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RESUMEN

Obijetivo: Determinar la actividad antiinflamatoria de la Mefformina, asi como la dosis éptima, en un evento agudo de inflamacién, en
roedores.

Material y Métodos: Se emplearon 42 ratas albinas hembras (Wistar), de peso promedio 250 gr. distribuidas aleatoriamente en seis
grupos (n = 7), se empled la prueba de formalina. Los animales recibieron Metformina (100, 200 o 300 mg/kg), Diclofenaco, agua
destilada y formalina. Se aplicé la prueba de ANOVA de una via, se utilizé el programa IBM SPSS Statistics v.20.

Resultados: No se presenté efecto de la Mefformina sobre el dolor neurogénico. En la fase Il de dolor inflamatorio, la Metformina a dosis
de 100 y 300 mg/Kg, presenté tiempos de latencia de 22,40 y 47,10 seg., frente a 2,21 seg. con formalina (p<0.05). La Mefformina
a dosis de 300 y 100 mg/kg, presents un tiempo de lamidas de 130,47 y 148,71 seg., frente a 283,36 seg. con formalina (p<0.05).
La dosis de Metformina 300 mg/kg fue la que mayor efecto antiinflamatorio presentd, seguido de la dosis de 100mg/Kg.
Conclusiones: Se confirmé la accién antiinflamatoria aguda de la Metformina a dosis de 100 y 300 mg/kg, en roedor, mediante el fest
de formalina. La mayor eficacia anti-inflamatoria fue obtenida con dosis de 300 mg/kg.

(Rev Horiz Med 2012; 12(2): 35-40)
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ABSTRACT

Objectives: To defermine the antiinflammatory activity of metformin and the optimal dose in an acute event of inflammation in rodents.
Material and Methods: We used 42 female albino rats (Wistar), average weight 250 gr. randomized into six groups (n = 7), and applied
the formalin test. The animals received Metformin (100, 200 or 300 mg/kg), diclofenac, distilled water and formalin. Statistical analysis
with one-way ANOVA, we used the IBM SPSS Statistics v.20 program.

Results: No effect of Mefformin over neurogenic pain occurred. In phase Il Mefformin at doses of 100 and 300 mg/kg, had latencies of
22,40 and 47,10 sec. compared to 1.48 sec. with formalin (p<0.05). Metformin in doses of 300 and 100 mg/kg, had a time of 130,47
and 148,71 sec of licking compared to 283,36 sec. with formalin (p<0.05). The 300 mg/kg Mefformin dose showed the greatest anti-
inflammatory effect, followed by the 100mg/kg dose.

Conclusions: We confirmed the acute anti-inflammatory action of Metformin at doses of 100 and 300 mg / kg in mice through the formalin
test. Most anti-inflammatory efficacy was obtained with the 300 mg/kg Metformin dose.

(Rev Horiz Med 2012; 12(2): 35-40)
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INTRODUCCION

La inversién en investigacién y desarrollo de farmacos, se ha
incrementado sustancialmente en las Gltimas décadas, pero el
nimero anual de nuevos medicamentos, innovadores, aprobado
por la “Food and Drug Administration” de EE.UU. (FDA), no
ha aumentado. Ya que las tasas de desercién en los procesos
de investigacién son muy dltas y la relacién eficiencia-eficacia en
dichos procesos no es la esperada (1).

Es por ello que la industria y, en general, todo organismo que
investiga y desarrolla nuevos compuestos, busca alternativas que
permitan disminuir costos, debido a que no existe la necesidad
de realizar demasiados estudios farmacocinéticos y de toxicidad,
puesto que son conocidos, lo que permite acortar los tiempos.
De esta manera, se busca nuevas aplicaciones terapéuticas de
farmacos que estan comercializados con ofras indicaciones (2).

Uno de los ejemplos mds conocidos de hallazgos de nuevos usos
de un férmaco, es el Acido Acetilsdlicilico, el cual se empled
originalmente como antiinflamatorio, luego como analgésico,
antipirético y, recienfemente, se descubrieron sus efectos
antiplaquetarios, como protfeccién cardiovascular (3). Pero no es
el Unico, el Dextromeforfano, el Mefrotexato, la Gabapenting,
la Talidomida, entre ofros, son también férmacos que presentan
efectos fuera de indicacion (“offlabel”) comprobados (4).

La Metformina, una biguanida, tiene un gran potencial pleiotrépico,
es muy utilizada como agente antidiabético oral, ya que probé
ser segura y efectiva (5). Dicho efecto es producido por su accién
sobre diferentes dianas moleculares.

Estudios clinicos a gran escala, han reportado que la Metformina
mejora la funcién endotelial (6), dis—=minuye la mortalidad y
las complicaciones cardiovasculares de la DM tipo 2, como la
aterosclerosis (7), incluso algunos datos preclinicos proponen una
accién anticancerigena (8).

Ademds existen numerosos estudios que evidencia una accién
antiinflamatoria de la Mefformina al ser capaz de disminuir
diferentes mediadores como son: moléculas de adhesién, citocinas
(TNF, I1-6, IL-1), factores de migracién de macréfagos, proteina C
reactiva, entre otros (9).

A pesar de que estos estudios han sido realizados in vitro y
avocados a procesos crénicos, es posible inferir que la Metformina
también fenga una accién antiinflamatoria en un evento agudo,
mediado posiblemente por la inhibicién indirecta de NFk, el cual
se activa por muchos de los factores que participan en la respuesta
inflamatoria; como consecuencia, origina la expresién coordinada
de diferentes genes que codifican proteinas, como citocinas,
quimiocinas, moléculas de adhesién y enzimas implicadas en la
iniciacién y permanencia de la respuesta inflamatoria (10).

El principal beneficio que habria al comprobar este hecho, es

38  Rev Horiz Med Volumen 12(2), Abril - Junio 2012

generar una nueva posibilidad terapéutica para la inflamacién,
y de manera indirecta, para la analgesia. Ya que por la poca
toxicidad, y los nulos efectos hipoglicemiantes de la Metformina
en personas sanas, podria constituir una opcién prometedora para
tratar la inflamacién tanto crénica como aguda.

Esta investigacién, siguiendo el modelo experimental del fest
de formalina, deferminé la actividad antiinflamatoria de la
Metformina, asi como la dosis éptima, en un evento agudo de
inflamacién en roedores.

MATERIAL Y METODOS

DISENO DE ESTUDIO

El tipo de estudio fue exploratorio, analitico, cuasi-experimental de
un ciego, realizado en el Centro de Investigacién de Medicina
Tradicional y Farmacologia, de la Facultad de Medicina Humana,
de la Universidad de San Martin de Porres (FMH-USMP); durante
el periodo Julio a Noviembre del afio 2011.

POBLACION DE ESTUDIO

MUESTRA BIOLOGICA: La poblacion de estudio fueron 42 ratas
albinas hembras (Wistar), cuyos pesos oscilaron entre 170 - 250
gramos. Estos se adquirieron en el Instituto Nacional de Salud (INS
- Bioterio Chorrillos Lima - Perd), y haciendo uso del método de la
moneda sesgada fueron distribuidos al azar en seis grupos de siete
ratas cada uno, siendo rotuladas por medio de marcas de tinta en
su respectivo grupo.

Fueron acondicionados en las instalaciones del Bioterio de la
Facultad de Medicina Humana de la USMP, aislados en jaulas a
una temperatura de 22°C (+/-3) con una humedad promedio de
45 — 70%, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, con acceso libre
a aguaq, y se les proporciono alimento balanceado, en cantidades
de 5gr por ratén, 2 veces al dia. El dia previo al experimento, se
les retiro el alimento, y quedaron con agua ad libitum.

MUESTRA QUIMICA: Diclofenaco ampollas de 75mg/3ml,
lote: 131109 con registro sanitario N° EG-4045 y con fecha
de vencimiento 11/13; agua estéril para inyeccién de 5 ml,
lote: 100903 con regisiro sanitario N° E-1192-G y con fecha
de vencimiento 09/2013; Metformina tabletas de 500 mg lote
10765420 con registro sanitario NG-3918 y con fecha de
vencimiento Julio del 2012, en solucién acuosa al 10% y Formalina
en solucién al 5%.

PROCEDIMIENTOS

Para evaluar el posible efecto analgésico y antiinflamatorio
agudo de la Metforming, se utilizé el modelo del Test de formalina
(1). Para lo cual los grupos experimentales formados fueron los
siguientes: Grupo N° O1: Control Positivo (Diclofenaco, 8 mg/
kg, via infraperitoneal), después de 30 minutos recibié 50 pl
de formalina al 5% via subcutdnea. Grupo N° 02: Control
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Negativo (formalina al 5%, 50 pl, via subcutdnea). Grupo N° 03:
Placebo (agua destilada, 0.2 ml/100 g, via oral). Ademés se le
administro 50 pl de formalina al 5% via subcuténea. Grupo N° 04:
Metformina (100mg/Kg, por via oral) y luego de 30 minutos se le
administro 50 pl de formalina al 5% via subcuténea. Grupo N° 05:
Metformina (200mg/Kg, por via oral) y luego de 30 minutos se le
administro 50 pl de formalina al 5% via subcuténea. Grupo N° 06:
Metformina (300mg/Kg, por via oral), y luego de 30 minutos se le
administro 50 pl de formalina al 5% via subcutdnea.

En el test, se distinguen dos fases: Fase 1, indicativa de dolor
neurogénico (primeros 5 min), y Fase 2, indicativa de dolor
inflamatorio (15 a 30 min después dela administracién de la
formalina). El modelo se aplicé con un grupo experimentdl,
a la vez, para lo cual se colocaron las ratas en contenedores
de observacién de vidrio de 20x30x20 cm con espejos de
30x30 cm adheridos a 3 de sus paredes con el fin de facilitar la
observacién, donde permanecian 30 minutos con el propésito de
permitirles acostumbrarse al entorno.

Una vez transcurridos los 30 minutos, las ratas fueron removidas
para la inyeccién subcuténea de 50 pl de formalina (solucién
dilvida de formaldehido al 5%) en la regién dorsal de su pata
trasera izquierda empleando una aguja No. 30, induciendo de
esta forma el estimulo doloroso.

Después de la inyeccién de formaling, las ratas fueron colocadas,
nuevamente, al interior de los contenedores, manifesténdose en
ellas, una conducta dolorosa o nociceptiva, expresada en forma
de sacudidas de la pata izquierda acompafiada de lamidas
correspondientes a la Fase 1, y posteriormente se evidenciaria la
Fase 2.

Para evaluar ambas fases, se realizé a un ciego, se designaron dos
observadores por cada animal que registraron el tiempo y nimero
de lamidas, haciendo uso de un cronémetro, asi como también
las observaciones particulares de cada animal que podrian haber
alterado los resultados, todo esto sefialado en fichas rotuladas para
cada animal. Se monitored, en forma constante, la temperatura
y humedad, haciendo uso de un instrumento, requiriéndose de
calefactores para propiciar las condiciones adecuadas.

La mefformina se administré a 3 grupos en dosis de 100, 200
y 300 mg/kg en solucién acuosa al 10%, 60 minutos antes de
la inyeccién de la formalina; se ajustaron estas dosis en base a
recomendaciones recopiladas (12) y el grupo control placebo
recibié 0.2 ml/100 g, ambas por via oral con la ayuda de una
canula; mientras que al control positivo se le aplicé Diclofenaco 8
mg/kg por via intraperitoneal 15 minutos antes de inyectarle la
formalina y finalmente al control negativo se le administré sélo la
formalina.

Los insumos fueron administraron a un ciego, disminuyéndose de
esta forma el sesgo. El fiempo total de cada ensayo fue de 60

minutos y se realizaron entre las 9:00y 16:00 horas. Para minimizar
la variabilidad circadiana y también posibles variaciones en la
sensibilidad al dolor por factores ritmicos endégenos, se trabajé
siempre en el mismo infervalo horario. Cada rata fue utilizada
solamente una vez y fueron sacrificadas mediante dislocacién
cervical.

ETICA E INVESTIGACION

Seguimos los lineamientos del International Guiding Principles
for Biomedical Research Involving Animal (1985) y de la Ethical
guidelines for investigations of experimental pain in conscious
animals (IASP) (13), en las que se refiere que las investigaciones
con modelos de dolor tienen que tener una adecuada planificacién
con la intencién de minimizar el sufrimiento del animal, ya que
el animal no es un objeto para explotar, sino un ser vivo. En tal
sentido, se considerd que la investigacién se debia ejecutar cuando
los resultados fueran de utilidad para los humanos.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se han expresado como mediana + error
esténdar. Se determino la relacién entre los grupos mediante el
test de ANOVA de una via. Para todo esto, se usé como soporte
informdtico los programas estadisticos IBM SPSS Statistics v.20 y
GraphPad Prism Versién 5.01.

RESULTADOS

Efecto de la Metformina sobre el periodo de latencia en la fase | de
dolor neurogénico del Test de Formalina.- La Mefformina a dosis de
100, 200y 300 mg/kg, generaron periodos de latencia de 8,16;
6,85y 10,44 segundos, frente a 33,06 segundos de Diclofenaco
(8mg/kg), 59,45 segundos con el placebo, y 11,52 segundos con
formalina (control negativo). El test de ANOVA de una via, reveld
un valor p >0.05 (0,25). (Figura 1)
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Efecto de la Metformina sobre el tiempo de lamidas en
la fase | de dolor neurogénico en el Test de Formalina.-
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La Mefformina a dosis de 100, 200, y 300 mg/Kg, produjo un
tiempo de lamida de 55,46; 48,85 y 43,72 segundos, frente a
55,96 segundos de Diclofenaco (8mg/kg), 49,46 segundos con
placebo (agua destilada), y 58,01 segundos con formalina (control
negativo). El test de ANOVA de una via revelo un valor p >0.05
(0,94). (Figura 2)

HEMADEL TIEMPO TOTAL DE LAMIDAS DE LA

. IR R P, M R
GRUPQ EXPERIMENTALES
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Efecto de la Metformina sobre el tiempo de latencia en
la fase Il de dolor inflamatorio en el Test de Formalina.-
La Metformina a dosis de 100, 200, y 300 mg/Kg, presentaron
22,40; 17,88 y 47,10 segundos, frente a 5,37 segundos de
Diclofenaco (8 mg/kg), 17,80 segundos el placebo (agua
destilada), y 2,21 segundos con formalina (control negativo). El
test de ANOVA de una via revelo un valor p=0,003.

(Figura 3)
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Efecto de la Metformina sobre el tiempo de lamidas en
la fase Il de dolor inflamatorio en el Test de Formalina.-
La Mefformina a dosis de 100, 200, y 300 mg/kg, presents un
tiempo de lamidas de 148,71; 240,07 y 130,47 segundos, frente
a 168,73 segundos de Diclofenaco (8 mg/Kg), 177,75 segundos
con placebo (agua destilada), y 283,36 segundos con formalina
(control negativo). El test de ANOVA de una via revelo un valor
p=0.003
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DISCUSION

En este estudio se evalué a la metformina mediante el modelo
experimental del test de formaling, el cual consta de dos fases, la
primera indicativa de dolor neurogénico y la segunda, de dolor
inflamatorio.

La primera fase es originada por la accién directa de la formalina
sobre los nociceptores, con liberacién inmediata, pero minima,
de mediadores quimicos (14), al evaluar la metformina en
esfa situacién, se comprobé la ausencia de efecto analgésico
significativo. Hecho que es congruente con la nula evidencia
cientifica encontrada en la bibliografia sobre el efecto a nivel
periférico o central en la via del dolor, de dicho férmaco.

Por ofro lado la segunda fase es generada por eventos centrales
y periféricos, en los cuales se vuelve mds importante la liberacién
de mediadores inflamatorios como: prostaglandinas, leucotrienos,
citocinas, moléculas de adhesién, entre ofros, para iniciar y
mantener el dolor inflamatorio (14).

En este dltimo contexto se evidencié el efecto antiinflamatorio
estadisticamente significativo de la Metformina, debido a la
prolongacién del periodo de latencia y disminucién del tiempo
de lamida, en comparacién con los grupos controles (Figuras 3
y 4). Se evaluaron dosis de 100, 200 y 300mg/Kg siendo esta
ultima la que mayor efecto antiinflamatorio presentd, con un menor
tiempo de lamida (130,47 seg.) seguido de la dosis de 100mg/
Kg (148,71 seg.).

Estos datos corroboran la propiedad antiinflamatoria demostrada
en ofro estudio (12), en el que mediante un modelo de enfermedad
intestinal inflamatoria, hallaron una reduccién significativa de
la severidad de la inflamacién en las ratas, expresado como la
reduccién de cambios en el peso del colon, el indice de dafio
macroscépico, la peroxidacién lipidica, el éxido nitrico y la
degranulacién de mastocitos, con la consecuente disminucién
de mediadores inflamatorios. Cabe resaltar que este modelo
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experimental evalué a la Mefformina en un evento crénico de
inflamacién, a diferencia del nuestro que se traté de una situacién
aguda.

Posiblemente el mecanismo molecular que explicaria este hecho,
estaria basado en la inhibicién de algunos factores de transcripcién
que regulan la sintesis de mediadores pro-inflamatorios. Dentro de
los cuales se encontrarian el NFOB y el factor Egr-1.

Con respecto al primero, ya figuran en la bibliografia, estudios
in viro que demuestran que la Mefformina interfiere con la
activacién del factor nuclear kB (NF-kB) posiblemente por secuestro
citoplasmético, potenciando la accién del 1kB. De esta manera
inhibe la sintesis de sVCAM, sICAM, vWF, IL-1, IL-60, IL-8 y TNF
0(15,16,17,18).

Ademds, la via del Egr-1, un potente modulador de la actividad
transcripcional de genes proinflamatorios como la I-2, TNF
Oy prostaglandinas en linfocitos T y macréfagos, también se
encontraria inhibida (19). Lo interesante es que este factor de
transcripcién puede interactuar con otros como lo es el NF-kB, para
regular la expresién génica y mantener el estado inflamatorio (20),
por lo que posiblemente se de una inhibicién conjunta de ambos
factores.

Cabe resaltar que de las dosis evaluadas, la de 300 mg/kg
fue superior a la de 100 mg/kg, lo que nos sugiere una posible
actividad antiinflamatoria tipo dosis/efecto. La dosis 200mg/Kg
presenté una marcada elevacién del tiempo de lamidas (240,07
seg.), pero no mayor que el control negativo (283,36 seg.) (Figura
4). Hecho que contradice a los resultados obtenidos por Anand et
al. (12), donde se comprobé un efecto antiinflamatorio, haciendo
uso de esta dosis, pero en un modelo experimental de inflamacién
crénica. Sin embargo, esta disociacién es atribuida a una mala
administracién de la formalina a dos roedores de este grupo,
hecho que quedd registrado en las cartillas de observacién que
fueron empleadas durante la experimentacién.

En tal sentido, el efecto negativo que podriamos estar observando
en este estudio, lo tomamos con pinzas, y lo dejamos en el dmbito
de elucidacién en el futuro, asumiendo la innata posibilidad de
sesgos que pudiesen haber generado estos resultados.

Algo también inferesante en este estudio, fue la insercién de
un grupo placebo, al que se le administré agua destilada, que
siendo una sustancia inerfe, no deberia fener efecto bioldgico
analgésico o antiinflamatorio, sin embargo, ambas actividades,
se evidenciaron.

Especialmente en la primera fase del fest, en la cual el tiempo de
latencia generado por el placebo fue mayor que el obtenido con
el control positivo (Diclofenaco 8mg/Kg) (Figura 3), este efecto
placebo en el dolor, es algo comprobado en humanos, y que
siempre debe considerarse, para evitar interprefaciones erradas,
acerca de la actividad antinociceptiva de una sustancia; lo cierto

es que la magnitud de este efecto en humanos es muy variable,
y van de la mano de la implicancia de esferas emocionales y de
expectativas, comandadas por el sistema limbico y su relacién al
sistema opioide endégeno (21).

Con los resultados obtenidos en esta investigacién, planteamos
la necesidad de realizar una mayor cantidad de estudios con
ofros modelos experimentales especificos de inflamacién, para
corroborar los efectos y eficacia de la metformina como agente
antiinflamatorio en un evento agudo; toda vez que de reproducirse
resultados similares al nuestro, en ofros experimentos, podriamos
proyectarnos a realizar un ensayo clinico, puesto que la ventaja
de hallar usos “offlabel” de un medicamento conocido es que
existen numerosas pruebas de farmacocinética y toxicidad, que
nos permitirian acortar mucho los tiempos de investigacién.
Concluimos que la administracién de Metformina a dosis de 100
mg/kg y 300 mg/kg, presenta efecto antiinflamatorio agudo en
rata albina mediante el test de formalina.

Asimismo, la mayor eficacia antiinflamatoria fue obtenida con
dosis de 300 mg/kg de Metformina.
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