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RESUMEN

Objetivo: Conocer la actividad antiinflamatoria y analgésica de la Metformina

en un evento agudo de inflamacion y dolor inducido en roedor.

Material y Método: Estudio de tipo experimental, preclinico, doble ciego,
ramdomizado, prospectivo de enfoque cuantitativo. Se utilizaron 124 ratones
albinos hembras. Se evalud el efecto sobre la inflamacién por medio de la
prueba de edema plantar inducido por Carragenina, en 64 ratones, divididos en
3 grupos control con diclofenaco, agua destilada y no recibe nada y 5 grupos
experimentales con metformina a dosis de 50, 100, 150, 200 y 250 mg/Kg
respectivamente. Para evaluar el efecto sobre dolor se utilizé la prueba de la
placa caliente usando 64 ratones divididos de la misma manera que el primer
caso. Para el andlisis de las variables se emplearon las siguientes pruebas:
ANOVA de una cola, t de Student, Tukey, Shapiro-Wilk y Correlacién de

Pearson.

Resultados: se evidencié un efecto antiinflamatorio mediante el célculo del
porcentaje de inhibicién del edema, obteniéndose hasta un 53,9% de reduccion
en el grupo con 50 mg/Kg de metformina, aunque no se encontrd relacién entre
la dosis y el efecto. Se evidenci6é un efecto analgésico calculado por el aumento
del tiempo de reaccién a la placa caliente, que se incremento hasta en un

56,2% en el grupo tratado con 250 mg/Kg de metformina.

Conclusion: Este estudio preclinico evidencia un efecto antiinflamatorio y
analgésico en el cuadro agudo inducido de manera experimental que puede
servir de precedente para posteriores estudios en animales superiores y

clinicos que orienten a definir nuevas utilidades terapéuticas de la metformina.



ABSTRACT

Objective: To study the anti-inflammatory and analgesic activity of metformin in

an acute event of inflammation and pain induced rodent.

Material and Methods: experimental, pre-clinical, double-blind, ramdomizado
prospective quantitative approach. 124 albino female mice were used. The
effect on inflammation by testing carrageenan induced edema in 64 mice
divided into 3 groups diclofenac control, distilled water and gets nothing, and
five experimental groups with metformin at doses of 50 was evaluated, 100 |,
150, 200 and 250 mg / Kg respectively. The hot plate test using 64 mice divided
in the same manner that the first case was used to evaluate the effect on pain.
ANOVA one-tailed Student t Tukey, Shapiro-Wilk and Pearson Correlation: For

analysis of the variables the following tests were used.

Results: an anti-inflammatory effect was demonstrated by calculating the
percent inhibition of edema, yielding up to 53.9% reduction in the group with 50
mg / kg of metformin, although no relationship between dose and effect was
found. Calculated an analgesic effect by increasing the reaction time to the hot
plate, which increased to 56.2% in the group treated with 250 mg / kg of

metformin was demonstrated.

Conclusion: This study demonstrates a pre-clinical anti-inflammatory and
analgesic effect in acute disease induced experimentally that may serve as a
precedent for further studies in higher animals and clinical guide defining new

therapeutic uses of metformin.



CAPITULO I: INTRODUCCION

La investigacion y desarrollo de farmacos va en aumento, pero, el numero
anual de nuevos medicamentos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) es bajo debido a que las tasas de desercion en los
procesos de investigacion es alta o los resultados no son definitivos (1).

Para poder comercializar un medicamento para el uso humano se requiere
superar de forma secuencial una serie de etapas que finalizan con la
aprobacion del farmaco por parte de las autoridades competentes. Sin
embargo, este proceso es largo, muy costoso y entre miles de compuestos
estudiados solo uno llegara finalmente a comercializarse, lo que desmotiva
el negocio de investigacion farmacéutica y por ello se buscan nuevas

alternativas (2).

Una de estas alternativas se centra en buscar nuevas aplicaciones terapéuticas
de farmacos ya conocidos (3). Esto reduce costos, ya que el compuesto es
rapidamente introducido en los ensayos clinicos, de manera que en un espacio
de tiempo relativamente corto el “nuevo medicamento” sale a la luz con las
nuevas aplicaciones terapéuticas como ocurrié con la del acido acetilsalicilico
al que luego de su efecto antiinflamatorio, analgésico y antipirético se

descubrieron sus efectos antiagregantes plaquetarios.(4)

La Metformina es un farmaco hipoglucemiante con gran potencial pleiotrépico,
al que se le atribuye posibles efectos “off-label” o fuera de indicacion,

actualmente es el antihiperglucemiante oral mas recetado en todo el mundo. (5)

Recientemente, estudios clinicos han reportado que este farmaco mejora la
funciébn endotelial (6), disminuye la mortalidad y las complicaciones
cardiovasculares de la DM tipo 2, como la aterosclerosis (7), y algunos datos

preclinicos sefialan una accion anticancerigena. (8)

Ademas existen numerosos estudios que evidencia una accion antiinflamatoria
de la Metformina al ser capaz de disminuir diferentes mediadores como son:
moléculas de adhesion, citocinas (TNF, IL-6, IL-1), factores de migracion de

macréfagos, proteina C reactiva, entre otros. (9)

Series de casos de sindrome de ovario poliquistico sugieren que la Metformina

tendria efecto antiinflamatorio, determinado por una disminucion



estadisticamente significativa de algunos marcadores plasmaticos de
inflamacion, incluyendo la molécula de adhesién intercelular, molécula 1 de
adhesion celular vascular, factor inhibitorio de la migracion de macrdéfagos, vy la
proteina C reactiva (PCR). (9)

En otros pacientes con aterosclerosis por diabetes, se ha demostrado que la
Metformina inhibe la activacion de factor nuclear de transcripcién kB (NF-kB) en
las células endoteliales humanas, lo cual gener6 una disminucion significativa

de la produccién de las citocinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-a. (10)

A pesar de que estos analisis han sido realizados in vitro y avocados a
procesos cronicos, es posible plantear que la Metformina también tenga una

accion antiinflamatoria en un evento agudo.

El principal beneficio de comprobar este hecho, es generar una nueva
posibilidad terapéutica para la inflamaciéon y, de manera indirecta, para la
analgesia. Ya que por la poca toxicidad y los nulos efectos hipoglicemiantes, en
personas sanas de la Metformina, podria constituir una opcién prometedora

para tratar la inflamacion tanto crénica como aguda.

Creo que es importante determinar si realmente la Metformina posee
propiedades analgésicas y antiinflamatorios en procesos agudos, ya que de ser
asi seria de gran beneficio tanto para la comunidad médica como para las
personas en general, pues se tendria en el mercado un medicamento seguro
(con respecto a su toxicidad y farmacocinética) y con mayores propiedades
terapéuticas (hipoglucemiante, cardioprotector, anticancerigeno,
antiinflamatorio y/o analgésico). Es decir la Metformina podria ser considerada

como un medicamento mas elaborado y efectivo.

Por otra parte, existen estudios en roedores que permiten explorar el efecto
analgésico y antinflamatorio agudo en el roedor, como lo son la prueba de la
placa caliente (hot plate test), y la prueba del edema plantar por carragenina
(paw oedema carragenan test), que respectivamente, son ensayos pre-clinicos

estandarizados y recomendados para los fines explicitos. (34)
Por todo lo antes expuesto, esta investigacion se centrd en explorar la actividad

antiinflamatoria y analgésica de la Metformina en un evento agudo de

inflamacion y dolor en roedor. Asimismo, se busco Establecer la dosis 6ptima
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de la Metformina para obtener un efecto antiinflamatorio y analgésico agudo, y

se comparé estas respuestas frente a un AINE aceptado.

11



CAPITULO Il. MATERIALES Y METODO

TIPO DE INVESTIGACION

DESCRIPCION DEL DISENO

Experimental con randomizacion de tipo probabilistico simple al azar, haciendo
uso de una tabla de numeros aleatorios. Previa enumeracion de la muestra. Este
estudio es cuantitativo como parte del modelo experimental donde se trabajan

con variables que deben ser objetivables en cuantia.

Se lleg6 a definir el disefio experimental debido a que busco encontrar otras
propiedades farmacolégicas de la Metformina como parte de un estudio
preliminar a la experimentacién en seres humanos utilizando los controles

ideales para ubicar estas nuevas propiedades en ratones.

TIPO — NIVEL

Es un trabajo exploratorio porque se buscé comprobar una aplicaciébn poco
conocida de la Metformina, un farmaco con actividad hipoglucemiante
demostrada, y aprobado por diversas instituciones y laboratorios en el mundo,
sin embargo, en los Ultimos afios se le estd atribuyendo propiedades

alternativas.

ENFOQUE

El enfoque de la investigacion es Cuantitativo, puesto que se trabajé con valores
numeéricos, tanto con la dosis de Metformina como con el volumen de la pata del

roedor y el periodo de latencia tras la lamida de las patas del roedor.

POBLACION Y MUESTRA

POBLACION:

Ratones blancos especie mus musculos

12



MUESTRA:

Fueron 100 ratonas albinas hembras (mus musculos), cuyos pesos oscilaran
entre 20 a 40 gramos. Estas se adquirirdn en el Instituto Nacional de Salud (INS
- Bioterio Chorrillos Lima — Peru), y serdn acondicionadas en las instalaciones
del Bioterio de la Facultad de Medicina Humana de la USMP, a una Temperatura
de 22°C (+/-3) con una humedad promedio de 30 — 70%, ciclos de luz/oscuridad

de 12 horas y niveles de ruido menores a 70 decibeles.

CRITERIOS DE INCLUSION

e Hembras.
e Especie: mus musculus
e Pesos oscilaran entre 20 a 40 gramos.

e Sanas: no evidencian signos fisicos ni conductuales de enfermedad.

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Disminucién 6 aumento de peso de los ratones

e Presencia de alguna lesion fisica de los ratones antes de la experimentacion
o durante su permanencia en el bioterio.

¢ Dificultad en la aclimatacion de los ratones por varios dias.

¢ Ratones que adquirieran o desarrollaran alguna enfermedad o lesién que no
sea inherente al estudio.

e Ratones que mueran durante el estudio.

TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS.

DESCRIPCION DE LOS INSTRUMENTOS.

Test de Carragenina:

Consiste en la administracion subcutanea de una pseudosolucion de Lambda

carragenina, un mucopolisacarido sulfatado extraido del alga marina Chondrus
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crispus a nivel de la aponeurosis plantar de la rata o raton, provocando una
reaccion de caracter inflamatorio, mediada por la liberacion de diversos

autacoides.

Las reacciones con compuestos de referencia o controles positivos se colocan
antes de la inyeccion de carragenina. La patas de los ratones son sumergidas en
el pletismometro digital conteniendo agua exactamente hasta la marca de tinta
en la piel sobre el maléolo lateral varias horas después de la inyeccién de
carragenina. Se registran los volimenes obtenidos de la pata trascurrido un
tiempo de registro. En este caso se registré el volumen cada hora durante 5
horas. El porcentaje de inhibicibn de edema es controlado para cada grupo de

animales en comparacion con el grupo control. (31)

Test de la placa caliente (Hot plate test)

Consiste en la introduccion de una rata o raton en un cilindro abierto colocado
sobre un suelo metélico calentado a una temperatura constante. Se mide el
tiempo de latencia hasta la expresion de dos respuestas conductuales, el lamido
de las patas traseras y el salto. En ocasiones se toma en cuenta solo la primera

que se produzca. Ambas respuestas son integradas a nivel supraespinal.

El lamido de la pata es sensible solo a agonistas opioides, mientras la segunda
respuesta puede también verse afectada por AINE. Es un test muy sensible al

aprendizaje, de tal forma que no es recomendable su repeticion. (38)

En este estudio se registré el parametro de tiempo de reaccion (en segundos)
frente al estimulo térmico. Primero se relazé la medicion del basal
correspondiente para todos los grupos experimentales sin tratamiento. Luego se
realizé la medicion y registro de los tiempos de reaccion de los ratones frente al
estimulo térmico a partir de la primera hasta la cuarta hora. Dicha medicién y

registro se realiz6 sin conocer a qué grupo correspondia cada raton evaluado.

En el analisis final, debe tenerse en cuenta que esta prueba consiste en la
estimulacion de las cuatro extremidades y hasta la cola del el animal de forma
simultdnea (Knoll et al., 1955). Estimulos que implican grandes &reas del cuerpo,
sin duda, activan controles inhibitorios difusos que puedan alterar las respuestas

observadas.
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Pilotos y entrenamiento

Durante la preparacion y la ejecuciéon de los experimentos se procur6 mantener
las condiciones de ruido y temperatura controlados, asimismo se realizo la
calibracion de los instrumentos utilizados, pero vale mencionar que la realizacion
del test del edema inducido por Carragenina amerita la colocacion precisa de la
pata de cada roedor en el recipiente del pletismometro y para disminuir el sesgo
se realizaron ejercicios previos para adquirir la destreza adecuada previamente

al registro de las mediciones.

Control de sesgos

Para reducir el sesgo se eligieron los grupos por sorteo y se les coloc6 un rotulo
con un codigo a la jaula que contenia cada raton para diferenciarlos. Asimismo
se administraron las soluciones y el placebo sin reconocerlas ni al grupo de

estudio al que pertenecia el raton.

Grupos experimentales
Grupos para el Test de Carragenina

Son 8 grupos experimentales de 8 ratones cada uno

Grupo N° 01: sera el control positivo al cual se le administrar4 Diclofenaco

(antiinflamatorio no esteroideo), por via oral, a dosis de 8 mg/kg.

Grupo N° 02: sera el control negativo, al cual solo sera expuesto al agente
inflamatorio. Se administrara 0.5 ml de una solucién al 2 %, en la region

subplantar de la pata trasera del roedor.

Grupo N° 03: recibira agua destilada como placebo a dosis de 0.2 ml/100 g, a

través de la via oral.

Grupo N° 04: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 50mg/Kg.
Grupo N° 05: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 100mg/Kg
Grupo N° 06: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 150mg/Kg

Grupo N° 07: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 200mg/Kg

15



Grupo N° 08: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 250mg/Kg

Grupos para el Test de la Placa Caliente

Son 8 grupos experimentales de 8 ratones cada grupo

Grupo N° 01: sera el control positivo al cual se le administrara Diclofenaco
(antiinflamatorio no esteroideo), por via oral, a dosis de 8 mg/kg.

Grupo N° 02: sera el control negativo, al cual solo sera expuesto al agente

algogénico (calor) por un periodo no mayor a 30 segundos.

Grupo N° 03: recibir4 agua destilada como placebo a dosis de 0.2 ml/100 g, a

través de la via oral.

Grupo N° 04: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 50mg/Kg.
Grupo N° 05: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 100mg/Kg
Grupo N° 06: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 150mg/Kg
Grupo N° 07: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 200mg/Kg

Grupo N° 08: se le administrara Metformina por via oral, a dosis de 250mg/Kg

Validez y confiabilidad de los instrumentos.

Los pasos obtenidos del test de carragenina y de la placa caliente (hot plate)
fueron obtenidos del Current Protocols in Pharmacology, el cual fue
desarrollado por expertos de la industria en las aéreas de descubrimiento de
farmacos y farmacologia de seguridad. De tal forma, que siguiendo las
indicaciones del Current Protocols in Pharmacology nos permitird ejecutar

proyecto exitoso de investigacion con un maximo de eficiencia.

Técnicas para el procesamiento de la informacién
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Los datos obtenidos son expresados en medias, desviacion estandar, valor
maximo, minimo, absolutos, y relativos. Ademas se utiliz el test de andlisis de
varianza (ANOVA) de una via para comparar los analisis grupales, la prueba de
andlisis de varianza de una cola para determinar la distribucion de la poblacion
y la prueba de estadisticas de columnas para comparar por pares los grupos
experimentales, medias, desviacion estandar y error estandar, con un intervalo
de confianza al 95%. Cuando se observaron diferencias significativas en la fase
I, el procedimiento de comparaciones T de Student se utiliz6 para buscar la
correlacion entre los grupos. Para todo esto, se usé como soporte informéatico
la aplicacion ofimatica Microsoft Office Excel 2010 y el programa estadistico

GraphPad Prism Demo Version 5.03.

Aspectos éticos

En el presente trabajo se seguira los principios del International Guiding
Principles for Biomedical Research Involving Animal (1985) vy las
recomendaciones internacionales de 412 Asamblea Médica Mundial de Hong
Kong (35). Los cuales recalcan el cuidado, la utilizacion apropiada y el trato
humanitario de animales empleados en investigacion, los cuales permiten en el
ambito de las ciencias biomédicas, la evaluacion de medicamentos para el
tratamiento y prevencion de diversas enfermedades. Para este estudio se
obtuvo un conocimiento adecuado de los ambientes y procedimientos
(cantidades de dosis administradas) relacionados con su uso y cuidado, asi
como un adecuado control sanitario para protegerlos de microorganismos no
definidos como parte de su condicibn. También, se tomara en cuenta el
denominado “punto final”, en el cual se reduce o termina el dolor o el distrés del
animal mediante la finalizacion del procedimiento, la administracién de un

tratamiento analgésico o la aplicacion de la eutanasia.

Es importante mencionar que estos animales serdn adquiridos de una fuente
confiable y especializada, el Instituto Nacional de Salud (INS), lo cual nos

garantiza el cuidado adecuado de éstos.

Finalmente, el presente estudio fue aprobado para su ejecucion por el Instituto
de Investigacion de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad de san

Martin de Porres
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CAPITULO Il RESULTADOS

Resultados para la Prueba del Edema Plantar Inducido por Carragenina

Para el analisis de los resultados de la prueba del edema plantar inducido por
carragenina, se realiz6 a partir de los volumenes medidos, el célculo del
porcentaje de inhibicibn mediante la siguiente formula: (Vc — Vt)/Vc x 100,
donde Vc es la diferencia de volumen control y Vt es la diferencia de volumen
tratado en el mismo tiempo determinado. Asimismo se realizd el célculo del
porcentaje de inflamacién mediante la siguiente formula: (Vt — Vi)/Vi x100,
donde Vt es el volumen al tiempo t'y Vi es el volumen inicial a tiempo 0. Las
comparaciones entre tratamientos se evaluaron mediante un analisis de
ANOVA de dos vias (por tratamiento y tiempo) y se consideré un nivel de
significancia de p< 0,05. El andlisis se efectudé con el programa Graph Pad

Prism v 4.0.

Para la prueba del edema plantar inducido por carragenina, en las condiciones
de tratamiento con diclofenaco, se calculd el porcentaje de inhibicion del
edema, a partir de los valores medios de volumen desplazado comparado con
la condicion no tratada y placebo, observandose que el Metformina generé

mayor inhibicion del edema que Diclofenaco. (Ver Grafico 1)

El analisis estadistico de ANOVA de una via muestra que los tratamientos

evolucionaron similarmente en el tiempo, pero hay alguna diferencia entre ellos.

La aplicacion a posteriori del test del t de Student mostré que la dosis de
Metformina de 50 mg/kg a la segunda y tercera hora redujeron
significativamente el edema plantar (p<0,05 y p<0,01 respectivamente),
mientras que la dosis de 150 mg/Kg, lo hizo a la segunda hora (p<0,05),
aunque todos los tratamientos mostraron una tendencia a la reduccion del
edema comparados con la condicibn no tratada y placebo. El andlisis
comparativo de Correlacion de Pearson, no mostré relacion entre la dosis y el

efecto alcanzado.
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El control positivo con Diclofenaco mostr6 como se esperaba reduccion
significativa del edema en la tercera hora comparado con el grupo no tratado
(p<0,05).

Los porcentajes de inhibicion del edema plantar de distintas concentraciones
de Metformina y Diclofenaco por cada hora se muestran en la Tabla N°1,

mientras que el calculo de la inflamacién se muestra en la Tabla N°2.

Tabla 1. Porcentajes de Inhibicién del Edema Plantar por cada hora segun la dosis

Metformina Metformina Metformina Metformina Metformina  Diclofenaco
50 mg/kg 100 mg/Kg 150 mg/Kg 200 mg/KG 250 mg/Kg 8 mg/Kg

%IN  %IP %N %P %N %P %N %P %N %P %N %P
1h 21,8 30,6 19,7 28,7 36,6 43,7 14,78 24,4 19 28,1 18,3 27,5
2h  53,9* 48 9 -2,4 41* 33 27,7 18,4 36,2 28 64 41
3h 46* 44.8 42,9 34 21,3 20,6 33,1 22,7 27,6 16,3 42,3* 33,3
4h 29,3 33,6 10 24,3 42,4 46,7 -7 0,9 27,3 -17,7 17,2 23,4
5h 20,5 22,4 245 26,4 19,7 21,6 59 9,6 -2,5 0 10,6 28,8

Porcentajes de inhibiciéon del edema plantar de distintas concentraciones de
metformina y diclofenaco. Los valores representan los porcentajes de reduccion
de este respecto a los grupos controles con la condicion no tratada (%iN) y
porcentaje de reduccion del edema plantar respecto a los grupos controles con
placebo (%iA). Test “t” de Student: * P < 0,05; ** P < 0,01; n = 8.

Tabla 2. Porcentajes de Inflamacién del Edema Plantar Por Cada Hora Segln la Dosis

Metformina Metformina Metformina Metformina Metformina  Diclofenaco Blanco Placebo
50 mg/Kg 100 mg/Kg 150 mg/Kg 200 mg/Kg 250 mg/Kg 8 mg/Kg
%infla  %infla  %infla  %infla  %infla %infla  %infla %infla

1h
2h
3h
4h
5h

88,8 103,6 93,7 112 95 89,9 127,9 109,5
52 116 86 94 74 64 127 85
70,4 84,5 116,6 100,9 97,5 72,8 146,8 96,6
56 73,6 59,4 98,1 104,1 63,5 89,2 73,3
77,6 83,6 102 104,6 103,3 84,5 109,9 85,6

Porcentajes de Inflamacion de las diferentes concentraciones de mertformina,

diclofenaco y controles (blanco y placebo).

Para una mejor visualizaciébn en la Figura 1 se grafican los porcentajes
maximos de inhibicién de la inflamacién inducida por carragenina en los grupos
tratados con diferentes dosis de metformina y diclofenaco. Puede apreciarse

reduccion significativa con diclofenaco y de metformina a distintas dosis
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alcanzandose el porcentaje maximo de inhibicién con Metformina a dosis de 50

mg/kg.
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Figura 1. Porcentajes maximos de inhibiciéon del edema segun las dosis

administradas.

Resultados para la Prueba de la Placa Caliente (Hot Plate Test)

En el analisis de la prueba de la placa caliente (hot plate test) se compararon
los tiempos de reaccion al estimulo térmico medidos. Las comparaciones entre
tratamientos se evaluaron mediante un analisis de ANOVA de una via (por
tratamiento y tiempo) y se considerd un nivel de significancia de p< 0,05. El

andlisis se efectud con el programa Graph Pad Prism v 4.0.

Para la prueba de la placa caliente, en las condiciones con metformina y con
diclofenaco se compararon los tiempos de reaccion transcurridos luego del
estimulo térmico frente al grupo no tratado y placebo. El andlisis estadistico de
ANOVA de una via muestra que evolucionaron similarmente en el tiempo, pero

hay alguna diferencia entre ellos.

Posteriormente se aplic6 el test de la t de Student mostrando un aumento
significativo de la resistencia al estimulo doloroso térmico en los grupos
tratados con Metformina, cuando se les compardé con los grupos blanco y
placebo, encontrdndose aumento del tiempo de reaccion en el grupo con

Metformina de 100 mg/Kg a la segunda hora (p<0,01) y a la cuarta
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hora(p<0,05); el grupo de Metformina de 200 mg/Kg y Metformina 250 mg a la
segunda hora (p<0,01), aunque todos los tratamientos mostraron una
tendencia al aumento de dicha resistencia comparados con la condicion no
tratada y placebo; asimismo se encontr6 un incremento de la resistencia

cuando se utilizé Diclofenaco 8 mg/Kg a la cuarta hora (p<0,05).

Para mayor claridad, en la tabla 3, se muestran los datos promedios de los
tiempos de resistencia frente al estimulo térmico obtenidos por cada hora

segun las dosis administradas.

Tabla 3. Tiempos de Reaccién en el Hot Plate Test Por Cada Hora Segun la

Dosis

Metformina  Metformina  Metformina  Metformina  Metformina  Diclofenaco Blanco Placebo
50 mg/Kg 100 mg/Kg 150 mg/Kg ~ 200 mg/Kg 250 mg/Kg 8 mg/Kg

TR TR TR TR TR TR TR TR
1h 13,4 17 13,8 14,8 21,2 14 175 12,9
2h 12,4 13** 18,4 21,6%* 26,5** 19,5 11,4 14,6
3h 18,8 16,3 17 19,1 18,8 24,3 17 19,4
4h 14,4 17* 17,6 23,6 24,3 20,1* 11,6 10

Valores promedios de los tiempos de reaccion (TR) frente al estimulo térmico
en la prueba de la placa caliente. Se muestra aumento significativo del tiempo
de reaccion con metfomina a dosis de 200 y 250 mg/Kg comparados con el
grupo blanco y placebo. Test “t” de Student: * P < 0,05; ** P < 0,01; n = 8.

El tiempo de reaccion para el caso de la metformina se logré incrementar hasta
en un 56,2% para la dosis de 250 mg/kg. Asimismo se evidencié el aumento
significativo del tiempo de resistencia al estimulo térmico en los ratones del

control positivo tratados con diclofenaco (p<0,05).

La figura N°2 muestra las diferencias entre los tiempos promedios de reaccion

de los grupos tratados y controles.

21



Hot Plate Test

z 25+ .

O 20 i

=

RS =L - -

Ll

O q4p-

o

o

o

l: HH
u L) L) L) L) =T
+ 2 42 4P 42 P F
3 & & & & & F F

&F A A T 2

RSl Al

& o & ¢ €
4@ %g‘- @?\. %g‘- @?\. Q‘\
DOSIS

Figura N°2. Comparacion entre tiempos de reaccion y dosis en el Test de la

Placa Caliente
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CAPITULO IV. DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Discusion

Se estableci6 el poder antinflamatorio de Metformina en diversas
concentraciones, mediante el test del edema inducido por carragenina. Este
test es el mas usado como modelo experimental de inflamacién aguda para

determinar el potencial antiinflamatorio (34).

La inflamacién producida por carragenina se atribuye a la liberacion de varios
mediadores y se han descripto dos fases. La fase inicial se debe a la liberacion
de histamina, serotonina y citoquinas, en la primer hora luego de aplicada la
inyeccion de carragenina. La segunda fase es atribuida a la liberacion de
bradiquininas, proteasas, prostaglandinas y lisosomas. Esta Ultima fase es la
mas sensible a la mayoria de los agentes antiinflamatorios usados

clinicamente. (35)

Si bien solo en dos momentos del tratamiento, la Metformina mostré diferencias
significativas, puede apreciarse la reduccion del edema como tendencia a
todos los tiempos. La dispersiéon propia de los estudios in vivo fue comparable a
la obtenida en otros trabajos con la misma metodologia. (36) Teniendo en
cuenta los tiempos de la segunda y tercera hora en el que se desarroll6 la
mayor inhibicion del edema, podria postularse un efecto inhibidor de la
segunda fase del edema, atribuible a la liberacion prostaglandinas, citoquinas y

accion lisosomal.

El Diclofenaco que se utiliz6 como testigo a comparar es un antiinflamatorio
ampliamente utilizado en clinica para tratamiento de dolor e inflamacién y
puede ser usado como referencia en este tipo de estudios. (36) Este muestra
una marcada actividad cuando se administra de manera sistémica; por ejemplo,
en la dosis administrada para este estudio de 8 mg/Kg ha producido una
inhibicion de la inflamacién de un 42,3% del edema inducido por carragenina.
Su mecanismo inhibidor de la sintesis de prostaglandinas le da efectividad en

la segunda fase del edema inducido por carragenina. (35)

Luego del andlisis no se evidencio una correlaciéon entre la dosis administrada y

el efecto inhibidor del edema. Esto puede significar una variedad de factores
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implicados farmacocinéticos y farmacodindmicos como la expresion de
receptores diana, la sensibilidad, saturacion, metabolismo y otros relacionados,
como ocurre en el caso de multiples farmacos utilizados en la terapéutica. (37)

En este experimento se estableci6 el efecto analgésico de la Metformina a
diferentes dosis administradas, mediante el modelo del test de la placa caliente.
Este test es un modelo experimental usado para evaluar el efecto analgésico
en el cuadro agudo. (38) La percepcidn del estimulo térmico ocurre mediada
por los receptores nerviosos térmicos de la piel, que responden ante los
aumentos de temperatura. Luego de un tiempo determinado la sensacion
térmica se percibe como dolor, que mediante un arco reflejo ocasiona el
alejamiento de la pata del objeto emisor de calor y la consecuente reacciéon de

alivio por parte del roedor al lamerse. (38)

Despues de la administracion de Metformina se evidencié el incremento del
tiempo de reaccion significativo comparado con los controles de hasta un
56,2%. El mecanismo probable segin el modelo experimental utilizado, puede
no encontrarse relacionado al aumento de la sensibilidad de los nociceptores
mediada por prostaglandinas, sino podria estar orientado a un mecanismo
central 0 aun desconocido, sin embargo, trabajos de investigacién similares no
han evidenciado efectos significativos de actividad analgésica de la Metformina,
por lo que valdria tomar en cuenta dicha informacion y contrastarla en estudios

posteriores. (39)

Este estudio farmacolégico preclinico comprueba la utilidad terapéutica de la

Metformina sobre la inflamacion y dolor agudo.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Conclusiones

En el presente estudio se ha demostrado un efecto inhibitorio de la inflamacién
del modelo del edema plantar inducido por Carragenina en el roedor del roedor.

El inicio y la duracién del efecto antiinflamatorio sugieren que la Metformina
actué sobre la inhibicion de la sintesis de prostaglandina mediada por la via de

la cliclo oxigenasa.

La actividad farmacolégica combinada con el margen terapéutico y seguridad,
vuelven a la Metformina un candidato valioso para la investigacion adicional
como un agenta para el tratamiento de cuadros agudos asociados con

inflamacién y dolor.

Si bien este estudio ha demostrado efecto analgésico cuando se utilizé el test
de la placa caliente, estudios similares no han evidenciado que tal efecto sea
significativo, por lo que valdria la pena tomar en cuenta esta informacion para

Su contraste.
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Recomendaciones

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, la principal
recomendacion seria la complementacién con otros modelos experimentales
especificos para dolor e inflamacion, con la posible inclusiébn de animales
mayores de experimentacion de tal manera que pueda ser corroborados los
efectos y la eficacia de la Metformina como agente antiinflamatorio en un
evento agudo; toda vez que de reproducirse resultados similares, en otros
experimentos, se podria proyectar a realizar un ensayo clinico, puesto que la
ventaja de hallar usos “off-label” de un medicamento conocido es que existen
numerosas pruebas de farmacocinética y toxicidad, que nos permitirian acortar

mucho los tiempos de investigacion.

Sugiero, también, la realizacion de un estudio clinico observacional y
descriptivo donde se pueda evidenciar y cuantificar el grado de inflamacion y

sensacion nociceptiva frente al cuadro clinico agudo.
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