336Y.27

UNIVERSIDAD DEL VALLE DE MEXICO
CAMPUS CHAPULTEPEC

ESCUELA DE QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
INCORPORADA A LA UNAM

“EFECTO DE LA BENFOTIAMINA EN MODELOS DE
DOLOR INFLAMATORIO Y NEUROPATICO”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

P?ESENTA: )
GABRIELA MARIA SANCHEZ RAMIREZ

DIR. DE TESIS: Q.F.B. ESPERANZA HERNANDEZ KOELIG
DR. VINICIO GRANADOS SOTO

MEXICO, D.F. 2005



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Quimico Farmacéutico Biologo
Universidad del Valle de México

JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE: M. ISIDRO HINOJOSA LOPEZ

VOCAL: Q.F.B. ESPERANZA HERNANDEZ KOELIG
SECRETARIO: Q.F.B. BENJAMIN FERNANDEZ FERNANDEZ
1er. SUPLENTE: M. JUAN ANTONIO GIMENEZ SCHERER

2°. SUPLENTE:  Q.F.B. SANTIAGO AMADO SALAZAR LOPEZ

La parte experimental de esta tesis se realizo en el laboratorio 12 del
Departamento de Farmacobiologia del Centro de Investigacién y de Estudios
Avanzados (Cinvestav-Coapa) bajo la direccion del Dr. Vinicio Granados Soto.

EdefrL e

Q.F.B. Esperanza Hernandez Koelig Dr. Vinicio Granados Soto
Director de Tesis Director de Tesis
Interno Externo

Qul

Gabriela Maria Sanchez Ramirez
Sustentante




El dolor es como las nubes; cuando estamos dentro de él sélo vemos
gris tedioso y tragico; pero en cuanto se aleja y lo dora el sol del

recuerdo, ya es gloria, transfiguracion y majestad.

Amado Nervo
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———————— — ) JSTIFICACION

JUSTIFICACION

La benfotiamina, un analogo de la vitamina B, (tiamina), ha demostrado eficacia
terapéutica en el tratamiento de dolor en neuropatia diabética en humanos. Sin embargo,
hasta la fecha no hay evidencia de su eficacia en modelos preclinicos de neuropatia. El
proposito de este estudio fue determinar el posible efecto analgésico y antialodinico de la

benfotiamina en modelos preclinicos de dolor inflamatorio y neuropatico en la rata.



RESUMEN

RESUMEN

Recientemente se ha reportado que la benfotiamina, un analogo de la vitamina B,
(tiamina), tiene efecto analgésico en el ser humano. Sin embargo, hasta la fecha no hay
datos que soporten este uso en modelos establecidos de dolor en animales. Por lo tanto,
el presente estudio se disefd para analizar el efecto de la benfotiamina en modelos de
dolor inflamatorio y neuropatico en la rata. La induccion de la diabetes se realizé mediante
la administracion de estreptozotocina (STZ; 50 mg/kg), por via intraperitoneal a ratas
Wistar hembra. Primeramente se establecieron los modelos de dolor inflamatorio (modelo
de formalina en ratas normales y en ratas diabéticas de 2 semanas) y neuropatico
(neuropatia en ratas diabéticas de 4 semanas y el modelo de Chung). Posteriormente se
realizé la determinacion del tiempo idéneo de administracion para alcanzar el mejor efecto
analgésico de la benfotiamina. Se observé que el mejor tiempo de pre-tratamiento fue a
las 2.5 h, por lo que decidimos utilizar este tiempo en los siguientes estudios. Se evaluo el
posible efecto analgésico de la benfotiamina oral en el modelo de formalina en ratas
normales con formalina al 1% a dosis crecientes (10-300 mg/kg) y en ratas diabéticas (2
semanas) con formalina al 0.5% a dosis crecientes (10-300 mg/kg). En ambos grupos la
reduccién del nimero de sacudidas se consideré como efecto analgésico. Ademas, se
evalud el posible efecto antialodinico de la benfotiamina (75-300 mg/kg) en el modelo de
la ligadura de los nervios espinales L5 y L6 en ratas normales (Modelo de Chung) y en
ratas diabéticas de 4 semanas (modelo de neuropatia diabética). En ambos grupos la
alodinia tactil se determind midiendo el umbral de retiro de la pata izquierda en respuesta
a estimulacion con una serie de filamentos calibrados (filamentos de von Frey). La
benfotiamina produjo un efecto analgésico significativo y dependiente de la dosis en la
segunda fase del modelo de formalina en ratas normales y diabéticas de 2 semanas.
Ademas, la benfotiamina redujo de manera dosis dependiente la alodinia tactil en el
modelo de Chung y el de neuropatia diabética, siendo mayor el efecto antialodinico en las
ratas diabéticas. Estos resultados muestran que la administracion oral de benfotiamina
reduce el dolor inflamatorio y neuropatico aun cuando el origen del dolor sea diferente y
sugieren que el uso de este farmaco podria reducir ambos tipos de dolor en humanos.



ABSTRACT

ABSTRACT

It has been recently reported that benfotiamine, an analogue of vitamin B,
(thiamine), shows analgesic activity in human beings. However, so far there are no data to
support this use in established pain models in animals. Therefore, this study was designed
to analyze the possible effect of benfotiamine in models of inflammatory and neuropathic
pain in rats. Diabetes induction was carried out through the administration of
intraperitoneal streptozotocin (STZ; 50 mg/kg) to female Wistar rats. First, inflammatory
(formalin test in normal rats and in diabetic rats of 2 weeks) and neuropathic (neuropathy
in diabetic rats of 4 weeks and the Chung model) pain models were established. Then,
determination of best time to get the maximum analgesic effect of benfotiamine was
carried out. It was observed that the best time to get the analgesic effect was a pre-
treatment of 2.5 h, thus we decided to use this time in the following experiments. The
possible analgesic effect of oral benfotiamine (10-300 mg/kg) in the 1% formalin test
(normal rats) and in diabetic rats (2 weeks) with 0.5% formalin (10-300 mg/kg) was
assessed. In both groups reduction of the flinching behaviors was considered as
antinociception Moreover, the possible antiallodynic effect of oral benfotiamine (75-300
mg/kg) in the Chung model and in diabetic rats of 4 weeks was also assessed. In both
groups tactile allodynia was determined by measuring the paw withdrawal threshold to
stimulation with a series of calibrated von Frey filaments. Oral administration of
benfotiamine significantly produced analgesic effect during the second phase of the
formalin test in normal rats (1%) and in diabetic rats of 2 weeks (0.5%). Moreover,
benfotiamine reduced in a dose-dependent manner tactile allodynia in the Chung model
and in the diabetic neuropathy, being higher the antiallodynic effect in the diabetic rats.
These results show that oral administration of benfotiamine significantly reduces
inflammatory and neuropathic pain even though the genesis of pain is different. Results
suggest that the use of this drug could be able to reduce both types of pain in human

beings.



1. ANTECEDENTES

La progresion de defectos sensoriales en neuropatias diabéticas periféricas
en el ser humano es enigmatica. Esto ilustra que existan dolor e hipoestesia
persistentes al tratamiento, culminando en una pérdida de sensacién protectora en
los pies, predisponiendo al paciente a las lesiones perjudiciales (Thomas y

Tomlinson, 1997).

La neuropatia dolorosa es una de las complicaciones a largo plazo mas
comunes de la diabetes (Galer et al., 2000; Kapur, 2003; Krishnan et al., 2003).
Los pacientes diabéticos exhiben con frecuencia uno o mas tipos de dolor evocado
ante estimulos, incluyendo sensibilidad creciente a estimulos nocivos
(hiperalgesia) como también a los estimulos inofensivos (alodinia) (Kapur, 2003;

Shuangson et al., 2004).

El tratamiento farmaco-terapéutico del dolor neuropatico se esta
desarrollando constantemente. Sin embargo, la mayoria de las estrategias

terapéuticas utilizadas para tratar el dolor neuropatico han tenido éxito limitado.

Un numero de agentes que son eficaces en la clinica han demostrado
aliviar solo parcialmente la hiperalgesia mecéanica en este modelo (Courteix et al.,
1994). Sin embargo, algunos tratamientos clinicos eficaces como los

antidepresivos triciclicos son ineficaces en la rata diabética inducida por



ANTECEDENTES

estreptozotocina (STZ) y los agentes tales como morfina no alivian el dolor en el
paciente neuropatico (Courteix et al., 1994; Calcutt et al., 1996). A pesar de estas
discrepancias, este modelo se utiliza comunmente en la investigacion del dolor de

origen diabético.

En los comienzos de 1950 un grupo japonés desarrollo varios derivados de
la tiamina (las alitiaminas). La benfotiamina fue sintetizada por primera vez en
1960 (Fujiwara, 1954). Esta es un analogo de la vitamina B liposoluble con
capacidad de alcanzar varios 6rganos en los animales y los seres humanos
(Woelk et al., 1998). La superioridad de las caracteristicas farmacocinéticas de la
benfotiamina a los del clorhidrato de tiamina fue demostrada en animales y seres
humanos (Wada, 1961) y el mecanismo de captura y transporte de benfotiamina

en la sangre fue documentado por Shindo (1976).

La benfotiamina ha demostrado tener eficacia terapéutica en el tratamiento
de polineuropatia alcohdlica (Woelk et al., 1998) y de la neuropatia diabética
dolorosa (Winkler, 1999; Haupt et al, 2005) en seres humanos. Sin embargo, hasta
ahora no hay evidencia sobre la eficacia de la benfotiamina en modelos preclinicos
de dolor inflamatorio y neuropatico. Por lo tanto, el proposito de este estudio fue
determinar el posible efecto analgésico y antialodinico de la benfotiamina en

modelos de dolor inflamatorio y neuropatico en la rata.



MARCO TEORICO

2. MARCO TEORICO

2.1. DOLOR

2.1.1. Generalidades

El dolor es una sensacion desagradable localizada en una parte del cuerpo. A
menudo se describe en términos de un proceso penetrante o destructor de tejidos (ej,
en pufalada, quemante, retorcido, desgarrador, como una presion), de reaccion
emocional o corporal (gj, terrorifico, nauseabundo) 0 ambas. Estas propiedades ilustran

la dualidad del dolor: es una sensacion y una emocion. (Fields y Martin, 1994)

Cada individuo aprende el significado de la palabra dolor a través de la
experiencia personal; tiene multiples causas, diversas caracteristicas anatomicas vy
fisiopatologicas y variadas interrelaciones con aspectos psicologicos y culturales. La
“International Association for the Study of Pain” (IASP) define el dolor como una
experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafio tisular real o
potencial o descrito en términos de dicho dafio. Esta definicién incorpora varios
elementos: el dolor es una experiencia individual, una sensacion, evoca una emocion y
ésta es desagradable. Por otra parte, muchas personas refieren dolor en ausencia de
dafio tisular o causa fisiopatologica conocida. Sin embargo, esta experiencia debe ser
aceptada como dolor, puesto que no hay manera de distinguirla de aquella debida a un
dafo tisular efectivo; sin embargo, se puede ver como una relacion o efecto

psicosomatico.
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La experiencia de dolor se ha dividido en dos componentes (Melzack y Casey,
1968):
1) Un componente localizante y discriminativo, que informa al paciente sobre la
naturaleza, intensidad, duracion y localizacién del dolor y;
2) Un componente afectivo y de alerta, que demanda atencion del individuo
provocando una sensacion desagradable que motiva al aprendizaje de la

percepcion dolorosa.

El dolor es un mecanismo de defensa cuya funcion es la de salvaguardar la
integridad del organismo ante factores que pudieran ser destructivos. Sin embargo,
cuando existe un funcionamiento anormal en las estructuras de dicho mecanismo, el

dolor sobrepasa su funcién y se vuelve patolégico (Bowman y Rand, 1984).

2.2. CLASIFICACION DEL DOLOR

Existen muchos tipos de dolor debido a la gran cantidad de factores que influyen
al presentarse la percepcion dolorosa, entre los que se encuentran el estado emocional,
estrés, sexo, edad, raza, experiencias previas, factores culturales, personalidad,
condicionamiento del individuo, etc. (Forth et al., 1995), los cuales pueden agruparse en

factores anatémicos, fisiologicos y psicologicos (Turk y Okifuji, 1999).
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La existencia de muchas clases de dolor se puede entender mediante la
identificacion de los cuatro componentes que acompafan a este proceso (Loeser y
Melzack, 1999):

1) Nocicepcion: la palabra nocicepcion se deriva de la raiz latina “nocere” que
significa dafo o lesion y se define como la respuesta desencadenada por el
sistema nervioso ante un estimulo nocivo (Garcia y Herrero, 1998).

2) Percepcion del dolor: se genera frecuentemente por lesion o enfermedad, asi
como por dafos en el sistema nervioso central y periférico. En el dolor agudo la
percepcion del dolor se asocia a reflejos autonémicos y somaticos, pero estos
desaparecen en el dolor cronico.

3) Sufrimiento: es un estado desagradable que se presenta cuando la integridad
fisica o psicolégica del individuo es amenazada (Cassell, 1982).

4) Conductas del dolor: son el resultado del dolor y el sufrimiento que experimenta
la persona y se atribuyen al dafo en el tejido. Ejemplos de estas conductas son

el cojear, el hacer muecas, el decir “ouch”, entre otras.

La clasificacion de los tipos de dolor es un tema de debate entre investigadores
y clinicos, los cuales suelen clasificar al dolor de acuerdo a su origen anatémico y

caracteristicas clinicas o etiolégicas (Bonica, 1990).

Bjérkman (1995) clasifica el dolor de acuerdo a la regién anatomica donde se

produce en:
= Somatosensorial (originado en la piel o tejido conectivo, hueso, musculo y

membranas sinovial y articular).
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Visceral (dolor procedente de las distintas visceras abdominales o toracicas).
Neurogénico (se refiere al dolor que se produce debido al dafio o irritacion en el

sistema nervioso).

Por su parte, Loeser y Melzack (1999) proponen una clasificacién de dolor,

basada principalmente en la duracion y caracteristicas fisiopatolégicas que lo producen

en:

1)

2)

3)

Dolor transitorio: se activa por nociceptores cutaneos u otros tejidos del cuerpo
en ausencia de dafo tisular, su funcion es la de proteger al individuo de un
posible dafio fisico provocado por el medio ambiente o estrés excesivo sobre el
tejido.

Dolor agudo: funciona como sefial de alarma del tejido lesionado, por lo que
posee una funcion biologica protectora. Las secuelas psicologicas no son
importantes y el dolor desaparece con la lesién que lo origind (Cerverd y Laird,
1995). El dolor agudo se activa por la estimulacion de nociceptores presentes en
el tejido dafado.

Dolor créonico: mas que asociarse con una funcion protectora, es un sintoma de
alguna enfermedad como neuralgia (Beric, 1997) o fibromialgia (Butler et al.,
1997). Este tipo de dolor no es un proceso autolimitado por lo que puede persistir
por meses o incluso afos (Cerverd y Laird, 1995), se ha asociado a multiples
comportamientos frustrantes denominados con frecuencia conductas del dolor,
entre las que destacan la ansiedad, depresion, insomnio, miedo, histeria, entre

otros factores psicolégicos y sociales (Hyman y Cassem, 1995).
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En general, se acepta que existen dos tipos de sensaciones de dolor, de acuerdo
a sus caracteristicas fisiologicas (Guyton y Hall, 1996):

1) Dolor rapido o primario: es una sensacion corta que se percibe 0.1 segundos
después del estimulo doloroso como un dolor punzante, repentino y bien
localizado, se debe a la activacion de fibras Ad (Zimmermann, 1984).

2) Dolor lento o secundario: es una sensacion quemante, prolongada, difusa y de
caracter desagradable que se presenta después de 1 segundo o mas de haberse

aplicado el estimulo y se debe a la activacion de fibras C (Zimmermann, 1984).

2.3. NOCICEPCION
El componente sensorial del dolor se denomina nocicepcion. Es un término
neurofisiolégico que se refiere a los mecanismos neuronales por los cuales se detectan

los estimulos nocivos (Hyman y Cassem, 1995). La nocicepcién comprende 4 etapas

(Figura 1).
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Figura 1. Esquema de los procesos que participan en la percepcion del dolor.
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Transduccion: Es la conversion del estimulo nocivo en sefiales eléctricas o
potenciales de accion a través de terminales nerviosas periféricas
(nociceptores).

Transmision: En este punto se lleva a cabo la propagaciéon de las sefales
eléctricas a lo largo de las vias nociceptivas hasta el asta dorsal de la médula
espinal.

Modulacion: En esta etapa las sefales se integran en el asta dorsal y en ella
se entrecruzan diferentes tipos de terminales nerviosas donde se liberan
neurotransmisores que inhiben, alteran o amplifican la sefial sensorial.
Percepcion: Es el proceso por el cual se integran los impulsos nociceptivos con
factores cognoscitivos y emocionales para crear la experiencia subjetiva de
dolor. Cuando la sefial llega a este punto el individuo es capaz de detectar,

localizar e identificar el origen del dolor.

Nociceptores

Los nociceptores se encuentran anatomicamente distribuidos en tres zonas

principales: la piel, las estructuras musculo-esqueléticas y las visceras. Estos

receptores traducen los estimulos mecanicos, térmicos y quimicos en una serie de

potenciales de accidn que transmiten a lo largo de sus axones hasta la médula espinal.

Debido a su capacidad de responder a estimulos dolorosos, los nociceptores

también han sido llamados “receptores del dolor”, lo cual no es estrictamente correcto,

ya que no todas las sensaciones dolorosas son debidas a la activacion de este grupo

de receptores, ni toda estimulacion de los nociceptores produce siempre una sensacion
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dolorosa. La activacion de estos receptores produce la liberacion de sustancias
enddgenas como la sustancia P, bradicinina, serotonina, histamina, leucotrienos,

prostaglandinas, iones sodio y potasio, entre otros (Lim, 1967; Bjorkman, 1995).

Los nociceptores se pueden clasificar en funcién de su respuesta a diferentes
tipos de estimulos, propiedades y velocidad de conduccion de sus axones periféricos,
las diferentes respuestas que se presentan ante un estimulo (Srinivasa et al., 1988) y
su localizacion. A continuacion se presenta la clasificacion de los nociceptores en
funcién de sus propiedades y velocidad de conduccion de sus axones periféricos (Tabla

1).

Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas principales de las fibras nerviosas de nociceptores

cutaneos.

Velocidad de
conduccion

Grado de Tipo de

Diametro bbb :
mielinizacion estimulo

Tipo de Fibra Receptores

Merkel
Rufini ;
=120 m/" 5-15
Melssier 30 m/s pm Rl Mecinico
Pacini
AB
i I i
Term — 6-30 m's 15 um +4 Mgc.imco
libres Térmico
Cc
Mecanice
ey T'm:i't';'::;""“ 052 mis 0.5:2 um Térmico
Quimico

Modificado de Garcia y Herrero (1998): A) Fibra mielinizada; B) Fibra poco mielinizada y
C) Fibra no mielinizada.
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2.3.2. Clasificacion de los nociceptores en funcion de su localizacion
Nociceptores cutaneos

Hasta el momento son los mas estudiados por su accesibilidad. Estos pueden
ser mielinizados (fibras A) o no mielinizados (fibras C). Estan localizados en todo el
cuerpo y en términos anatomicos, son ramificaciones terminales especializadas de
fibras nerviosas sensitivas que responden a estimulos térmicos, mecanicos o quimicos

(Hyman y Cassem, 1995).

Presentan tres propiedades fundamentales:

1) Un alto umbral a la estimulacion cutanea (se activan solo frente a estimulos
intensos.

2) Capacidad para codificar la intensidad de los estimulos en el rango nocivo.

3) Falta de actividad espontanea en ausencia de un estimulo previo.

De acuerdo a los estimulos que son capaces de traducir y de las propiedades de

sus axones se pueden clasificar en 4 tipos (Tabla 2).

Nociceptores musculares
Se activan por contraccion isquémica del musculo o irritantes quimicos, el 75%
de la inervacion del musculo esquelético se debe a fibras Ad (Grupo Ill) o C (Grupo V)

de terminaciones nerviosas libres.
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Tabla 2. Clasificacién y caracteristicas principales de los nociceptores cutaneos.

Campo

Tipo de Nociceptor Tipo de Estimulos

receptivo

Mecanociceptores o Mecanorreceplores de |
AS Mecanicos pero pueden sensibilizarse <1 mm®
umbral alto (Fitzgerald y Lynn, 1977) . g .
con estimulos térmicos repetitivos

) L Térmicos (>45°C) ,
Mecanotermonociceptores mielinizados < 5mm*
A Mecanicos

Térmicos (>38°C)
Nociceptores Polimodales C C Mecanicos (>1g) 17 mm?®
Quimnicos (acidos, histamina o KCI)

Nociceptores de Frio AsoC Frio 1-145 mm*

Tabla elaborada a partir de datos de Fields y Martin (1994) y Hyman y Cassem (1995).

Nociceptores articulares
Son fibras A con receptores encapsulados y Ad o C con terminaciones libres.

Juegan un papel importante en la artritis.

Nociceptores viscerales o silenciosos

Se han localizado en tracto gastrointestinal, sistema biliar, sistema urinario,
higado y bazo. Tienen fibras & o C que no son activas de manera espontanea. Sin
embargo, se hacen sensibles a estimulos mecéanicos ante mediadores inflamatorios y

distension (Fields y Martin, 1994).
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Nociceptores 0seo

Son fibras Ad o C localizadas alrededor del periostio.

Nociceptores dentales y de cérnea
Existen fibras A8 o C que responden a estimulos mecanicos, térmicos y quimicos

(Mumford y Bower, 1976; Beurman y Tanelian, 1979).

4.4. FISIOLOGIA DEL DOLOR

El proceso comienza con la activacion de nociceptores aferentes primarios (fibras
A8 y C) en respuesta a estimulos fisicos, mecanicos y/o quimicos (Siddall y Cousins,
1998). Este mensaje se propaga a través de las aferentes primarias hasta el asta dorsal
de la médula espinal (Figura 2), donde se encuentra el primer centro de relevo (Garcia

y Herrero, 1998).

Fibras aferentes
primarias

Raiz dorsal de la
medula espinal

Intestino Tracto
anterolateral

Figura 2. Esquema de la inervacién cutanea, muscular y visceral por fibras aferentes nociceptivas, su
relevo en la médula espinal y origen del sistema ascendente anterolateral. Modificado de Jesell y Kelly

(1991).
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Cada axon aferente primario contacta con muchas neuronas medulares y cada
neurona medular recibe impulsos convergentes de muchas fibras aferentes primarias
(Fields y Martin, 1994). La convergencia y la divergencia de sefales tienen lugar de una
forma ordenada, de manera que diferentes regiones de la piel y areas contiguas de
esta, tienen zonas especificas en las estaciones de relevo de la corteza. De modo que
la corteza tiene un mapa donde cada parte del cuerpo esta representada por un grupo

de neuronas (Garcia y Herrero, 1998).

Rexed (1952) divide la sustancia gris de la médula en 10 laminas (Figura 3), de
las cuales tienen especial importancia la capa marginal de Waldeyer (lamina |), la
sustancia gelatinosa (lamina Il), el nucleo propio (laminas llI-VI) y el area que rodea el

conducto central (lamina X).

Los axones de la mayoria de las neuronas de dichas laminas constituyen el
sistema espinotalamico (Sorkin, 1997). Las laminas del I-VI forman el asta dorsal de la
medula espinal. Dentro del asta dorsal los nociceptores primarios terminan en neuronas

de proyeccion y en interneuronas excitatorias e inhibitorias (Hyman y Cassem, 1995).

2.4.1. Vias ascendentes
Los axones procedentes de las neuronas de proyeccion forman las vias
ascendentes que portan el mensaje nociceptivo a centros superiores. Las principales
vias se agrupan en dos sistemas generales (Garcia y Herrero, 1998):
= El sistema de las columnas dorsales-lemnisco interno
* El sistema anterolateral
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Materiagris  Materiabianca  Ganglio Terminles  Calidad del
dela dela dela perifericas  estimulo
médula espinal  médula espinal raiz dorsal
|
Capa :
marginal
Sustancia
gelatinosa g
¥ Pequeiio \
ento Estimule nocivo de
T #lta intensisdad
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Figura 3. Clasificacion de la sustancia gris de la médula espinal a nivel de la quinta vértebra lumbar
segun Rexed (1952) y proyeccion de las FAP hacia la médula espinal. Modificado de Millan (1989).

El sistema de las columnas dorsales-lemnisco interno esta formado por grandes
fibras mielinizadas que en general transmiten informacion tactil no nociceptiva y de

orientacion espacial (Guyton y Hall, 1996).

Las fibras del sistema anterolateral se originan principalmente en las laminas |,
IV-VIl y X del asta dorsal, las cuales reciben aferencias de fibras A y C (Garcia y
Herrero, 1998). Al salir del asta dorsal se cruzan al lado opuesto y ascienden por las
columnas laterales de la médula para terminar a distintas alturas del tronco encefalico y
en el talamo (Figura 4).
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Se dividen filogenéticamente en dos ramas:
1) El sistema neoespinotalamico que comprende el haz espinotalamico lateral.
2) El sistema paleoespinotalamico que abarca el haz espinotalamico medio, el

haz espinorreticular y el haz espinomesencefalico.

El haz espinotalamico lateral se origina en las laminas |, IV, V y VI. Sus fibras
largas y mielinizadas hacen conexién con el talamo y los ndcleos ventrolateral y
posterior. Este haz posee la capacidad de procesar la informacion nociceptiva en

tiempo y espacio de forma continua (Dubner y Bennett, 1983).

El haz espinotalamico medio posee fibras cortas que hacen conexién con el
nicleo gigantocelular, cerebro medio y nucleo talamico intralaminar medial. Este haz
junto con el haz espinorreticular y el haz espinomesencefalico establecen contacto con
fibras que conectan con el hipotalamo, sistema limbico anterior y otras regiones
cerebrales que lo involucran en respuestas reflejas de circulacion, ventilacion vy

endocrinas; ademas de darle al dolor la sensacion desagradable.

El haz espinorreticular se origina en las laminas VII, VIIl y X. Es una via directa
de la médula espinal a la formacion reticular y bulbo raquideo. El haz
espinomesencefélico sus fibras se originan de las laminas |, V, VIl y X proyectandose

hasta el subnucleo lateral de la sustancia gris periacueductal y otras estructuras.
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2.4.2. Talamo y corteza sensorial
La sensacion de dolor comprende dos componentes distintivos: el sensorial-

discriminativo y el componente afectivo-motivacional.

El elemento sensorial-discriminativo estd mediado principalmente por el complejo

ventro-basal del talamo y por la corteza somatosensorial.

Corteza Frontal

Corneza 551

Corteza SSii Capsula interna

MNucleos ventrobasal e
intralaminar del talamo

- _JMesencefalo

Lemnisco interno

Bulbo raquidec

Rama necespinolaldmica

Rama palacespinotalamica «H—‘t:ﬁ Raices dorsales y
s g ganglios raquideos

=

Figura 4. Representacion del sistema ascendente anterolateral. Modificado de Guyton y Hall (1996).

El talamo esta constituido por los nucleos que forman el complejo
ventroposterior: nucleo ventral posterolateral (que recibe aferencias del tronco y los
miembros), nlcleo ventral posteromedial (con aferencias de la cara) y partes

parvocelulares (que reciben aferencias de las visceras).
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Es una zona de relevo con interneuronas y neuronas de proyeccion que envian

sus axones a la corteza somatosensorial.

La corteza somatosensorial ocupa la circunvolucion parietal ascendente (Figura
5), y se divide en la corteza somatosensorial primaria (Sl) la cual recibe una gran
cantidad de aferencias directas del talamo y en la corteza somatosensorial secundaria
(Sll) que recibe la mayoria de sus aferencias de la corteza somatosensorial primaria
(Garcia y Herrero, 1998). Esta region es particularmente importante debido a que

participa en el caracter discriminativo del dolor (Fields y Martin, 1994).

Los axones del haz espinotalamico conectan también con las regiones talamicas
mediales unidas con la corteza frontal y el sistema limbico. Esta via favorece la
dimension afectiva o desagradable del dolor (Fields y Martin, 1994). La corteza
somestésica estd conectada con ganglios basales, conexiones asociativas, conexiones
callosas y con nucleos de relevo, formando asi, algunas de las vias descendentes

(Garcia y Herrero, 1998).

2.4.3. Vias de modulacién del dolor

El poderoso efecto de lo que se espera y otras variables sobre la intensidad
percibida del dolor implican la existencia de circuitos cerebrales que pueden modular la
actividad de las vias transmisoras del dolor. Este circuito une al hipotalamo, el
mesencéfalo y el bulbo raquideo y controla selectivamente las neuronas medulares que

transmiten el dolor a través de una via descendente.
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Las vias descendentes permiten al organismo conocer y responder a los
estimulos nocivos, modulando o inhibiendo el estimulo (Akil et al., 1976). En 1965,
Melzack y Wall como parte de su teoria de la compuerta proponen la existencia de un
sistema especifico capaz de modular el dolor. Estudios posteriores en ratas confirman
la existencia de dicho sistema (Reynolds, 1969; Mayer et al., 1971). Y aunque en la
actualidad se han descubierto varios sistemas que pueden modular el dolor, sélo uno se
ha estudiado en profundidad debido a su importancia (Fields y Martin, 1994). Dicho

sistema consta de cuatro niveles (Figura 5).

El sistema fasciculo anterolateral ascendente (ALF) esta integrado por los tractos
espinotalamico, espinorreticular y espinomesencefalico; se conecta en el nucleo del
rafé magno (NRM), ndcleo magnocelular (NMC), nicleo gigantocelular (NGC) y la
sustancia gris periacueductal (PAG), asi como con el nucleo del rafé dorsal (NRD) y el
reticulo mesencefalico de formacion (MRF). Por su parte, la PAG recibe axones ricos en
B-endorfinas de diversos sitios de la corteza y otras partes del cerebro involucradas con
el sistema limbico, el talamo y el hipotalamo. El locus coeruleus es la principal via de

neuronas noradrenérgicas hacia el PAG y el asta dorsal (laminas |, Il, IV-VI y X).

Las estructuras mesencéfalicas contienen neuronas de encefalina, dinorfina,
serotonina y neurotensina que proyectan al NRM y NGC. Estas neuronas hacen
sinapsis con neuronas serotonérgicas en el asta dorsal, las cuales descienden por el
funiculo dorsolateral y mandan sus terminales a las laminas |, Il, V y IX de la médula

espinal (Bonica, 1987).
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Otros sistemas que funcionan como moduladores del dolor son: el sistema
descendente hipotalamo-espinal que se origina en el nucleo hipotalamico
paraventricular y medial, el cual se encuentra formado principalmente por neuronas de

vasopresina y oxitocina, aunque también existen neuronas ricas en endorfinas.

Este sistema hace sinapsis en las laminas |, Il lll, V y X del asta dorsal (Figura
5B); y el sistema PAG-espinal (Figura 5C) integrado en su mayoria por neuronas
noradrenérgicas y serotoninérgicas, el cual desciende por el funiculo dorsolateral

proyectandose directamente a las laminas |, I, V y X del asta dorsal (Bonica, 1987).

2.5. INFLAMACION

La inflamacion es la expresion de las alteraciones que se producen en respuesta
a una lesién o una agresion a un tejido. Se caracteriza segun Cornelius Celsus (30 AC-
38 DC) por dolor, rubor calor y tumefaccion. Estos signos aparecen como consecuencia
de alteraciones locales de los vasos sanguineos que conducen a vasodilatacion,
aumento de la permeabilidad vascular y aumento de la receptividad histica por los
leucocitos, fendomenos que dan lugar a un acumulo de células inflamatorias en el lugar
de la lesion. Por lo tanto, la inflamacién es el resultado de la liberacion de una mezcla
compleja de citocinas y otros agentes neuroactivos (bradicinina e histamina entre otros)
de células inflamatorias y no inflamatorias en el sitio donde se presenta dafio tisular
(Figura 6). Estos mediadores quimicos se unen a receptores y canales ionicos
especificos en las terminales periféricas de los nociceptores. Una vez que se unen a los

receptores activan varias cascadas de transduccion que resulta en una modulacion
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post-transduccional inmediata de moléculas efectoras, seguida de cambios en la

trascripcion de genes (Costigan y Wolf, 2000).

Corteza
-

Hipotilama

"tu pericueductal
{ _,‘ (PAG) JMESENCEFALO
L] . ~*" Formacin reficutar— o
S B esencetitica " TN raphe dorsalis
MRF) (NRD)

N locus coeruleus — =
— M. raphe magnus.
(PONS} - (NRM)

" N. gigantocelutar — MEDULA ROSTRAL  §
4 meg) :

N. magnocelular="

Asta dorsal de [ MEDULA CAUDAL
la médula  — — — Jg}

Figura 5. Sistemas de modulacion nociceptiva: A) Sistema anterolateral ascendente (ALF); B) Sistema
hipotalamo-espinal descendente y C) Sistema PAG-espinal. Modificado de Bonica (1987).
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Como resultado del dafio tisular, las células dafiadas liberan ATP y protones en
el sitio de lesion (Burnstock y Wood, 1996; Waldmann y Lazdunski, 1998). Los
mastocitos liberan serotonina (5-HT), histamina y metabolitos del acido araquiddnico,
incluyendo prostaglandinas (Dray, 1995; Bley et al., 1998). Los macrofagos mediadores
inflamatorios como interleucina (IL1 e IL6), factor de necrosis tumoral o. (TNFa), factores
de crecimiento y factor inhibitorio de leucemia (LIF) (Dray, 1995; Levine y Reichling,

1999).

La bradicinina, sintetizada a partir de la fragmentacién del cininégeno, se libera
de mudltiples tipos de células (Walker et al.,, 1995). La COX-2 se induce en el tejido
inflamado (O’Banion, 1999) y produce prostaglandinas. Las fibras aferentes primarias
contribuyen a la mezcla de mediadores inflamatorios liberando neuropéptidos como la
sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), las cuales
inician una respuesta neurogénica a nivel periférico, asi como en algunas células

inflamatorias (Woolf et al., 1996).

Algunos de estos agentes inflamatorios como los protones y ATP pueden
despolarizar directamente las fibras aferentes primarias a través de la activacion de
receptores ASICs (canales ionicos de sodio sensibles a acido) y P2X3 (un subtipo
especifico de canal iénico sensible a ATP), respectivamente. Por consiguiente, el flujo
sensorial que se genera puede percibirse como dolor. Existe una mayor cantidad de
mediadores inflamatorios que sensibilizan las terminales nerviosas que aquellos que las

activan directamente.
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2.6. SENSIBILIZACION

El umbral de activacion de los nociceptores aferentes primarios se reduce
cuando hay lesion o inflamacion vy la frecuencia de emision de impulsos se eleva para
todas las intensidades del estimulo (Fields y Martin, 1994). Por lo tanto, la
sensibilizacién se refiere al aumento de la probabilidad de disparo de las neuronas en

respuesta a un estimulo adicional.

Extravasaclon plasmatica
Vasodilatacion

o
D Macréfage
o
. N
Bradlcinlna / J, Pmswm

THFa
LIF

L8

cuwfi\ S5HT  Histamina ATP
‘1\ \ PGE2 l ILIE  NGF
N\ vy oV
\ y
vR SHT m EP B‘-;B? 1} 1 R Trm PzxX  ASIC

C ( (A=A

}
\.
N PECIA / PHA j
"‘“—--—- PKC :
lr:-;: "
(SNS/ISNS2} :.0 "~ Terminal periférica
L]
-

Regulacion de qonis - T 1 »r

\..,..

Figura 6. Representacion esquematica de la modulacion en las fibras aferentes primarias en inflamacion.
Los multiples mediadores inflamatorios liberados por células inflamatorias y no inflamatorias en el sitio de
lesion actian en las terminales periféricas iniciando cambios post-transduccionales (sensibilizacion
periférica) y transcripcionales en moléculas de sefializacion. Los mastocitos, los macrofagoes, y las células
dafadas en el sitio de lesion liberan multiples mediadores neuroactivos, disminuyendo el umbral de
activacion de las neuronas, a través de la fosforilacion de canales de sodio TTX-r mediada por PKA y
PKC. La regulacion a la alta de sustancia P y canales de sodio TTX-r también ocurren por la activacion
de receptores TrkA por moléculas de senalizacion neuroactivas como el NGF y la IL-1p. La sustancia P
liberada de las terminales periféricas produce la extravasacion del plasma, un incremento en los niveles
de canales de sodio TTX-r y un aumento en la capacidad de la célula para ser despolarizada.
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Esta hipersensibilidad se manifiesta como una respuesta exagerada y una
disminucion en la latencia de la respuesta a un estimulo nocivo o inocuo. En contraste,
la excitabilidad es una despolarizacion rapida y directa del nociceptor, seguido por un

pico de actividad y la induccién de potenciales de accion.

La sensibilizacion es un proceso clinicamente importante que contribuye a la
inflamacion y a la hiperalgesia. El dafio provocado en un tejido por agentes irritantes,
calor, estimulacién eléctrica 0 mecanica produce dos zonas principales de dolor:

1) Zona de hiperalgesia primaria: que comprende la region del tejido dafiado y

que se caracteriza por dolor espontaneo y aumento de la sensibilidad al calor o

a estimulos mecanicos y quimicos. Alrededor de esta area se encuentra la zona

de hiperalgesia secundaria.

2) Zona de hiperalgesia secundaria: la cual se despliega un aumento de la

sensibilidad a los estimulos mecanicos, pero no térmicos.

2.6.1. Sensibilizacion periférica
La hiperalgesia primaria que se origina después del dafio al tejido y es el
resultado de cambios en la sensibilidad, la transduccién, la respuesta y la actividad de

los nociceptores periféricos.

La sensibilizacién periférica produce un proceso inflamatorio generado por la
pérdida del contenido intracelular que invita al reclutamiento de ceélulas inflamatorias
que intervienen en la produccion y liberacion de agentes neuroactivos. Estos agentes

soniones K e H" (Woolf et al., 1996), aminas (5-hidroxitriptamina, histamina) (Dray,

26



MARCO TEORICO

1995; Bley et al., 1998), cininas (bradicinina) (Bley et al., 1998), prostaglandinas
(prostaglandina Ez) (Woolf et al., 1996), purinas (adenosin trifosfato) (Dray, 1995), dxido
nitrico, citocinas (interleucinas-1 y 8), factores de crecimiento (factor de crecimiento
neuronal) (Dray, 1895) y factor de necrosis tumoral a (Dray, 1995). Es importante
destacar que algunos de estos agentes por si solos pueden ser suficientes para activar
receptores especificos de la terminal periférica (aferente primaria o nociceptor) (Woolf

et al., 1999).

Estas sustancias pueden originar la liberacion de mas agentes inflamatorios,
aumentando las corrientes entrantes de sodio y calcio produciendo disparos
despolarizantes y por lo tanto un aumento de la excitabilidad neuronal. La baja afinidad
de los receptores AMPA incrementa cuando existe entrada de calcio y sodio,
produciendo despolarizacion de las células del asta dorsal de la medula espinal. Esto
se manifiesta como potenciales postsinapticos excitatorios rapidos y como la sensacion
de estimulos nociceptivos periféricos desagradables localizados, de corta duracién e
intensidad (Yoshimura y Nishi, 1993). Una estimulacion mas intensa o prolongada de
las fibras C da como resultado la liberacion adicional de péptidos y proteinas

neuromoduladoras que contribuyen a la generacion de una despolarizacion sostenida.

2.6.2. Sensibilizacion central
Se caracteriza por un incremento progresivo de la excitabilidad durante y
después de un estimulo repetitivo (Silvotti et al., 1993; Miller y Woolf, 1996). La

sensibilizacién central se inicia por la liberacion de neurotransmisores vy
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neuromoduladores (glutamato, sustancia P y el factor neurotréfico derivado de cerebro,
BDNF) después de un tren de disparos repetidos. La estimulacion de las fibras Ay C
produce la liberacién de glutamato en las terminales centrales de estas fibras. El
glutamato se une a un gran nimero de subtipos de receptores con diferente afinidad.
Dentro de estos receptores se encuentran los receptores ionotropicos NMDA y AMPA,
asi como los receptores de glutamato metabotropicos. El glutamato se une con mayor
afinidad a los receptores de NMDA, pero en condiciones normales (potencial de
membrana en reposo), este canal i6nico se encuentra bloqueado por el i6n magnesio
que se sitlla en el poro del receptor. El glutamato liberado activa canales AMPA que
generan una despolarizacion suficiente provocando la remocion del tapon de magnesio
del receptor NMDA. Esto produce la activacion de un nimero considerable de vias de
transduccion en el asta dorsal que dan como resultado una corriente entrante de calcio
que se suma al calcio liberado de los depositos intracelulares. El calcio intracelular es
capaz de activar proteinas cinasas (C, A, cinasas calcio-calmodulina y tirosinas
cinasas) encargadas de fosforilar canales y a otras cinasas como src (Zirrgiebel et al.,
1995; lwasaki et al., 1998) que a su vez participan en la activacion de receptores de
canales ionicos de membrana de tipo NMDA y AMPA, provocando una mayor
concentracion de calcio intracelular. Este fenomeno produce un aumento en la
transcripcion de genes (Heath et al.,, 1994) para ciclooxigenasa y sintasa de Oxido
nitrico (Bley et al., 1998) que van actuar sintetizando prostaglandinas y oxido nitrico
(Wang y Salter, 1994; Yu et al., 1997). El conjunto de todos los eventos provoca un
aumento de las respuestas a glutamato, incrementando la frecuencia y fuerza de
disparos ante un estimulo previo (Costigan y Woolf, 2000) facilitando la sensibilizacion

central.
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2.7. DOLOR NEUROPATICO

El dolor neuropatico es uno de los problemas mas importantes en el campo del
dolor cronico y es un tipo de dolor frecuentemente encontrado en la practica clinica. El
éxito en su tratamiento permanece aln distante en muchas ocasiones. Su
reconocimiento como un factor importante en el campo del dolor ha sido tardio y el
diagnodstico es complicado frecuentemente por el hecho de que ese dolor puede
comenzar como un problema sobre todo nociceptivo y luego progresivamente puede

convertirse en algunos casos en una mezcla de dolor nociceptivo y neuropatico.

El dolor neuropatico puede ser debido al dafio primario al sistema nervioso
periférico o central, y por lo tanto, las clasificaciones clinicas distinguen entre las
neuralgias de los nervios periféricos (neuralgia del trigemino) o del dolor neuropatico
central (sindrome talamico) (Zimmermann, 2001). El dolor neuropatico se define como
una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con la disfuncion o lesién

del sistema nervioso central o periférico (Tremont-Lukats et al, 2000).

La presencia del dolor neuropatico puede deberse a una neuropatia la cual es un
disturbio de la funcién o un cambio patologico:

= Mononeuropatia: un nervio

= Mononeuropatia multiple: varios nervios

= Polineuropatia: difusa o bilateral

Las lesiones periféricas del nervio pueden generar un sindrome que abarca,

ademas de dolor espontaneo, respuestas exageradas al tacto ligero (alodinia tactil) y a
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los estimulos de la temperatura (hiperalgesia térmica) (Chaplan, 1994). Diversos
estudios comentan que de los diferentes tipos de dolor que se acompafan de procesos
neuropaticos, la alodinia que deriva de la palabra griega "allo” que significa otro y
"odyne" que significa dolor puede ser el sintoma mas comun y su intensidad se
correlaciona con la gravedad del dolor de fondo. La alodinia tactil es probablemente la
mas comun de las respuestas evocadas ante un estimulo y este signo sirve como un

marcador de dolor neuropatico.

La IASP la define como dolor producido por un estimulo que normalmente no
produce dolor, es decir sensibilidad tacti aumentada con dolor. Una clasificacion
fenomenolégica se relaciona con el tipo de dafio o de fisiopatologia relacionada que
causa un desorden neuropatico doloroso (Zimmermann, 2001):

= Neuropatias por compresion (lesion mecanica del nervio como el sindrome del
tanel de Carpio).

* Neuropatias periféricas dolorosas (algunos casos de neuropatias diabéticas
periféricas, una complicacion de la diabetes que afecta el tejido nervioso,
neuropatias asociadas al VIH).

= Neuropatia postherpética - dolor persistente o recurrente en la zona de la
erupcion del herpes zoster (culebrilla).

= Mecanismos inmunolégicos (Esclerosis multiple, dolor en varios lugares de los
miembros inferiores y superiores).

* Neuralgia del trigémino (periodos de dolor facial agudo y punzante cerca de la

nariz, la boca, los ojos y las orejas, intercalados con periodos sin dolor).
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= Dolor del miembro fantasma (una sensacion de dolor que se origina de una zona
de un miembro amputado).

= Dolor posterior al accidente cerebrovascular.

= Dolor neuropatico relacionado con el cancer (inducido por el tumor o la

quimioterapia).

Los sintomas clinicos que se presentan en los pacientes con dolor neuropatico

son:

a) Dolor espontaneo de tipo ardoroso, intermitente, agudo, en pufialada fulgurante o
lancinante, tipicamente tiene un caracter quemante con hormigueo o parecido a
una descarga eléctrica y puede desencadenarse por contacto ligero.

b) Parestesias: son sensaciones anormales espontaneas o evocadas.

c) Hiperalgesia térmica: aumento de la sensibilidad a estimulos térmicos tanto por
calor como por frio.

d) Hiperestesia: una respuesta excesiva al tacto, por ejemplo el roce de las

sabanas.

Los modelos parciales de transeccion del nervio en animales de laboratorio han
ayudado a identificar mecanismos neuropaticos del dolor. Estos mecanismos incluyen
(Koltzenburg, 1998):

a) Generacion de la actividad ectdpica espontanea como resultado de la expresion

o de la redistribucion creciente de los canales de sodio.

b) Un interruptor fenotipico del perfil funcional de neuronas sensoriales por la

expresion alterada de los canales de sodio y potasio, de los receptores
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adrenérgicos y de los transmisores (sustancia P, péptido intestinal vasoactivo,
BDNF).

¢) Ramificacion de las fibras simpaticas al ganglio de la raiz dorsal.

d) Ramificacién de las fibras Ap-aferentes mielinicas de bajo umbral en el asta
dorsal que entran en contacto con las neuronas inervadas normalmente por las
fibras C.

e) Una pérdida del mecanismo inhibitorio en el asta dorsal como resultado de la

desinhibicion central.

Después de la lesion y transcurrido un intervalo de varios dias a semanas surgen
descargas espontaneas persistentes de fibras aferentes pequefas en el sitio lesionado,
el ganglio de la raiz dorsal (DRG) del nervio lesionado y de neuronas en el asta dorsal

ipsilateral. Esta actividad espontanea no se observa en axones no lesionados.

La lesion del axon origina degeneracion Walleriana (Figura 7). El axon lesionado
comienza a rearborizar y envia un cono de crecimiento que intenta regenerarlo
siguiendo la vaina neural original. Por lo que si se ha alterado la integridad de la vaina,
se frustrara el nuevo crecimiento satisfactorio y se originaran acumulaciones locales de
arborizaciones llamadas neuromas que estan constituidos no sélo por los axones en

brote, sino también estan vascularizados y desarrollan inervacion simpatica importante.
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Figura 7. Proceso de degeneracion Walleriana que se inicia con la degeneracion granular y la infiltracion
de macrofagos y continua con la pérdida de la vaina mielinica y la proliferacion de células de Schwann.

El cono de crecimiento posee propiedades de transduccién que no tenia el axén
original y que consisten en sensibilidad mecanica y quimica importantes. En el axon en
regeneracion se expresan nuevos canales ionicos o receptores que no se encuentran

en nervios normales.

En condiciones fisiologicas normales, las aferentes primarias tienen sus
terminales en laminas especificas de la médula espinal. Las fibras nociceptivas de
diametro pequefio mielinizadas (fibras A3) y fibras no mielinizadas (fibras C) que
conducen estimulos de alto umbral (nociceptivos) tienen sus terminales en las laminas
superiores de la médula, mientras que las neuronas de diametro grande mielinizadas

(fibras AB) que conducen impulsos de bajo umbral (no nociceptivos) tienen sus

33



MARCO TEORICO

terminales en laminas inferiores. Cuando hay una axotomia, las fibras grandes

mielinicas ramifican en zonas de las laminas superiores (Figura 8).
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Figura 8. (A) Después del dafo al nervio, las fibras nociceptivas AB hacen contacto con interneuronas
excitatorias y éstas a su vez con fibras C a nivel del asta dorsal de la médula espinal. (B) Este
reacomodo forma nuevas conexiones con neuronas nociceptivas (fibras C) en las laminas | y Il que
contribuyen a una hipersensibilidad persistente caracterizada en dolor neuropatico. Modificado de Scholz
y Woolf (2002).

2.8. DIABETES
La diabetes mellitus es un grupo de sindromes caracterizados por hiperglucemia,

alteracion del metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas; y un incremento de
complicaciones vasculares. Algunos pacientes pueden clasificarse de acuerdo a las
manifestaciones clinicas que presentan en diabetes mellitus tipo | (insulino
dependientes) o diabetes mellitus tipo Il (no insulino dependientes) (Alberti y Zimmet,

1998).
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La incidencia de cada uno de los tipos de diabetes varia en el mundo. En
Estados Unidos cerca del 5-10% de todos los pacientes diabéticos tienen diabetes tipo
I. En contraste, cerca del 90% presentan diabetes tipo Il. Hoy en dia en el mundo hay
mas de 125 millones de personas con diabetes y para el 2010 se espera acercar a 220

millones (Amos et al., 1997).

Virtualmente todas las formas de diabetes mellitus son causadas por un
decremento en la concentracién de insulina (deficiencia de insulina) y un decremento en
la respuesta periférica de tejidos finos a insulina (resistencia de insulina). Estas
anormalidades conducen a alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos,

cetonas y aminoécidos, la caracteristica principal de este sindrome es la hiperglucemia.

La diabetes acelera el proceso de envejecimiento y conduce a complicaciones
que incluyen ceguera, falla renal, dafio del nervio y enfermedad cardiovascular
(Obrenovich et al., 2003). La enfermedad microvascular especifica de la diabetes

conduce a nefropatia, retinopatia y neuropatia diabética (Karachalias et al., 2003).

2.9. NEUROPATIA DIABETICA

El dolor neuropatico se considera generalmente una de las complicaciones mas
comunes y mas molestas que afligen a pacientes diabéticos (Vinik et al., 1992; Clark y
Lee, 1995). La neuropatia diabética es un espectro del dafio a los nervios periféricos, se
presenta como resultado de dafio progresivo a los sistemas nerviosos sensoriales y

autonoémicos periféricos (Babaei-Jadidi et al., 2003).
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La neuropatia diabética es una anomalia acompafnada por dolor y causa
importante de morbilidad y mortalidad asociada a la enfermedad. Sin embargo resulta,
ser una de las complicaciones mas frecuentes de la diabetes mellitus tipo |
(dependiente de insulina) (Guy et al., 1985; Le Quesne y Fowler 1986; Ziegler et al.,

1988; Watkins, 1990).

El dolor puede ser agudo en un inicio y alrededor de 6 meses o mas convertirse

en un dolor crénico con sintomas que duran muchos afios (Thomas y Scadding, 1987).

El dolor del paciente diabético se manifiesta como dolor muscular profundo,
lancinante, quemante y una sensacion persistente de ardor o punzadas, generalmente
en las piernas y los pies. Otros sintomas encontrados son una inhabilidad al cambio en
la temperatura (calor 6 frio), sensibilidad extrema al tacto (alodinia), pérdida de
sensacion de vibracion y paradéjicamente pérdida de la percepcion del dolor (Fox et al.,
1999). Si bien la hiperglucemia y la deficiencia de insulina son considerados
importantes promotores de la neuropatia diabética, probablemente también resulte de
una serie compleja de interacciones metabolicas, vasculares y neurotréficas. Como
consecuencia se observa una disminucion de la glucosa en los tejidos periféricos y un
aumento en la produccion hepatica de la misma (Bogardus et al., 1984). La elevacién
cronica de la glucemia (azlcar en sangre) esta asociada con incrementos moderados
de los acidos grasos libres (Hawkins et al., 2002; Reaven et al., 1988) los que generan
resistencia a la insulina y a la glucosa en el tejido adiposo interfiiendo con sus

funciones de lipdlisis y acumulacién de los triglicéridos (Lewis et al., 2002).
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El modelo de dolor en ratas con administracion de STZ reproduce los sintomas
de la diabetes tipo | en la rata (Courteix et al., 1993). Los animales diabéticos
presentan:

= Polidipsia: sed excesiva.

= Poliuria: secrecion y emision abundante de orina.

= Polifagia: mucho apetito.

= Cierto grado de amiotrofia: atrofia muscular.

= Hipotermia: descenso de la temperatura corporal.

= Hiperglucemia: altos niveles de glucosa en la sangre.

* Pérdida de peso.

Los estudios realizados hasta ahora muestran que la diabetes produce
disminucion de la velocidad de conduccion del nervio (Sharma y Thomas, 1974; Moore
et al., 1980, Tuck et al., 1984; Tomlinson et al., 1989), modificaciones estructurales a
las fibras aferentes mielinizadas y no mielinizadas (Narama y Kino 1989; Triban et al.,
1989; Dockery y Sharma, 1990; Thomas et al, 1990) y modificaciones
neurobioguimicas: aumento (Forman et al., 1986), disminucioén (Tang, 1989) o ningdn
cambio (Locatelli et al., 1985) en los niveles de B-endorfinas en la glandula pituitaria

anterior o hipotalamo (Locatelli et al., 1985; Tang et al., 1989).

Los pacientes diabéticos exhiben con frecuencia uno o mas tipos de dolor
evocado ante un estimulo, incluyendo una alta sensibilidad en presencia de estimulos
nocivos (hiperalgesia) como también a estimulos inocuos (alodinia) (Kapur et al., 2003,

Shuangsong et al., 2004).
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Se ha propuesto que la alodinia estda mediada por fibrasmielinizadas aferentes
(Huang et al., 2002; Hudson et al., 2001), mientras que la hiperalgesia térmica se
transmite principalmente a través de fibras no mielinizadas (fibra C) en el dolor

neuropatico (Ossipov et. al., 1999).

Los mecanismos subyacentes de dolor de la neuropatia diabética son complejos.
Sin embargo, los componentes periféricos y centrales de los sistemas sensoriales
probablemente estan implicados. Ademas de anormalidades de nervios aferentes
periféricos, el proceso sensorial alterado en la médula espinal puede contribuir al

desarrollo del dolor neuropatico en el diabético (Shao-Rui y Hui-Lin, 2002).

En un estudio electrofisiologico se reporta sobre la sensibilidad alterada de las
neuronas del tracto espinotalamico (STT) y de su papel potencial en el desarrollo del
dolor crénico causado por neuropatia diabética (Shao-Rui y Hui-Lin, 2002). Es probable
que la actividad aberrante generada en los nervios aferentes contribuya al estado de la
hipersensibilidad de las neuronas dorsales espinales desarrollada en diabetes. Las
neuronas espinales pueden también contribuir a los sintomas sensoriales alterados en

ratas diabéticas (Burchiel et al., 1985; Chen y Levine, 2001).

Tomlinson et al., 1989 y Lindberger et al., 1989 reportaron una reduccion de los
niveles de sustancia P en el nervio ciatico en ratas diabéticas y una disminucion de la
misma en fibras de piel humana, respectivamente. Sin embargo, algunos autores
reportaron un aumento de estos mismos niveles en el nervio vago (Mac-Lean, 1987) o

ninguna variacién en los niveles de sustancia P en fibras de la piel en ratas diabéticas
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(Karanth et al., 1990). Ademas, el transporte de sustancia P se aumenta (Mac-Lean,
1987) o se reduce en el nervio ciatico en ratas diabéticas (Tomlison et al., 1989; Calcutt
et al., 1990) lo cual evidencia una anomalia funcional de nervios periféricos en el curso

de la diabetes.

2.10. VITAMINAS

Las vitaminas son compuestos organicos presentes en los alimentos naturales y
necesarios en cantidades muy pequefias para el mantenimiento y la reproduccion
normal, esto es para mantener la nutricion y la salud. Son esenciales en el metabolismo
y necesarios para el crecimiento y, en general, para el buen funcionamiento del
organismo. Las vitaminas participan en la formacion de hormonas, células sanguineas,
sustancias quimicas del sistema nervioso y material genético. Las diversas vitaminas no
estan relacionadas quimicamente y la mayoria de ellas tiene una accion fisioldgica
distinta. Por lo general actian como catalizadores, combinandose con las proteinas
para crear enzimas metabdlicamente activas que a su vez producen importantes
reacciones quimicas en todo el cuerpo. Sin las vitaminas muchas de estas reacciones

tardarian mas en producirse o cesarian por completo.

Las vitaminas del complejo B son moléculas organicas que sirven como
coenzimas para reacciones enzimaticas diversas. Estas vitaminas son hidrosolubles,
solo se almacenan en una cantidad limitada y se requiere el consumo frecuente para
conservar la saturacién de los tejidos y por ello deben ser obtenidas por la dieta

(Marcus y Coulston, 2001).
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Dentro de las vitaminas del complejo B se encuentra a la tiamina (B4), riboflavina
(B2), nicotinamida (B3), piridoxina (Bs) y cianocobalamina (B42). También se encuentra el
acido félico, acido pantotenico, acido paraaminobenzoico, inositol, entre otros (Marcus

y Coulston, 2001).

Los antiguos médicos las administraban para revertir diversas enfermedades
neuroldgicas como beri-beri, anemia aplastica, convulsiones epilépticas, entre otras, por
tal motivo comenzo el uso de estas vitaminas y su comercializacion a nivel mundial.
Hay reportes que muestran que el complejo B tiene actividad antinociceptiva y anti-
inflamatoria (Fu et al., 1988; Bartoszyk y Wild, 1989; Wild et al., 1990; Jurna et al.,
1990) en modelos de dolor inflamatorio y neuropatico. Ademas, estudios en humanos
indican que las vitaminas B atentan o disminuyen diversos dolores agudos e

inflamatorios (Denner et al., 1985).

2.11. TIAMINA

La tiamina o vitamina B4, primer miembro del complejo B, tiene derivados
solubles en agua vy lipofilicos llamados alitiaminas. La tiamina es una molécula organica
hidrosoluble que contiene una pirimidina y un nucleo de tiazol enlazados por un puente
metileno. La tiamina funciona en el cuerpo en forma de coenzima, el pirofosfato de

tiamina (TPP) (Figura 9).
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Figura 9. Estructura de la tiamina y tiaminapirofosfato (TPP).

El TPP, la forma activa de la tiamina, funciona en el metabolismo de los hidratos
de carbono, en la descarboxilacién oxidativa de los a-cetoacidos como piruvato y a-
cetoglutarato, es un catalizador en el ciclo de las pentosas y en la sintesis de
sustancias que regulan el sistema nervioso como acetilcolina (mediador quimico
neuronal). Como la tiamina es esencial para el metabolismo energético se recomienda

suministrar 0.5 mg/1000 kcal de alimentos ingeridos.

Los sintomas principales de su deficiencia se relacionan con el sistema nervioso
y cardiovascular. Muchos de los signos y sintomas neurologicos se caracterizan por
neuritis periférica con alteraciones sensitivas en las extremidades, incluso areas
localizadas de hiperestesia o anestesia. Hay pérdida gradual de la fuerza muscular y
puede originar caida de la mufieca o paralisis completa de una extremidad (Marcus y

Coulston, 2001).

La deficiencia severa de la vitamina causa beri-beri, padecimiento neurologico,

caracterizado por neuritis periférica, insuficiencia cardiaca y alteraciones cerebrales con
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encefalopatia de Wernicke. También causa polineuropatia, acompanada por una
degeneracion axonal. Por el contrario, dosis altas de tiamina producen bloqueo
ganglionar (De Castro, 1965) y supresion de la transmision del estimulo neuronal
(Boissier et al., 1966). La relacion entre la vitamina B, y el sistema nervioso fue la base
para utilizar esta vitamina a dosis altas por diversas rutas con el propésito de aliviar el
dolor ya que practicamente carece de acciones farmacologicas a dosis bajas en

humanos (Bermond, 1989).

2.11.1. Farmacocinética

La absorcién de las cantidades habituales de tiamina en la dieta a partir del tubo
digestivo (en la porcién proximal del intestino delgado) ocurre por medio de transporte
activo dependiente de Na™; a concentraciones mas altas, la difusion pasiva también es

importante (Rindi y Ventura, 1972).

La tiamina y sus derivados, que ingresan por via digestiva natural o por via
parenteral, se depositan rapidamente en el higado, musculo, cerebro y en menor grado
en otros tejidos. Los estudios in vitro con radioactividad marcando la tiamina con "C
indicaron que la tiamina tiene una absorcion mas grande en el yeyuno, seguido por el
duodeno y el ileon. La absorcién menor fue encontrada en el estémago y colon (Rindi y
Ventura, 1972; Rindi, 1984). Su excrecion tanto de la vitamina, como de su metabolito

activo, se realiza a través de la orina y de las heces.
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2.12. BENFOTIAMINA

Figura 10. Estructura de la Benfotiamina.

Tabla 3. Caracteristicas de la benfotiamina.

Nombre:

S-benzoiltiamina-O-monofosfato

Férmula quimica:

Peso molecular: 466.45
Forma: Cristales N N B
Solubilidad: | Disuelve mal en agua, etanol y cloroformo

Tabla elaborada a partir de datos tomados del Index Merck (2001).

MARCO TEORICO
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La benfotiamina es un analogo lipofilico de la tiamina (tabla 3), contiene un anillo
abierto de tiazol que es cerrado por la reduccién dentro del organismo produciendo la
tiamina fisiologica, es decir una alitiamina que se convierte en coenzima biologicamente
activa dentro del organismo (Figura 10). Las alitiaminas se diferencian de los derivados
solubles en agua de la vitamina By por sus caracteristicas fisicoquimicas y su
estructura, especificamente en el anillo abierto de tiazol. Las alitiaminas son convertidas
a la tiamina fisioldgicamente activa dentro del organismo por el cierre del anillo de tiazol

(Loew, 1996).

Varios estudios han demostrado que la administracion oral de los analogos de la
tiamina es mejor que las sales solubles en agua de la vitamina B; y alcanzan
concentraciones mas altas en sangre vy tejidos finos (Fujiwara, 1967; Baker y Frank,
1976; Baker et al., 1976; Shindo et al., 1976). Ademas, se ha demostrado que las
alitiaminas pueden absorberse mejor, conducen a niveles mas altos de la tiamina en
eritrocitos y liquido cerebroespinal y se conservan mas tiempo en el cuerpo que otros
derivados solubles en agua de la vitamina B (Fujiwara, 1954; Thomson et al., 1972,

Baker, 1974).

La absorcion de benfotiamina es por difusién pasiva y es desproporcionada,
durante el paso por los compuestos por la mucosa, conteniendo grupos sulfhidrilo tales
como cisteina y glutation, esto causa la reduccion intracelular rapida de alitiamina a la
tiamina fisioldgicamente activa (Loew, 1996). La benfotiamina se metaboliza a vitamina
B; en el organismo después de absorberse rapida y completamente por el tracto

digestivo.
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En experimentos con ratas y ratones la absorcion de benfotiamina marcada
radioactivamente muestra indices de incorporacion claramente mas altos en corazdn,
higado, cerebro y diafragma (Mizuhira, 1968). Estos resultados fueron corroborados por
otros estudios autoradiograficos en la incorporacion de benfotiamina en érganos de
ratén. Ademas, estudios de biodisponibilidad en humanos sanos han demostrado que la
absorcion de benfotiamina es varias veces mejor que el de la vitamina B4 y que hay un

aumento del difosfato metabdlico activo de la tiamina en eritrocitos (Bitsch et al., 1991).

Se ha determinado la actividad dependiente de transcetolasa de tiamina en la
sangre y la capacidad de TPP (agrk) de activarla como estandares relevantes de la
actividad fisiolégica de la tiamina. Por el contrario, la actividad de transcetolasa

incrementa perceptiblemente después de la administracion de benfotiamina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

= Evaluar el efecto de la benfotiamina en modelos de dolor inflamatorio y

neuropatico en ratas normales y diabéticas.

3.2. Objetivos particulares

= Establecer los modelos de dolor.

= Establecer el tiempo idéneo de administracion para alcanzar el mejor
efecto analgésico de la benfotiamina.

= Analizar el efecto analgésico de la benfotiamina en ratas con dolor
inflamatorio.

= Evaluar el efecto antialodinico de la benfotiamina en dos modelos de

neuropatia en la rata.
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4. HIPOTESIS

4.1. Hipotesis alternativa

= La administracion oral de benfotiamina produce un efecto analgésico y

antialodinico en ratas con dolor inflamatorio y neuropatico, respectivamente.

4.2. Hipotesis nula

» La administracion oral de benfotiamina no produce un efecto analgésico y

antialodinico en ratas con dolor inflamatorio y neuropatico, respectivamente.

47



— MATERIAL Y METODOS

5. MATERIAL Y METODOS

5.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon un total de 132 ratas Wistar hembras, con un rango de peso
corporal de 120-140 g y de 200-230 g, provenientes del Bioterio del CINVESTAV-
Coapa. Doce h antes del experimento se les retir6 el alimento y se mantuvieron

con libre acceso al agua.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las guias sobre
aspectos éticos para la investigacion experimental en animales (Zimmermann,
1983). Adicionalmente, el estudio fue aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales (Departamento de Farmacobiologia, CINVESTAV-
IPN). Cada rata se utilizo solo una vez y se sacrifico en una camara saturada con
CO; al finalizar cada experimento con el fin de minimizar el sufrimiento de los

animales.

5.2. FARMACOS

La benfotiamina fue donada por Merck S. A. de C.V. (México, D.F.) la cual
fue disuelta en carboximetilcelulosa al 1% y se administré en un volumen de 4
ml/kg. La estreptozotocina (STZ) fue adquirida en Sigma—Aldrich y disuelta en

agua desionizada.
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5.3. MODELO DE FORMALINA

El efecto analgésico de la benfotiamina se evalud con la prueba de
formalina (Dubuisson y Dennis, 1977). Las ratas se colocaron en un cilindro
transparente de acrilico (Plexiglas) de 20 cm de diametro y 30 cm de altura el cual
fue utilizado como camara de observacion con el objetivo de facilitar la
observacion. En la parte trasera de estos cilindros se colocaron dos espejos de 30
x 30 cm cada uno formando un angulo de 45° entre ellos. En todos los
experimentos se siguid un protocolo de ambientacion para tal fin se coloco a la
rata en el interior de la camara de observacion durante al menos 30 minutos, lo
cudl le permitid acostumbrarse al nuevo ambiente y de esta manera disminuir su
estrés. Lo anterior es importante ya se ha asociado al estrés con la analgesia
(Gagliese y Melzack, 2000). Después de este periodo, la rata se retird de la
camara de observacion para realizar la administracion oral de benfotiamina.
Posteriormente se administré via subcutanea 50 ul de formalina al 05 6 1%
(diluida con solucion salina 0.9%) en el dorso de la pata posterior derecha
utilizando una aguja del No. 30. Luego de la administracion, las ratas se colocaron
nuevamente en los cilindros de acrilico y se cuantifico la conducta dolorosa como
el numero de sacudidas de la pata inyectada en intervalos de 1 minuto cada 5

minutos por 60 minutos.
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5.3.1. Formalina en ratas normales
Se determino el tiempo idoneo de pretratamiento (2.5 h) en ratas normales
y se evaluo el efecto analgésico de la benfotiamina con formalina al 1% a dosis

crecientes (10, 30, 100, 300 mg/kg) via oral en el modelo de formalina.

5.3.2. Generalidades del formaldehido

El formaldehido (tabla 4) es un aldehido simple de la serie alifatica, su
grupo funcional estd asociado con un atomo de hidrégeno. Es metabolizado a
acido formico por la accion de la enzima alcohol deshidrogenasa y posteriormente
a CO; y agua por la via de los folatos (Pefia Acevedo, 2000). El formaldehido
reacciona quimicamente con la mayoria de las sustancias en el interior de las
células y por esta razén deprime todas las funciones celulares y conduce a la

muerte de las mismas.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas del formaldehido.

Formula quimica: CH,0

Peso molecular: 30.03

Gravedad especifica: Gas: 0.815 (a 20°C); Liquido: 1.08 (a 25°C).

Densidad Gas:1.08 Liquido: 1.03 g/ml

pH: 2.8-4.0

Solubilidad: Es altamente soluble en agua, acetona, benceno, alcohol y éter
Olor: Pungente, penetrante

Color: Ambar

'DLgooral en ratas 0.80 g/kg

Tabla elaborada a partir de datos tomados del Index Merck (2001) y Pena Acevedo (2000).
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La dltima parte del efecto toxico aparentemente es el resultado de la
conversion de formaldehido en acido férmico, por lo que el formaldehido es un

carcinégeno en animales.

5.4. INDUCCION DE DIABETES

Las ratas recibieron una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ;
50 mg/kg) para inducir la diabetes. Una semana después de la inyeccion de
estreptozotocina la diabetes se confirmé haciendo una medicion de la
concentracion de glucosa en una muestra de sangre obtenida por extraccion de la
vena caudal de la cola de la rata con tiras reactivas para glucosa en un glucometro
Ascencia Elite (Bayer, México, D.F.). Antes de cada estudio se realizé la medicion,
los animales con un nivel de glucosa en sangre = 300 mg/dL fueron considerados

diabéticos.

5.5. INDUCCION QUIRURGICA DE NEUROPATIA

Para la induccion de la neuropatia se realizé el procedimiento quirGrgico
descrito por Kim y Chung (1992). Para ello, los animales se anestesiaron con una
mezcla de xilazina/ketamina (45/12 mg/kg, i.p.). Después de la anestesia y
exposicion de la columna vertebral, se ligaron los nervios espinales izquierdos L5
y L6 con una sutura de seda 6-0 en la parte distal del ganglio de la raiz dorsal
(grupo de ratas ligadas). Para las ratas falsamente operadas (grupo de ratas no
ligadas), los nervios se expusieron pero no se ligaron. La incision se cerré y los

animales se mantuvieron en recuperacion durante 12 dias. Los animales que
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mostraron deficiencia motora (arrastrar la pata izquierda) se descartaron del

experimento.

A B

Figura 11. Esquema que muestra la ligadura de los nervios espinales L5 y L6.

5.5.1. Prueba de umbral tactil

La alodinia tactil se determiné midiendo el retiro de la pata en respuesta a
un estimulo mecanico producido por la aplicacién de una serie de filamentos
calibrados (filamentos de von Frey). La fuerza de los filamentos de von Frey
abarca un rango de 0.4 a 15 g, dependiendo del grosor del filamento es la fuerza
del estimulo aplicado. El umbral de retiro se determiné por el incremento y
decremento de la fuerza del estimulo aplicado en la pata izquierda de la rata
(Chaplan et al., 1994). La intensidad del estimulo requerido para producir una
respuesta en 50% de las aplicaciones para cada animal se determiné como el

"60% de umbral de retiro”. Todos los animales con ligadura de los nervios
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espinales, se les verifico la presencia de alodinia (respondieron a un estimulo

menor a 4 g). Las ratas que no mostraron alodinia se descartaron del estudio.

5.6. DISENO EXPERIMENTAL

Para determinar el posible efecto analgésico de la benfotiamina se
evaluaron tres grupos de ratas (n = 6) en el modelo de formalina. El primero de
ellos se utilizd para establecer el tiempo en el cual la benfotiamina tenia un mejor
efecto analgésico. El segundo y tercer grupo se utilizé para determinar el efecto
analgésico de la benfotiamina tanto en ratas normales con formalina al 1% a dosis
crecientes (10, 30, 100, 300 mg/kg), como en ratas diabéticas (2 semanas) con
formalina al 0.5% a dosis crecientes (10, 30, 100, 300 mg/kg). El farmaco se

administro via oral.

Asimismo, se evalué el posible efecto antialodinico de la benfotiamina en
dos grupos. En el primero se utilizaron ratas diabéticas con alodinia (4 semanas).
En el segundo grupo se utilizaron ratas normales sometidas al procedimiento
quirtrgico descrito por Kim y Chung (1992). En ambos grupos se administraron
dosis crecientes de benfotiamina (75, 150, 300 mg/kg) via oral y se evalud el 50%

del umbral de retiro durante 5 h, segun se explico en el punto 5.5.1.
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HIPERALGESIA n=(6) ALODINIA
Benfotiamina Benfotiamina
Benfotiamina
300 mg/kg, p.o. (10, 30, 100, 300
(Pretratamiento mg/kg, p.o., (75, 150, 300
10 min, 1h, 25 h) Pretratamiento 2.5 h) mglkg, p.o.)
Formalina 1% Formalina 1%
Benfotiamina S! Benfotiamina
SE
(10. Sg?i-( 1()0' 300 2 SEMANAS Diabéticas 4 SEMANA, (?Sl 150, 300
mg/kg, p.o., /K
Pretratamiento 2.5 h) 0ghg Pl
Formalina 0.5%

Figura 12. Diagrama de fiujo del disefio experimental.

Nota p.o. = Via oral
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5.7. ANALISIS DE DATOS EN EL MODELO DE FORMALINA

Los resultados se expresan como el promedio + el error estandar (e.e.) de
la media para cada grupo experimental (n = 6). Se realizaron curvas del nimero
de sacudidas contra el tiempo y se obtuvo el area bajo la curva (ABC) de la
segunda fase, que abarca de los 15 a los 60 minutos, por el método de

trapezoides (Tallarida y Murray, 1981).

5.8. ANALISIS DE DATOS EN NEUROPATIA

Los resultados se expresan como el promedio + el error estandar (e.e.) de
cada grupo experimental de 6 animales. De los datos obtenidos de ratas
neuropaticas se realizaron graficas del 50% de umbral de retiro (g) en funcion del

tiempo (min). EI 50% del umbral de retiro se calculd con la siguiente ecuacion:

50% Umbral de retiro (g)= (10* *®)/10,000

Donde:

Xf: es el valor del ultimo filamento de von Frey utilizado (unidades log).

K: es el factor de correccion basado en los patrones de respuestas de una
tabla de calibracion y al valor tabulado en base al valor tabulado de
respuestas positivas y negativas.

d: es la diferencia de promedio entre estimulos (unidades log).
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Se calculd el area bajo la curva (ABC) del % del umbral de retiro contra el
tiempo por el método de trapezoides. A partir del ABC se calculé el porcentaje de

maximo efecto posible (%MEP) por medio de la siguiente ecuacion:

% MEP= (ABCx) - (ABCrl) X 100
(ABCnl) — (ABC)

Donde:
ABCx: area bajo la curva del farmaco “x"
ABCrl: area bajo la curva de ratas ligadas

ABCnl: area bajo la curva de ratas no ligadas

De los datos del curso temporal se construyeron graficas de barras y curvas
dosis respuesta del % de antialodinia (%MEP) versus el logaritmo de las
diferentes dosis, a partir de una regresién lineal. Un valor de %MEP de 0 indica
que el grupo tratado es igual al grupo de ratas ligadas, es decir el farmaco
administrado no tiene un efecto antialodinico. Un valor de %MEP de 100 significa
que los animales no presentan alodinia o presentan el efecto maximo antialodinico

alcanzable.
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5.9. ANALISIS ESTADISTICO

En todos los modelos los datos de ABC se analizaron mediante analisis de
varianza de una via (ANOVA) seguidos por la prueba de Tukey para comparar tres

0 mas grupos. Una p<0.05 se considerd significativa.

El analisis de varianza es una técnica mediante la cual la variacion total
presente en un conjunto de datos se distribuye en varios componentes. Asociada
con cada uno de estos componentes hay una fuente especifica de variacion, de
modo que en el andlisis es posible averiguar la magnitud de las contribuciones de
cada una de estas fuentes a la variacion total (Daniel, 1989). Este analisis se
utiliza cuando se tienen tres o méas grupos experimentales. El analisis de varianza
de una via permite analizar el efecto del tratamiento con las diferentes dosis de
benfotiamina. El resultado de este analisis permite al experimentador saber si hay
diferencias significativas debidas al tratamiento. Sin embargo, no permite
identificar entre que grupos existen esas diferencias. Para poder determinar esto
es necesario realizar un prueba "post — hoc” que permitira definir entre cuales
grupos existe diferencia significativa. Dentro de estas pruebas se encuentra la
prueba de Tukey, Dunnet y Bonferroni. De éstas nosotros utilizamos la prueba de
Tukey que permite comparar todos los grupos experimentales. Para que exista
diferencia significativa entre grupos se debe alcanzar un nivel de significancia (p)
de 0.05. Este dato indica que se tiene un 95% de certeza de que el efecto

observado se debe al tratamiento y un 5% se podria deber al azar.
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6. RESULTADOS

6.1. ESTABLECIMIENTO DE MODELOS

6.1.1. Modelo de formalina en ratas normales

La inyeccion intraplantar de formalina al 1% produjo la conducta tipica de
sacudidas caracterizada por el retiro breve y rapido o la flexién de la pata
inyectada (Lazaro-lbafiez et al., 2001). Cuando se graficé el nimero de sacudidas
en funcion del tiempo se distinguidé la conducta bifasica caracteristica de este

modelo (Tjélsen 1992; Figura 13).

10+

Numero de sacudidas/Min

Tiempo (Min)

Figura 13. Gréfica que muestra el curso temporal del dolor en el modelo de formalina en ratas
normales. Se administré formalina al 1%. La conducta dolorosa observada es bifasica, la primera
fase abarca de los 0 a los 10 min, en tanto que la segunda fase comienza a los 15 min y se
prolonga hasta los 60 min. Los datos son expresados como el numero de sacudidas promedio de
6 ratas + error estandar.
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6.1.2. Modelo de formalina en ratas diabéticas (2 semanas)

La inyeccion intraplantar de formalina al 0.5% en ratas diabéticas (2
semanas) también produjo la conducta tipica de sacudidas en la pata inyectada.
(Figura 14). La conducta observada en estas ratas fue similar a la observada con
formalina al 1% en ratas normales, sugiriendo un estado hiperalgéesico en ratas

diabéticas.
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Figura 14. Curso temporal del dolor en el modelo de formalina en ratas diabéticas (2 semanas). Se
administro formalina al 0.5%. La conducta dolorosa observada es bifasica, la primera abarca de los
0 alos 10 min, en tanto que la segunda fase comienza a los 15 min y se prolonga hasta los 60 min.
Los datos son expresados como el numero de sacudidas promedio de 6 ratas + error estandar.
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6.1.3. Alodinia en ratas diabéticas (4 semanas)
Cuatro semanas después de la administracion de estreptozotocina se
observo la presencia de alodinia en las ratas (Figura 15) al estimular con los

filamentos de von Frey.
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Figura 15. Curso temporal de la alodinia en ratas diabéticas (4 semanas). Se evaluaron 2
diferentes grupos: el grupo control el cual consistia en la evaluacion de ratas normales y el tratado,
que consistia en ratas que presentaban neuropatia diabética (alodinia). Los datos estan
representados como el 50% del umbral de retiro y son el promedio de 6 ratas + error estandar.
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6.1.4. Alodinia en ratas normales en el modelo de Chung
La ligadura de las raices espinales izquierda L5 y L6 produjo una
disminucion en el umbral de retiro (alodinia) doce dias después de la cirugia

(Figura 16).
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Figura 16. Curso temporal de la alodinia inducida por la ligadura de los nervios espinales L5 y L&
en la rata. Se evaluaron 2 diferentes grupos: el grupo control, en el cual se sometio a ratas a
cirugia sin ligadura de los nervios espinales (Sham) y el tratado, el cual corresponde a ratas
sometidas a cirugia con ligadura de los nervios espinales izquierdos L5 y L6 Los datos estan
representados como el 50% del umbral de retiro y son el promedio de 6 ratas + error estandar.
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6.2. EFECTO DE LA BENFOTIAMINA EN LOS DIFERENTES MODELOS DE
DOLOR

6.2.1. Modelo de formalina en ratas normales
La administracion oral de benfotiamina se realizd a diferentes tiempos
previos a la produccion del dolor para determinar el tiempo idéneo de

administracion para alcanzar el mejor efecto analgésico (Figura 17).

FASE 2

750-
=

600-
% 1
g T
S 450-
he *
3 o
(4]
& 300- L
O
o0
< 150-

CMC%  10Min  1.0h 25h
Benfotiamina 300 mg/kg, po

Figura 17. Efecto de la administracion oral (p.o.) de benfotiamina (300 mag/kg) con un
pretratamiento a diferentes tiempos (10 min, 1.0 y 2.5 h) evaluado durante la segunda fase de la
prueba de formalina. Los datos son el promedio de 6 ratas + error estandar expresados en barras
que corresponden al area bajo la curva (ABC). * Significativamente diferente con respecto al grupo
control tratado con carboximetilcelulosa 1% (CMC; vehiculo) (p<0.05) y determinado por analisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey.
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De la figura anterior se aprecid que el mejor tiempo para administrar a la
benfotiamina fue de 2.5 h. Por lo tanto, se decidid utilizar este tiempo como
pretratamiento en los siguientes estudios. La administracion oral de benfotiamina
redujo numero de sacudidas (Figura 18) durante la segunda fase de la prueba de
formalina en ratas normales. En la figura 19 se muestra el efecto analgésico de la
benfotiamina en ratas normales inyectadas con formalina al 1%. La benfotiamina
redujo de manera dosis dependiente y significativa (p<0.05) las sacudidas

inducidas por formalina.

40 —e—-CMC1%
—— Benfotiamina 10 mg/kg
—{- Benfotiamina 30 mg/kg
—— Benfotiamina 100 mg/kg
30 —O— Benfotiamina 300 mg/kg

Numero de sacudidas/Min

70
Tiempo (Min)

Figura 18. Curso temporal del efecto analgésico de la benfotiamina (10, 30, 100, 300 mg/kg) via
oral (p.o.) en el modelo de formalina en ratas normales Los datos son el promedio de 6 ratas. El
error estandar fue omitido por claridad.
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Figura 19. Efecto analgésico observado después del pretratamiento (2.5 h) oral (p.o.) con
benfotiamina (10, 30, 100, 300 mg/kg) evaluado durante la segunda fase en la prueba de formalina.
Los datos son el promedio de 6 ratas # error estandar expresados en barras que corresponden al
area bajo la curva (ABC). * Significativamente diferente con respecto al grupo control tratado con
carboximetilelulosa 1% (CMC; vehiculo) (p<0.05) y determinado por andlisis de varianza de una via
(ANOVA) seguido por la prueba de Tukey.
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6.2.2. Modelo de formalina en ratas diabéticas (2 semanas)

La administracién oral de benfotiamina redujo de manera dependiente de la
dosis el numero de sacudidas (Figura 20) durante la segunda fase de la prueba de
formalina en ratas diabéticas. Se observo diferencia significativa a una dosis de

100 mg/kg y un maximo de analgesia a la dosis de 300 mg/kg (Figura 21, pag 66).

—e—CMC 1%

—— Benfotiamina 10 mg/kg

—{ Benfotiamina 30 mg/kg
25- =/ Benfotiamina 100 mg/kg
—O— Benfotiamina 300 mg/kg

Tiempo (Min)

Figura 20. Curso temporal del efecto analgésico de la benfotiamina (10, 30, 100, 300 mg/kg) via
oral (p.0.) en el modelo de formalina en ratas diabéticas de dos semanas después de su induccion.
Los datos son el promedio de 6 ratas. El error estandar fue omitido por claridad.
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Figura 21. Efecto analgésico del pretratamiento (2.5 h) observado después de la administracion
oral (p.o.) de benfotiamina (10, 30, 100, 300 mg/kg) durante la fase 2 en la prueba de formalina en
ratas diabéticas de dos semanas después de su induccion. Los datos son el promedio de 6 ratas +
error estandar expresados en barras que corresponden al area bajo la curva (ABC). *
Significativamente diferente con respecto al grupo control tratado con carboximetilcelulosa 1%
(CMC,; vehiculo) (p<0.05) y determinado por analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por
la prueba de Tukey.
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6.2.3. Alodinia en ratas diabéticas (4 semanas)

En la figura 22 se muestra el curso temporal del umbral de retiro al estimulo
mecanico en ratas hembras de 4 semanas después de la induccion de la diabetes.
La administracion oral de benfotiamina (75, 150, 300, mg/kg) produjo un efecto
antialodinico de manera dependiente de la dosis al estimulo mecanico con los
filamentos de von Frey en ratas hembras de 4 semanas después de la induccién
de la diabetes. Como se puede observar existen diferencias significativas (p<0.05)
después de la administracién oral de benfotiamina (75, 150, 300 mg/kg) (Figura
23; pag. 68).

—e— Normales
—O— Alodinicas diabéticas
—O— Benfotiamina 75 mg/kg

—— Benfotiamina 150 mg/kg
—{J- Benfotiamina 300 ma/kg

]
o
J

-
L]
1

109

50% Umbral de Retiro (g)

0 60 120 180 240 300
Tiempo (Min)

Figura 22. Curso temporal del efecto antialodinico de benfotiamina (75, 150, 300 mg/kg) por via
oral en neuropatia diabética. Los datos estan representados como el 50% del umbral de retiro y

son el promedio de 6 ratas + error estandar.
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Figura 23. Efecto antialodinico observado después de la administracion oral (p.o.) de la
benfotiamina (75, 150, 300 mg/kg) en ratas diabéticas. Los datos son el promedio de 6 ratas + error
estandar expresados en barras que corresponden al &rea bajo la curva (ABC). * Significativamente
diferente con respecto al grupo de ratas normales (N) (p<0.05) y ** significativamente diferente con
respecto al vehiculo (CMC; carboxiimetilcelulosa 1%) (p<0.05) determinado por analisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido por la prueba de Tukey.
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6.2.4. Alodinia en ratas normales en el modelo de Chung

En la figura 24 se muestra el curso temporal del umbral de retiro al
estimulo mecanico de ratas hembras 12 dias después de la cirugia. La
administracién oral de benfotiamina (75, 150, 300, mg/kg) disminuyo la alodinia
tactil producida por la aplicacion de los filamentos de von Frey en la pata izquierda

de la rata (Figura 25; pag. 70).

—o— Sham

—O— Alodinicas

—C— Benfotiamina 75 mg/kg
—— Benfotiamina 150 mg/kg
—{~ Benfotiamina 300 mg/kg

204

—
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50% Umbral de retiro (g)
¢ 5
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L | T T
0 60 120 180 240 300
Tiempo (Min)

Figura 24. Curso temporal del efecto antialodinico de la benfotiamina en la neuropatia inducida por
la ligadura de los nervios L5 y L6. Los datos estan representados como el 50% del umbral de retiro
y son el promedio de 6 ratas + error estandar.
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Figura 25. Efecto antialodinico observado después de la administracion oral (p.o.) de benfotiamina
(75, 150, 300 ma/kg) en ratas ligadas de los nervios L5 y L6. Los datos son el promedio de 6 ratas
+ error estandar expresados en barras que corresponden al area bajo la curva (ABC). *
Significativamente diferente con respecto al grupo control tratado con carboximetilcelulosa 1%
(CMC; vehiculo) (p<0.05) y determinado por analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por
la prueba de Tukey. Sham (grupo de ratas falsamente ligadas).
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7. DISCUSION

7.1. MODELO DE FORMALINA

Un nimero de modelos de dolor se han desarrollado para estudiar la
nocicepcion en animales. La respuesta de los animales en estas pruebas se
integra en el sistema nervioso central, dando informacion principal sobre el umbral

del dolor (Rosland et al., 1990).

La prueba de formalina es un modelo de dolor inflamatorio tonico
(Dubuisson y Dennis, 1977) cominmente usado pues es un modelo propuesto del
dolor persistente que depende de la sensibilizacién del asta dorsal de la médula
espinal (Coderre et al., 1990, 1994) y cerebro (Vaccarino y Melzack, 1989, 1992;

Coderre et al., 1993).

La formalina inyectada via intraplantar en roedores produce una respuesta
del comportamiento bifasica caracteristica de dolor: la fase 1 inicio
inmediatamente después de la inyeccién del irritante 0-10 minutos, mientras que la
fase 2 comenzo después de los 10-20 minutos, con una respuesta maxima entre
los 20-35 minutos (Dubuisson y Dennis, 1977; Wheeler-Aceto et al., 1990). La
inyeccion del irritante produce algunas conductas caracteristicas que pueden
cuantificarse. Estas conductas son: la sacudida, la lamida, la mordida y la duracion
de la flexion de la pata (Teng y Abbott, 1998; Ceccarelli et al., 2003). La duracion
de estas conductas es dependiente de la concentracion del irritante (Abbott et al.,

1999).
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La primera fase es por la activacion directa de neuronas nociceptivas
producida por formalina y la segunda fase por un dolor mas largo debido a una
respuesta inflamatoria del tejido (Hunskaar y Hole 1987; Abbott et al., 1995; Hong
y Abbot 1995). Varios mediadores quimicos se liberan de las células danadas
como histamina, serotonina y prostaglandinas (Dubuisson y Dennis, 1977). Estos
mediadores participan en la respuesta inflamatoria y pueden también estimular
nociceptores e inducir asi dolor (Rosland et al., 1990). El dolor producido por
formalina es solamente un componente de una reaccion inflamatoria local inducida
por este irritante. De hecho, la inyeccion de formalina también produce un edema
y un aumento de la permeabilidad vascular (Hong y Abbott 1995). Ademas, varios
investigadores han encontrado que la formalina produce la activacion bifasica de
las fibras C, aunque la ultima fase la actividad de la fibra C es considerablemente
menor con concentraciones bajas de formalina (Abram et al., 1996; McCall et al.,
1996) que para concentraciones mas altas (Taylor et al., 1995; Puig y Sorkin,

1996).

7.2. MODELO DE FORMALINA EN RATAS DIABETICAS

En afos recientes se ha utilizado cada vez mas el modelo de la diabetes
inducida por STZ en la rata como la tentativa de proporcionar informacion y
evaluar terapias potenciales. La STZ destruye las células p pancreaticas,

disminuyendo la produccién de insulina a un corto plazo (Courteix et al., 1993).
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Hay evidencia que la hiperalgesia y la alodinia, dos sintomas encontrados
en pacientes con neuropatia diabética, se observan en este modelo en la rata. La
hiperalgesia se presenta en la segunda semana después de la induccién con una
tendencia a empeorarse en funcion de la duracion del sindrome diabético a
duraciones mas largas (Courteix et al., 1993). Se ha reportado una
hipersensibilidad a los estimulos quimicos nocivos en animales diabéticos ya que
exhiben respuestas crecientes a las inyecciones de formalina (Courteix et al.,

1993; Calcutt et al., 1994).

Nuestros datos concuerdan con estos reportes ya que observamos un
estado hiperalgésico en ratas diabéticas. La administracion de formalina al 0.5%
produjo un nivel de dolor similar al observado con la administracion de formalina al

1% en ratas normales.

Se ha observado que la variacion mas grande en ratas diabéticas mediante
un estimulo quimico es la posicion de la pata inyectada debido a que se mantiene
mas tiempo sin el contacto en tierra que las ratas normales. Este comportamiento
de la evitacion sugiere una sensibilidad elevada a la formalina. La lamida de la
pata inyectada, observada en roedores, puede corresponder a una respuesta
instintiva al dolor inducido por formalina (Courteix et al.,, 1993). Ademas, el
aumento significativo de lamida y del numero de sacudidas en ratas diabéticas con
respecto al grupo control (Calcutt et al.,, 1996) también sugieren un efecto

hiperalgésico producido por la diabetes experimental. Por lo tanto, los resultados
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obtenidos aqui con la prueba de formalina son evidencia de la hiperalgesia en

ratas diabéticas (Courteix et al., 1993).

El curso temporal de dolor descrito por Dubuisson y Dennis (1992) para la
prueba de formalina corresponde al obtenido en nuestros resultados. En las
figuras 13 y 14 se observa las dos fases de comportamiento que presentaron las

ratas.

7.3. ALODINIA EN RATAS DIABETICAS

En este estudio observamos que la administracion de STZ indujo una clara
diabetes experimental. Cuatro a seis semanas después de la induccién se observo

una clara alodinia tactil.

Se ha demostrado que la induccion de la diabetes por medio de STZ en la
rata exhibe una hiperalgesia mecéanica profunda en estos animales. De acuerdo
con informes anteriores esta hiperalgesia es evidente después de la inyeccion de
STZ y dura por lo menos 4 semanas (Ahlgren y Levine, 1993; Courteix et al., 1993;
Malcangio y Tomlinson, 1998). Ademas de la hiperalgesia, después de 4 semanas
se empieza a observar alodinia (Fox et al., 1999; Ulugol et al., 2002). La alodinia
tactil estda mediada predominante por fibras aferentes mielinizadas (Ossipov et al.,
1899). Khan et al. (2002) demostraron que las fibras aferentes mielinizadas As y
AB de ratas diabéticas responden exageradamente a la estimulacién mecanica

con filamentos de von Frey. Otros autores han sugerido que el dolor producido por
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neuropatia diabética parece deberse al dafio de las fibras C no mielinizadas (Chen
y Levine, 2001; Burchiel et al., 1985). Estudios electrofisioldgicos han demostrado
una incidencia perceptiblemente mas alta de descargas espontaneas en
comparacion a los nervios normales y esta hiperactividad espontanea ocurre casi
exclusivamente en fibras C (Burchiel et al., 1985; Chen y Levine, 2001). Ademas,
las descargas espontaneas de la fibra C, mediadas en parte por actividad de la
protein-cinasa C (PKC), contribuyen a la hiperalgesia causada por la diabetes

(Ahlgren y Levine, 1994).

7.4. MODELO DE CHUNG

Las lesiones periféricas del nervio pueden generar un sindrome que abarca,
ademas de dolor espontaneo, respuestas exageradas al tacto ligero (alodinia
tactil) y a los estimulos de la temperatura (hiperalgesia térmica). La alodinia tactil
es probable la mas comun de las respuestas evocadas al estimulo (Meyer et al.,

1985; Wahern y Torebjork, 1992).

En un esfuerzo por encontrar los mecanismos neuropaticos subyacentes
del dolor, se han desarrollado varios modelos en la rata. Algunos modelos implican
la exposicion quirtrgica del nervio ciatico en una localizacién relativamente
superficial en la extremidad més baja con la ventaja de la facilidad y de la rapidez
de la preparacion quirirgica (Chaplan et al. 1994). Kim y Chung (1992) han
descrito un modelo en el cual ligan los nervios espinales L5 y L6 antes de su
entrada en el nervio ciatico. Después de 24 h estos animales comienzan a exhibir

un estado hiperestésico duradero (Chaplan et al. 1994). En este modelo la
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estimulacion de la pata de la rata con los filamentos de von Frey produce la
conducta tipica dolorosa de retiro de la pata evaluada ante estimulos normalmente
inocuos (alodinia tactil), observando un patrén similar al reportado por otros
autores (Chaplan et al., 1994). Las medidas de umbral de retiro con filamentos de
von Frey en el paradigma arriba-abajo, cuando se combina con el modelo de dolor
neuropatico, representan una herramienta poderosa para analizar los efectos de
las manipulaciones del estado de dolor neuropatico (Chaplan et al., 1994). En
nuestro estudio observamos una conducta alodinica similar a la reportada por

otros autores.

7.5. EFECTO DE LA BENFOTIAMINA

Las vitaminas del complejo B se han utlizado principalmente en el
tratamiento y profilaxis de los desérdenes que resultan de su deficiencia. Sin
embargo, se han evaluado recientemente como farmacos potencialmente utiles
para tratar las condiciones patologicas, particularmente del desorden doloroso,

asociado no necesariamente a su deficiencia.

La deficiencia de alguna vitamina B puede dar lugar a condiciones
patolégicas que incluyen dolor crénico, indicando que éstas son esenciales para el
organismo principalmente para la funciéon normal del sistema nervioso (Claus et

al., 1984; Shaeffer, 1987; Marcus y Coulston, 2001).

Hay evidencia fisiopatologica y bioguimica que demuestra que ciertas

vitaminas del complejo B intervienen directamente en el metabolismo de fibras
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aferentes periféricas. La vitamina By desempefia un papel dominante en el
metabolismo de carbohidratos, la fuente preferida de la energia para las fibras del
nervio. Entre otras funciones, la energia se requiere para el proceso de transporte
axonal, que proporciona las proteinas y las enzimas estructurales necesitadas
para la regeneracion. La tiamina también hace una parte importante como

modulador de la transmision neuromuscular (Zimmermaan, 1988).

Hay evidencia para postular que las vitaminas del complejo B tienen un
efecto antinociceptivo, aunque el mecanismo neurofisiologico es desconocido. Se
ha evaluado la actividad analgésica del complejo de vitaminas B en el dolor
inflamatorio inducido por formalina y se ha sugerido que el sitio de accion de las
vitaminas del complejo B no esta situado en la periferia, pero pudiera ser en el
nivel espinal o supraespinal (Reyes-Garcia et al., 2001). Esta sugerencia esta
apoyada por el hecho de que la médula espinal y el talamo desempefian un papel
importante en el efecto antinociceptivo del complejo B (Fu et al., 1988,

Dakshinamurti et al., 1990).

Varios estudios clinicos han demostrado que el dolor y la disestesia se
pueden mejorar o eliminar por las vitaminas B. Ademas, la medicacién conduce a
la mejora de la sensacion a la vibracion, temperatura y al aumento de la velocidad

de la conduccion del nervio (Loew, 1996).

La tiamina molecular no se administra para los propositos terapéuticos, en

lugar de ello se administra uno de sus derivados solubles en agua (clorhidrato,
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disulfuro o nitrato de tiamina) o de los analogos lipofilicos de la tiamina, las
alitiaminas (acetiamina, benfotiamina, o fursultiamina) que se convierten a las

coenzimas activas dentro del organismo (Loew, 1996).

Los experimentos han demostrado que las vitaminas B, dadas en dosis
grandes, tienen caracteristicas analgésicas y antineuralgicas. Esto es debido a su
influencia en los mediadores, que ejercen probablemente un efecto analgésico

directamente sobre los nervios (Jurna et al., 1990).

La forma activa de la tiamina es un compuesto organico necesario para el
organismo en sus funciones vitales. Solo se requieren cantidades pequefias de la
tiamina para sus funciones cataliticas como coenzimas, mientras que se requieren
cantidades mucho mas grandes para los efectos farmacodinamicos en el
metabolismo del sistema nervioso. Las alitiaminas atraviesan la barrera intestinal,
su absorcién es mas rapida y mas facilmente, conduciendo a concentraciones mas
altas de la sangre y en tejidos incluso cuando se dan dosis comparativamente

bajas (Loew, 1996).

En estudios clinicos se ha mostrado que la aplicacion terapéutica del
complejo de vitaminas B que contienen benfotiamina es efectiva en diabetes y
polineuropatia alcoholica (Kretschmar et al., 1996; Stracke et al., 1996; Stracke et
al.,, 2001). Asimismo, se ha reportado que la benfotiamina es eficaz en el

tratamiento de nefropatia diabética (Babaei-Jadidi et al., 2003).
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Los resultados reportados en las investigaciones han demostrado la eficacia
de la monoterapia con la benfotiamina en polineuropatia alcohdlica. Dentro del
periodo del estudio de 8 semanas, la benfotiamina condujo a una mejora
significativa del umbral de vibracion, funcion motora y de la cuenta total de

sintomas (Woelk et al, 1998).

Recientemente se ha publicado que la benfotiamina en el tratamiento de
polineuropatia diabética en un estudio experimental seleccionado al azar,
controlado durante 3 semanas, ha proporcionado evidencia de los efectos
benéficos de la benfotiamina en pacientes con neuropatia diabética. El efecto mas
pronunciado sobre quejas era una disminucion del dolor, en pacientes tratados

con benfotiamina (Haupt et al., 2005).

A nuestro conocimiento no hay estudios en ratas que hayan determinado el
efecto antinociceptivo de la benfotiamina en el modelo de formalina en la rata por
lo tanto, nuestros datos son los primeros en este sentido. Sin embargo, se ha
reportado que la benfotiamina bloquea tres caminos importantes del dafio
hiperglucémico y previene la retinopatia diabética experimental en ratas (Hammes

et al., 2003).

La acumulacion de productos finales de glicacion avanzada ha estado
implicado en la disfuncion -bioquimica asociada al desarrollo cronico de
complicaciones microvasculares de la diabetes (Karachalias et al., 2003). Las altas

concentraciones de glucosa en plasma son responsables de la produccion
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mitocondrial creciente de radicales libres e inactivacion subsecuente de
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en células endoteliales
vasculares y otras células implicadas en estas complicaciones. Como resultado de
la capacidad disminuida de GAPDH a los metabolitos por contracorriente del
proceso, se activan tres caminos que han estado implicados en el dafo
metabolico en la diabetes (Obrenovich et al., 2003). Las concentracicnes
crecientes de los intermedios glicoliticos de triosa fosfato, gliceraldehido-3-fosfato
(GA3P) y dihidroxiacetonafosfato (DHAP) son el disparador para la disfuncion

bioquimica en la hiperglucemia (Tilton et al., 1992; Nishikawa et al., 2000).

Se ha descubierto que la benfotiamina puede inhibir tres de los caminos
bioquimicos principales implicados en la patogénesis de la hiperglucemia que
inducen dafo vascular; el camino de la hexosamina, el camino de la formacion de
productos de glicacion avanzada y el camino de diacilglicerol (DAG)-protein cinasa
C (PKC), que son activados por la disponibilidad creciente de los metabolitos
glicoliticos gliceraldehido-3-fosfato y fructuosa-6-fosfato. La benfotiamina también
previene la activacion de NF-xB por hiperglucemia, activando la enzima
transcetolasa del camino de pentosa fosfato, que convierte el gliceraldehido-3-
fosfato y fructosa-6-fosfato en pentosa-5-fosfato y otros aztcares. En retinas de
animales diabéticos, el tratamiento de benfotiamina inhibe estos tres caminos y

previene la retinopatia diabética experimental (Hammes et al., 2003).
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La tiamina no previene la formacion de productos finales de glicacion
avanzada in vivo, en los nervios periféricos de ratas diabéticas, mientras que si lo
hace la benfotiamina (Stracke et. al., 2001). El mecanismo responsable de estos

efectos no se sabe.

La hiperglucemia induce aumentos en concentracion de fructosa-6-fosfato y
gliceraldehido-3-fosfato, podria asi desviar estos metabolitos a pentosa-5-fosfato y
eritrosa-4-fosfato bajo condiciones donde la transcetolasa es activada
completamente por su cofactor tiamina. Se ha reportado previamente que los
pacientes diabéticos tienen una actividad subnormal de transcetolasa en los
eritrocitos (Saito et al., 1987). Los niveles de los substratos fructosa-6-fosfato y
triosa fosfato se elevan en los eritrocitos de pacientes diabéticos (Stevens et al.,
1977). La hiperglucemia induce las especies reactivas de oxigeno que hacen
inactivo a la enzima glicolitica GAPDH no son producidas por la mitocondria en
eritrocitos mientras que estan en células endoteliales vasculares (Hammes et al.,

2003).

El mecanismo por el cual la hiperglucemia puede inducir deficiencia
funcional de la tiamina en células endoteliales vasculares todavia no se sabe. Sin
embargo, ¢porque los pacientes diabéticos no exhiben claramente las
manifestaciones clinicas clasicas de la deficiencia de tiamina?, esto parece muy
probablemente, que un mecanismo especifico de la célula vascular esta implicado.
Las células endoteliales vasculares y otros tipos de célula dafiadas por

hiperglucemia son Unicamente incapaces de regular el transporte de glucosa
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cuando estan expuestas a hiperglucemia extracelular (Kaiser et al., 1993). Como
resultado, estas células desarrollan hiperglucemia intracelular que causa la
produccion excesiva de superoxido por la cadena de transporte de electrones
mitocondrial (Nishikawa et al., 2000; Brownlee, 2001). El superoxido y la especie
reactiva superoxido derivada del oxigeno pueden oxidar la tiamina a productos

biologicos no funcionales tiocromo y oxodihidrotiocromo (Stepuro et al., 1997).

Los datos indican que el tratamiento de pacientes diabéticos con
benfotiamina u otros derivados liposolubles de tiamina pudo prevenir o retrasan el
desarrollo de complicaciones diabéticas (Hammes et al., 2003). La inhibicion de la
activacion de PKC por hiperglucemia previene anormalidades funcionales y
estructurales en la retina y el glomerulo renal de animales diabéticos (Ishii et al.,
1996; Koya et al., 2000). De manera similar, los inhibidores de productos finales
de glicacion avanzada previenen varias manifestaciones funcionales y
estructurales de la enfermedad vascular diabética en retina, rifidn, nervio y arteria
(Hammes et al,, 1991; Soulis-Liparota et al,, 1991; Park et al., 1998). La
capacidad de la benfotiamina de inhibir los caminos que causan dafio vascular
puede ser clinicamente Gtil en la prevencion del desarrollo y progresion de
complicaciones diabéticas. Se ha demostrado que la benfotiamina bloguea los
caminos del dafo hiperglucémico aumentando la actividad de trancetolasa

(Hammes et al., 2003).

Se ha reportado que en ratas diabéticas el efecto del nitrato de tiamina

(hidrosoluble) y de la benfotiamina (liposoluble) en la funcion periférica del nervio
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(velocidad de conduccion del nervio motor) asi como en la formacion de productos
finales de glicacion avanzada en nervios periféricos y tejidos finos (Stracke et al.,
2001). La velocidad de conduccidn del nervio motor decae en ratas diabéticas y la
formacion de productos finales de glicacion avanzada incrementa, por lo que se
observé que la administracion de befotiamina indujo una inhibicién importante de
los nervios, de la formacion de productos finales de glicacién avanzada y de los
productos de glicoxidacion (CML) inducidos por diabetes son prevenidos
totalmente. El tratamiento con tiamina no afectdé perceptiblemente productos

finales de glicacion avanzada o los niveles de CML (Stracke et al., 2001).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el analogo de la
tiamina, la benfotiamina, puede reducir la alodinia inducida por la ligadura de los
nervios espinales L5 y L6 o la administracion de STZ en la rata. Segun la
investigacién documentada efectuada por nosotros, éste es el primer informe
sobre el efecto antialodinico de la benfotiamina en dos modelos bien aceptados de
dolor neuropéatico en la rata. Estos resultados, ademas confirman la eficacia de las

vitaminas del complejo B en este tipo de dolor (Reyes-Garcia et al., 2003).

Por otra parte, nuestros datos estéan de acuerdo con las observaciones
clinicas que demuestran que la cianocobalamina (Kuwabara et al., 1999), la
combinacién de la tiamina y piridoxina (Abbas et al., 1997) o la mezcla de tiamina,
piridoxina y cianocobalamina (Tong, 1980; Eckert y Schejbal, 1992) reduce la
neuropatia periférica dolorosa. Ademas, nuestros resultados apoyan las

observaciones clinicas que demuestran que la benfotiamina puede reducir
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perceptiblemente el dolor neuropatico producido por el alcoholismo (Woelk et. al.,

1998) o la diabetes (Winkler et al., 1999).

El efecto antialodinico producido por la benfotiamina podria resultar de la
activacion de diversos sistemas. El efecto antinociceptivo de las vitaminas B se ha
asociado a un aumento del control inhibitorio aferente de neuronas nociceptivas en
la médula espinal (Fu et al., 1988) y una reduccion de la respuesta de neuronas
talamicas al estimulo nociceptivo (Sharma et al., 1990; Jurna et al., 1990). Puesto
que la benfotiamina es un analogo de la tiamina; su efecto antialodinico podria
resultar de la activacion de los mismos mecanismos, lo cual lo convierte en un

profarmaco con ventajas terapéuticas sobre la tiamina.
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8. CONCLUSIONES

La benfotiamina (pretratamiento de 2.5 horas) produjo efecto analgésico

durante la segunda fase de la prueba de la formalina.

La benfotiamina redujo la hiperalgesia de manera dependiente de la dosis

en ratas diabéticas en la segunda fase de la prueba de la formalina.

La benfotiamina redujo de manera dependiente de la dosis la alodinia tactil

inducida por STZ.

La benfotiamina redujo la alodinia tactil producida por la ligadura de los

nervios espinales L5 y L6.

La benfotiamina podria ser un candidato para ser utilizado como analgésico

en el dolor inflamatorio y neuropatico en seres humanos.
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9. GLOSARIO

Alitiaminas: clase unica de derivados de la tiamina (vitamina B;) con una estructura muy
especifica que le permite atravesar las membranas celulares con mucha facilidad.

Alodinia: dolor producido por un estimulo que normalmente no produce dolor, es decir sensibilidad
tactil aumentada con dolor.

Anémia aplastica: insuficiencia de la médula 6sea que origina una produccion insuficiente de los
elementos formes de la sangre.

Antialodinico: reduccion de la alodinia tactil.
Antinociceptivo: reduccion del dolor inflamatorio.
Axotomia: seccion del axon a través de la lesion del nervio.

Benfotiamina: es un analogo lipofilico de la tiamina, es decir una alitiamina que se convierte en
coenzima biologicamente activa dentro del organismo.

Beri-beri: es una enfermedad causada por la deficiencia de la tiamina. Los sintomas incluyen
dolor, pérdida de sensacion en manos y los pies (neuropatia periférica). EI musculo presenta
perdida de la funcion o de paralisis de las extremidades mas bajas, ademas se presenta ritmo
cardiaco creciente, congestion del pulmén, y el corazon agrandado relacionado con paro cardiaco
congestivo.

Bradicinina: pertenece al grupo de las cininas. Participa en la liberacion de otros mediadores del
dolor como neurocininas, neuropéptidos, citocinas, oxido nitrico, histamina y serotonina. Estos
mediadores participan en procesos como la vasodilatacion, incremento de la permeabilidad
vascular, extravasacion plasmatica, migracion celular e hiperalgesia.

Cuerpo mamilar: par de pequefias masas esféricas de sustancia gris detras del tuber cinéreo,
entre éste y el espacio perforado posterior.

Degeneracion Walleriana: degeneracion adiposa de una fibra nerviosa separada o seccionada.
Dentro de los primeros minutos de producida la lesion, la membrana plasmatica del axén se cierra.
En el segmento proximal se acumula contenido axonal (neurofilamentos, vesiculas, mitocondrias)
debido a la interrupcion del flujo axoplasmico. El segmento distal al sitio de la lesion degenera. Los
fenomenos mas tempranos de la degeneracion walleriana se visualizan a las 24 horas de
producida la lesion. El evento crucial en la degeneracién del segmento distal del axon lesionado es
la desintegracion granular del citoesqueleto y el axoplasma. La lesion estructural del axon se
correlaciona con la pérdida de la capacidad para generar y conducir el potencial de accion.

Disestesia (o parestesia): es cualquier alteracion cualitativa de la sensibilidad consecutiva al
sistema nervioso, por irrigacion sanguinea insuficiente del mismo o simplemente de origen
psiquico. Son parestesias las sensaciones espontaneas o provocadas de hormigueo, quemazon,
entorpecimiento, picazén, prurito etc.

Distensién: estiramiento de los tejidos y partes ligamentosas de una articulacion.

Dolor neurogénico: dolor iniciado o causado por una lesién primaria, que libera moléculas de las
terminales nociceptivas que producen dolor.
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Dolor neuropatico: dolor iniciado o causado por una lesion o una disfuncién primaria en el sistema
nervioso periférico o central, se produce como consecuencia de un dafio a traumatismos,
trastornos metabolicos o vasculares, deficiencias nutricionales, cancer, diabetes, artritis,
infecciones, infarto, esclerosis multiple, tumores o lesiones en la médula espinal.

Dolor nociceptivo: se debe a la estimulacion de nociceptores periféricos y es transmitido al
sistema nervioso central por fibras nerviosas nociceptivas normales (por ejemplo, por traumatismo
o0 quemadura).

B-endorfinas: son consideradas opioides endogenos. La proopiomelanocortina es el precursor de
las p-endorfinas, son particularmente abundantes en el hipotalamo, el Jocus coeruleus, talamo y
glandula pituitaria.

Encefalopatia: enfermedad o trastorno del encéfalo.

Encefalopatia de Wernicke: encefalopatia con lesiones degenerativas de los cuerpos mamilares
por intoxicacién alcoholica.

Estimulacion eléctrica: se utilizan descargas eléctricas largas o pruebas que utilizan choques
eléctricos o descargas eléctricas cortas en el animal.

Estimulos mecanicos: se basan en la aplicacion de una presion constante ya sea en la cola o en
la pata posterior del animal (filamentos de von Frey).

Estimulo nociceptivo: aquellos estimulos que dafian tejidos normales.

Estimulo nocivo: es un estimulo que es perjudicial a los tejidos finos normales.
Estimulos quimicos: es aplicar una sustancia quimica que produce dolor (formalina).
Estimulos térmicos: consiste en aplicar calor radiante a la pata del animal.

Estreptozotocina (STZ): es un diabetogénico debido a una accion citotdxica selectiva sobre las
celulas B pancreaticas.

Factor de crecimiento neural: es sintetizado en respuesta al proceso de inflamacion o por dafno
tisular, se une al receptor TrK A, el cual esta expresado principalmente en nociceptores viscerales,
estimula la liberacién y regulacion de diversos péptidos como la sustancia P y al péptido
relacionado con el gen de calcitonina.

Fibras A: fibras nerviosas sensitivas mielinizadas presentes en la piel.

Fibras Ap: fibras de mayor diametro 5-15 um, velocidad de conducciéon 30-120 m/s, mielinizadas,
responden al maximo ante estimulos suaves moviles; estan presentes en los nervios que integran
la piel. En sujetos normales la actividad de estas fibras no produce dolor.

Fibras A®&: fibras de pequefio didmetro 1-5 um, velocidad de conduccion 6-30 m/s, poco
mielinizadas, estan presentes en la piel y estructuras viscerales y somaticas profundas, responden
al maximo solo a estimulos intensos (dolorosos).

Fibras C: fibras con un diametro de 0.5-2 um, velocidad de conduccion 0.5-2 m/s, amielinica,
responde al maximo ante estimulos mecanicos, térmicos y quimicos dolorosos.

Fibras aferentes primarias: se clasifican por su diametro, grado de mielinizacion y velocidad de
conduccién (ver nociceptor).
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Fibromialgia: es una forma comun de fatiga y dolor muscular generalizado. La palabra fibromialgia
significa dolor en los musculos y en los tejidos que conectan los huesos, ligamentos y tendones,
por lo que es una forma de reumatismo de los tejidos blandos.

Formalina: formaldehido preparado al 0.5% y 1%.

Glutamato: es un aminoacido excitatorio debido a que se relacionan con una neurotransmisién
excitatoria rapida entre nociceptores y neuronas de la médula espinal

Hiperalgesia: respuesta anormalmente aumentada ante un estimulo doloroso.
Hiperestesia: sensibilidad aumentada a la estimulacion, excluyendo los sentidos especiales.

Hipersensibilidad: sensibilidad exagerada; estado anafilactico o alérgico en el que el organismo
reacciona a los agentes extranos mas enérgicamente que lo ordinario.

Hipoestesia: sensibilidad disminuida al estimulo, excepto los sentidos especiales.

Histamina: es sintetizada a partir de histidina por la histidina descarboxilasa y puede encontrarse
libre o almacenada en vesiculas sinapticas. Es liberada en el proceso de desgranulacion de
mastocitos por mediadores de la inflamacion, la cual activa receptores H,, que producen un
aumento en la entrada de calcio a la célula, lo que libera neuropéptidos y cininas que ocasionan la
amplificacién de la sefal dolorosa.

Neuralgia: dolor en la distribucién de un nervio o de nervios.

Neuromoduladores: aumentan o disminuyen la actividad: afectando la sintesis, recaptura,
biotransformacién o unién al receptor de los neurotransmisores.

Neuropatia: un disturbio de la funcién o cambio patolégico en un nervio.

Neuropatia diabética: es una anomalia acompanada por dolor. Es una de las complicaciones mas
frecuentes de la diabetes mellitus tipo |, se manifiesta como dolores musculares profundos, dolor
lancinante, quemante y una sensacion persistente de ardor o punzadas, generalmente en las
piernas y los pies.

Neurotransmisores: sustancias quimicas que llevan informacion entre células nerviosas
adyacentes.

Nocicepcion: mecanismos neuronales por los cuales se detectan los estimulos nocivos.

Nociceptor: un receptor preferencial sensible a un estimulo nocivo o a un estimulo que llego a ser
nocivo si estuvo prolongado.

Polineuropatia alcoholica: es un desorden de los nervios periféricos que interfiere con la
actividad sensorial y de la funcion autonémica del nervio, causa principalmente dolor y disestesia,
las formas severas pueden implicar paralisis. La progresion del desorden puede causar inhabilidad
de caminar.

Prostaglandinas: pertenecen al grupo de los prostanoides. Son moléculas que se sintetizan a
partir de fosfolipidos de membrana por activacion de la lipélisis mediante la accion de la fosfolipasa
A, y fosfolipasa C, que dan como resultado la liberacion de acido araquidonico, el mas abundante
precursor de prostaglandinas en mamiferos, por si solas no causan dolor, sin embargo, su funcién
consiste en sensibilizar los nociceptores mediante la liberacion de diversos mediadores.
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Reflejos autonomicos: se integran a nivel de médula o tronco cerebral, pero las vias pertenecen a
la division simpatica o parasimpatica del sistema nervioso auténomo.

Reflejos somaticos: son reacciones reflejas que intervienen, individualmente o en conjunto, en el
mantenimiento y recuperacion del equilibrio, pertenece al sistema propioceptivo.

Serotonina: la 5-hidroxitriptamina (5-HT) es liberada por neuronas serotoninérgicas que se
proyectan de la sustancia gris periacueductal (PAG) al nicleo del rafé magno (NRM) y de ahi a las
laminas |, Il, IV y V del asta dorsal.

Sustancia P: es un polipéptido perteneciente a la familia de las neurocininas. Es un
neurotransmisor aferente primario liberado por la activacion de fibras C, esta involucrado en
reacciones inflamatorias debidas a un dafo tisular quimico o térmico que produce vasodilatacion,
aumento en la permeabilidad plasmatica, liberacion de histamina por mastocitos e incremento en la
actividad fagocitaria de neutrofilos y macréfagos. Todos estos efectos provocan que la sustancia P
tenga un efecto hiperalgésico

Tiamina: primer miembro del complejo B por lo que se le conoce como vitamina B;, es una
molécula organica hidrosoluble que contiene una pirimidina y un nucleo de tiazol enlazados por un
puente metileno, funciona en el cuerpo en forma de coenzima pirofosfato de tiamina (TPP).

Umbral de dolor: intensidad del estimulo en la cual se percibe dolor, el umbral es realmente la

experiencia del paciente, mientras que la intensidad medida es un acontecimiento externo, el
umbral del dolor seria el nivel en el cual el 50% de estimulos serian reconocidos como dolorosos.
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ABSTRACT

Benfotiamine has shown therapeutic efficacy in the treatment of painful
diabetic neuropathy in human beings. However, so far there is no evidence
about the efficacy of this drug in preclinical models of pain. The purpose of this
study was to assess the possible antinociceptive and antiallodynic effect of
benfotiamine in inflammatory and neuropathic pain models in the rat.
Inflammatory pain was induced by injection of formalin in normal and diabetic (2
weeks) rats. Reduction of flinching behavior was considered as antinociception.
Neuropathic pain was induced by either ligation of left L5/L6 spinal nerves or
administration of streptozotocin (STZ, 50 mg/kg, ip) in Wistar rats. Benfotiamine
dose-dependently reduced inflammatory (10-300 mg/kg) and neuropathic (75-
300 mg/kg) pain in normal and diabetic rats. Results indicate that oral
administration of benfotiamine is able to reduce tactile allodynia from different
origin in the rat and they suggest the use of this drug to reduce inflammatory

and neuropathic pain in humans.

Key words: Benfotiamine, inflammatory pain, neuropathy, diabetes.



1. Introduction

Neuropathic pain represents a chronic pain syndrome group with diverse
etiology, but that shares some common underlying pathophysiologic
mechanisms and clinical features. The clinical features of neuropathic pain
include the paradox combination of sensory loss in the painful neuropathic area
and hypersensitivity phenomena such as touch-evoked pain (allodynia) in the
same area. The allodynia is assumed to reflect a neuronal hyperexcitability in
the central nervous system (Koltzenburg et al., 1992).

Anticonvulsants and tricyclic antidepressants have become the mainstay in
the treatment of chronic neuropathic pain (McQuay et al., 1996; Sindrup and
Jensen, 1999). However, these drugs often have a limited effect and they may
cause intolerable side effects. Therefore, other options of treatment have been
explored. B vitamins have been proposed as possible drugs to treat neuropathic
pain. In this sense, previous evidence showed that thiamine and pyridoxine are
useful in the treatment of symptomatic diabetic peripheral neuropathy (Abbas
and Swai, 1997). A recent study found evidence that the combination of
thiamine, pyridoxine and cyanocobalamine improves the analgesic effect of
gabapentin in the treatment of diabetic neuropathy (Medina-Santillan et al.,
2004). Then, vitamins could be an alternative to treat neuropathic pain.

Benfotiamine was synthesized in early 1960s as a thiamine (vitamin B;)
derivative with high bioavailability (Fujiwara, 1954; Bitsch et al., 1991). Previous
studies have showed that thiamine or the mixture of thiamine, pyridoxine and
cyanocobalamine could have a role in the treatment of painful neuropathy

(Stracke et al., 1996); however, since these vitamins are water-soluble, the rate



of absorption was relatively small. Benfotiamine is a lipid-soluble analogue of
vitamin B4 with capacity to reach several organs in animals and humans (Woelk
et al.,, 1998). This drug has shown therapeutic efficacy in the treatment of
alcoholic polyneuropathy (Woelk et al., 1998) and painful diabetic neuropathy
(Winkler et al., 1999) in human beings. However, so far there is no evidence
about the efficacy of benfotiamine in preclinical models of neuropathic pain. B
vitamins have also shown to reduce inflammatory pain in animals (Franca et al.,
2001; Reyes-Garcia et al., 2001). Therefore, the purpose of this study was to
assess the possible antiallodynic and antinociceptive effect of benfotiamine in

neuropathic and inflammatory pain, respectively, models in the rat.

2. Material and Methods
2.1. Animals

Experiments were performed on adult female Wistar rats. Female rats were
used based on the fact that previous experiments in our conditions (Wistar rats,
formalin concentration 1% and weight range 180-220 g) have not shown
significant differences between males and females (unpublished data). Other
authors have found differences only with other rat strains, greater weight or
different formalin concentrations (Gaumond et al., 2002). The animals were
obtained from our own breeding facilities and had free access to drinking water,
but food was withdrawn 12 h before experiments. All experiments followed the
Guidelines on Ethical Standards for Investigation of Experimental Pain in

Animals (Zimmermann, 1983). Additionally, the study was approved by the



Institutional Animal Care and Use Committee (Centro de Investigacion y de

Estudios Avanzados, México, DF, México).

2.2. Induction of diabeles

Rats (weight range, 220-240 g) were intraperitoneally (ip) injected with
streptozotocin (50 mg/kg) (Research Biochemical International, USA) to produce
experimental diabetes (Courteix et al., 1993). Control animals (age-matched)
received saline 0.9%. Diabetes was confirmed 1 week after injection by
measurement of tail vein blood glucose levels with the glucose meter Ascensia
ELITE (Bayer, Mexico City). Diabetic rats were divided in two groups, one of two
weeks (hyperalgesia) and other of four to six weeks (allodynia) after injection of
streptozotocin. Glycemia was determined and only animals with a final blood

glucose level > 300 mg/dL were included in the study.

2.3. Measurement of antinociceptive activity

Antinociception in normal and diabetic (two weeks) rats was assessed
using the formalin test (Dubuisson and Dennis, 1977). The rats were placed in
open Plexiglas observation chambers for 30 min to allow them to acclimate to
their surroundings; then they were removed for formalin administration. Fifty pl
of diluted formalin (0.5% for diabetic rats or 1% for normal rats) were injected
subcutaneously into the dorsal surface (Capone and Aloisi, 2004) of the right
hind paw with a 30-gauge needle. The animals were returned to the chambers

and nociceptive behavior was observed immediately after formalin injection.



Mirrors were placed in each chamber to enable unhindered observation.
Nociceptive behavior was quantified as the numbers of flinches of the injected
paw during 1-min periods every 5 min, up to 60 min after injection (Wheeler-
Aceto and Cowan, 1991). Flinching was readily discriminated and was
characterized as rapid and brief withdrawal, or as flexing of the injected paw.
Formalin-induced flinching behavior was biphasic (Dubuisson and Dennis,
1977). The initial acute phase (0-10 min) was followed by a relatively short
quiescent period, which was then followed by a prolonged tonic response (15-60

min). At the end of the experiment the rats were sacrificed in a CO, chamber.

2.4. Evaluation of antiallodynic activity

Rats were prepared according to the method of Kim and Chung (1992).
Animals (weight range, 120-140 g) were anesthetized with a mixture of
ketamine/xylazine (45-12 mg/kg, i.p.). After surgical preparation and exposure of
the dorsal vertebral column, the L5 and L6 spinal nerves were exposed and
tightly ligated with 6-0 silk suture distal to the dorsal root ganglion. For sham
operated rats, the nerves were exposed but not ligated. The incisions were
closed, and the animals were allowed to recover for 12 days. Rats exhibiting
motor deficiency (such as paw-dragging) were discarded from testing.

Tactile allodynia was determined, in spinal nerve ligated rats and diabetic
rats of four to six weeks after injection of streptozotocin, by measuring paw
withdrawal in response to probing with a series of calibrated fine filaments (von
Frey filaments). The strength of the von Frey stimuli range from 0.4 to 15 g.

Withdrawal thresholds were determined by increasing and decreasing stimulus



strength eliciting paw withdrawal (Chaplan et al., 1994). The stimulus intensity
required to produce a response in 50% of the applications for each animal was
defined as “50% withdrawal threshold”. All rats were verified to be allodynic
(responding to a stimulus of less than 4 g). Rats not demonstrating allodynia

were not further studied.

2.5. Drugs
Benfotiamine was a gift of Merck SA de CV (Mexico City). Benfotiamine
was dissolved in carboxymethyl cellulose 1% and given orally at a volume ratio

of 4 ml/kg. Streptozotocin was dissolved in distilled water.

2.6. Study design

For the study of hyperalgesia, rats received the oral administration of
vehicle (carboxymethyl cellulose 1%) or benfotiamine (300 mg/kg, po) at
different times (10 min, 1 and 2.5 h) before formalin injection (50 pl). Since we
observed the best antinocicéptfve effect at the 2.5 h pretreatment, dose-
response curve for benfotiamine was carried out giving vehicle (carboxymethyl
cellulose 1%) or increasing doses of benfotiamine (10-300 mg/kg) 2.5 h before
formalin injection into the right paw. The formalin concentration used in normal
rats was 1%, while 0.5% was used in diabetic rats (2 weeks).

For the study of allodynia, rats received the oral administration of vehicle
(carboxymethyl cellulose 1%) or increasing doses of benfotiamine (75-300
mg/kg, po) and withdrawal threshold in both spinal nerve-injured and diabetic

rats (4-6 weeks) was measured for the next 5 h. Observer was unaware of the



treatment in each animal. Rats in all groups were observed regarding behavioral
or motor function changes induced by the treatments. This was assessed, but
not quantified, by testing the animals' ability to stand and walk in a normal

posture, as proposed elsewhere (Chen and Pan, 2001).

2.7. Data analysis and statistics

All results are presented as means + S.E.M. for 6 animals per group. For the
formalin test, curves were made for mean number of flinches against time. The
area under the number of flinches against time curves (AUC) for both phases was
calculated according to trapezoidal rule. For allodynia, curves were constructed
plotting the 50% threshold for paw withdrawal as a function of time. An increase of
50% threshold withdrawal was considered as an antiallodynic effect. Effect was
also expressed as the area under the 50% threshold withdrawal against time curve

(AUC).

Analysis of variance followed by Tukey's test was used to test the significance

of differences between treatments. A P < 0.05 was considered significant.

3. Results

3.1. Antinociceptive effect of benfotiamine in normal and diabetic rats
Subcutaneous formalin injection into the right hind paw of normal and

diabetic (2 weeks) rats produced a typical pattern of flinching behavior

characterized by a biphasic time course (Fig. 1). Phase 1 of the nociceptive

response began immediately after formalin administration and then declined



gradually in approximately 10 min. Phase 2 began about 15 min after formalin
administration and lasted about 1 h (Dubuisson and Dennis, 1977: Porro and
Cavazzuti, 1993). Diabetic rats injected with 0.5% formalin (black circles)
displayed a flinching behavior similar to that observed in normal rats injected
with 1% formalin (white circles), thus suggesting a hyperalgesic effect of
diabetes.

Oral administration of benfotiamine (300 mg/kg) significantly reduced
formalin-induced nociceptive behavior at 1 and 2.5 h, but not at 10 min,
pretreatment (Fig. 2). Therefore, 2.5 h pretreatment time was used in the
following experiments. Benfotiamine pretreatment reduced in a dose dependent
manner (P < 0.05) flinching behavior in both normal (Fig. 3A) and diabetic (2

weeks, Fig. 3B) rats.

3.2. Antiallodynic effect of benfotiamine in spinal nerve ligated and diabetic rats
Ligation of L5 and L6 spinal nerves produced a clear-cut allodynia in rats
submitted to the surgery compared to the sham operated rats (Fig. 4A). Ligation
of spinal nerves did not modify weight gain in these rats compared to the sham
operated rats (data not shown). On the other hand, 1 week after administration
of streptozotocin glucose levels increased to about 500 mg/dL and remained
high after 6 weeks (data not shown). The weight of the diabetic rats became
significantly lower than that of controls by the first week and did not change
significantly up to week 6. No autotomy behavior was ever observed during the

experiment. Four to six weeks after diabetes induction, a clear tactile allodynia



was observed in the streptozotocin-injected compared to the distilled water-
injected rats (Fig. 4B).

Oral administration of benfotiamine, but not vehicle (carboxymethyl
cellulose 1%), reduced spinal nerve ligation- or streptozotocin-induced tactile
allodynia in a dose-dependent manner (P < 0.05) (Fig. 5). Benfotiamine
produced a maximal antiallodynic effect at 300 mg/kg in both models. No
change in the reflexes was observed in either group, control or treated (data not

shown).

4. Discussion

In the present study we have observed that oral administration of
benfotiamine was able to reduce formalin-induced nociception in rats. Moreover,
benfotiamine also reduced flinching behavior in diabetic rats (2 weeks). To our
knowledge, this is the first report about the antinociceptive effect of benfotiamine
in a pre-clinical model of pain in normal and diabetic rats. Recent data have
demonstrated that the mixture of thiamine, pyridoxine and cyanocobalamin
significantly reduced nociception in the formalin test (Reyes-Garcia et al., 2001;
Franca et al., 2001). Since benfotiamine is an analogue of thiamine, our results
confirm the antinociceptive effect of B vitamins in this kind of pain.

Our results also indicate that benfotiamine is able to reduce tactile allodynia
induced either by L5/L6 spinal nerve ligation or administration of streptozotocin
in the rat. To the best of our, knowledge, this is the first report about the
antiallodynic effect of benfotiamine in two well accepted models of neuropathic

pain in the rat. Previous open and double-blind clinical trials have shown that
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benfotiamine is able to significantly reduce neuropathic pain produced by
alcoholism (Woelk et al., 1998) or diabetes (Winkler et al., 1999; Haupt et al.,
2005). Therefore, our data in rats confirm clinical evidence about the
antiallodynic efficacy of benfotiamine.

Results showed that benfotiamine produced a best antiallodynic effect in
the diabetic neuropathy than in the spinal nerve ligation model. This better
antiallodynic effect could be due to the effects of benfotiamine in diabetic rats.
Diabetes leads to several complications including renal failure, stroke,
cardiovascular disease and nerve damage (Obrenovich and Monnier, 2003). It
has been hypothesized that diabetes-induced high plasma glucose
concentrations are responsible for increased mitochondrial free radical
production and subsequent inactivation of glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase (GAPDH) in several cells implicated in these conditions. As a
result of the reduced ability of GAPDH to process upstream metabolites, three
pathways of metabolic damage are activated, namely the advanced glycation
end-product formation pathway, the diacylglycerol-protein kinase C (PKC)
pathway, and the hexosamine pathway (Brownlee, 2001). A recent study has
reported that benfotiamine blocks the three pathways via activating the pentose
phosphate pathway enzyme transketolase. This blockade correlates with the
prevention of experimental diabetic retinopathy (Hammes et al., 2003) and
nephropathy (Babaei-Jadidi et al., 2003). In addition, previous studies have
shown that benfotiamine is able 1t0 inhibit the advanced glycation end-product
formation pathway and to completely prevent diabetes-induced glycoxidation

products in peripheral nerves of diabetic rats (Stracke et al., 2001; Karachalias
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et al, 2003; Hammes et al., 2003). Moreover, benfotiamine significantly
increased the nerve conduction velocity in the same rats. All these effects could
be the basis to explain the antiallodynic effect of benfotiamine in diabetic rats.

On the other hand, it has been shown that spinal and local peripheral
administration of PKC inhibitors produce antiallodynic and antinociceptive effect
in rats previously submitted to spinal nerve ligation (Hua et al., 1999; Yajima et
al., 2003) or formalin injection (Aley et al., 2000; Souza et al., 2002),
respectively. Since benfotiamine is able to inhibit the diacylglycerol-PKC
pathway (Hammes et al., 2003; Babaei-Jadidi et al., 2003), we speculate that
the observed antiallodynic and antinociceptive effect of this drug may be due to
the inhibition of this pathway. However, so far the mechanism of antiallodynic or
antinociceptive action of benfotiamine in spinal nerve ligated rats and in the
formalin test, respectively, warrants further investigation.

In summary, this study has shown that oral administration of benfotiamine
has antinociceptive and antiallodynic activity in rats, suggesting the possible

clinical use of this drug.
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FIGURES LEGENDS

Fig. 1. Time course of the nociceptive behavior induced by subcutaneous injection
of formalin to normal (black circles) and diabetic (white circles) rats. Data are
expressed as the mean number of flinches. Data are the means + S.E.M. of 6

animals.

Fig. 2. Effect of benfotiamine on the second phase of the formalin test. Rats
received oral administration of benfotiamine at 10 min, 1 and 2.5 h and then an
injection of 1% formalin (50 pl) at time zero. Data are expressed as the area under
the number of flinches against time curve (AUC). Bars are the means + S.E.M. of 6
animals. * Significantly different from the vehicle (Veh) group (P < 0.05), as

determined by analysis of variance followed by the Tukey's test.

Fig. 3. Antinociceptive effect produced by oral administration of benfotiamine
during phase 2 of the formalin test in normal (A) and diabetic (B) rats. Normal and
diabetic rats received oral administration of benfotiamine (-2.5 h) and an injection
of either 1 or 0.5% formalin (50 pl) at time zero, respectively. Data are expressed
as the area under the number of flinches against time curve (AUC). Bars are the
means + S.E.M. of 6 animals. * Significantly different from the vehicle (Veh) group

(P < 0.05), as determined by analysis of variance followed by the Tukey’s test.

Fig. 4. A: Effect of L5/L6 spinal nerve ligation to normal rats. Animals were allowed

to recover from surgery for 12 days. B: Effect of oral administration of
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streptozotocin to normal rats. After diabetes induction, animals were allowed to be
diabetic for 4 to 6 weeks. In both cases animals were treated with saline before
starting thresholds evaluations with the von Frey filaments. Data are the mean *

S.E.M. for 6 animals.

Fig. 5. Antiallodynic effect produced by oral administration of benfotiamine in L5/L6
spinal nerve injured (A) and diabetic (B) rats. Spinal nerve injured and diabetic rats
received oral administration of benfotiamine (-2.5 h) and the withdrawal threshold
was assessed at time zero and for the next 5 h. Data are expressed as the area
under the number of flinches against time curve or as 50% threshold withdrawal
against time curve (AUC) for spinal nerve injured and diabetic rats, respectively.
Bars are the means + S.E.M. of 6 animals. * Significantly different from the vehicle

(Veh) group (P < 0.05), as determined by analysis of ‘variance followed by the

Tukey's test.
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