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POPIS OZNAKA I KRATICA

AMI - akutni infarkt miokarda ( acute myocardial infarction)

DBTC - dibutiltin diklorid (dibutyltin dichloride)

EPM - uzdignuti kriZni labirint (elevated plus maze)

IASP - medunarodno udruZenje za istraZivanje boli (International Association for the
Study of Pain)

Kont - pokusna skupina s podvezanom lijevom koronarnom arterijom

LAD - lijeva spustajuca koronarna (arterija) (lijeva spustajuca koronarna arterija)

L-kont - laZno pokusna skupina s oSte¢enim perikardom

L-kont.P - laZno pokusna skupina s neoste¢enim perikardom
OFT - test otvorenog polja ( open field test)

STT - stanice spinotalamickog puta (spinothalamic tract cells )



1. UVOD

1.1. Bol

Prema definiciji Medunarodnog udruZenja za proucavanje boli (engl. International
Association for the Study of Pain — IASP), bol je neugodan emocionalni i osjetni doZivljaj
povezan sa stvarnim ili potencijalnim oSte¢enjem tkiva (1). Po svojoj patofiziologiji bol se
moze podijeliti u nociceptivnu i neuropatsku. Nociceptivna bol nastaje nakon podrazaja
perifernih Zivcanih vlakana (nociceptora), a neuropatska nakon oStecenja somatosenzornog

Ziv€anog sustava. Nociceptivna bol se dalje moZe podijeliti u somatsku i visceralnu (2).

1.2. Visceralna bol

Suocen sa Stetnim podrazajem, Covjek nastoji lokalizirati Stetni podrazaj, udaljiti se od
njega i time smanjiti vjerojatnost daljnjeg oSteCenja. Lokalizirati i procijeniti intenzitet
podraZaja najlakSe je na koZi i zglobovima, neSto manje u miSi¢ima i najteZe u unutarnjim
organima. Bolnim podraZivanjem unutarnjih organa ne dobivaju se precizne informacije o
lokalizaciji i intenzitetu podrazaja. Primjerice, bolno Sirenje jednjaka balonom ili nekog
drugog Supljeg organa izaziva jaku bol koja se moZe projicirati u vrat, ramena ponekad i
Celjust te izazvati simptome slicne onima u pacijenata s ishemijskom bolesti srca(3).
Medutim, iako Sirenje balonom Supljih unutarnjih organa mozZe biti bolno vrlo rijetko ¢e
izazvati ozbiljnu ozljedu tkiva. Suprotno tome, ozljede tkiva poput porezotina ili nagnjecenja
unutarnjih organa, ponekad uopée nisu bolna (4). Prema tome, visceralna bol moZe se
okarakterizirati kao bol koja proizlazi iz unutarnjih organa, za razliku od somatske boli ¢iji su
receptori uglavnom smjesteni u koZi (5).

Visceralna bol ima joS nekoliko vaznih karakteristika. Najces¢e je difuzna i slabo
lokalizirana Sto je dijelom posljedica Sirokog intraspinalnog grananja visceralnih aferentnih
zavrSetaka i konvergencije somatskih i visceralnih Ziv€anih vlakana na spinalne neurone
drugog reda (6). Takoder, povezana je s emocionalnim i autonomnim odgovorima koji su
mnogo naglaseniji nego kod somatske boli.

Prenesena bol, karakteristicna za visceralnu bol, nastaje kad se aktiviraju nociceptori u

unutarnjim organima, a bol se osje¢a na povrSini tijela. Jedan od mogu¢ih mehanizma



prenesene boli jest da se razli¢ita nociceptivna osjetna (aferentna) vlakna spajaju na jedan
neuron spinotalamic¢kog puta (osjetnog puta koji po€inje u kraljeznickoj moZdini, a zavr§ava u
talamusu). Zbog ove konvergencije signala mozak informaciju koja dolazi iz visceralnih
receptora interpretira kao da dolazi s povrSine tijela, budu¢i da se na povrSini tijela
nociceptivni podraZaji javljaju ¢esce. Izazivaju je specificni podraZaji poput Sirenja Supljih
organa, rastezanja mezenterija, ili ishemije. Naj€es¢i je primjer bol zbog infarkta srca koja se

osjeca kao bol u lijevoj ruci.

1.3. Mehanizmi sréane boli

Razumijevanje specifi¢nosti nastanka i doZivljaja sr€ane boli zahtijeva poznavanje

sr€ane inervacije i putova koji u mozak Salju informaciju o Stetnim podraZajima u srcu.

1.3.1. Inervacija srca

Srce je bogato inervirano heterogenom populacijom neurona. Parasimpaticki i
simpati¢ki neuroni u srcu (1) oblikuju sr€ani Ziv€ani splet (lat. plexus cardiacus) koji je

smjeSten ispred ra¢vanja dusnika i iza luka aorte, te iznad ra¢vanja pluéne arterije (2).

Vlakna za inervaciju srca najve¢im dijelom dolaze iz neurona autonomnog Zivéanog
sustava koji su smjesteni dijelom u produljenoj moZdini unutar jezgara X. moZdanog Zivca,
nervusa vagusa (parasimpaticki neuroni), a dijelom u srednjem cervikalnom i stelatnom
gangliju (simpaticki neuroni) (3). Tijela simpatic¢kih eferentnih neurona koji inerviraju srce
smjeStena su u intermediolateralnoj kolumni torakalnog segmenta kraljeZznicke moZdine (1. -
5. segment) otkud vlakna preganglijskih neurona dolaze do paravertebralnih simpatickih
ganglija (lat. truncus sympathicus) gdje se ,,prekapcaju® (najéesée u stelatnom, a u manjoj
mjeri u srednjem i donjem cervikalnom gangliju), na drugi neuron i kao postganglijsko vlakno
dolaze do srca (4). U vecine sisavaca najvec¢i broj parasimpatickih eferentnih neurona za
inervaciju srca smjeSten je u ventro-lateralnom dijelu nucleusa ambiguusa, dok je znatno
manji broj ovih neurona smjeSten u dorzalnu jezgru Zivca nervusa vagusa (lat. nucleus
dorsalis nervi vagi) 1 u intermedijarnoj zoni izmedu ove dvije jezgre (3, 5). Postganglijski

parasimpaticki neuroni smjeSteni su u intrinzi¢nim sréanim ganglijima (1, 2), koji se nalaze u



podrucju pretklijetki (na njihovoj epikardijalnoj povrsini) te oko izlaznih dijelova obje klijetke
i u unutarnjem dijelu luka aorte (6). Intrinziéni sréani gangliji osim postganglijskih
parasimpatickih neurona sadrZe i postganglijske simpaticke neurone, lokalne osjetne neurone
kao i interneurone (5). Postganglijski simpatic¢ki eferentni sr€ani neuroni nalaze se joS i u

medijastinalnim ganglijima u neposrednoj blizini srca (5).

Rad motori¢kih neurona koji inerviraju srce dijelom ovisi o osjetnim neuronima koji
prenose informacije o kardiovaskularnom sustavu (5). Glavni izvori aferentne inervacije srca
su neuroni smjeSteni u nodoznom gangliju i spinalnim ganglijima (C7-T7) (7). Osjetna
inervacija srca odvija se preko nodoznog ganglija (osjetni ganglij nervusa vagusa) te donjih

cervikalnih i gornjih torakalnih spinalnih ganglija (7, 8).

Tijela osjetnih neurona koji se nalaze unutar nodoznog ganglija Salju centralna vlakna
u nucleus tractus solitarii (u 5% sluCajeva u prva dva segmenta cervikalnog dijela
kraljeZni¢ke moZdine (9)) u dorzalnu jezgru nervusa vagusa. Tijela spinalnih aferentnih
neurona smjeStena su u spinalnom gangliju; periferni nastavak tog pseudounipolarnog
neurona polazi od pojedine sréane regije dok centralni nastavak ulazi kroz straZnje korjenove
spinalnih Zivaca u straZnje rogove sive tvari kraljeZni¢ke moZdine od C6 do T6 razine (1).
Relativno mali broj neurona unutar nodoznog ganglija (2-5%) zaduZen je za osjetnu
inervaciju srca (10), i oni se s obzirom na svoje neurokemijske karakteristike razlikuju se od

sr€anih neurona u spinalnim ganglijima (spinalni aferentni neuroni).

Periferna vlakna osjetnih neurona spustaju se vagusom do sréanog pleksusa na bazi
srca. Src¢ani pleksus smjesten je izmedu luka aorte i racvanja duSnika a ¢ine ga splet vagalnih i
simpati¢kih vlakana. Unutar pleksusa vlakna se mijeSaju i gube svoju prepoznatljivost, ali s
teZnjom da se podijele u desnu i lijevu polovicu i tako pristupe sr€¢anoj povrsini i koronarnim
arterijama(11). Aferentni sr€ani neuroni opisani su jo§ i u intratorakalnim ekstrakardijalnim

kao i u intrinzi¢kim sr¢anim ganglijima (5).

Prema modelu sréane “neuronalne hijerarhije” inervacija srca funkcionira na tri
anatomske i funkcionalne razine: prvu razinu ¢ine intrinzi¢ni sréani gangliji, drugu Cine
intratorakalni ekstrakardijalni gangliji dok zadnju razinu tvori srediS$nji Ziv€ani sustav
(kraljeznicka i produljena moZdina) gdje zavrSavaju centralni nastavci neurona iz nodoznog i
spinalnih ganglija (12). Neuroni intrakardijalnih ganglija zajedno s vezama medu neuronima
pojedinih ganglija tvore sloZenu Ziv€anu mreZzu koja se sastoji od prostorno rasporedenih
osjetnih neurona, interneurona i motornih (adrenergickih i kolinergic¢kih) neurona koji mogu
biti ekscitacijski i inhibicijski (1). Ovi neuroni komuniciraju s neuronima smjeStenim u
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drugim intratorakalnim ekstrakardijalnim ganglijima, a svi se nalaze pod toni¢kim utjecajem
nadredenog srediSnjeg Ziv€anog sustava te cirkuliraju¢ih kateholamina (5). ,,Sr¢ani mozak*
predstavlja zavr$nog koordinatora centripetalnih i centrifugalnih informacija koje utjeu na
srce, a sam naziv ukazuje na njegovu mogucénost samostalnog funkcioniranja. Ovaj sloZeni
intrakardijalni Ziv€ani sustav zajedno s ekstrakardijalnim autonomnim neuronima Kkoji
inerviraju srce osigurava modulaciju sr¢ane aktivnosti u fizioloSkim i patolo$kim stanjima (1)

(Slika 1).

Sve do nedavno smatralo se da su intratorakalni gangliji samo jednostavna eferentna
prijenosna stanica koja obuhvaca oba kraka autonomnog Ziv€anog sustava. Temeljem brojnih
radova u posljednjem desetljeCu pokazalo se da se kardiovaskularne osjetne informacije
takoder procesuiraju i unutar intratorakalnog Ziv€anog sustava (13). Rezultati istraZivanja
pokazuju da je srana neuronalna hijerarhija organizirana na nacin da $to bolje koordinira

lokalne sréane parametre povratnom spregom s razli¢itim latencijama (5).

Udaljenost izmedu osjetnih Ziv€anih zavrSetaka smjeStenih u ciljnom organu i njihovih
tijela dijelom odreduje latenciju aktivacije neurona drugog reda koji je ukljucen u
kardiovaskularne reflekse (13). Refleksi s kratkotrajnom latencijom (30-80 ms) odvijaju se
preko intrinzi¢nih sr€anih ganglija, a utjecu na frekvenciju srca djelujuci na sinuatrijski ¢vor u
svakom sr¢anom ciklusu (,,0d otkucaja do otkucaja“) (14). Refleksi s latencijom srednjeg
trajanja (koja se odvija preko intratorakalnih ekstrakardijalnih ganglija) te latencijom
relativno dugog trajanja (koja se odvija preko kraljeZnicke moZdine i mozga) moduliraju
funkciju srca tijekom nekoliko minuta ili ¢ak sati i na neki na€in ublaZuju pretjerani utjecaj
razlic¢itih podrazaja posredstvom interneurona te odrZavaju tonus perifernog Ziv€anog sustava

(14).
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Tihi nociceptori i senzitizacija receptora u srcu

Aktivacija tihih nociceptora takoder doprinosi nastanku srcane boli. Tihi nociceptori
su nadeni u zglobovima, mokracovodu (15) i odnedavno u srcu (16), a osnovna im je

karakteristika da se ne aktiviraju sve dok je tkivo zdravo.

Prema preliminarnim podatcima tihi receptori u lijevoj klijetki reagiraju na ishemiju i
bradikinin (17). Prema tome, moguce je da se populacija vlakana u srcu aktivira samo u upali
koja je posljedica ishemije miokarda (17). Senzitizacija nociceptora nakon ozljede ili upale
javlja se kada se prostaglandini, tvar P i drugi kemijski medijatori otpustaju iz ozlijedenog
tkiva. Moguce je da rupture ili erozije ateroskleroticnog plaka otpustaju kemijske tvari koji

aktiviraju tihe nociceptore (18, 19).

Visceralna bol izazvana kemijskom stimulacijom osjetnih zavrsetaka

Nemijelinizirana simpaticka aferentna vlakna u srcu trenutno reagiraju na kemijske
tvari kao §to je bradikinin, adenozin te kiseline aplicirane na povrSinu epikarda i ubrizgane u
koronarne arterije (20, 21). Bradikinin je najcesSce koriStena algogena tvar u eksperimentalnim
istraZivanjima nocicepcije srca (22, 23). Raniji eksperimentalni nalazi pokazali su da se
koncentracija bradikinina pove¢a u koronarnim sinusima nakon podvezivanja koronarne
arterije (24). IstraZivanja na ljudima i Zivotinjama (25) pokazala su da bradikinin sam po sebi
mozda nije dovoljan za izazivanje ili oponaSanje angine pektoris. Intrakoronarna injekcija
bradikinina u pacijenata ne dovodi do boli tipi¢ne za anginu pektoris ve¢ pacijenti opisuju
nespecificnu nelagodu ili bol koja se osje¢a u cijelom tijelu. Samo nekoliko pacijenata je
nakon injekcije bradikinina doZivjelo pravu ,,sr€anu bol* (26). Vjerojatnije je da postoji vise
tvari kao Sto su adenozin i kalij koji pobuduju sréane receptore. Adenozin izaziva osjecaj boli
slican angini pektoris u zdravih ispitanika (27). Povezanost ovisna o dozi uocena je izmedu
adenozina i intenziteta boli (28). Intrakoronarna injekcija adenozina u pacijenata sa stabilnom
kronicnom anginom izaziva bol koja uvelike sli¢i boli koju izaziva angina pektoris u
pacijenata koji boluju od ishemije miokarda (29). Ova bol se percipira kao da potjece iz srca
jer sli¢na doza adenozina koja je ubrizgana u desnu klijetku srca ne izaziva bol. Postoje
suprotstavljeni dokazi o ekscitacijskom utjecaju adenozina na aferentne stanice simpatickog

lanca prema kojima adenozin aktivira aferentna vlakna koja su vazna za prijenos signala koji
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dovode do percepcije boli, kao i to da se aferentna vlakna ne mogu aktivirati adenozinom ve¢
samo bradikininom (30). Varijabilnost doZivljaja boli i nepostojanje izravne povezanosti s
ishemijom miokarda pokazuje da joS uvijek vrlo malo znamo o karakteristikama sréanih

receptora i kako na njih djeluje okolina.

Mehanizmi koji dovode do boli uslijed ishemije

Rasprave o mehanickim i kemijskim mehanizmima koji aktiviraju osjetne receptore u
srcu 1 generiraju simptome sréane boli traju ve¢ godinama. Prema mehanickoj hipotezi
rastezanje zida pretklijetke uzrok je boli povezane s ishemijom miokarda (31). Medutim,
klinicke studije su pokazale da brojna stanja u kojima dolazi do proSirenja pretklijetki ne

dovode nuzno do boli (31).

Miokard sadrZava i mehanosenzitivna i kemosenzitivna simpaticka aferentna vlakna.
Mehanosenzitivni Ziv€ani zavrsetci se aktiviraju sa svakom sr¢anom kontrakcijom i trenutno
reagiraju na svaki podrazaj u receptivhom polju (32), dok kemosenzitivni Ziv€ani zavrSetci
reagiraju u nepravilnim razmacima i ne ovise o radu srca (31). Mehanosenzitivni ZivCani
zavrSetci su osjetljivi i na kemijske podraZzaje i stoga se mogu nazvati i polimodalnim
receptorima (33). Njihova aktivnost se pojaca ukoliko dode do zacepljenja koronarne arterije
ili nakon injekcije male koliine bradikinina u eksperimentalnim uvjetima. Malliani je
pokazao da se nocicepcija u srcu dogada kad je pobudena prostorno ogranic¢ena populacija
polimodalnih nociceptora (34). Na osnovu postoje¢ih rezultata ¢ini se da na pojavu angine

pektoris viSe djeluju kemijski ¢imbenici nego mehanicki.

Bol zbog ishemije miokarda po svojim karakteristikama (duboka, difuzna i tupa bol)
moZe se usporediti s miSi¢nom boli. Sli¢nost miSi¢ne i visceralne boli bila je ofigledna u
pacijenata koji boluju od angine pektoris koja se prenosi na prsa i na donji dio lijeve ruke

(35).

Zakljuéno, podraZaji iz miSica i visceralna aferentna vlakna najce$¢e konvergiraju na
iste STT stanice $to objasnjava zasto se visceralna bol najcesce percipira kao duboka, difuzna
bol sli¢na miSi¢noj boli. Takoder objasnjava ideju da se hiperalgezija moze zadrZati nakon

epizode angine pektoris (31).



1.3.2.Mehanizam nastanka prenesene boli

Prenesena bol je bol iz unutarnjih organa koju osje¢amo na povrsini tijela. Visceralna
osjetna vlakna koja putuju u kraljeZnicku moZdinu zavrSavaju na stanicama dorsalnog roga i
Cesto dijele iste stanice kao i vlakna iz somatskih nociceptora. Aksoni ovih stanica prolaze

anteriornim lateralnim putovima prema talamusu i drugim moZdanim strukturama (9).

Nakon stimulacije nociceptora u srcu, crijevima i drugim unutarnjim organima bol se
ne osjeca na anatomskoj lokaciji na kojoj je izazvana, ve¢ se prenosi na odredenu lokaciju na
povrsini tijela (36). Mjesto na koje se bol projicira manje je specificno od somatske boli i
postoji niz individualnih razlika s obzirom na to gdje se prenesena bol osjeca. Anatomska
osnova prenesene boli nije sasvim poznata, medutim, postoji nekoliko hipoteza. Prema jednoj
hipotezi, prenesena bol nastaje jer iste stanice u dorzalnom rogu primaju informacije i iz
unutarnjih organa i iz receptora u koZi. Prenesena bol takoder moZe biti posljedica promjena

receptivnog polja neurona s aktivacijom sinapsi koje su dotad bile neaktivne (37).

Otprilike 80% vlakana u nervusu vagusu su osjetna vlakna koja zavrSavaju u nucleusu
solitariusu i mogu djelovati na obradu boli u mozgu, iako se vrlo malo zna o specifi¢nim
neuralnim krugovima ukljucenima u taj proces. Novija istraZivanja pokazala su da osjetna
vlakna nervusa vagusa iz tankog crijeva inhibiraju srediSnji prijenos informacija u
predganglijske neurone koji inerviraju nadbubreZne Zlijezde i moduliraju osjet boli iz
probavnog sustava. Izmedu ostalog, nervus vagus doprinosi i kompleksnijim oblicima

ponasSanja osim same boli ukljucujuéi i afektivne promjene (38).

Simpaticki Ziv¢ani sustav takoder je ukljucen u nastanak prenesene boli jer ima vaznu
ulogu u povecanju osjetljivosti receptora na kozi. Posredovanjem simpatickog sustava moze
nastati aktivacija alfa motoneurona i uzrokovati kontrakcije skeletnih miSi¢a koji uzrokuju
bol. Prenesena bol mozZe takoder biti uzrokovana konvergencijom impulsa boli na centralnoj
lokaciji kao Sto je talamus. Dijagnosticiranje poremecaja na temelju boli teZe je za visceralnu
bol nego somatsku bol zbog varijabilnosti lokacije boli. Cinjenica da lokacija nije izravno
povezana s anatomskom lokacijom organa koji je pogoden doprinosi ambivalenciji simptoma

i znakovima iz unutarnjih organa (39).

ElektrofizioloSka istraZivanja su pokazala da elektri¢na stimulacija kardiopulmonalnih
aferentnih vlakana ekscitiraju STT stanice u T1 do T6 segmentima kraljezZnicke moZdine (40).

Otprilike 80% stanica snimljenih u tom segmentu su bile aktivirane kardiopulmonalnom



aferentnom stimulacijom. Kardiopulmonalna aferentna stimulacija malo djeluje na aktivaciju
stanica u C7 i C8 segmentima koje uglavnom inerviraju ruke. To se uklapa u klinicko
opaZanje da se bol angine pektoris ne prenosi u ruku i distalne udove (35). STT stanice C5 i
C6 segmenta su primarno ekscitirane kardiopulmonarnom simpatickom aferentnim i
somatskom stimulacijom. Ovi segmenti kraljeZnicke moZdine ne reagiraju na podraZaje
izravno iz stanica dorsalnog roga. Konvergencija visceralnih i somatskih podrazaja u skup
STT stanica naziva se viscerosomatska konvergencija i objaSnjava prenoSenje boli na

somatske strukture (31).

1.4. Uzroci sré¢ane boli

Bol u prsistu jedan je od najce$¢ih simptoma koji pacijente dovodi k obiteljskom
lije€niku ili na hitni prijem, a u gotovo polovini slucajeva bol u prsiStu je posljedica
ishemijske ili ne-ishemijske srcane bolesti (41). Ishemijska sr€ana bolest nastaje zbog
smanjene opskrbe srca krvlju, odnosno smanjenog protoka kroz koronarne arterije. Uzrok
ishemijske bolesti su u 90% slucajeva ateroskleroti¢ne naslage koje suzavaju lumen krvnih
Zila 1 tako dovode do smanjene opskrbe srca kisikom i hranjivim tvarima, $to oStecuje
miokard i funkciju srca. U manjem broju slucajeva ishemijska bolest srca moZe nastati zbog
tromboze, embolije ili spazma koronarnih krvnih Zila. Ishemijska bolest srca joS se naziva i
koronarna bolest ili koronarna sréana bolest (42). Osim koronarne sr¢ane bolesti, u ishemijske
uzroke sr¢ane boli ubrajaju se jo$ i aortna stenoza, koronarni arterijski spazam i hipertrofi¢na
kardiomiopatija. Ne-ishemijski uzroci sr€ane boli su perikarditis, pucanje aneurizme aorte i

prolaps mitralne valvule (43).

1.4.1. Patofiziologija ishemije

Ishemija miokarda posljedica je neravnoteZe izmedu potrebe miokarda za kisikom i
opskrbe miokarda kisikom (44). U normalnim uvjetima, epikardijalne koronarne arterije
funkcioniraju kao ,,cjevovod® koji pruza samo minimalan otpor protoku krvi. U tim uvjetima,
potreba miokarda za kisikom je uravnoteZena s odgovarajuéim protokom krvi (45). Cimbenici
koji utje€u na opskrbu miokarda kisikom i koronarni protok su: frekvencija rada srca,

kontraktilnost miokarda te sistolicki tlak (45-47). Manjak kisika u miokardu najcesce je



posljedica nedostatnog protoka krvi, jer nije moguce povecati koristenje kisika iz krvi i tako

kompenzirati manjak koji se pojavio (48).

Glavna osobina metabolizma miokarda je podmirivanje velikih energijskih potreba
aerobnim procesima. Bogata kapilarna mreZa omogucuje laku difuziju kisika iz krvi u
kardiomiocite. Medutim, kad nastupi ishemija dolazi do brojnih promjena u metabolizmu
miokarda kao posljedice manjka kisika. Iznenadna potreba za dodatnom energijom podmiruje

se pojacanim koristenjem glukoze kao izvora energije (48).

Kad hipoksija miokarda dulje traje, aerobni metabolizam prelazi u anaerobni, koji
oslobada mnogo manje energije pa je u ishemiji oteZana i relaksacija i kontrakcija miokarda.
U opseznoj ishemiji, kad su koronarne arterije toliko suZene da je samo u opterecenju
nedostatna opskrba miokarda kisikom, kontraktilnost miokarda nije smanjena. U opskrbnoj
ishemiji koja nastaje zbog potpunog zacepljenja koronarne arterije kontrakcije u dijelu
miokarda trenutno prestaju. Ishemija miokarda moZe uzrokovati preusmjeravanje krvi iz
podrucja €ija je vlastita energetska pricuva ve¢ iscrpljena u podrucje u kojima je jo§ donekle

odrZana, ali jedino ako oba podrucja primaju krv iz iste krvne Zile (48).

U fizioloSkim uvjetima tonus epikardijalnih arterija nije bitan za regulaciju koronarnog
protoka. Medutim uz koronarnu bolest i male promjene u tonusu epikardijalnih arterija mogu

imati dramati¢ne posljedice (48).

Smanjenje protoka, obi¢no je posljedica patoloskog suZavanja koronarnih arterija. Ono
moZe biti organsko (ateroskleroti¢na ploca, tromb), funkcijsko (gr¢ koronarnih arterija) ili

zdruzeno (49).

Koronarne arterije promijenjene zbog ateroskleroze gube normalnu vazodilatacijsku
rezervu, pa kako aterosklerotski proces napreduje, povecava se koliina aterosklerotskog
plaka koji dodatno suZava arteriju, onemogucuje koronarni protok te postupno dovodi do
ishemije miokarda (fiksna stenoza) (48). Ishemija miokarda moze biti izazvana i koronarnim
spazmom (dinamicka stenoza) koja je posljedica disfunkcije endotela u susjednim zdravim

segmentima arterije(49).

Bez kolateralne cirkulacije, nekroza se pocinje Siriti od subendokardijalnih slojeva
prema epikardijalnim. Brzina Sirenja nekroze ovisi o postoje¢em kolateralnom krvotoku u
ishemijskom podrucju, trajnoj ili intermitentnoj okluziji koronarne arterije i osjetljivosti

miocita na ishemiju (50).
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Infarkt najceSce zahvaca lijevu klijetku, Cije su potrebe za energijom i kisikom
najvece. Infarkt miokarda ovisno o krvnoj Zili koja je zaCepljena moZe zahvatiti dio stijenke

ili sva tri sloja srca kada govorimo o transmuralnom infarktu (48).

1.4.2.Drugi izvori boli

Razli¢ite bolesti perikarda, kao §to je perikarditis, mogu dovesti do nastanka srane
boli. Perikarditis je upala perikarda, odnosno sréane ovojnice koja se moZe manifestirati kao
akutna ili kroni¢na bolest. NajceS¢e je uzrokovana razliitim virusima, moZe nastati kao
posljedica upale koja izaziva nakupljanje tekucine u prostoru izmedu perikarda i srca; taj tzv.
perikardijalni izljev moze stvarati nove komplikacije. Akutni perikarditis je iznenadni napadaj
perikarditisa. Obi¢no ga uzrokuje virusna infekcija, ali mogu i reumatska groznica, bolesti
vezivnog tkiva te kroni¢na insuficijencija bubrega. Akutni perikarditis moZe, premda vrlo
rijetko, uslijediti nakon koronarne tromboze ili tjelesne ozljede grudnog koSa. Moze biti i
eksudativan zbog oStecenja perikarda. U tom sluCaju izljev se nakuplja u perikardijalnoj
Supljini i izlazi iz Zila koje se nalaze na upaljenim perikardijskim listovima. Karakteriziran je
intenzivnom boli u podrucju srca koja se pojacava kasljanjem i dubokim disanjem. Kroni¢ni
perikarditis je uzrokovan stvaranjem ¢vrstog, fibroznog perikarda koji ogranicava pokrete
srca, popracen je tahikardijom, povecanim volumenom jetre i u teZim slu¢ajevima edemima

donjih udova(48).

1.5. Zivotinjski modeli visceralne boli

Zivotinjski modeli visceralne boli iznimno su klini¢ki vaZni i njihovi rezultati su
izravno primjenjivi u potrazi za djelotvornim analgeticima. Idealni Zivotinjski model trebao bi
biti valjan, pouzdan te uspjeSno replicirati simptome bolesti (51).

Zivotinjski modeli visceralne boli mogu se podijeliti ovisno o vrsti bolnog podraZaja
koji se primjenjuje pa tako postoje modeli koji ukljuuju primjenu kemijskih iritansa,
mehanicku distenziju i upalu (51). Klasi¢ni model istrazivanja visceralnih aferentnih vlakana
ukljucuju Sirenje mokra¢nog mjehura, debelog crijeva, uretre, dvanaesnika ili jednjaka (52-

55). U modelima kemijske iritacije gusteraca, mjehur, debelo crijevo i druga visceralna tkiva
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izlaZu se tvarima poput terpentina (25%), ulja gorusice (2.5%), kapsaicina (1%) i bradikinina
(56, 57). Pokazalo se da primjena ulja goruSice u debelom crijevu gotovo trenutno izaziva
hiperalgezijske promjene u ponasanju miseva koje su najintenzivnije tri dana nakon primjene
iritansa (58). Bradikinin je peptid koji uzrokuje dilataciju krvnih Zila te se izluCuje za vrijeme
upalnih procesa i ekscitacijom nociceptora (57), a pouzdani je pokazatelj upalnih procesa u
eksperimentalnom modelu pankreatitisa (59). Direktna aplikacija bradikinina u guSteracu
pokazala se efikasnim bolnim podraZajem (60-62). Nakon infuzije bradikinina izravno u
kanale gusteraCe, opaZzena su karakteristicna bolna ponasSanja u eksperimentalnih Zivotinja
(60).

Zivotinjski model upale mokraénog mjehura sastoji se od aplikacije kemijskih iritansa
u mokraéni mjehur. U akutnom modelu boli mokra¢nog mjehura koristili su se joS i ulje
gorusSice i terpentin koji trenutno aktiviraju aferentna Ziv€ana vlakna (53). Kroni¢ni model
sastojao se od kontinuirane iritacije mokra¢nog mjehura primjenom ciklofosfamida tijekom
dva tjedna (63, 64).

Model akutne boli kod pankreatitisa izaziva se injektiranjem dibutiltin diklorida (engl.
dibutyltin dichloride — DBTC) u repnu venu Stakora (65). Drugi modeli pankreatitisa
ukljucivali su injekciju kapsaicina (66) ili injekciju l-arginina (67). Kroni¢ni pankreatitis

moguce je izazvati hranjenjem Stakora alkoholom i mastima (68).

1.5.1. Eksperimentalni modeli sr¢ane ishemije-infarkta

Ishemija je poznat uzrok boli u visceralnim tkivima, a budu¢i da moZe izazvati
pseudoafektivni odgovor u Zivotinja u eksperimentalnim modelima infarkta, ispunjava
osnovni kriterij da bi se mogla smatrati prikladnim bolnim podrazajem. Opstrukcija u
normalnoj opskrbi krvi ve¢ine unutarnjih tkiva i organa moZe izazvati bol. Medutim, ishemija
nije pouzdan bolni podrazaj, jer je Cesto ,tiha“ i moZe se prepoznati samo na
elektrokardiogramu. Refleksni i neuralni odgovori na ishemiju takoder variraju unutar
eksperimenta. Dio varijabilnosti moZda je posljedica kompenzacijskih mehanizama koji su
aktivirani samim podraZajem (npr. otvaranje kolateralnih putova), ali i zbog nepouzdanog
odgovora na taj podrazaj, vaskularna okluzija nije idealan visceralni bolni podraZaj. Moguce
je da ishemija funkcionira samo kao modulator mehanoreceptivnih visceralnih podrazaja, a

varijabilnost opaZena u odgovorima na ishemiju moZe biti posljedica ve¢ postojece patologije
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ili mehanickog rastezanja unutarnjih organa koja je posljedica lokalizirane promjene u skladu

sa ZariStem ishemije (51).

Osnovni zadatak valjanog Zivotinjskog modela je uspje$na replikacija strukturalnih i
funkcionalnih karakteristika bolesti koja se modelira, imajuc¢i na umu etiologiju te bolesti. U
slucaju koronarnih bolesti uglavnom se radi o suZavanju koronarnih arterija zbog
aterosklerotskog plaka ili akutne okluzije koja je nastala zbog tromboze. U istraZivanjima su
se do sada koristile razliCite tehnike kojima se nastojalo posti¢i suZavanje koronarnih arterija

u Zivotinja (69).

Indukcija hiperkolesterolemije pomo¢u masne hrane pokazala se efikasnim nacinom
indukcije infarkta miokarda u svinja (70), Stakora (71) i dviju vrsta nizih primata (72).
Medutim ovaj je model bio vrlo nepouzdan i teSko je bilo predvidjeti to¢nu lokaciju
koronarne okluzije. Isti nedostatak imale su i tehnike koje su se fokusirale na transgenetske
manipulacije (73). Medutim, njihov nedostatak je bio u tome Sto je njihova etiologija Cesto

potpuno razli¢ita od etiologija koronarne bolesti koja se prirodno razvije (74).

Stoga su kirurSke metode indukcije ishemije u Zivotinjskim modelima (Slika 2) mnogo

pouzdanije jer omogucuju precizno odredivanje mjesta i veli¢ine koronarnog ostecenja (75).

3

U-shaped occluder ring-shaped occluder
C D »
i _I. L]
A
balloon inflation ligation

Slika 2. Shematski prikaz razli¢itih tehnika indukcije sr¢ane ishemije. A: Okluzija koronarne
arterije koriStenjem konstriktora u obliku slova U. zakretanjem vijka i pomicanjem
ploc¢ice mozemo inducirati postepenu okluziju. B: Konstrikcija inducirana

prstenom. C: Uvodi se kateter intrakoronarno kojim se inducira embolija
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D: Ligacija koronarne arterije .Prilagodeno prema Klocke et al Surgical animal
models of heart failure related to coronary heart disease. Cardiovascular Research.

2007; 29-38

Podvezivanje koronarne arterije

Prvi eksperimentalni model infarkta koji ukljucuje podvezivanje lijeve koronarne
arterije (LAD) u malih Zivotinja opisan je 1954. godine. Taj model omogucio je vrijedne
spoznaje o ventrikularnoj funkciji srca, ¢cime su objasnjene brojne strukturalne, funkcionalne i
biokemijske karakteristike ishemije (76). Za pristup LAD-u koriStena je sternotomija ili
torakotomiju kroz 4. interkostalni prostor (77). Temeljem tog modela utvrdeno je da pokusne

Zivotinje i ljudi imaju vrlo usporediv histoloski tijek cijeljenja infarkta i formiranja oZiljka.

KirurSka procedura za podvezivanje lijeve koronarne arterije u Stakora i miSa je vrlo
sli€na (78). Smrtnost povezana s indukcijom MI u miSa je 37-50% otprilike jedna sat nakon
podvezivanja, vjerojatno kao posljedica ventrikularne fibrilacije i teSkog akutnog zatajenja
srca (79), ali moZe se smanjiti uzimanjem nitroglicerina (10-50 pg) nakon operacije. Ovaj
model postao je izrazito popularan zbog svoje ekonomicnosti i slicnosti u patofiziologiji i

klinickim karakteristikama zatajenja srca u ljudi (80).

Huikshoven je predstavio alternativu tradicionalnom kirur§kom pristupu podvezivanja
lijeve koronarne arterije koji je uklju€ivao jednostavan transabdominalni pristup srcu.
Povlacenjem ksifoidne kosti, i rezom oblika T na dijafragmi omogucen je pristup torakalnoj
Supljini i srcu. Zivotinje koje su bile podvrgnute ovom operativnom zahvatu imale su dobar
poslije-operativan oporavak dok je mortalitet bio minimalan (81). Daljnja modifikacija ovog
pristupa koriStena je u ovom istrazivanju, pristup srcu u velikoj mjeri je smanjio traumu,
umjesto T-reza, jednostrukim rezom u ravnini simetrije i uz pomo¢ ekspandera omogucen je
pristup srcu koji ne oStecuje Ziv€ana vlakna niti krvne Zile, krvarenje je bilo minimalno, te je
omogucena odli€na vizualizacija srca. Endotrahealna intubacija daje eksperimentatoru

dovoljno vremena za izvodenje operacije. Poslije-operativni oporavak je bio iznimno brz (82)
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1.6. PonaSajne mjere boli

Dosadasnja istrazivanja boli u Zivotinja uglavnom su bila fokusirana na osjetnu
komponentu boli (83). Medutim, mjerenje jednostavnih refleksnih uzmicanja u Zivotinja
pokazalo se nedostatno jer se ne podudara sa simptomima bolesti u pacijenata, a moze

postojati znacajna pristranost znanstvenika koji tumaci rezultate ponaSanja (84).

Jedna od vaZnih funkcija Zivotinjskih modela bolesti je otkrivanje novih terapijskih
metoda, stoga translacija novih rezultata nije moguca sve dok Zivotinjski modeli ne uzmu u

obzir sve komponente boli (85).

U sluc€aju infarkta miokarda u ljudi pokazalo se da ¢ak i nakon terapije i oporavka
pacijenti jo§ uvijek imaju brojne teSkoce u svakodnevnom Zivotu koje za posljedicu imaju
smanjenu kvalitetu Zivota: anksioznost/depresivnost, gubitak interesa za okolinu i socijalne
interakcije (86). Prema tome, valjani Zivotinjski model boli treba uzeti u obzir i afektivnu

komponentu boli.

PokuSaji mjerenja emocionalnog stanja u Zivotinja nisu specifi¢ni samo za istraZivanje
boli. U istraZivanju i razvoju novih lijekova su anksioznost, depresivnost i bol ¢esto koriStene
mjere ishoda. Primjerice, procjena apstinencijske krize u miSeva velikim se dijelom temelji na

opisu afekta (87).

U Zivotinja samoprocjene nisu moguce i stoga se koriste posredne mjere afektivnog
stanja s pretpostavkom da ¢e sve eventualne promjene u fiziologiji ili ponasanju korelirati s
promjenama u emocijama. U tu svrhu koriste se razli€iti testovi ponaSanja kao $to su test

otvorenog polja, krizni labirint i test prisilnog plivanja.

Test otvorenog polja (engl. open field test) najcesce se koristi za procjenu mobilnosti
te anksioznosti povezane s boli. Stakori koji su anksiozniji i osje¢aju vise boli provode
znacajno manje vremena u srediSnjem dijelu testa te su opcenito manje aktivni (88). U modelu
periferne ozljede Zivca, parametri kao Sto su broj ulazaka u srediSnji kvadrant testa otvorenog
polja i timarenje omogucili su uspjeSno razlikovanje eksperimentalne i kontrolne skupine
(89).

Test prisilnog plivanja (engl. forced swim test) najeS¢e se koristi za procjenu
depresivnosti, a naj¢eS$ce koriSteni parametri su vrijeme mobilnosti koje je znacajno krace za

Zivotinje s ozljedom (90-92). Ovaj test koristi se i u procjeni motivacije u osnovi nekog

ponasSanja te se moZe smatrati i korelatom afektivno-motivacijske komponente boli u
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Zivotinja. Budu¢i da se kretanje koristi kao posredna mjera depresivnosti povezane s boli u
svim navedenim ponaSajnim testovima vazno je iskljuciti motoriCko oStecenje, tako da se

smanjeno kretanje moZe stvarno pripisati afektu (93).

Test kriznog labirinta (eng. elevated plus maze, EPM) Cesto se Koristi za procjenu
anksioznosti Zivotinje i anksiolitickih svojstava testiranih lijekova. Ovaj test zasniva se
prirodnoj averziji glodavaca prema otvorenim povrSinama. Averzija prema otvorenim
povrSinama povezana je s tigmotaksijom (grcki. thigmotaxis) koja ukljucuje izbjegavanje
otvorenih povrSina te kretanje uz periferne rubove testa ili u zatvorenim dijelovima testa. U
EPM-u to znaci da se Zivotinje uglavnom kre¢u u zatvorenim dijelovima EPM-a. Smanjenje
anksioznosti u EPM-u obiljeZeno je povecanim brojem ulazaka u otvoreni dio testa, duljim
boravkom u otvorenim dijelovima instrumenta. Ukupan broj ulazaka u zatvoreni i otvoreni
dio testa interpretira se kao ukupna razina aktivnosti (94). Budu¢i da su anksiozna ponaSanja
povezana s boli, tako se bol Zivotinje ocituje u smanjenom broju izlazaka na otvoreni dio
kriznog labirinta i smanjeni broj uzdizanja (parametar koji se odnosi na istraZivanje okoline u

Stakora) (95.815).

Prvi modeli ,kvalitete Zivota“ u Stakora nakon infarkta miokarda uzeli su u obzir
upravo ponasanje u testu otvorenog polja. Naime, pokazalo se da Stakori s infarktom
uglavnom preferiraju rubne dijelove instrumenta ili nisu uopc€e izlazili iz kaveza; suoceni s
izborom vrlo rijetko istrazuju novu okolinu i manje se krecu unutar testa (96). Takoder se

uocilo da je socijalno ponaSanje Stakora s infarktom uglavnom izbjegavajuce (86, 96).

Drugi testovi koji se baziraju na opazanju ponaSanja ukljucuju koriStenje
intradermalnih ili intraperitonalnih injekcija iritansa koji imaju funkciju bolnog podraZaja i
¢esto se primjenjuju u visceralnim modelima boli. Primjena intraperitonealnih iritansa izaziva
stereotipno ponaSanje koje se ocituje u abdominalnim kontrakcijama, micanju prednjih udova
ili cijelog tijela te smanjenom motoricCkom aktivnosti (97). Aplikacija algogenih tvari
(najcesce formalina) u Suplje organe kao $to je primjerice debelo crijevo izaziva kompleksne
oblike bolnog ponasanja koji se u prvoj fazi sastoje od rastezanja tijela i kontrakcija bokova ili
cijelog tijela te u posljednjoj fazi lizu i grizu abdomen (98). Giamberdino i sur. 1995 su
modelirali bol koja je posljedica mokra¢nog kamenca koji takoder predstavlja i prenesenu bol.
Grcenje tijela opaZeno je do Cetiri dana nakon indukcije uz hiperalgeziju abdominalnih miSi¢a

(56).

Ovi modeli Cesto su kritizirani zbog nedostatka pojavne valjanosti. Iritansi kao Sto je
formalin i karagenin ili kirur§ka ozljeda Zivca umjetni su i ne odrazavaju simptome bolesti
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pacijenta. Noviji modeli poslije-operativne (99), tumorske (100) i neuropatske boli kao

posljedice kemoterapije (101) znacajno su povecali vanjsku valjanost.

Moguc¢i nedostatak koriStenja ovih mjera je u tome §to su viSestruko uvjetovane i zbog
toga istraZivaci nastoje kontrolirati druge ¢imbenike koji bi potencijalno mogli djelovati na
rezultate testa, primjerice privremeno uzbudenje Zivotinje zbog izloZenosti novom podraZaju

ili mjernom instrumentu (102).

U novije vrijeme istraZivanja se fokusiraju na sloZenije, spontane mjere ponaSanja kao
Sto su greske u misljenju koje se odnose na promjene u procesiranju informacija koje su

posljedica negativnog afekta (103).

Spontane mjere ponaSanje pokazale su se vaznima u modeliranju ponaSanja, medutim
parametri kojima ih opisujemo su vrlo problemati¢ni s obzirom na njihovu ucestalost i
specifi¢nost (104). Pri analizi ponaSanja glodavaca (Stakora, miSeva, zamoraca) treba uzeti u
obzir da je etoloska karakteristika vrste prikrivanje ozljede i boli zbog straha od predatora
(105). Moguce rjesenje su kompleksni etogrami normalnog ponasanja i ponasanja povezanog

uz bol.

Aktivacijske kutije i razli¢iti raCunalni programi kao $to su AnyMaze, Phenotyper i
Ethovision u tom su smislu omogucili znac¢ajan napredak. KoriStenjem racunalnih programa
znacajno se prosirio vremenski interval u kojem se biljeZi ponaSanje, prikupljanje podataka je
standardizirano, smanjen je utjecaj istraZivaa i drugih okoliSnih ¢imbenika pri analizi
ponaSanja, omoguceno je trajno prac¢enje unosa hrane i vode, uzoraka kretanja, socijalnih

interakcija te pracenje vise Zivotinja istovremeno (106).

Kako bi zivotinjski model u potpunosti odrazavao ljudsko iskustvo boli, potrebno je
prepoznati i suptilne promjene u ponaSanju povezane s boli. Prepoznavanje tih obrazaca
zahtijeva detaljnu i sloZenu analizu cjelokupnog repertoara ponaSanja Stakora kako bi se

identificirala ponasanja povezana s nocicepcijom te prateci afekt kako bismo ga mogli nazvati

bol (104).

17



3. CILJEVI I HIPOTEZE

3.1. Ciljevi istraZivanja

Istraziti ponasSanja povezana s boli te razviti pouzdanu metodu procjene ponaSanja
Stakora u akutnoj fazi infarkta miokarda.

Istraziti postoji li korelacija izmedu ponasanja povezanog s boli i veli€ine
eksperimentalno izazvanog infarkta.

Istraziti mogu li se ponasanja povezana s boli koje smo utvrdili u prvoj fazi ponistiti

morfijem i onda ponovno vratiti primjenom naloksona.

3.2. Hipoteze

1.

Oc¢ekujemo, opéenito niZu razinu aktivnosti, Stakora u skupini u kojoj je izazvan
infarkt miokarda kroz cijelu bateriju testova u usporedbi s lazno pokusnom i
kontrolnom skupinom.

- Ocekujemo da ¢e Stakori kojima je izazvan infarkt miokarda provesti manje
vremena u otvorenim, srediSnjim dijelovima testa kod skupina koje su
podvrgnute kirurSkom postupku, u usporedbi sa lazno pokusnom i kontrolnom
skupinom u oba koriStena testa (OFT i EPM).

- Ocekujemo, manje rotacija tijela, manje timarenja te manje uzdizanja Stakora u

skupini kojoj je izazvan infarkt miokarda u cijeloj testnoj bateriji.

Velicina infarkta pozitivno ¢e korelirati s ponaSanjem povezanim s boli.
Ocekujemo da ¢emo oblike ponaSanja karakteristicne za Zivotinje s eksperimentalno
izazvanim infarktom miokarda ponistiti primjenom morfija i ponovo aktivirati

primjenom naloksona.
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4. METODE I MATERIJALI

4.1. Pokusne Zivotinje

U istraZivanju su koriSteni odrasli muZjaci Stakora soja Sprague Dawley, mase od 190
do 240 grama, uzgojeni u Nastambi za laboratorijske Zivotinje Sveuéilista u Splitu. Stakori su
smjeSteni u odvojene plasti¢ne kaveze s mekom podlogom te su imali slobodan pristup hrani i
vodi. Nakon dolaska u pricuvnu nastambu Zivotinje su se prilagodavale na novu nastambu
najmanje dva dana prije pocCetnog testiranja. Uz dvanaestosatni ciklus svjetla i tame
temperatura u nastamba iznosila je 22+2 °C.

Svi su eksperimenti provedeni u aktivnoj fazi Stakora. U prvom eksperimentu
upotrijebljene su tri skupine 3takora. Zivotinje su nasumi¢no rasporedene u jednu od
slijede¢ih skupina: kontrolna skupina (n=8), lazna pokusna skupina (bez podvezivanja lijeve
koronarne arterije) (n=7), pokusna skupina (AMI (prema eng. acute myocardial infarction)
(podvezana lijeva koronarna arterija) (n=8) te laZna pokusna skupina s o¢uvanim perikardom
(n=4). Kontrolna skupina je imala samo rez na kozi kako bi osigurali nepristrano testiranje i
analiziranje ponaSanja svih skupina Stakora. U drugom eksperimentu koriStene su samo dvije
skupine Stakora, kontrolna skupina (n=4) i AMI skupina (n=4) kojima je dan morfij.

Svi eksperimentalni postupci temeljeni su na etiCkim smjernicama Svjetskog
udruZenja za istraZivanje boli (IASP). IstraZivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo

Medicinskog fakulteta, Sveuciliste u Splitu.

4.2. Infarkt miokarda: podvezivanje lijeve koronarne arterije

Sve su Zivotinje anestezirane inhalacijskim anestetikom (5%-tni izofluran u kisiku;
Forane, Abbott laboratories, Queenborough, UK). Anestezija je kasnije odrzavana 2%-tnim
izofluranom. Lijeva koronarna arterija je podvezana kako bi se inducirao infarkt miokarda
prema prethodno opisanoj metodologiji (81, 107). Pocetni rez koZe napravljen je u srediSnjoj
liniji gornjeg dijela abdomena, a nakon toga je napravljen uzduZni rez, prateci lineu albu.
Tupom sekcijom prikazan je ksifoidni nastavak prsne kosti oko kojeg smo zavezali ¢vor.
Natezu¢i konac prikazana je donja povrSina oSita. Nastavak operacije izvodi se pod

neurokirur§kim mikroskopom (Leica, M520 MCI, §vicarska, Slika 3).
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Slika 3. Neurokirurski mikroskop Leica M520 MCl1

Rez na oSitu u obliku slova ,,I* se u 1/3 proteZe kroz sredi$nji tetivni dio, a 2/3 kroz miSi¢ni
dio. Odmah po rasijecanju oSita Zivotinje su spojene na respirator (SAR 830, CWE Inc, USA)
postavljen na 56 udisaja u minuti i udisajni tlak od 784 do 980 Pa (8 do 10 cm/H,0) koji ih je

odrZavao stabilnim.

Zbog boljeg uvida u prsnu Supljinu rez je proSiren retraktorom. Perikard se paZljivo
oljusti kako bi se jasno prikazala povrSina srca. Podizanjem lijeve aurikule (ruZiCaste boje za
razliku od desne koja je modre boje) nalazi se polaziste lijeve silazne koronarne arterije koje
je smjeSteno na polovici linije izmedu lijeve aurikule i pocetka zajednickog debla pluénih
arterija (truncus pulmonalis). Sama arterija nije vidljiva na povrSini srca dok je jasno vidljiva
vena koja prolazi to¢no iznad nje. Mjesto podvezivanja je uvijek bilo isto: u razini donjeg
ruba lijeve aurikule Sto prema literaturi odgovara udaljenosti od 2-3 mm od njenog pocetka

(Slika 4).
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LAD

Slika 4. Shematski prikaz podvezivanja prednje lijeve silazne koronarne arterije u Stakora
(LAD). Desna klijetka (DK), desna aurikula (DA), lijeva klijetka (LK), lijeva
aurikula (LA), aorta (A), plu¢na arterija (PA)

Za podvezivanje lijeve silazne koronarne arterije koristio se atraumatski, neresorptivni
kirurski konac 8-0 (Prolene, 8-0, 6.5 mm, 3/8c, 8732H, Ethicon INC, New Yersey, USA).
Formirani ¢vor je dodatno ucvrSéen tkivnim ljepilom (Superattak, Henkel Loctite, Irska).
PovrSinsko bljedilo srca, bilo je znak uspjeSnog podvezivanja koronarne arterije (Slika 5). Rez
na oSitu zaSiven je s neresorptivnim kirurSkim koncem oznake 7-0 (Prolene, 7-0, 8.0 mm,
3/8c, 8735H, Ethicon INC, New Yersey USA) i to od miSi¢nog prema tetivnom dijelu.

Neposredno prije posljednjeg Sava u oSitu, reekspandiraju se pluca i upuse se zrak pod
tlakom. Sirenjem pluéa izbaci se preostali zrak iz prsne Supljine i uévrsti posljednji $av. U tom
trenutku Zivotinja se iskljuci s respiratora, te kroz 30 sekundi po¢ne samostalno disati. Nakon
Sivanja miSica i koZe Zivotinja se drZi na toplom dok se sasvim ne probudi iz anestezije.

U istraZivanju su upotrijebljene i dvije lazne pokusne skupine. U prvoj laZnoj
pokusnoj skupini Zivotinje su podvrgnute postupku identicnom onom prethodno opisanom
osim S$to se Stakorima nije podvezala lijeva koronarna arterija. U drugoj laZznoj pokusnoj

skupini, osim S$to Stakorima nije podvezana lijeva koronarna arterija nije im ni otvorena
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perikardijalna Supljina. Stakorima te skupine udinjen je samo mali rez na ofitu koji je

neposredno nakon toga zaSiven, bez dodatnih manipulacija perikarda.

Slika 5. Srce Stakora: A) prije podvezivanja i B) nakon podvezivanja lijeve silazne koronarne
arterije (LAD). Crno obojene strelice oznacavaju lijevu silaznu koronarnu arteriju,
dok bijele strelice oznacavaju granicu izmedu zdravog miokarda i blijedog tkiva koje

odgovara podrucju uspjesno induciranog infarkta miokarda
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4.3. PonaSajni testovi i eksperimentalni nacrt

Kako bismo identificirali parametre koji najbolje razlikuju AMI skupinu od ostalih
skupina, koristili smo bateriju ponaSajnih testova na nacin prikazan na Slici 2.

Test otvorenog polja (OFT prema eng. Open Field Test) najéesCe se Koristi za
mjerenje lokomotornog ponasanja i motivacije u podlozi tog ponaSanja. OFT se sastoji od
tamne Cetvrtaste kutije od pleksiglasa (100x100 cm) (Slika 6). Testiranje po¢inje nakon §to se
Stakor poloZi u srediSnji kvadrant OFT. Mjereni ponaSajni parametri bili su: vrijeme
provedeno na periferiji, vrijeme provedeno u srediSnjem kvadrantu, parametri povezani sa
spontanom lokomotornom aktivnosti, brzina kretanja, rotacije tijela, frekvencija uzdizanja i

timarenja. OpaZanje ponasanja trajalo je 10 minuta za svaku Zivotinju.

Slika 6. Fotografija testa otvorenog polja

Uzdignuti krizni labirint (EPM prema eng. Elevated Plus Maze) sastoji se od dva
ukriZena dijela (50x10 cm) od kojih je jedan zatvoren zidom visine 40 cm. Labirint se sastoji
od crne plastike i podignut je na visinu od 50 cm iznad poda. Prije pocetka testiranja Stakor se
postavi na kriziSte labirinta. PonaSanje se snima 10 min. U OFT-u biljezili smo sljedece
parametre: ukupan broj ulazaka u otvorene i zatvorene dijelove labirinta, vrijeme provedeno u
tim dijelovima i parametre povezane sa spontanom lokomotornom aktivnosti, brzinu kretanja,

te frekvenciju rotacije tijela, uzdizanja i timarenja (Slika 7).
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Slika 7. Fotografija testa uzdignutog kriznog labirinta. Strelice prikazuju otvorene i zatvorene

dijelove labirinta

Svi ponaSajni testovi su provedeni u izoliranoj prostoriji osvijetljenoj crvenim
svjetlom koje je najmanje stresno za Stakore (97). Nakon svakog testa, instrumenti su o¢i§¢eni
vodom, a potom 70% alkoholom. Cjelokupna baterija testova je snimljena kamerom visoke
rezolucije (Logitech Webcam C905, Logitech, Moulin du Choc, Switzerland), a video zapisi
su ucitani u AnyMaze program (AnyMaze Inc., Wood Dale, IL, USA) kojim su dalje
analizirani.

U prvom eksperimentu provedeno je jedno pocetno i cetiri poslije-operativna
testiranja. Prvo poslije-operativno testiranje pocelo je neposredno nakon indukcije infarkta
kada se Zivotinja probudila iz anestezije (otprilike nakon 20 do 30 minuta). Testiranje je
ponovljeno trec¢i, sedmi i Cetrnaesti dan nakon operacije.

U drugom eksperimentu provedeno je jedno pocetno i dva poslije-operativna
testiranja, a kirurSka procedura je bila identicna prethodno opisanoj, osim u primjeni morfija
neposredno prije prvog testiranja ponaSanja. Zivotinje su testirane istim, prethodno utvrdenim
redoslijedom (Slika 8). Drugo testiranje ponaSanja provedeno je nakon injekcije naloksona.

U oba eksperimenta testiranje ponaSanja provedeno je istim redoslijedom bez
promjene redoslijeda testiranja buduci da postojec¢a istraZivanja pokazuju pouzdanije rezultate

kad se najprije primijeni najmanje invazivan test a potom vise invazivan test (108).
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Slika 8. Redoslijed testiranja ponaSanja u prvom eksperimentu (puna linija) i drugom
eksperimentu (isprekidana linija). Ukupno trajanje testiranja ponasanja je bilo 35-45

minuta

4.4. Primjena lijekova

Stakori su primili intraperitonalnu injekciju morfija (Morphini Hydrochloridum,
Alkaloid, Makedonia) (5 and 10 mg/kg, razrijeden u fizioloskoj otopini) 30 min prije
testiranja ponaSanja (drugo testiranje u kontrolnoj skupini i prvo testiranje u pokusnoj

skupini). Nakon testiranja ponaSanja, primijenjen je antagonist morfija nalokson (0.1 mg/kg,
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razrijeden u fizioloSkoj otopini, Naloxon Inresa, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg,
Germany) primijenjen intraperitonalno. Nakon 30 minuta ponovljena je ista baterija testova.
Toc¢nu dozu koja izaziva anesteziju Stakora nije moguce utvrditi pa smo dozu prikladnu
za ovaj eksperiment odredili temeljem krivulje ponaSanja u prethodno opisanim modelima
(109, 110), interpolacijom doza koje se primjenjuju u ljudi (85), te prema Smjernicama za

anesteziju i analgeziju laboratorijskih Zivotinja (111).

4.5. Uzimanje i procesiranje tkiva

Po zavrSetku eksperimenta, Stakori su anestezirani kao §to je prethodno opisano i
Zrtvovani dekapitacijom. Izvadena su im srca i fiksirana u 4% paraformaldehidu u 0,01 M
fosfatnom puferu. Nakon tri dana fiksacije, srce je izrezano na tri dijela; prvi rez napravljen je
u visini donjeg dijela lijeve aurikule a drugi rez 4 mm ispod prvog reza. Tkivo je dehidrirno u
nizu rastu¢ih koncentracija alkohola i potom uklopljeno u parafin. Serijski parafinski rezovi
debljine 10 um postavljeni su na silanizirana stakla. Za histoloSku analizu rezovi srca bojani
su hemaloun-eozinom i trobojnim bojanjem po Malloryu. Obojani rezovi fotografirani su
digitalnim fotografskim aparatom Canon A480, (Lake Success, NY, USA). Veli¢ina infarkta
je mjerena koriste¢i Adobe Photoshop CS3 Magic wand opciju (Adobe Systems Inc., San
Jose, CA, USA). Infarcirano podrucje je oznaceno i izraCunato kao postotak povrSine lijeve
klijetke, potom je racunat prosjek iz postotka infarcirane povrSine svakog 10-og reza srca.

Prosjecan broj rezova koji je evaluiran je bio 5,3+1,4.

4.6. StatistiCka analiza

Mjere ponaSanja povezanog s boli (apsolutne vrijednosti) analizirane su sloZenom
ANOVOM i Newman-Keulsovim post hoc testom. Jednostavne usporedbe izmedu skupina u
drugom eksperimentu su ucinjene t-testom. Za svaku od usporedbi navedene su prikladne
mjere veli¢ine efekta. Za usporedbu dviju aritmetickih sredina (kod usporedbi uc¢inaka morfija
i naloksona) prikazat ¢e se Cohenov d (d).

Za prikaz stupnja povezanosti izmedu sistematskog izvora varijance i zavisne varijable
u provedenim analizama varijance (za rezultate ponasajnih testova u prvom eksperimentu gdje

su postojale tri skupine i pet to¢aka mjerenja) prikazat ¢e se kvadrirana eta (nz).
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Rezultati na slikovnim prikazima su izraZeni kao aritmeticke sredine i pogreske

aritmeticke sredine. Rezultati su bili statisticki znac€ajni ako je p<0,05
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5. REZULTATI

5.1. Kirurski pristup

U ovom istraZivanju primijenjen je inovativan kirurSki pristup. Kirur§ka procedura opisana u
ovom radu pokazala se pouzdanom i ponovljivom metodom eksperimentalne indukcije
infarkta miokarda u Stakora (112, 113). Modificirali smo tradicionalnu kirur§ku proceduru
koja obi¢no ukljucuje lijevu torakotomiju (114) ili medijalnu sternotomiju (115) koja medu
ostalim ukljucuje i rizik od slu€ajnog oStecenja drugih torakalnih organa (82). Rez u ravnini
simetrije izazvao je minimalno oStecenje tetivnog srediSta oSita a produZetak reza prema
ksifoidnom nastavku iSao je paralelno s miSi¢nim vlaknima sternalnog segmenta oSita.
Relativno mali pocetni rez (1-1.5 cm) omoguéio je odlicnu vizualizaciju srca te pristup

kirur§kim instrumentima kojima je manipulirano srce.

Nakon zahvata na srcu, prerezani dijelovi oSita Sivani su gustim, kontinuiranim Savom od
srediSta prema sternalnom dijelu i na taj nacin je u potpunosti zatvorena torakalna Supljina.
Kroz prostor izmedu dva zadnja Sava uvucena je mala sonda prikljuena na Spricu kojom je u
potpunosti evakuiran zrak iz prsiSta a pluca su u potpunosti re-ekspandirana. U roku od 30
sekundi, Zivotinja nastavlja disati potpuno samostalno u normalnom ritmu. Kirurski pristup
koji se zasniva na dijafragmektomiji omogucuje primjenu svih eksperimentalnih protokola za
istrazivanje ishemije i reperfuzije miokarda. Ligacija lijeve silazne koronarne arterije ovim
kirurSkim pristupom izaziva oStec¢enje od otprilike 10% lijevog ventrikla te trenutno bljedilo
miokarda koje je bilo vidljivo odmah prilikom operacije.

Nadalje, endotrahealna intubacija Stakora ostavlja dovoljno vremena eksperimentatorima da
dovrse operaciju. Ova operacija je vrlo fleksibilna te ju je moguce modificirati ovisno o vrsti

zahvata koji se planira te prema tome prilagoditi i anesteziju.

5.2. Histoloska potvrda infarkta miokarda

Infarkt je utvrden nakon obdukcije, histoloSkom obradom srca. Oziljkasto infarcirano
tkivo uoceno je na prednjem dijelu granice izmedu lijeve i desne klijetke te se protezalo dalje
na lijevu klijetku u svih Stakora s induciranim infarktom. Nadene su tri vrste oZiljaka nakon

infarkta; submuralni, subendokardijalni i subepikardijalni (Slika 9). U svim opisanim
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oblicima rubni pojas oziljkastog tkiva nastavljao se na srediSnji dio infarciranog zida.
Prosjecna veli¢ina infarkta u AMI skupini izraZena je kao postotak oStecenja povrsSine

presjeka lijeve klijetke i iznosila je 10+£6,4%.(M+SD)

Slika 9. Trobojno bojanje po Malloryu, prikaz popre¢nih rezova: a) transmuralni, b)
subendokardijalni 1 c¢) subepikardijalni infarkt. Strelice oznacCavaju oZiljak
infarciranog tkiva koje je karakteristicne plave boje za razliku od zdravog tkiva

miokarda. Ljestvica: | mm; primjenjiva na sve

5.3. Ponasajne promjene povezane s AMI

Iako je 48 ponasajnih parametara biljeZeno i analizirano u OFT, broj uzdizanja i trajanje
kretanja su bili jedini ponaSajni parametri u kirurskim skupinama (AMI i lazno pokusna
skupina) koji su pokazali znaajno smanjenje u odnosu na kontrolnu skupinu. Broj rotacija
tijela, prijedena udaljenost, brzina ili parametri karakteristicni za odredene dijelove OFT-a

nisu statisti¢ki znacajno razlikovali skupine.
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Stakori u AMI skupini su se zna¢ajno manje uzdizali u usporedbi s laZno pokusnom
skupinom u prvom i drugom poslije-operativhom testiranju u usporedbi s kontrolnom
skupinom (Slika 10A, F,17=9,85, p<0,001, np2:0,54). Kada usporedimo frekvenciju uzdizanja
izmedu skupina u razli¢itim zonama OFT, pokazalo se da se Stakori u AMI i lazno pokusnoj
skupini znacajno manje uzdiZzu u perifernoj zoni OFT u usporedbi s kontrolnom skupinom
(Slika 10B, F;7=5,27, p<0,05, np2:0,38 ). Utvrdene razlike su bile uocljive sve do drugog

poslije-operativnog testiranja.

Trajanje kretanja u srediSnjem kvadrantu OFT-a (Slika 10C) je bilo znacajno krace u
AMI i lazno pokusnoj skupini u usporedbi s kontrolnom skupinom (F;7=4,66 p<0,05,

np2:0,35 ). Takav uzorak razlika bio je prisutan do drugog poslije-operativnog testiranja.

Ovi rezultati pokazuju kako su Stakori u obje kirurske skupine (AMI i laZzno pokusna
skupina) bili viSe inhibirani u svom ponasSanju u usporedbi s kontrolnom skupinom S$takora.
Smanjenje sveukupne razine aktivnosti bilo je izraZenije u AMI skupini Stakora, iako ta

razlika izmedu AMI i lazno pokusne skupine nije bila statisti¢ki znacajna.
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Slika 10. Ponasajni parametri mjereni u testu otvorenog polja, kirurSke skupine (AMI i laZzna
pokusna skupina) pokazuju znacajno smanjenje frekvencije uzdizanja i opée mobilnosti
u usporedbi s kontrolnom skupinom Stakora. A) KirurSke skupine pokazuju smanjenu
frekvenciju uzdizanja u odnosu na kontrolnu skupinu, AMI skupina pokazuje najvece
smanjenje u prvom poslije-operativnom testiranju u odnosu na kontrolnu skupinu. B)
Frekvencija uzdizanja u periferiji je bila znaajno sniZena u kirur§kih skupinama u
usporedbi s kontrolnim Stakorima. C) Vrijeme mobilnosti u centralnom kvadrantu se
znacajno razlikuje izmedu skupina, kirurSke skupine se razlikuju od kontrola u prve
dvije to¢ke mjerenja. Zvjezdica oznacava znacajne razlike izmedu skupina u odredenoj

tocki mjerenja. Vrijednosti su izraZene kao aritimeticka sredina+SEM

Kad usporedimo uzorke kretanja u OFT izmedu razlicitih skupina, ocigledno je da su
se Stakori u AMI skupini manje kretali u sredi$njem kvadrantu u usporedbi s kontrolnom i

laZno pokusnom skupinom $takora (Slika 11).
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Slika 11. Reprezentativni primjer uzorka kretanja u testu otvorenog polja tijekom prvog
poslije-operativnog testiranja za A) kontrole, B) laznu pokusnu skupinu i C) Stakore s
akutnim infarktom miokarda. Iz prikaza je vidljivo da su kontrolni Stakori skloniji
istraZivati centralni kvadrant testa otvorenog polja u usporedbi s lazno pokusnom

skupinom i AMI skupinom koje su se uglavnom kretali u perifernom dijelu testa.

U EPM-u se ponovno pokazalo zna¢ajno smanjenje u broju uzdizanja (Slika 12A) u
AMI i lazno pokusnoj skupini u usporedbi s kontrolnom skupinom Stakora (F;;7=17,20
p<0,001, np2:0,67). Ove razlike bile su ocite sve do treceg poslije-operativnog testiranja.
Takoder u usporedbi s kontrolnom skupinom, pokusna i lazno pokusna skupina se manje
uzdizala i na taj naCin istraZivala okolinu na otvorenim dijelovima EPM (Slika 12B)
(F2,17=24,18 p<0,001, np2:0,89). Isto smanjenje u broju uzdizanja opaZeno je u zatvorenim
dijelovima EPM-a (Slika 12C) (F,17=14,94, p<0,001, np2:0,64) sve do drugog poslije-
operativnog testiranja.

Stakori u AMI i laZno pokusnoj skupini su manje izlazili na otvorene dijelove labirinta
(F2,17=61,68 p<0,001,np2:0,89; Slika 12D) te provodili manje vremena u tim dijelovima
EPM-a (F,,17=6,74, p<0,001,np2:0,44; Slika 12E) u usporedbi s kontrolnom skupinom sve do
treceg poslije-operativnog testiranja.

Drugi ponaSajni parametri biljeZeni i analizirani u EPM-u ukljucivali su brzinu
kretanja, udaljenost, rotacije tijela, timarenje te identi¢ni parametri u svakoj zasebnoj zoni koji

su se pokazali neuspjeSnima u razlikovanju skupina.
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Slika 12. PonaSajni parametri mjereni u kriznom labirintu. A) kirurSke skupine Stakora
pokazuju znacajno smanjenje u frekvenciji uzdizanja. AMI i lazna pokusna skupina
(kirurske skupine) su imale niZu frekvenciju uzdizanja u B) otvorenom i C)
zatvorenom dijelu labirinta u usporedbi s kontrolnim Stakorima. Kirurske skupine
ponovno pokazuju znacajno manji broj uzdizanja osobito na prvom i drugom
poslije-operativnom testiranju. D) Stakori u kirur§koj skupini imaju smanjen broj
ulazaka u otvoreni dio kriZznog labirinta u usporedbi s kontrolnim Stakorima na
prvom i drugom poslije-operativnom testiranju. E) Stakori u kirur$kim skupinama
su proveli mnogo manje vremena u otvorenim dijelovima labirinta u usporedbi s
kontrolnim Stakorima. Zvjezdica oznaCava znacCajne razlike izmedu skupina u

odredenoj tocki mjerenja. Vrijednosti su izraZene kao srednja vrijednost+SEM

Kako bismo istraZili razloge neocekivanog ponaSanja laZzno pokusne skupine uveli
smo dodatnu laZno pokusnu skupinu s neoste¢enim perikardom. Usporedbom podataka prvog
poslije-operativnog testiranja ove skupine Stakora s kontrolnom, lazno pokusnom i AMI
skupinom Stakora iz prvog eksperimenta koriste¢i samo one ponasSajne parametre koji su
najbolje razlikovali kontrolnu skupinu od ostalih, pokazalo se da nije bilo statisticki znacajne
razlike u ponaSanju Stakora iz lazno pokusne skupine s neoste¢enim perikardom i kontrolnih
Stakora (t=0.75, p>0.05, d'=0.47), dok su se pokazali statisticki znacajne razlike laZno
pokusne skupine s neoSte¢enim perikardom i skupine s infarktom (t=9.04 p<0.01, d'=4.40),
kao i lazno pokusne skupine s neoSte¢enim perikardom i laZno pokusne skupine s oSte¢enim

perikardom (t=4.07,p<0.01, d'=2.57) (Slika 13).
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Slika 13. Usporedba ponaSajnih parametara laZzno pokusne skupine Stakora s neoStecenim
osréjem s drugim skupinama; A) trajanje mobilnosti u testu otvorenog polja, B)
trajanje mobilnosti u otvorenim dijelovima kriznog labirinta (EPM) i C) frekvencija
uzdizanja u EPM. LaZzno pokusna skupina Stakora s neoSte¢enim perikardom (L-
kont.P) je pokazala slican uzorak kretanja kao i kontrolna skupina Stakora (Kont.)
LaZno pokusna skupina (L-kont.) i skupina s infarktom (Infarkt) su pokazali znacajne
razlike u usporedbi s kontrolnim Stakorima. Zvjezdica oznacava znacajne razlike u
usporedbi s kontrolnim Stakorima (t-test). Vrijednosti su izraZene kao srednja

vrijednost+SEM

5.3. Efekti morfija na ponasanje Stakora nakon AMI

U drugom eksperimentu upotrijebljen je isti skup ponaSajnih parametara koji se u
prethodnom eksperimentu pokazao uspjesnim u razlikovanju kontrolne od drugih skupina
(trajanje kretanja i uzdizanje). Primjena morfija u kontrolnoj skupini nije rezultirala
promjenom u ponaSanju niti je sedirala Zivotinje. Razli¢ite doze morfija su imale sli¢an efekt

na ponaSanje tako da su ove skupine spojene u jedinstvenu kontrolnu i AMI skupinu (Slika
14).
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Slika 14. Efekt morfija i naloksona na Stakore s akutnim infarktom miokarda (AMI). A) U
testu otvorenog polja morfij je djelovao na poviSenu razinu aktivnosti u Stakora s
AMI dok je injekcija naloksona promijenila ponaSanje Stakora na nacin da je bilo
slino ponasanju AMI Stakora bez farmakoloSke intervencije. Sli€an uzorak
ponasanja opaZen je u kriznom labirintu (EPM) dok je nalokson smanjio B) vrijeme
provedeno u otvorenim dijelovima labirinta i C) frekvenciju uzdizanja. U kontrolnih
Stakora primjena morfija i naloksona nije utjecala na promjene u ponasanju.
Vrijednosti su izraZzene kao aritimeticka sredina i SEM. Zvjezdica oznacava

statisticki znacCajne razlike u usporedbi s kontrolnim Stakorima (t-test).

Opca razina aktivnosti AMI Stakora u OFT-u je bila znacajno smanjena (t=8,40
p<0,01) u usporedbi s kontrolnom skupinom Stakora bez primjene lijekova kako smo i
pokazali u prvom eksperimentu. Nakon injekcije morfija razina aktivnost se gotovo u
potpunosti vratila na kontrolne vrijednosti (t=0,76, p>0.05) da bi se ponovno smanjila
primjenom naloksona (t=3,09, p<0,05 d'=2,53) (Slika 14A). Sli¢an uzorak aktivnosti opaZen
je i u EPM-u gdje je vrijeme provedeno u otvorenom dijelu EPM-a (t=13,49, p<0,001) (Slika
14B) i broj uzdizanja (t=4,57, p<0,01. d'=3,74) (Slika 14C) bilo znacajno smanjeno u AMI
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skupini Stakora u usporedbi s kontrolama bez primjene lijekova. Nakon primjene morfija
ponaSanje AMI §takora je bilo sli¢no kontrolnim vrijednostima.

Analgetski efekt morfija poniSten je nakon primjene naloksona i s obzirom na vrijeme
provedeno na otvorenom dijelu EPM testa (t= 2,56 p<0,05 d'=2,09) i s obzirom na
frekvenciju uzdizanja (t= 2,87 p<0,05 d'=2,36) u EPM testu (Slika 14). Ovakav slijed
zbivanja sugerira da su opaZene promjene ponasanja zaista posljedica boli a ne nekog drugog

¢imbenika.
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6. RASPRAVA

Kirurski pristup

Stakori s eksperimentalno izazvanim akutnim infarktom miokarda su klini¢ki vaZan
model zatajenja srca. Podvezivanje lijeve koronarne arterije Stakora je najcesce koriStena i
pouzdana kirur§ka metoda kojom se modelira infarkt miokarda koji je po svojim
infarkta miokarda nakon ligacije koronarne arterije su Cesto problemati¢ni zbog velikog
mortaliteta te velikih varijacija u veli¢ini infarkta (4-59%) (116). KirurSke tehnike koriStene
do sada su bile ili preinvazivne ili nedovoljno precizne u manipulaciji srca, osobito atrija.
Tradicionalni kirurSki pristup uglavnom ukljucuje lijevu torakotomiju ili presijecanje
sternuma.

Transdijafragmalni kirurski pristup koriSten u ovom istraZivanju ima nekoliko
prednosti. SrediS$nji rez kroz trbuSnu stjenku i oSit izazvao je minimalno krvarenje jer u
srediSnjoj liniji nema vec¢ih krvnih Zila i Zivaca. Ovaj pristup takoder ostavlja rebra
netaknutima. Takoder, podizanje zida torakalne Supljine i ksifoidnog nastavka omogucava
bolju vidljivost srca.

Unato¢ velikom oStecenju srcanog tkiva u ovim eksperimentima, Zivotinje su se
gotovo u potpunosti opravile unutar dva tjedna. Takoder, ovu proceduru moguce je
modificirati s obzirom na vrstu anestetika koji se koristi (isoflurane or ketamine/xylazine)
ovisno o tome koliko vremena ¢e biti potrebno za operaciju $to joj daje i znaajnu

fleksibilnost.
Ponasajne promjene povezane s AMI

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati ponasajne promjene povezane s boli u Stakora
nakon infarkta miokarda. Pokazalo se da nakon LAD-a kojom je uzrokovana ishemija i lazno

pokusne operacije koja je ukljucivala sve dijelove kirurSkog postupka osim LAD-a se

pokazala smanjena pokretljivost Zivotinje i smanjenje eksploratornog ponasanja.
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Test otvorenog polja opcenito se koristi za istrazivanje eksploratornog ponasanja,
procjene reakcija na novost, procjenu anksioznosti i pamdéenja. PonaSanje Stakora u
otvorenom prostoru izaziva isti uzorak odgovora koje moZemo ocekivati od ljudskih
ispitanika u otvorenom prostoru u usporedbi sa zatvorenim prostorom. Strah od otvorenog
prostora istovremeno sadrZi i tendenciju za istraZivanjem i pribliZavanje prijeteCem podraZaju.
Ovaj test moZe se Kkoristiti za ispitivanje nemira, nesigurnosti i straha koji je posljedica

predvidanja stvarne ili potencijalne prijetnje (117).

U testu otvorenog polja (OFT), obje skupine (AMI i lazno pokusna) provele su vise
vremena na periferiji otvorenog polja i imale su niZzu frekvenciju uzdizanja. Preferencija
perifernih zona testa otvorenog polja u poslije-operativnoj fazi opazena je i u drugim
Zivotinjskim modelima boli (118, 119). Smanjena aktivnost i istraZivanje u OFT-u odraZava
znacajnu promjenu u prirodnom ponaSanju Stakora i moZe se interpretirati kao posljedica

poslije-operativne boli (120).

Test kriznog labirinta (EPM) dio je ve¢ poznate paradigme za procjenu anksioznog
ponasanja u Stakora (121). Test se zasniva na prirodnoj tendenciji Stakora za istrazZivanjem
nove okoline, suoCeni s izborom: otvoreni, nezaStieni dio kriznog labirinta naspram
zatvorenog dijela labirinta najCeS¢e Ce izabrati zatvoreni, tamniji dio prostora. Ovaj sukob
istovremenog priblizavanja i izbjegavanja rezultira ambivalentnim ponasanjem koje je
povezano s povecanim indikatorima fizioloSkog stresa (121). Nasuprot tome, primjena
benzodiazepina i drugih anksiolitika rezultira pojacanim istrazivanjem otvorenih dijelova

kriZnog labirinta, bez smanjenja opce razine motivacije i lokomocije (122).

Rezultati na EPM testovima su pokazali jo§ jednom da su Stakori iz obje kirurske
skupine (AMI i lazno pokusna skupina) manje pokretni u poslijeoperativnom razdoblju,
primjerice rjede su ulazili u otvorene dijelove labirinta i manje vremena su provodili u

otvorenim dijelovima labirinta.

Stakori s infarktom i laZne kontrolne skupine preferiraju zatvorene dijelove labirinta
Sto se moZe interpretirati kao povecana anksioznost, $to je u skladu i s rezultatima drugih
istrazivanja koja pokazuju da Stakori u poslije-ishemijskom periodu pokazuju vise

anksioznosti (123).

Opis ponasanja Zivotinje u akutnom stanju bolesti ukljucuje anksioznost u kombinaciji

s gubitkom interesa za okolinu i novosti (124), to odgovara promjeni u ponasanju Stakora u
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poslije-infarktnom periodu. Dokazi o povezanosti izmedu ponaSanja povezanog s
anksioznosti i boli nadeni su u razli¢itim Zivotinjskim modelima boli. Ove pseudoafektivne

promjene koriste se kao implicitne mjere boli (125).

Prethodna istraZivanja su pokazala da Stakori nakon infarkta miokarda pokazuju niz
ponasajnih promjena koji ukljuCuju povecanu anksioznost, depresivnost, gubitak interesa za
okolinu i promijenjeni uzorak kretanja (86, 96). DodusSe, svi ovi nalazi su vezani uz kronicne
promjene koje su vidljive Cetiri do pet tjedana nakon infarkta. Translacijska vrijednost ovih
rezultata ogranicena je dijelom zbog toga $to je u klinickim uvjetima oporavak definitivno
zavrsen u tom periodu (126) (126). Najraniji nalazi o ponaSanju Stakora u poslije-infarktnom
periodu su tri dana nakon operacije (127), medutim, u ovom specificnom slucaju infarkt je
induciran privremenim podvezivanjem lijeve silazne koronarne arterije LAD i nije bio

histoloski potvrden.

Iznenadujuéi rezultat ovog istrazivanja su identicni uzorci ponasanja u lazno
kontrolnoj i AMI skupini Stakora. Dodavanje nove lazno kontrolne skupine s netaknutim
osréjem imalo je funkciju objasniti izvor boli u laZzno kontrolnoj skupini kao i razloge zasto
opazena bolna ponaSanja u AMI skupini se ne mogu pripisati samo boli koja je posljedica
ishemije. Nadalje, eksperimentalni modeli koji su koristili injektiranje algogenih tvari u osrcje

imaju sli¢ne ishode kao oni modeli koji koriste podvezivanje koronarne arterije (25).

Povezanost izmedu ishemije miokarda i sr¢ane boli nije sasvim dokazana, budu¢i da
se sréana bol moZe javiti i bez ishemije, kao i to da epizode ishemije miokarda mogu biti
potpuno bezbolne (prikazano u (8)). Osrcje se Cesto pogresno prezentira kao neosjetljivo na
bol (osim u donjem segmentu) (128), medutim, osr¢je je inervirano vagusnim, freni¢nim i
simpati¢kim Zivcima koja prolaze kroz sr€ani pleksus (129). Freni¢ni neuroni povezani su
vlaknima iz cervikalnog simpatickog ganglija (130) koji takoder inerviraju parijetalni
segment osr¢ja (131). Parijetalno (132, 133) i visceralno osréje (134, 135)je osjetljivo na

kemijske i mehanic¢ke podraZaje.

Medu ostalim smo prikazali i trajektorije kretanja AMI i kontrolnih Stakora. Takav
oblik prikaza daje jasnu informaciju o prostornoj organizaciji aktivnosti i njegove prednosti su
u tome da iako se ukupna aktivnost mjerena u testu ne mijenja u ovisnosti o vrsti intervencije,
uzorak kretanja je potpuno drukciji i ima sasvim drukcije etoloSko znacenje. Prema tome,

procjena lokomocije, geometrijskih uzoraka kretanja kao i prostorno-vremenske organizacije
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kretanja (136) moze biti bogat izvor informacija o bihevioralnoj neuroznanosti i genetici u

eksperimentalnih Zivotinja (137), primata (138) kao i u ljudi (139).

U naSem istraZivanju se pokazalo da se ponaSajna strategija i uzorci aktivnosti
znacajno razlikuju izmedu kontrolnih i AMI Stakora na nacin da se AMI Stakori uglavnom
fokusiraju na zidove i periferiju testa otvorenog polja, manje rotiraju tijelo, kretanje je
uglavnom pravocrtno za razliku od kontrolne skupine. Tako moZemo utvrditi da bol izaziva
neku vrstu spacijalne reorganizacije, smanjenje kretanja u poslije-operativnoj fazi i
izbjegavanje potencijalno ugroZavaju¢ih zona kao §to je srediSnji kvadrant u OFT-u. Kako
navodi Horev i sur. (140), zid OFT ima dvojaku ulogu u analizi eksploratornog ponaSanja
Stakora: jedna se odnosi na navodenje, druga na privlacenje. Prva funkcija podrazumijeva da
se zivotinja lakse krece i snalazi u prostoru kada se krece paralelno zidovima OFT-a. Druga
funkcija odnosi se na prirodnu tendenciju glodavaca da se kre¢u u blizini zida, i istraZuje
okolinu u blizini zida Sto je takoder jedan od aspekata tigmotaksije. Tigmotaksija se odnosi na
prirodnu tendenciju Stakora da budu u blizini vertikalnih povrSina i na taj nacin se Stite od
predatora (141).

Procjena boli u ovom istrazivanju se velikim dijelom odnosi na procjenu lokomotorne
aktivnosti pa tako moZemo jasno primijetiti rjedi slijed linija koje su pratile kretanje u AMI
Stakora za razliku od kontrola §to pokazuje kra¢i prijedeni put. Budu¢i da su ponaSajna
ekspresija boli, anksioznost i lokomocija domene koje se ocigledno preklapaju, analiziranje
prostorne strategije kretanja potencijalno moZe posluziti kao metoda razlikovanja anksioznosti

od hipolokomocije.

Primjena morfija

Morfij se smatra zlatnim standardom opioidnih analgetika koji se koriste za
ublazavanje boli (142). Morfij kao i drugi opioidi (oksikodon, hidromorfin i diacetilmorpfin)
djeluju izravno na srediS$nji Ziv€ani sustav u ublaZavanju boli, primjenjuje se i u
eksperimentalnim uvjetima (Zivotinjskim modelima) kao i u klinickoj praksi gdje ima vrlo
Siroku primjenu. lako navedeni opioidni agonisti ublazavaju bol bez znacCajnog

onemogucivanja drugih osjetilnih funkcija, primjena morfija u Zivotinjskim modelima moze

41



izazvati blaZu respiratornu depresiju u dozama ve¢im od 10mg/kg (143) i ponaSajne promjene
(ekscitaciju ili sedaciju) ¢iji intenzitet ovisi o nizu ¢imbenika medu ostalim o dozi te opem
afektivnom stanju Zivotinje (144). Niske doze morfija inhibiraju izbjegavajuc¢e oblike
ponasanja, dijelom kroz aktivaciju p-receptora, dok viSe doze morfija aktiviraju izbjegavajuce

oblike ponaSanja koje ne posreduju opioidni receptori (145).

Kao $to smo naveli, morfij se koristi za kontrolu boli kod akutnog infarkta miokarda u
ljudi (146) kao i za smanjenje boli te ublaZavanja ponaSanja povezanog s boli u razli¢itim

Zivotinjskim modelima neuropatske boli (88, 118, 147).

Svjesni popratnih pojava svake farmakoloske intervencije odabirom odgovaraju¢e doze
morfija (pri ¢emu je bilo vazno izbje¢i potencijalni sedacijski efekt) i pridrZavajuéi se uputa o
primjeni inhalatornih analgetika i opioida cilj je bio izbjeci rezidualno djelovanje izoflourana
te preklapanje efekata s morfijem.

Takoder, vazno je naglasiti da smo Zeljeli i zbog usporedivosti naSih rezultata s drugim
istraZivanjima koristiti morfij u standardiziranim dozama. Osim toga pokazalo se da se ova

skupina lijekova tipi¢no primjenjuje u lijeCenju tupe boli umjesto oStre boli (143).

U ovom eksperimentu primijenjen je morfij kako bismo testirali hipotezu o stabilnosti
parametara ponasanja koji su specifi¢no vezani za bol. Stakori nakon AMI-a su bili manje
aktivni, pokazali su manje eksploratornog ponasanja i niZu frekvenciju uzdizanja nakon AMI-
a. Ovi oblici ponaSanja su bili uspjeSno poniSteni injekcijom morfija, ¢ime je znacajno
povecan stupanj aktivnosti Zivotinje. Brojni Zivotinjski modeli (148, 149) su pokazali
promjenu u ponaSanju Zivotinje nakon primjene morfija. Razayof i sur. 2009 su pokazali
anksioliti¢ko djelovanje morfija (mjereno povec¢anim brojem ulazaka u otvoreni dio kriZznog
labirinta) koje je uspjeSno poniSteno mikroinjekcijom naloksona u ventralnom
hipokampusu(150). U modelu upalne boli pokazalo se i statisticki znafajno smanjenje
lokomotori¢ke aktivnosti u eksperimentalnoj skupini, koja se vratila na preoperativnu razinu
nakon primjene morfija (151). U modelu kancerogene boli, skupina Stakora tretirana morfijem

je zadrZala preoperativne parametre kretanja mjerene na rotiraju¢em cilindru (152).

U ovom istrazivanju se pokazalo da nema razlike izmedu kontrolne skupine Stakora i
skupine S$takora kojima je injektiran morfij s obzirom na bilo koji ponaSajni parametar.
Takoder nismo opazili sedacijski efekt Zivotinje u OFT-u koji moze maskirati efekt ponaSanja
povezanog s boli. Sedacijski efekt ovisi o brojnim ¢imbenicima: razli¢itoj farmakokinetici,

nacinima aplikacije morfija i doza morfija (111).
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Primjena morfija u AMI Stakora je opcu razinu aktivnosti gotovo u potpunosti vratila
na pocetne vrijednosti. Sli¢an uzorak aktivnosti opaZen je i u EPM-u. Budu¢i da se EPM
temelji na kretanju Zivotinja, vazno je iskljuciti sedacijski efekt morfija. Na osnovu pred-
testiranja u OFT-u i procjeni uzorka kretanja utvrdili smo odgovaraju¢u dozu koja omogucuje

procjenjivanje ponasanja povezanog uz bol bez smanjenja lokomotorne aktivnosti.

Morfij medu ostalim ima i anksioliticko djelovanje (88, 153). U istrazivanju Roeska i
sur. se pokazalo da morfij smanjuje mehanicku preosjetljivost bez umanjivanja motoricke
aktivnosti, ¢ime su dokazali analgetski efekt morfija. Takoder, taj efekt je uvelike ovisio o
dozi jer pri 3mg/kg vodi smanjenju anksioznog ponasanja u kontrolnih Zivotinja ali ne uz vise
doze. Time su pokazali da je anksioznost kao prateca afektivna komponenta doZivljaja boli

bila umanjenja analgeticima (88).

Broj uzdizanja i vrijeme provedeno na otvorenom dijelu kriZznog labirinta bilo
znacajno smanjeno u AMI skupini Stakora. Analgetski efekt morfija poniSten je nakon

primjene naloksona pa ove promjene dijelom mozemo pripisati boli.

HistoloSka procjena infarciranog oZiljkastog tkiva utvrdila je prosje¢nu veliinu
infarkta srca u uzorku analiziranih Zivotinja od 10% povrSine lijeve klijetke. Nema
konzistentnih podataka o povezanosti veli¢ine infarkta i promjena u ponaSanju u Zivotinjskim
modelima. Dio istraZivanja upucuje na ponaSajne razlike (anhedonija, sniZena razina
aktivnosti) neovisno o veli¢ini infarkta (154) ili utjecaj emocionalnog stresa koji povecava
veli¢inu infarkta (155) kao i fizioloSki parametri (sistolicki tlak) koji je u obrnuto
proporcionalnom odnosu s obzirom na veli¢inu infarkta kao i to da lokomotoricka aktivnost
nije povezana s veli¢inom infarkta i posljedi¢nim oStecenjem srca (156). Medutim, koliko
nam je poznato nema istraZivanja koje se specifi¢no orijentiralo na ponaSajne promjene s
obzirom na razli¢ite veliine infarkta, pa s obzirom na to nismo mogli formirati nasa

ocekivanja o utjecaju veli¢ine infarkta koju bi eventualno imao na promjene u ponasanju.

Nedostaci istraZivanja

Model infarkta koji smo koristili ukljuuje pouzdani kirurski postupak izazivanja infarkta
medutim manjka u pojavnoj valjanosti jer se infarkt kod inace zdrave Zivotinje javlja trenutno

$to je kod ljudi iznimno rijetko, veca je vjerojatnost da se infarkt razvije kao posljedica
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dugotrajnih promjena u krvnim Zilama. Nadalje, zbog dostupnih koli¢ina anestetika i Zivotinja
nije bilo mogucée povecati veli¢inu uzorka u posljednjem eksperimentu. Takoder, u
posljednjem dijelu eksperimenta se povec¢ao mortalitet Zivotinja uslijed komplikacija s
inhalatornim anestetikom. Sam kirurski zahvat je bio iznimno kompleksan i bilo nam je teSko
utvrditi izvor mortaliteta koji se iznenadno pojavio. Medutim, treba uzeti u obzir da je broj
Zivotinja inicijalno odreden izracunom veli¢ine uzorka. U prvom eksperimentu smo imali
odgovarajudi broj Zivotinja, a u susljednim eksperimentima se pokazalo da postoji dosta veliki
mortalitet pa smo imali neSto manje Zivotinja ali smo i dalje uspjeli razlikovati kirurSke
skupine od kontrola (sve daljnje analize u drugom eksperimentu odnosile su se na parametre
koji su u prvom eksperimentu razlikovali kontrolnu skupinu od kirur§kih skupina) pa u tom

smislu nismo utvrdili pad snage istraZivanja.

Daljnji nedostaci odnose se na odabir ponasSajnih parametara koriStenih u istraZivanju. U
postojecoj literaturi koliko nam je poznato nismo na$li ikakav postupak koji se odnosi na
analizu kompleksnog ponaSanja Stakora u akutnoj postoperativnoj fazi. S obzirom na to
odlucili smo se fokusirati na ponaSajne parametre koji su nam bili poznati iz kroni¢nog
modela. U dosada$njim istraZivanjima je jedna od alternativnih mjera povezanih s boli bio
koriSteni test socijalnih interakcija koji se koristio samo kao test kojim bi iskljucili
lokomotornu disfunkciju u standardiziranim testovima kao $to je test otvorenog polja i kriZni
labirint (86, 96). Medutim u ovom istrazivanju je KkoriSten automatizirani sustav koji
omogucuje provjeru razine i karakteristike kretanja Zivotinja prije konaCnog testiranja
ponaSanja. Mjerenja socijalnog ponaSanja kao Sto je majcinsko ponaSanje, mjerenje
agresivnosti i seksualno ponasanje zahtijevaju nekoliko metodoloskih pretpostavki kojima
nije bilo moguce udovoljiti zbog dinamike eksperimenta. Naime Zivotinje koje su narucene iz
Nastambe za male eksperimentalne Zivotinje SveuciliSta u Splitu bile su individualno
smjeStene u kavezu i kao takve su koriStene dalje u eksperimentu. Osobito je bilo vazno
izbjeéi interakcije ozlijedenih i neozlijedenih Zivotinja i nije bilo moguce zadrzavati ih u
priru¢noj nastambi toliko dugo da bi se socijalno ponaSanje razvilo te ih podvrgnuti operaciji
u istom navratu. Takoder, mjere socijalnog ponasSanja do sada su se pokazale nepouzdanima u
visceralnim modelima boli upravo zbog neadekvatnog kvantificiranja tog ponasanja (157,
158). Nadalje, ishemija srca temeljito promijeni sve aspekte ponaSanja pa tako primjerice
mjerenje spavanja, hranjenja i vokalizacije loSe diskriminiraju skupine s razli¢itim razinama

intervencije.
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Nastojali smo razmotriti i potencijalno djelovanje placebo efekta. Uzeli smo u obzir da je
placebo efekt mogu¢ kod bilo koje farmakoloske intervencije,i s tim na umu je racunato da su
obje skupine (infarkt i kontrola) podjednako izloZene placebo efektu. Osim toga kontrola za
farmakoloske intervencije je bila skupina koja je imala samo povrSinski rez i isti protokol
testiranja i primjene farmakoloskih intervencija koje su primijenjene jednokratno pa smo
reducirali moguénost uvjetovanja, o€ekivanja ili drugih faktora koji su mogli doprinijeti
analgeziji, takoder primjena naloksona je uspjes$no ponistila analgetski efekt a pokazano je da

nalokson uspj$no moZe ponistiti i placebo efekte (159).
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7. ZAKLJUCCI

1.

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da je ponaSanje povezano s boli u akutnom
poslije-infarktnom periodu karakterizirano smanjenom mobilnosti i eksplorativnim
ponasanjem

Sréana ishemija koja je posljedica eksperimentalno izazvanog infarkta je manje vaZan
izvor boli od manipulacije osr¢ja.

Novi kirurski pristup omogucio je odlicnu vizualizaciju srca, minimalno krvarenje te
brzi postoperativni oporavak §to je omogucilo analiziranje ponaSanja odmah nakon

operacije
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SAZETAK

Stakori s eksperimentalno izazvanim infarktom miokarda su se pokazali klini¢ki vaZznim
modelom visceralne boli. Budu¢i da ima vrlo malo podataka o ponaSanju Stakora u poslije-
infarktom periodu Zeljeli su identificirati specificna ponaSanja povezana s AMI kako bi
povecali valjanost modela. Podvezivanjem lijeve koronarne arterije induciran je AMI i
ponasanje povezano s boli koriste¢i test otvorenog polja i test kriznog labirinta. Uvodenje
inovativnog kirur§kog pristupa omogucio je odli¢nu vizualizaciju srca, pouzdanu ligaciju
lijeve koronarne arterije, minimalno krvarenje te minimalno oSte¢enje miSi¢nog i vezivnog
tkiva Sto je znaCajno ubrzalo postoperativni oporavak. Morfij je primijenjen nakon indukcije
AMI-ja kako bi razlikovali promjene povezane s boli od onih koje su nespecificne globalne
promjene. AMi je histoloski potvrden. Smanjena pokretljivost je kontinuirano bila prisutna u
svim testovima ponasanja i u grupi Stakora s infarktom i u laZzno kontrolnoj skupini. U testu
otvorenog polja AMI i laZzno kontrolna skupina Stakora su pokazali manje istraZivackog
ponaSanja i opc¢enito manje aktivnosti. Slican uzorak ponaSanja opaZen je u testu kriZnog
labirinta gdje su obje kirurSke skupine manje ulazile u otvorene dijelove labirinta i opcenito
manje vremena provodile u otvorenim dijelovima labirinta. LaZno kontrolna skupina s
neoStecenim osréejm pokazala je isti uzorak aktivnosti kao kontrolni Stakori. Smanjenje
aktivnosti i uzdizanja opaZeno nakon AMI je uspjeSno obrnuto nakon injekcije morfija. Ovaj
efekt je umanjen nakon primjene naloksona §to nam je omogucilo da se specificne promjene u
ponasSanju pripiSu boli. Ovo istraZivanje je pokazalo da ponasanje povezano s boli u akutnom
poslije-infarktnom periodu opcenito je obiljeZzeno smanjenom mobilnosti i istraZivackim
ponasSanjem. Ovi rezultati pokazuju da je sr€ana ishemija manje vaZan izvor boli od

manipulacije osrc¢ja.
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SUMMARY

Purpose: Rats with experimentally induced acute myocardial infarction (AMI) have proven
to be a clinically relevant model for visceral pain. As there are no behavioral data available on
rats in post-infarction period we aimed to identify specific pain-related behavioral changes
following AMI to increase the validity of the model.

Methods: AMI was induced by the left coronary artery ligation and pain-related behavior was
analyzed using the open field test (OFT) and elevated plus maze (EPM). Surgical technique
used in this study enabled adequate visualization of the beating heart with only minimal
bleeding, rib cage was left intact causing only minimal trauma to the skin and muscles which
facilitated faster recovery Morphine was applied following AMI induction to differentiate
pain-related changes from those related to nonspecific global changes in responsiveness. AMI
was histologically confirmed.

Results: Hypolocomotion was consistently evident in all behavioral tests for both infarcted
and sham group. In OFT, both AMI and sham rats exhibited less exploratory behavior and
less activity. Similar pattern of behavior was observed in EPM, where both surgical groups
showed fewer entries to the open arms and spent less time in the open arms. Sham group with
intact pericardium showed the same pattern of activity as control rats. The reduction in
activity and rearing observed following AMI was successfully reversed following morphine
injection. This effect was abolished after naloxone application allowing us to attribute
observed changes specifically to pain.

Conclusions: This study demonstrates that pain-related behavior in acute post-infarction
period is generally characterized by reduced mobility and explorative behavior. Our results
showed that cardiac ischemia as a consequence of experimentally induced infarction is less

important source of pain behavior than manipulation of the pericardium.
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