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Resumen. La gabapentina es un agente ttil para el alivio de la neuralgia
del trigémino y el dolor orofacial fantasma. Sin embargo, existe poca informa-
cion sobre el efecto antinociceptivo de la gabapentina en los modelos de dolor
orofacial. En este trabajo se investigd el efecto antinociceptivo de la gabapen-
tina sobre el acicalado facial en la rata, provocado por la inyeccion de la for-
malina, un paradigma de dolor orofacial. La dosis de 10 mg/kg IP de la gaba-
pentina produjo una drastica disminucion del acicalado facial en la fase 1y II
indicando un claro efecto antinociceptivo. Sin embargo, en la dosis de 1
mg/kg IP, la gabapentina tuvo un efecto antinociceptivo solo en la fase 1. La
D-serina (100 wg, ICV) no produjo efecto inyectada sola y no antagonizo el
efecto antinociceptivo de la gabapentina. Por el contrario, la combinaciéon de
la gabapentina-1 mg/kg IP mas D-serina redujo significativamente el acicala-
do facial en la fase II. Este resultado muestra una diferencia con estudios en
que la gabapentina induce antinocicepcion en la prueba de la formalina en la
pata de la rata s6lo en la fase Il y la D-serina antagoniza a la gabapentina. Los
resultados se discuten en relacion al proceso de dolor en la pata posterior ver-
sus la estimulacién dolorosa orofacial.
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Abstract. Gabapentin is a useful agent for the relief of trigeminal neural-
gia and orofacial phantom pain. However, there is scarce information on the
gabapentin analgesic effect in orofacial pain models. We tested the analgesic
action of gabapentin on the formalin-induced face grooming in the rat, an
orofacial pain paradigm. IP Gabapentin (10 mg/kg), induced a drastic reduc-
tion in face grooming during phase 1 and II, indicating a clear-cut
antinociceptive effect. However, at 1 mg/kg, gabapentin had an analgesic ef-
fect only on phase I. D-serine (100 ug, ICV) was silent when given alone and
did not antagonize the antinociceptive effect of gabapentin. On the contrary,
gabapentin 1 mg/kg plus D-serine significantly reduced face grooming in
phase II. These results show a difference between gabapentin induced
orofacial analgesia and previous studies showing gabapentin-induced hind paw
analgesia in the formalin test, only during phase II, as well as D-serine antago-
nism of gabapentin. The results are discussed in terms of different pain pro-

cessing of hind paw, versus orofacial nociceptive stimulation.
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INTRODUCION

La gabapentina, un anilogo estructu-
ral del 4cido gamma amino butirico
(GABA), alivia el dolor asociado a la neuro-
patia diabética (1), a la neuralgia post her-
pética (2), a la neuralgia trigeminal (3,4) y
al dolor orofacial fantasma (5). Varios estu-
dios experimentales apoyan estas observa-
ciones clinicas. La gabapentina reduce la
hiperalgesia térmica y mecdnica, tanto
como la alodinia en los modelos de dolor
neuropatico producido por inyecciones de
anticuerpos (6), ligadura del nervio ciatico,
ligadura de nervios de la médula espinal
(7-9) o inoculacion de virus herpes (10) en
ratones. La gabapentina bloquea la respues-
ta dolorosa inducida por la carragenina y la
inyeccion de formalina en la pata trasera de
la rata sugiriendo un alivio del dolor infla-

matorio (11-18). La D-serina estda conside-
rada como un ligando endogeno de los re-
ceptores NMDA en el cerebro a través del
sitio de accion de la glicina. La D-serina
tiene un rol fisioldgico en la plasticidad si-
néptica y fisiopatolégico importante en la
excitotoxicidad y la neuroinflamacién que
induce la muerte neuronal, como en el do-
lor neuropatico (19). El patrén de las va-
riaciones regionales y cambios postnatales
en la D-serina cerebral esta estrechamente
relacionado con la subunidad R2 de los re-
ceptores excitadores NMDA. La D-serina
puede tener un rol modulador positivo en
los receptores NMDA que contienen la sub-
unidad R2 y realiza un papel importante
controlando la expresion conductual en los
mamiferos (20).

Se ha sugerido que la gabapentina pro-
duce analgesia aumentando la transmision
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gabaérgica (21) y bloqueando los canales
de calcio voltaje dependientes (22-27).

La D-serina antagoniza la accién anal-
gésica de la gabapentina. Este efecto se
atribuye a la unién de la D-serina con el si-
tio de receptor de la glicina del NMDA
(28,15). El antagonismo competitivo de la
D-serina ha sido cuestionado (15, 29, 30).
Existen evidencias neuroquimicas que su-
gieren que la gabapentina modula la activa-
cién del receptor NMDA al aumentar la afi-
nidad de la glicina por el receptor NMDA en
presencia de la proteinkinasa C (PKC). La
PKC esta elevada en los tejidos inflamados y
la gabapentina pudiera actuar selectiva-
mente sobre las células afectadas por la in-
flamacion (31). Recientes estudios confir-
man que la gabapentina actiia a nivel de los
receptores NMDA porque ejerce un efecto
protector contra el dano neuronal inducido
por el glutamato, al menos en parte, al inhi-
bir las corrientes iénicas activadas por el re-
ceptor NMDA (32). Ademas la gabapentina
ejerce ¢l efecto antinociceptivo al inhibir de
manera no competitiva el receptor gluta-
matérgico NMDA (33).

La prueba de la formalina fue satisfac-
toriamente adaptada por Clavelou y col. (34)
para ¢l estudio del dolor orofacial en la rata.

Estos experimentos se realizaron para
investigar el efecto de la gabapentina sobre
la conducta dolorosa provocada por la in-
yeceion de formalina en la region orofacial
y para averiguar si la D-serina puede o no
revertir este efecto.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Ochenta ratas machos Wistar de peso
250-350 g se colocaron en jaulas individua-
les con agua y comida ad libitum al menos
5 dias antes de los experimentos. Cada ani-
mal se usé una sola vez y fue sacrificado al
final de la sesion experimental con una so-
bredosis de cloroformo.

Farmacos

La formalina se prepar6 al 5% en solu-
cion salina de una solucion de formaldehido
al 37% (Laboratory Chemicals-Cer Diagnos-
tic, Caracas, Venezuela). La gabapentina
(Warner Lambert, MO. USA) fue disuelta en
solucion salina. La D-serina (Sigma, Saint
Louis, MO, USA) se disolvi6 en liquido céfa-
lo raquideo artificial (LCRa), preparado
fresco diariamente en el laboratorio (NaCl
135 mM, KCI 3,7 mM; CaCl, 1,2 mM, MgCl,
1,0 mM y NalHCO5; 10mM a un pH 7,4).

Cirugia

La cirugia estereotaxica se realizé bajo
anestesia con ketamina intraperitoneal (IP)
(50 mg/kg) y pentobarbital IP (20 mg/kg)
para implantar una cdnula de 21 ga-10 mm
longitud en los ventriculos cerebrales. La
microinyeccion se realizé con una aguja de
12 mm de longitud (protruyendo 2 mm de
la canula guia), con las siguientes coorde-
nadas: 8 mm posterior al bregma, 1,4 mm
lateral a la sutura sagital y 3,0 mm ventral
a la superficie del cranco (35). Después de
la cirugia se esperé una semana para la re-
cuperacion de los animales.

La prueba orofacial de la formalina
y la administracion de firmacos

Diez minutos antes de cada ensayo se
permitio a las ratas explorar la caja de ple-
xiglas (37 X 30 X 30 cm); esta habituacion
y la prueba se hicieron en un ambiente a
prueba de sonidos, con una luz artificial de
50 lux provenientes de una lampara coloca-
da a un metro por encima del drea de ob-
servacion.

La prueba orofacial de la formalina se
hizo en animales conscientes, de acuerdo a
Clavelou y col. (34). Un investigador sostu-
vo gentil, pero firmemente a la rata y el
otro le inyecté 50 pL de formalina subcuta-
nea al 5% usando una aguja 27-gauge, en la
parte derecha del labio superior lo mas cer-
ca posible de la nariz. La rata se dejo en la
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caja de plexiglas inmediatamente después
de la inyeccion. Una camara fue colocada a
80 c¢m de las paredes transparentes de la
caja, y un espejo se puso en la pared opues-
ta permitiendo una vista completa del ani-
mal. La conducta del animal se observé des-
de una habitacion adyacente por un circui-
to cerrado de TV. Una PC provista de un
programa de software con un contador de
tiempo y un contador de actividad, permi-
tieron contabilizar la frecuencia y duracion
del acicalado facial. Cada ensayo duré 60
min en total y el tiempo de acicalado (en
seg) fue registrado durante 12 periodos
consecutivos de 5 min cada uno. El acicala-
do facial se definié como el frotamiento del
area perioral con cualquier pata. El observa-
dor fue ciego para el tratamiento con los
farmacos. Las sesiones experimentales se
realizaron entre las 7am y 6 pm.

Diseiio experimental

La gabapentina (1 y 10 mg/kg) se ad-
ministré IP 30 min antes de la inyeccion de
formalina o soluciéon salina. La D-serina
(100 ug) o LCRa se inyectaron en el cere-
bro intraventricularmente (5 pulb a 1 ul/
min) inmediatamente antes del gabapentin
(1y 10 mg/kg, IP) o solucién salina IP.

El efecto de la inyeccion de formalina
en el acicalado facial y efecto de la inyec-
cion de solucion salina en el acicalado fa-
cial.- Los animales fueron inyectados con
formalina (n=10) o salina (n=10) en su la-
bio superior derecho.

Interaccion entre gabapentina y D-serina
Sesenta animales recibieron una inyec-
cion de formalina en el labio superior. Un
grupo (n=10), recibié una inyeccion de sa-
lina IP y una inyeccion intra cerebro ventri-
cular (ICV) de liquido céfalo raquideo artifi-
cial (LCRa); otro salina IP y D-serina
100 ug ICV (n=10); otro grupo recibié ga-
bapentina 1 mg/kg IP y LCRa ICV (n=10),
otro gabapentina 10 mg/kg IP y LCRa ICV

(n=10); otro gabapentina 1 mg/kg IP y
D-serina 100 ug ICV (n = 10), y otro gaba-
pentina 10 mg/kg IP y D-serina 100 pg ICV
(n=10).

Los presentes experimentos se cifieron
estrictamente a la Guia para la investiga-
cion en dolor en animales conscientes (36)
y fueron aprobados por los comités de ética
locales.

Anilisis de datos y estadistica

Las fases de la prueba se definieron de
la siguiente forma. Fase I: Los 5 minutos si-
guientes a la inyeccion de formalina (los
minutos que van del 6 al 10 no se conside-
raron porque en este periodo el animal no
registr6 conducta de dolor lo que corres-
ponderia a la llamada interfase o periodo de
analgesia enddgena). Fase II: correspondi6
a la sumatoria de la duracién del acicalado
facial desde los 11 a los 60 minutos después
de la inyeccion de formalina.

El tiempo de acicalado facial se expre-
s6 como promedio del namero de segundos
por cada 5 minutos (media = SEM). El
efecto de la inyeccion de la formalina y la
solucién salina sobre esta conducta se ana-
liz6 con la prueba ANOVA para medidas re-
petidas. El efecto de la gabapentina, la
D-serina y sus combinaciones, fue analizado
para cada una de las fases de la prueba me-
diante el ANOVA de una via seguido por la
prueba Tukey’s post-hoc.

El nivel de significancia se fijé a p <
0,05 y el programa estadistico usado fue
SPSS 8.0 para Windows.

RESULTADOS

El efecto de la inyeccion de formalina

en el acicalado facial y efecto de la

inyeccion de salina en el acicalado facial
La inyeccion de formalina subcutanea

en el labio superior produjo una respuesta

dolorosa bifasica como ha sido descrita pre-

viamente en la prueba de la formalina. El
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acicalado facial aument6 durante los prime-
ros 5 min disminuyendo entre el min 6 y
10, y alcanzando un segundo incremento
entre el min 11 y 60, después de la inyec-
cién de formalina. De acuerdo con la prue-
ba de la formalina, estos cambios en el
tiempo corresponden a la fase I: 0-5 min
(mas la interfase: 6-10 minutos), y fase II
(11-60 min), respectivamente. En contraste
los animales que recibieron una inyeccion
de solucion salina en el labio superior pre-
sentaron muy bajos niveles de acicalado fa-
cial cuando se compara con el grupo que
recibi6 formalina en el labio superior

(Fig. 1).

Interaccion entre la gabapentina
y la D-serina

Fase I. Ambas dosis de la gabapentina
IP (1 y 10 mg/kg) disminuyeron el acicala-
do facial. La D-serina sola no tuvo efecto so-
bre el acicalado facial. Las combinaciones
de D-serina con cualquier dosis de la gaba-
pentina disminuyeron significativamente el
acicalado facial (F(5,60)= 4,3; p<0,002)
(Fig. 2A).

100 -

90 -

Tiempo de acicalado facial

Fase II. La gabapentina en dosis de 10
mg/kg IP disminuy6 el acicalado facial.
Este efecto no fue observado con la dosis de
1 mg/kg IP. La D-serina sola no tuvo efecto,
pero la combinacién de D-serina con cual-
quier dosis de gabapentina IP (1 y 10 mg/
kg) disminuy6 el acicalado facial.
(F(5,60)= 4,1; p<0,003) (Fig. 2B).

DISCUSION

El patrén de respuesta dolorosa a la in-
yeccion de formalina en la region orofacial
observado en estos experimentos es similar
al reportado por otros autores (34-37). Los
animales inyectados con formalina desplie-
gan una tipica respuesta bifasica de acicala-
do facial. La fase I y la fase II de la prueba
de la formalina se piensa que representan
diferentes procesos nociceptivos. La fase II,
responde a los farmacos anti inflamatorios y
se acompaiia de los signos de la inflamacién
(37-39). La respuesta dolorosa del acicala-
do facial fue suprimida por la gabapentina,
tal y como se observd previamente en mo-
delos experimentales y estudios clinicos.

—e— formalina
—m— solucion salina

0 5 10 15

20 25

30

35 40 45 50 55 60

tiempo (min)

Fig. 1. Tiempo de acicalado facial promedio (£ SEM) medido durante periodos de 5 min en ratas, in-
mediatamente después de la inyeccion subcutdnea de formalina cerca del labio superior, com-
parado con la inyeccion de solucion salina en el mismo lugar (*p <0, 05). Estas mediciones se

hicieron en la fase Iy en la fase II.

Vol. 50(4): 479 - 489, 2009



484 Quifidnez y col.
3 FASE I
2 100
[T
Q 80 | I *
< L
)
—~ 60 - *% *%
S3 T -
22 40 T . ~\\§{\§\
w E \%%\
Q 20 \
o NN
H 0 S
- c G1 G10 DS GIDS G10DS
T FASE Il
2 300,
[
o 250 [
[a]
< 200 | | I . . *
< —_
2 & 150 - I NN
<™ 100 - T \\\\
a I %\Q\
o 50 1 \
s AN
= c Gl G10 DS GIDS  G10DS

Fig. 2. Tiempo de acicalado facial promedio (= SEM) medido durante 60 min. en ratas, inmediata-
mente después de la inyecciéon subcutdnea de formalina cerca del labio superior en la Fase 1
(Fig 2A) y la Fase II (Fig 2B). C: Control inyeccion de formalina cerca del labio superior y 30
min antes inyeccion IP de salina. La gabapentina 1y 10 mg/kg (G1 y G10, respectivamente)
se les inyect6 IP, treinta min. antes de la inyeccion de formalina. La D-serina 100 ug (DS) o el
LCRa fueron inyectados ICV, inmediamente antes de la gabapentina 1 mg (G1DS) y 10 mg
(G10DS), IP o salina IP. (*p < 0,05, **p < 0,001 comparado con el control).

Estudios experimentales del efecto de la ga-
bapentina administrada conjuntamente con
la D-serina sobre el dolor orofacial inducido
por formalina no han sido reportados. La ga-
bapentina también es efectiva para reducir
la conducta dolorosa por la inyeccion de for-
malina en la pata trasera de la rata. Difirien-
do de nuestros resultados, varios autores
han encontrado que la gabapentina tiene
un efecto antinociceptivo solo en la fase II
de la inyeccion de formalina en la pata trase-
ra de la rata (11, 12, 15, 17, 18, 40-42).
Esto sugiere que el dolor orofacial y el
dolor de la pata trasera pudieran ser modu-
lados por mecanismos distintos ya que el
sistema trigeminal del dolor difiere anatoé-
mica y funcionalmente del sistema de dolor
de la médula espinal. El asta dorsal medular

presenta una organizacién laminar mien-
tras que el complejo trigeminal posee una
organizacion vertical ascendente que per-
mite el estudio de los mecanismos segmen-
tales de procesamiento del dolor (43).

En contraste con las proyecciones bidi-
reccionales de las fibras espinales a nivel de
la médula espinal, las fibras del complejo
trigeminal del tallo cerebral forman princi-
palmente un sistema ascendente que une el
subnticleo caudal (principal relevo de la in-
formacién de dolor orofacial) con las por-
ciones mas rostrales del nticleo espinal tri-
geminal (44).

Existe una diversidad molecular de los
receptores NMDA que muestran heteroge-
neidad en sus propiedades farmacolégicas
dependiendo de la region cerebral (45) y di-
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ferencias en las subunidades de los recepto-
res NMDA entre el cordon espinal cervical y
el cordon lumbar en roedores (46, 47). La
D-serina es un modulador del NMDA que
contiene la subunidad R2B, sin embargo en
la transmision del dolor orofacial se ha im-
plicado el receptor NMDA que contiene la
subunidad NR1 (48, 49).

En comparaciéon con el asta dorsal es-
pinal, el subniicleo caudal presenta mayor
densidad de fibras que contienen isolectina
B4, (IB4), un marcador de las neuronas de-
pendientes del factor neurotréfico glial, y
menor densidad de fibras que expresan sus-
tancia P y el péptido relacionado al gen de
calcitonina (CGPR) (43). Hay experimentos
que indican que algunos fairmacos se com-
portan de manera diferente en la médula
espinal y en los ndcleos del trigémino, por
ejemplo el donador de 6xido nitrico (NO),
Nitroglicerina (NTO) produce mayor hipe-
ralgesia actuando en neuronas de segundo
orden en el nicleo caudal del trigémino,
que en el cuerno dorsal de la médula espi-
nal lumbar (50-52). Aparentemente no exis-
te una buena correlacion entre las respues-
tas nociceptivas conductuales a la inyeccion
de formalina en la pata y la respuesta con-
ductual a la inyeccion de formalina en el la-
bio (53) lo cual sugicre que algunas farma-
cos podrian afectar de manera diferente es-
tas conductas en los animales (54, 55).

Trabajos previos han mostrado que la
administracién de D-serina en los ventricu-
los cerebrales revierte el efecto analgésico,
ansiolitico y anticonvulsivante de la gaba-
pentina (15). En nuestro trabajo, la D-seri-
na sola no tuvo efecto sobre el acicalado fa-
cial y no revirtio el efecto antinociceptivo
de la gabapentina (1 mg/kg y 10 mg/kg)
durante la fase 1y la fase II. Pero sorpren-
dentemente, la co-administracién de D-seri-
na ICV y gabapentina IP (1 mg/kg) dismi-
nuyé el acicalado facial en la fase II (p <
0,02), mientras que ni la gabapentina
(Img/kg) ni la D-serina tuvieron efecto

cuando se administraron por separado. Este
resultado sugiere un efecto aditivo de la
D-serina y la gabapentina a bajas dosis en la
tfase II, posiblemente en algunas de las sub-
unidades de los receptores NMDA.

Las discrepancias con experimentos
previos donde la D-serina acttia como un
antagonista de la gabapentina no pueden
ser explicadas por el rango de las dosis o la
via de administracion. Pero quizas lo mas
importante aqui es el lugar en que el es
aplicada, esto es la prueba de formalina en
la pata de la rata (15) y en nuestro caso la
prueba de formalina orofacial. Es posible
que las diferencias 1) anatémicas de las
vias, de la diversidad de subunidades de los
receptores NMDA en su distribucién cere-
bral y su funcién, 2) de la activacion de
neurotransmisores y péptidos, 3) de las res-
puestas conductuales y 4) de la respuesta
ante diversos farmacos, descritas en parra-
fos anteriores, sean importantes en el estu-
dio de esta interaccion. Por ejemplo, la in-
yeccion de NMDA ICV produce antinocicep-
cién en la prueba orofacial de la formalina
en ratas en libre movimiento, sugiriendo
que la activacién de los NMDA en este mo-
delo de dolor produce un efecto antinoci-
ceptivo distinto a lo que ocurre en la prue-
ba de la formalina en la pata en que la acti-
vacion de los NMDA produce dolor (56).

En los dltimos afos, estudios de varios
grupos de investigacion han demostrado
que la D-serina es fisiologicamente un
co-agonista de los receptores excitadores
glutamatérgicos NMDA (57, 58).

Esta bien establecido que la D-serina,
un co-agonista de los receptores de gluta-
mato NMDA del tipo NR1 y NR2, tiene altas
concentraciones en el cerebro de mamitfe-
ros y muestra una ubicacion selectiva rela-
cionada con la subunidad R2B vy existe tan-
to en las neuronas como en la glia (59).

Aunque los estudios de radioligandos
no han mostrado que la gabapentina inhiba
al sitio de la glicina en las membranas cere-
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brales o influencie la uniéon del MK-801 al
canal receptor NMDA (60), experimentos
que usan la técnica del parche (whole-cell
patch) han encontrado que la gabapentina
compromete las corrientes evocadas del re-
ceptor NMDA en las neuronas del cuerno
dorsal de la médula espinal en presencia de
inflamacién o de la PKC, lo que resulta en
un aumento de la afinidad del sitio la glici-
na en los receptores NMDA (31).

Los resultados de nuestro estudio indi-
can que la gabapentina IP (10 mg/kg IP)
fue altamente efectiva en ambas fases del
dolor orofacial inducido por un estimulo
doloroso de origen quimico. También mos-
tré la eficacia antinociceptiva de la gaba-
pentina IP en bajas dosis (1 mg/kg) combi-
nada con D-serina ya que disminuy6 el aci-
calado facial en la fase II.
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