: postsynaptic localization
in peptidergic cell bodies and in numerous dendrites; presyn-
aptic localization in unmyelinated and thin myelinated pep-
tidergic fibers and in astrocytes [85], the pharmacological
profile of 5-HT; receptors is quite similar to that of the 5-
HT A receptors subtype [86].

Five major properties appear to define the 5-HT; receptor
and differentiate it from other 5-HT receptors as follows:
limited sequence homology; presence and location of at least
two introns; existence of an eighth hydrophobic domain;
high-affinity binding of 5-HT, and positive coupling to
adenylyl cyclase [87]. 5-HT; receptors stimulate cAMP for-
mation by activating adenylyl cyclases via a stimulatory Gs-
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protein, which also leads to Ras-dependent activation of the
extracellular, signal-regulated kinases [88]. Activation of 5-
HT; receptors directly stimulates extracellular signal-
regulated kinase in hippocampal neurons [89], an effect that
can be of importance for hippocampal function and mood
regulation [4]. 5-HT; receptors appear to be mainly associ-
ated with limbic brain divisions receiving serotoninergic
inputs (e.g., the hippocampus, amygdaloid complex, or
mammillary nuclei). This suggests that 5-HT; receptors are
also involved in sleep induction and hypothermia, learning,
mood, and in neuroendocrine or vegetative behaviors, and
such observations were confirmed in a mouse strain with a
disrupted 5-HT, gene [86, 90]. Certain behavioral stimuli can
trigger the electrical activity of the dorsal raphe nucleus,
leading to 5-HT release and subsequent activation of 5-HT,
receptors in both the dorsal raphe nucleus and the medial
raphe nucleus, which ultimately results in 5-HT release in
the CNS [84].

Rocha-Gonzalez et al. [91] conducted a study in which
the main purpose was to determine the possible participation
of local peripheral and spinal 5-HT; receptors in formalin-
induced nociception, employing electrophysiological, immu-
nohistochemical, and behavioral data, the authors suggest a
pronociceptive role for the 5-HT; receptor in the dorsal horn
of the spinal cord. Microinjection of formalin was preceded
by either local or spinal administration of SB-269970 and/or
5-HT, both known for their antinociceptive activity, which
significantly reduced formalin-induced flinching, while local
5-HT or 5-CT dose-dependently augmented the formalin-
induced nociceptive behavior. On the other hand, the role of
spinal 5-HT; receptors in the antinociceptive effects of sys-
temic morphine was elucidated in a study conducted by
Drogul and Seyrek [92], these authors reported that systemi-
cally administered morphine activates the descending sero-
tonergic pathways and that 5-HT; receptors in the spinal cord
play an important role in systemic morphine antinociception.
Brenchat et al. [93] evaluated the potential role of the 5-HT;
receptor in nociception associated with a sensitizing stimulus
in mice; intrinsic efficacy as an activator of human 5-HT,
receptors and the selectivity of 5-HT; receptor agonists used
were also investigated. Their results showed that 5-HT re-
ceptors participate in antinociceptive mechanisms and 5-HT,
receptor blockade by i.t. administration of SB-269970, inhib-
iting the antinociceptive effect of systemic morphine in the
tail-flick test. The following year, Brenchat et al. [94] exam-
ined whether 5-HT; receptors participates in some modula-
tory control of nerve injury-evoked mechanical hypersensi-
tivity and thermal hyperalgesia in mice. These authors found
a significant increase of 5-HT; immunoreactivity in laminae
I-IT and III-V of the dorsal horn on the ipsilateral side of the
spinal cord 11 days after nerve injury. In the case of 5-HT,
receptors, a recent study found that systemic administration
of 5-HT; receptor agonists reduced mechanical hypersensi-
tivity in nerve-injured mice, suggesting that 5-HT; receptors
play an antinociceptive role. Studies suggest that spinal 5-
HT; receptors may play a pronociceptive, rather than an an-
tinociceptive, role [82]. Likewise, systemic and spinal ad-
ministration of the selective 5-HT; receptor antagonist SB-
269970 reduces the tactile allodynia induced by L5/L6 spinal
nerve ligation, and 5-HT; receptors possess a pronociceptive
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role in this type of pain spinal nerve ligation, which leads to
a reduction in the level of 5-HT; receptors [95].

The analgesic effect of morphine co-administered with
the selective 5-HT; receptor agonist E-55888, the antagonist
SB-258719, or both, was evaluated by Brenchat et al. [96].
They reported on 5-HT; receptors in opioid analgesia and
pointed out a potential use of 5-HT; receptor agonists as ad-
juvants of opioid analgesia; systemic administration of a
selective 5-HT; receptor agonist per se is not sufficient to
reproduce the antinociception exerted by opioids in acute
thermal nociceptive models. The respective roles of periph-
eral and spinal 5-HT; receptors in the modulation of me-
chanical hypersensitivity were investigated under two differ-
ent experimental pain conditions by Brenchat et al. [97];
they demonstrated that activation of 5-HT; receptors exerts
antinociceptive effects at the spinal cord level and pronoci-
ceptive effects at the periphery. A previous study at the light
microscope level revealed that 5-HT; receptors co-localize
with GABA in neurons of the spinal-cord dorsal horn [93],
and it has been reported that spinal GABAergic interneurons
are involved in 5-HT; receptor-mediated antinociception.
Dogrul et al. [98] investigated the role of descending sero-
tonergic pathways and spinal 5-HT; receptors compared with
5-HT; and 5-HT,4 receptors in terms of the antinociceptive
and antihyperalgesic effects of Paracetamol; they reported
that activation of descending serotonergic pathways and spi-
nal 5-HT; receptors following systemic administration of
Paracetamol produces antinociceptive and antihyperalgesic
effects, and that the 5-HT; receptor antagonist blocks the
antinociceptive and antihyperalgesic effects of systemic
Paracetamol, indicating a novel role of spinal 5-HT; recep-
tors in the mechanism of action of Paracetamol. The role of
spinal 5-HT and 5-HTyss; receptors in the long-term secon-
dary mechanical allodynia and hyperalgesia induced by for-
malin in rat comprised a study conducted by Godinez-
Chaparro et al. [99]; these authors showed that formalin ac-
tivates a descending serotonergic system, which releases 5-
HT at the spinal cord and contributes to the development and
maintenance of secondary allodynia and hyperalgesia.
Viguier et al. [100] investigated how 5-HT; receptors con-
tribute to neuropathic pain modulation by using potent 5-HT;
receptors antagonist (SB-269970) and/or agonists (MSD-5a,
AS-19, E-55888) in rats with unilateral ligations of the sci-
atic nerve or the infraorbital nerve, reporting that 5-HT; re-
ceptors mediated inhibitory control of the neuropathic pain
underlying the excitation of GABAergic interneurons within
the dorsal horn. Yang et al. [101] compared the role of 5-
HT; receptors and the influence of descending serotonergic
modulation between formalin- and carrageenan-induced in-
flammatory pain; they concluded that activation of 5-HT;
receptors exerted a significant antinociceptive effect on for-
malin- induced pain, but no effect on carrageenan-induced
pain, indicating differences in the involvement of 5-HT; re-
ceptors according to the pain modality, (Fig. 2).

DISCUSSION

Multiple 5-HT receptors exist in the central nervous sys-
tem, and the serotonin in the raphe-spinal pathway has been
implicated in playing an important role in analgesia. The
main purpose of this review was to analyze the modulation
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Fig. (2). The dorsal horn is the area that receives the painful stimuli; it is divided into five Rexed laminae. The 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3 and 5-
HT?7 receptors are mainly located in the lamina I and II. The receptor involved in antinociception (5-HT1A, 5-HT2 and 5-HT7) receptors are
mainly expressed in the lamina I, also known as marginal zone. This lamina is mostly innervated by A-d fibers. In the lamina II, substantia
gelatinosa, the receptors involved in pronociception (5-HT1B, 5-HT3 and 5-HT7) are expressed. This lamina is innervated by C fibers.

of pain by 5-HT,, 5-HT,, 5-HTj3, and 5-HT; receptors at the
central level. A total of 70 studies from different authors
were evaluated, and we found certain differences and com-
monalties among these studies.

Several lines of evidence have implicated a role for the
serotonin-containing component of the raphe-spinal system
in modulating nociception. Medullary nucleus raphe magnus
is thought to be a major source of the descending serotonin
that contains fibers terminating in the spinal cord [102]. The
physiological functions of the spinal cord and the impact of
5-HT on these are distributed in the following four areas: the
first is the dorsal horn, which corresponds to primary relay
of nociceptive inputs; the intermediolateral cell column from
which originate the sympathetic preganglionic neurons is the
second area, the third area is the central canal that might be
involved in exchanges with the cerebrospinal fluid, and the
last area is the ventral horn, which is implicated in motor
functions [37]. Serotonin-containing axons descending from
the brainstem are known to terminate in the ventral horn and
in the intermediolateral column, as well as in the dorsal horn
[103]. At the cellular level, 5-HT produces both pre- and
postsynaptic inhibition and excitation within the spinal and
trigeminal superficial dorsal horn [12, 104-108].

Different techniques, drugs, and pain models have been
employed to determine the distribution of the different sero-

tonergic receptors that are able to modulate the nociceptive
response mediated by the descending system at the spinal
cord and the presence of 5-HT;, 5-HT,, 5-HT3, and 5-HT,
receptors in different amounts and at different levels was
reported with the majority of these studies implicating these
receptors in pain inhibition. However, these studies mention
the involvement of these receptors in hyperalgesia, or even
in maintaining the painful stimulus. Furthermore, there have
been different pain models that have attempted to explain the
involvement of serotonergic receptors in the nociceptive
response (the tail-flick test, the hot-plate test, the formalin
test, the carrageenan test, etc.); these studies reported that the
type of pain (acute pain, inflammatory pain, neuropathic
pain, tonic pain, or chronic pain) determine which and how
the serotoninergic receptors participate. Investigation with
administration agonists or antagonists regarding 5-HT recep-
tors showed that the anti- or hyperalgesic effect depends on
the drug dose in all of the receptors. Finally, several authors
have reported that the participation of serotonergic receptors
depends on pain duration, and different serotonergic recep-
tors may even participate in conjunction to inhibit, excite, or
maintain the painful stimulus. In summary, there are impor-
tant points to consider in order to understand how pain is
modulated by serotonergic receptors in the central nervous
system as follows: (i) the distribution of the different sero-
tonergic receptors in the raphe-spinal pathway; (ii) the dose
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of agonists or antagonists on terms of the 5-HT receptors;
(iii) the route of administration of agonists or antagonists
with respect to the 5S-HT receptors; (iv) the type of pain, and
(v) pain duration. We think it necessary to engage in novel
lines of investigation to clarify the involvement of 5-HT re-
ceptors in the modulation of pain considering the abovemen-
tioned points. The knowledge generated with future research
could be used for generating new drugs and therapies to re-
duce pain and to improve the quality of life of patients.

CONCLUSION

We concluded that 5-HT,, 5-HT,, 5-HT3, and 5-HT; re-

ceptors in the CNS intervene in the modulation of pain, but
this modulation depends on the distribution of the receptors,
the dose of agonists or antagonists, the route of administra-
tion, and the type and duration of pain required to inhibit,
excite, or even maintain the nociceptive response.
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Background: Levetiracetam (LEV) is a novel anticonvulsant with proven antinociceptive properties.
However, the antinociceptive and pronociceptive effect of this drug has not yet been fully elucidated in a
tonic pain model.

Methods: Thirty-six male rats (Wistar) were randomized into six groups and underwent the formalin test
as follows: rats in the control group were administered 50 L of 1% formalin in the paw; sham-group rats
were administered 50 L of saline in the paw to mimick the application of formalin; the four
experimental groups were administered LEV intragastrically (ig) (50, 100, 200 and 300 mg/kg), and
40 min later 50 pL of 1% formalin was injected in the paw.

Results: LEV exhibited antinociceptive effect in the 300 mg/kg LEV group (p < 0.05) and a pronociceptive

Keywords:
Levetiracetam
Antinociceptive
Pronociceptive

Tonic pain effect in the 100 mg/kg LEV group (p < 0.05) and in the 50 mg/kg LEV group (p < 0.001).
Rat Conclusions: The antinociceptive and pronociceptive effect of LEV in a tonic pain model is dose-
dependent.
© 2017 Institute of Pharmacology, Polish Academy of Sciences. Published by Elsevier Sp. z o0.0. All rights
reserved.
Introduction employed in the treatment of epilepsy, but several studies have

The International Association for the Study of Pain (IASP)
defines pain as “an unpleasant sensory and emotional experience
associated with actual or potential tissue damage, or described in
terms of such damage” [1]. However, because of the vast
complexity of this phenomenon, this definition does not cover
its whole biological and chemical components. Even though pain
provides us with an alarm system that allows us to recognize
potential threats or dangers, when it becomes pathological
(chronic pain, cancer-related pain, phantom limb pain), it becomes
necessary to control the pain. Because of the complexity of pain,
pain management has proven to be challenging.

Levetiracetam (LEV) is a novel antiepileptic drug (AED) that has
favorable pharmacological characteristics as follows: low potential
for interaction; short elimination half-life; no active metabolites,
and no major negative effects on cognition [2]. LEV is mainly

* Corresponding author.
E-mail address: alfal360@yahoo.com.mx (A. Alfaro-Rodriguez).

https://doi.org/10.1016/j.pharep.2017.09.007

proved that it also possesses neuroprotective [3] and antinoci-
ceptive effect, the latter with some controversy. Researchers have
tested the antinociceptive effect of LEV in an animal model for
inflammatory pain with the proinflammatory compound carra-
geenan and have also used the model of painful diabetic
neuropathy, employing the “hot-plate test” and the radiant-heat
“tail-flick test” [4-8]. However, to date, the antinociceptive and
pronociceptive effect have not been demonstrated in a tonic pain
model.

The formalin test is a model of tonic pain that is valid and
widely employed for the investigation of drugs with antinocicep-
tive and antihyperalgesic activity [9], in addition to it being a
model that has a great resemblance to clinical conditions [10]. The
formalin test is different from the majority of models of pain in that
it is possible to measure the way an animal responds to moderate,
persistent pain caused by the injured tissue. The formalin test
provides a more valid model for clinical pain than tests with phasic
mechanical or thermal stimuli; further a formalin injection
induces a state of tonic pain that comprises a better approximation
to clinical conditions [11].

1734-1140/© 2017 Institute of Pharmacology, Polish Academy of Sciences. Published by Elsevier Sp. z o.o. All rights reserved.


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.pharep.2017.09.007&domain=pdf
mailto:alfa1360@yahoo.com.mx
https://doi.org/10.1016/j.pharep.2017.09.007
https://doi.org/10.1016/j.pharep.2017.09.007
http://www.sciencedirect.com/science/journal/17341140
www.elsevier.com/locate/pharep

386 J.L. Cortes-Altamirano et al./ Pharmacological Reports 70 (2018) 385-389

To date, the mechanism of action of LEV has not been fully
elucidated. There is evidence that it binds to synaptic vesicle protein
SV2A, where it is hypothesized to interfere with neurotransmitter
release [12]. LEV has a broad spectrum of molecular targets; it
inhibits neuronal hypersynchronization and inhibits N-type Ca®*
channels [13,14]. There is a lack of information on the dosage of LEV
in a tonic pain model. Therefore, the main purpose of this research
was to assess the antinociceptive and pronociceptive effect of LEV in
a tonic pain model by using the formalin test.

Materials and methods

Thirty-six male Wistar rats (Rattus norvegicus) (250 g) were used;
the animals were maintained under controlled laboratory con-
ditions under a 12-h light/12-h dark cycle at 22 °C and were given
food and water ad libitum. The animals were treated according to
the Guide for the Care and Use of Experimental Animals and under
Official Mexican Standard NOM-062-Z00-1999.10 [15]. Similarly,
all experiments complied with the Guidelines on Ethical Standards
for Investigation of Experimental Pain in Animals [16].

To evaluate the antihyperalgesic effect of LEV in a tonic model of
pain, the rats were divided into the following six groups: Control
group (n=6) was administered 50 L of a 1% formalin solution
subcutaneously (sc) in the dorsal hind-paw; Sham group (n=6)
was administered 50 L of a saline solution through an sc injection
to mimic the application of formalin; the experimental groups
were treated with a single dose of LEV (Keppra™, ucb L059, (S)-
a-ethyl-2-oxo-pyrrolidine acetamide, UCB Pharma, Torino, Italy)
each one with one dose (50, 100, 200, and 300 mg/kg). LEV was
administered intragastrically (ig) through a special cannula
(Gavage needle 22 g with a ball tip needle to prevent damage of
the esophagus and prevent it from passing through the glottal
opening into the trachea) for the rat species 40 min prior to the sc
injection of 50 L of a 1% formalin solution.

The model for evaluating nociception employed in this study
was the formalin test [17]. Rats were adapted to this test following
the same procedure as the test itself 5 days before the injection of
formalin. Rats were first adapted for 30 min in a cylindrical plastic
chamber to allow them to become accustomed to their surround-
ings, and a mirror with a 45-degree angle was placed behind the
chamber to allow an unimpeded view of the animals’ paws.
Formalin 1% (50 wL) was injected subcutaneously (sc) into the
dorsal surface of the dorsal hind-paw of the rat with a 30-gauge

needle. The animals were then placed into the chambers, and
nociceptive behavior was observed immediately after the formalin
injection. Nociceptive behavior was quantified as the number of
flinches of the injected paws during 1-min periods every 5 min, up
to 60 min after injection. Formalin induces nociception in a
biphasic manner, as previously reported [18]. These phases were
defined as follows: phase 1, acute phase from 0 to 10 min, and
phase 2, tonic phase from 15 to 60 min.

Normality tests were performed for all variables examined. The
values obtained were expressed as mean values + Standard Errors
of the Mean (SEM). For the time-course data, student’s t-test was
used, and for the results of the formalin test, one-way Analysis of
Variance (ANOVA) was conducted and the post-hoc Tukey test was
utilized; p values of <0.05 were considered as statistically
significant differences between the samples. Statistical analysis
was performed using SPSS (ver. IBM SPSS Statistics 19.0.1, USA)
statistical software.

Results

Formalin subcutaneously injected into the hind paw induces a
biphasic nociceptive response. Following the formalin injection,
the Control and Experimental groups demonstrated typical
biphasic nociceptive responses. The Sham group showed flinches
only in min 0 and 5, which shows that the nociceptive responses
were caused by the formalin instead of the puncture of the needle.
Figs. 1 and 2 depict the typical curves of the formalin test; the X-
axis illustrates the minutes registered and the Y-axis shows the
number of flinches recorded. Fig. 1 shows the higher doses
employed in this study (200 and 300 mg/kg); when comparing
each minute by student’s t-test, significant differences were found
between the Control group and LEV 300 mg/kg group at minutes
20 (p<0.01), 25 (p < 0.05), and 35 (p < 0.05); significant differ-
ences were also found between LEV 200 mg/kg and LEV 300 mg/kg
at minutes 15 (p < 0.05), 20 (p < 0.05) and 25 (p < 0.05). The curves
presented by the lower doses employed in this study (50 and
100 mg/kg) are depicted in Fig. 2; significant differences were
found between the Control group and LEV 50 mg/kg group in
minutes 30 (p < 0.05), 35 (p < 0.01),40 (p < 0.01),50 (p < 0.05) and
60 (p < 0.01); significant differences were also found between the
Control group and LEV 100 mg/kg only in minute 30 (p < 0.05).

Fig. 3 shows the cumulative flinches recorded for each group
separated in Phase 1 (0-10 min) and Phase 2 (15-60 min) in the

40
& LEV 200 mg/kg
35 LEV 300 mg/kg
-~ Control
304 -+ Sham
8 25
K=
[%]
£
w204
o
(=]
2 151
104
5-
v-5

Time (min)

Fig.1. Effect of high doses (300 and 200 mg/kg) of Levetiracetam (ig) on paw flinches induced by injection of 1% formalin. The curves were constructed by plotting the mean of
the nociceptive response (flinches) every 5 min for 60 min (n=6 per group). Data analyzed by Student’s t-tests and are expressed as Mean + Standard Errors of the Mean

(SEM).
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Fig. 2. Effect of low doses (100 and 50 mg/kg) of Levetiracetam (ig) on paw flinches induced by injection of 1% formalin. The curves were constructed by plotting the mean of
the nociceptive response (flinches) every 5 min for 60 min (n=6 per group). Data analyzed by Student’s t-tests and are expressed as Mean =+ Standard Errors of the Mean

(SEM).

ascending order. By using one-way ANOVA, significant differences
were found in Phase I (F=3.95, df=5, p<0.05). A significant
decrease was found only in the Sham group (p < 0.05). One-way
ANOVA revealed significant differences in Phase Il (F = 58.21, df = 5,
p <0.001). The administration of LEV 300 mg/kg significantly
reduced cumulative flinches (p <0.01); LEV 200 mg/kg did not
show significant differences when compared to the Control group;
LEV 100 and 50 mg/kg both significantly augmented cumulative
flinches (p < 0.05 and p < 0.001 respectively), and the Sham group
presented zero flinches (p < 0.001).

Discussion

The aim of this study was to assess the antinociceptive and
pronociceptive effect of LEV when administered ig in a tonic pain

model. Our results showed both an antinociceptive effect in a

300 mg/kg LEV and a pronociceptive effect in a 100 mg/kg and
50 mg/kg of LEV when we administered LEV ig in a model of
persistent pain, while a dose of 200 mg/kg of LEV showed no
difference from the Control group.

Micov et al. [5] reported the antihyperalgesic effect of LEV
in rats subjected to the inflammatory pain model at doses of
200 mg/kg of LEV. In our study, we did not find antinociceptive
effects at this dose due to the model and the duration of the test, in
that the authors found that antihyperalgesic effects were observed
at 120 min of the test. Strolin Benedetti et al. [19] conducted a
study in which LEV pharmacokinetics and metabolism in mouse,
rat, rabbit, and dog after a single oral dose were investigated. The
authors reported that the C max (54.7 pg/ml) of this drug in male
rats was observed at 40 min of oral administration at a dose of
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Fig. 3. Comparison of the cumulative flinches of the animals per group per phase in the formalin test. Phase 1 begins immediately after the injection of formalin (0-15 min);
significant differences were found only in the Sham group. Phase 2 comprised minutes 20 to 60. Levetiracetam (ig) at 300 mg/kg significantly reduced the nociceptive
response (flinches); when administered at lower doses (100 and 50 mg/kg) it increased the number of flinches (n=6 per group) (vs. Control, F=58.21, df=5, *p < 0.05,
*p < 0.01, **p < 0.001). Data are presented in the ascending order as Mean =+ Standard Errors of the Mean (SEM) and are analyzed by one-way ANOVA.
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54 mg/kg. This fact is very important when designing the
experimental phase; we waited 40 min after administration to
ensure that the drug was present in the brain and to ensure that it
could exert the antinociceptive or pronociceptive effect on the
Central Nervous System (CNS). Micov et al. [8] proposed that the
antihyperalgesic effect of LEV is modulated by a;-adrenoceptors,
GABAA, opioids, and finally, by the 5-HT; receptor. Serotonin (5-
HT) pathways exert an inhibitory (descending inhibition) or
facilitator (descending facilitation) influence on the spinal
processing of nociceptive input, depending on acute or chronic
pain states and the type of receptor acted upon [20-22]. However,
5-HT modulates spinal nociceptive transmission in a complex
manner, employing the involvement of multiple 5-HT receptor
subtypes and their specific localization in the CNS [23]. 5-HT;
family receptors are present in the whole spinal cord and in the
grey matter in all the areas examined, and it is the major class of
5-HT receptor found in the dorsal horn [24,25]. Eide et al. [26]
examined whether the administration of 5-HT;s and 5-HT;p
receptor agonists in mice could alter the tail-flick reflex and
whether the effects on reflex latency involve changes in tail-skin
temperature; the authors found that in the mouse, both 5-HT,5
and 5-HT; receptor agonists inhibit the nociceptive tail-flick reflex
when injected into the spinal subarachnoid space, and that the
effect does not depend on changes in tail-skin temperature.

We think that perhaps 5-HT; receptors participate in the
antinociceptive modulation of LEV at high doses. Zhang et al. [27]
reported that the excitability of dorsal horn neurons and the
sensitivity of the neurons to intrathecal 5-HT; receptor agonists
might increase following the inflammation model. The authors
used an intraplantar injection of carrageenan, which presents a
rapid onset and a resolution of inflammation that provokes a
restricted distribution of hyperalgesia. However, Sasaki et al. [28]
determined which of the spinal 5-HT receptors subtypes were
involved in modulating nociceptive transmission in the formalin
test to better understand the pharmacological mechanisms of
5-HT-induced antinociception. Their results showed that the 5-HT,
agonist DOI (10, 30, and 100 wg) reduced the nociceptive behavior
of the formalin-injected limb in both phases 1 and 2 in a dose-
dependent manner.

In the present study, low doses of 100 and 50 mg/kg of LEV have
demonstrated a pronociceptive effect up to 100 min after ig
administration. To our knowledge, this is the first report of such
activity; nevertheless, in the results obtained by Tomic et al. in the
same model of formalin induced pain, the total number of flinches
recorded in animals under a dose of 50 mg/kg was greater that
those of the Control group. Even though there was no significant
difference between these two groups, this and our results are
similar, and the differences may arise due to the variations in the
model employed. We think that these effects are modulated by
5-HT, but for another class of receptors. For example, 5-HT
facilitates persistent pain-like states through the activation of
5-HT; receptors, probably due to an increased descending
serotonergic drive from higher centers in the brain and, in
particular, the rostral ventromedial medulla [29]. The 5HT;
receptor is a ligand-gated ion channel that, when activated, causes
fast depolarizing responses in neurons [30]. Activation of the 5-HT3
receptor opens the cation channel of the 5-HT; receptor, which
becomes permeable preferentially to Na+ and K+, but also to Ca?*
and other cations, including the organic cation guanidinium [31].
Sagalajev et al. [32] suggests that spinal 5-HT5 receptors mediated
the CeA-induced increase in neuropathic hypersensitivity.

Administration of agonists or antagonists to 5-HT receptors in
pain models demonstrated an anti- or pronociceptive effect; this
effect depends, first, on the drug dose used in all the receptors, and
likewise, on the model of pain, the route of administration, and
finally, on the duration of the pain. All these factors modulate the

pain when we refer to 5-HT receptors. In this particular case, LEV
has been widely employed in various pathologies in the CNS;
however, to date, the mechanism of action of this drug is not yet
fully understood. LEV proved to exert antinociceptive and
pronociceptive effects in animals subjected to the tonic pain
model. We propose that the antinociceptive and pronociceptive
effect is modulated in part by 5-HT receptors in the CNS. The dose,
the administration route, and the pharmacokinetic parameters of
LEV are important to bear in mind when elucidating the
mechanism of action of this drug; this will enable to clarify the
possible nociceptive pathways involved in the pharmacodynamics
of LEV.

Conclusion

The antinociceptive effect in a tonic pain model is observed at
doses of 300 mg/kg, which represents a high dose in clinical
practice, and the pronociceptive effect of LEV is observed at low
doses of 100 and 50 mg/kg, while at the dose of 200 mg/kg, there
was no difference from the effect observed in the Control group.
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CONSTANCIA DE PRESENTACION DE EXAMEN DE GRADO

La Universidad Auténoma Metropolitana extiende la presente CONSTANCIA DE
PRESENTACION DE DISERTACION POUBLICA de DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE.LA
SALUD del alumno JOSE LUIS CORTES ALTAMIRANO, matricula 2161801085, quien cumplid
con los 200 créditos correspondientes a las unidades de ensefanza aprendizaje del
plan de estudio, 60 créditos de TRABAJO ACEPTADO PARA SU PUBLICACION SOBRE LA
MISMA TESIS y 30 créditos de PREEXAMEN DOCTORAL. Con fecha veinticinco de mayo
del 2018 presenté la DEFENSA de su DISERTACION PUBLICA cuya denominacién es:

EFECTO DEL LEVETIRACETAM EN LA RESPUESTA NOCICEPTIVA SOBRE LOS RECEPTORES 5-HTI1A
y 5-HT7 EN TALAMO Y SU PARTICIPACION EN LA MODULACION DEL DOLCR

Cabe mencionar que la aprobacién tiene un valor de 90 créditos y el programa
consta de 360 créditos.

El jurado del examen ha tenido a bien otorgarle la calificacion de:
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ACTA DE DISERTACION PUBLICA

No. 00063
Matricula: 2161801085

EFECTO DEL LEVETIRACETAM EN
LA RESPUESTA NOCICEPTIVA
SOBRE LOS RECEPTORES 5-HT1A
y 5-HT7 EN TALAMO Y SU
PARTICIPRCION EN LA
MODULACION DEL DOLOR

~

-

del dia 25 del mes de mayo
Iztapalapa de la
suscritos miembros del jurado:

Bajo la
Secretario el ultimo, se reunieron a la presentacién de la
Disertacién Publica cuya
para la obtencién del grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

DE: JOSE LUIS CORTES ALTAMIRANO

y de acuerdo con el articulo 78 fraccidén IV del Reglamento
de Estudios
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:

Acto continuo, la
interesado el
aprobatorio, le fue tomada la protesta.

Ciudad de México, se presentaron a las 11:00 horas
del arfio 2018 en la Unidad
Universidad Auténoma Metropolitana, los
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