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Dosis respuesta en la actividad analgésica periférica de la metformina en la
prueba de contorsiones abdominales en ratones
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto analgésico dosis respuesta de la metformina en un evento de dolor agudo en roedores.
Materiales y métodos: Se utilizaron 80 ratones. Se evaluo el efecto analgésico con la prueba de contorsiones abdominales
en ratones. Se formaron 8 grupos de 10 ratones cada uno: 3 grupos recibieron diclofenaco 8 mg/kg, tramadol y un grupo
blanco, y 5 grupos experimentales de metformina a dosis de 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg. Para el analisis estadistico se
empled la prueba de D'Agostino-Pearson, prueba de ANOVA de una cola, prueba de Tukey, y correlacién de Pearson.
Resultados: Prueba de normalidad de D'Agostino-Pearson reveld un valor p<0.05 en todos los grupos. La prueba de ANOVA
arrojé un valor p<0.0001. La prueba de pareo de Tukey obtuvo un valor p<0.05 entre el grupo blanco y metformina en
todas sus dosis, y entre diclofenaco y metformina a dosis de 100, 150, 200 y 250 mg/Kg, un valor p>0.05 entre tramadol
y metformina a dosis de 100, 150, 200 y 250 mg/kg, la prueba de correlacion de Pearson obtuvo un r=-0.6897 y R=0.4756
con valor p<0.0001. metformina present6 un porcentaje de inhibicion del dolor en rango de 34.89 % - 92.62 %.
Conclusiones: Se demuestra que metformina a dosis 100, 150, 200 y 250 mg/kg presento6 efecto analgésico agudo en la
prueba de contorsiones abdominales en raton, siendo la dosis de 250 mg/kg la que tuvo mejor efecto. Ademas, se obtuvo
efecto dosis-respuesta en dosis escalonada de metformina.
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Dose-response in the peripheral analgesic activity of metformin in the abdominal
writhing test in mice

ABSTRACT

Objective: To evaluate the dose-response analgesic effect of metformin in an acute pain event in rodents.

Materials and methods: Eighty (80) mice were used. The analgesic effect was evaluated using the abdominal writhing test
in mice. Eight (8) groups of 10 mice each were formed: one diclofenac 8 mg/kg group, one tramadol group, one target
group, and five experimental groups of metformin at doses of 50, 100, 150, 200 and 250 mg/kg. For the statistical analysis,
the D'Agostino-Pearson test, one-tailed ANOVA test, Tukey's test, and Pearson's correlation coefficient were used.
Results: The D'Agostino-Pearson normality test revealed a p-value < 0.05 in all groups. The ANOVA test showed a p-value
< 0.0001. The Tukey's range test obtained a p-value < 0.05 between the target group and metformin groups at all doses,
and between the diclofenac group and metformin groups at doses of 100, 150, 200 and 250 mg/kg, and a p-value > 0.05
between the tramadol group and metformin groups at doses of 100, 150, 200 and 250 mg/kg. The Pearson's correlation
coefficient was r = -0.6897 and R = 0.4756, and yielded a p-value < 0.0001. Metformin showed a pain inhibition percentage
in the range of 34.89 % to 92.62 %.

Conclusions: It has been demonstrated that metformin at doses of 100, 150, 200 and 250 mg/kg had an acute analgesic
effect in the abdominal writhing test in mice, with the 250 mg/kg dose being the one that showed the best effect. In
addition, a dose-response effect was obtained in escalated doses of metformin.

Keywords: Metformin; pain; analgesics; peripheral nervous system; rodent (Source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

En la ultima década, se han dado grandes avances en el
desarrollo de nuevos farmacos, y aunque la investigacion
y descubrimiento de nuevas moléculas conlleve una gran
inversion de tiempo y dinero, los resultados han sido, en

muchos casos, satisfactorios para la industria farmacéutica
(1)

Porello, se haoptadopornosolodesarrollarmascompuestos,
sino redescubrir nuevos efectos farmacoldgicos de drogas
previamente comercializadas, esta propiedad es conocido
como efecto pleiotropico, lo que le confiere a un farmaco
nuevas aplicaciones terapéuticas @. Siendo el ejemplo
mas caracteristico el acido acetilsalicilico, que ademas
de su mecanismo principal de inactivar la ciclooxigenasa
e inhibir la formacion de tromboxano A2 como parte
de su efecto antiinflamatorio, también se le atribuyen
efectos analgésicos, antipiréticos, anticancerigeno,
antiplaquetarios y cardioprotectores ¢4,

La metformina es una biguanida utilizada como
antidiabético oral, recientes estudios han demostrado que
tiene un gran potencial pleiotropico debido a que actia en
varias dianas moleculares, se ha reportado que disminuye
la mortalidad y complicaciones cardiacas en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 ®, reduce el desarrollo de
sindrome metabolico ©, mejora la funcion endotelial ),
presenta efectos antiinflamatorios ¢, entre otros. Algunos
datos preclinicos sefalan una accidon anticancerigena
(10-13) " asimismo, en un estudio se demostré el efecto
antiinflamatorio de la metformina en ratas, ademas arrojo
una probable tendencia no significativa, a un efecto dosis-
respuesta en rango de dosis de 100 a 300 mg/kg ©.

Una de las caracteristicas mas importantes que justifica
la investigacion con metformina es su baja toxicidad y
pocos efectos hipoglucemiantes en personas sanas ¥,
esto lo convertiria en una alternativa para tratar multiples
enfermedades, pudiendo abarcar no solo el dolor agudo,
también el dolor crénico.

Existen modelos experimentales validados que permiten
explorar el efecto analgésico agudo en roedores ™,
inclusive, es posible delimitar la actividad analgésica
periférica de la actividad analgésica central; por ejemplo,
el modelo de contorsiones abdominales es caracteristico
para la exploracion de la analgesia periférica, debido a que
en la fisiopatologia del dolor incluye la lesion de tejidos, lo
cual desencadena la cascada del dolor 9, por otra parte,
en el modelo de la placa caliente se explora la actividad
analgésica central, debido a que en la fisiopatologia del
dolor excluye la lesion tisular y se activa la via del dolor
mediante la estimulacion de nociceptores por medios
fisicos, especificamente el calor, lo cual nos expresa un
umbral del dolor (1519,
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El presente estudio se centrd en explorar el efecto dosis
respuesta analgésico de la metformina mediante el modelo
experimental de contorsiones abdominales en roedor.

MATERIALES Y METODOS

Estudio cuasiexperimental, se realizdo en el Centro de
Investigacion de Medicina Tradicional y Farmacologia
(CIMTFAR), de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad de San Martin de Porres (FMH-USMP).

Se emple6 metformina en tabletas de 500 mg, lote 1010135,
EXP.: 01/2016; ampollas de diclofenaco 75 mg/3ml, codigo
A021143, RS: EG-2537; tramadol ampollas de 50 mg/1ml
lote 080861, RS: 17534.

Se utilizaron 80 ratones albinos hembras Mus musculus,
adquiridos en el Centro Nacional de Productos Bioldgicos
del Instituto Nacional de Salud, (INS - Bioterio, Chorrillos,
Lima-Peru), cuyos pesos oscilaron entre 25 y 35 gramos.
Los ratones fueron sometidos a un proceso de aclimatacion
en el bioterio de la Facultad de Medicina Humana de la
USMP, estos fueron alojados en proporcion de 4 por jaulay
mantuvieron las siguientes condiciones: temperatura de 22
°C (+/-3), humedad entre 45 - 70 %, ciclos de luz/oscuridad
de 12 horas y niveles de sonido menores de 70 dB.

Los ratones recibieron agua ad libitum y alimentacién
balanceada, fueron privados de alimentos 12 horas antes
del experimento.

La prueba de contorsiones abdominales (writhing test
1 consiste en la administracion intraperitoneal de
un agente irritante como el acido acético al 0,6 %,
provocando una reaccion de dolor que se manifiesta con
contorsiones abdominales. Las reacciones con compuestos
de referencia o controles positivos se colocan antes de la
inyeccion del irritante. Luego de administrar el irritante,
el raton es ubicado en una jaula de vidrio, es observado
por un periodo de 20 minutos y en ese tiempo se registran
las contorsiones abdominales. Se considera contorsién
cuando, en simultaneo, se observa estrechamiento del
abdomen y parte de la cadera del raton. Para la evaluacion
del porcentaje de inhibicion, al promedio de contorsiones
en el grupo control se le resta el promedio de contorsiones
de otro grupo evaluado dividido entre el promedio de
contorsiones del grupo control multiplicado por 100 % [(Cc
- Ct)/Cc x 100].

Disefio y grupos experimentales:

Por randomizacion, los roedores fueron divididos en 8
grupos de 10 ratones cada uno: 3 grupos recibieron
diclofenaco 8 mg/kg, tramadol y un grupo blanco que no
recibié ninguna sustancia, y 5 grupos experimentales de
metformina a dosis de 50, 100, 150, 200 y 250 mg/kg.



Ciego y sistema de control:

Utilizamos el sistema de doble ciego: la persona que
administro las soluciones y la que observd las reacciones
no sabian el origen de las soluciones . Los instrumentos
para controlar las caracteristicas del ambiente fueron los
siguientes: la humedad fue monitorizada con el higrometro
digital modelo VWR Thomas Traceable® con capacidad de
medir la humedad de 60 % a 82 %, la temperatura de la
habitacion se controlé con el medidor de temperatura 35519-
045 con rango de medicion de 5 °C a 34 °C, para el sonido
se utilizo el sensor de sonido digital Radio Shack 33-2055 con
capacidad de medir de 60 a 120 dB, para mantener estable
la temperatura de la habitacion se utilizaron 2 calentadores
marca NF15C 1500 WImaco con 2 niveles de intensidad:
1000-2000W para un area de 15 m?2. Se entren6 a los
investigadores para identificar las contorsiones abdominales
del raton usando el software Virtual Pharmacology Lab ),
Microlabs " y un piloto in vivo.

Aspectos éticos:

El estudio fue aprobado por el Instituto de Investigacion de
la FMH-USMP, siguiendo los lineamientos del International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animal
@9y Ethical guidelines for investigations of experimental
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pain in conscious animals @V,
Analisis estadistico:

Los datos se presentan en tablas y figuras, mediante medidas
de tendencia central y de dispersion; se aplicaron las siguientes
pruebas estadisticas: prueba de normalidad de D'Agostino-
Pearson, prueba de ANOVA de una cola, prueba de pareo de
Tukey y la prueba de correlacion de Pearson. Se considerd
significancia estadistica de p<0.05 con intervalo de confianza
de 95 %. Se us6 como soporte informatico el programa
estadistico Microsoft Office Excel 2013 y GraphPad Prism 5.01.

RESULTADOS

La prueba de normalidad de D'Agostino-Pearson tuvo p<0.05
en todos los grupos. La prueba de ANOVA dio significancia
de p<0.0001.

El nimero de contorsiones abdominales para el grupo
blanco, tramadol, diclofenaco sodico, metformina 50
mg/kg, metformina 100 mg/kg, metformina 150 mg/kg,
metformina 200 mg/kg y metformina 250 mg/kg fue de
29.8,9.2,18.5,19.4,7.0,7.2, 3.5,y 2.2, respectivamente.
Ademas, el porcentaje de inhibicion del dolor fue: 0 %,
69.12 %, 37.91 %, 34.89 %, 76.51 %, 75.83 %, 88.26 % y
92.62 %, respectivamente (Figura 1y tabla 1).
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Figura 1. Comparacion de las contorsiones abdominales y del porcentaje de analgesia entre los grupos experimentales en la prueba de

contorsiones abdominales
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Tabla 1. Media y porcentaje de analgesia entre los grupos experimentales en la prueba de contorsiones de contorsiones abdominales

La prueba de pareo de Tukey, indico diferencias significativas entre los grupos control y metformina en todas sus

dosis, y entre diclofenaco y metformina a dosis de 100, 150, 200 y 250 mg/kg. La dosis de metformina50 mg/kg
presento p<0.05 frente al grupo blanco, tramadol y metformina a dosis de 100, 150, 200 y 250 mg/kg (Tabla 2).

Tabla 2. Prueba de comparacion multiple de Tukey entre los grupos control y experimentales en prueba de contorsiones abdominales

Mejores efectos analgésicos de metformina estuvieron relacionados con el aumento de dosis, Al aplicar la prueba de
correlacion de Pearson se obtuvo r=-0.6897 y R=0.4756, p < 0.0001 (Figura 2).
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Figura 2. Correlacion dosis-respuesta analgésico de metformina a dosis escalonada en prueba de contorsiones abdominales

DISCUSION

El efecto analgésico de la metformina ha sido demostrado
en dolor lumbar neuropatico y posquirirgico @23 sin
embargo, en otros estudios, no se le atribuye actividad
analgésica central o periférica @24, incluso le confieren
actividad en el bloqueo del efecto antinociceptivo
inducido por diclofenaco @,

La prueba de contorsiones abdominales, es un modelo
experimental de dolor agudo que evalua el efecto
analgésico a nivel del sistema nervioso periférico, sin
embargo, no excluye efectos en el sistema nervioso
central y posibles efectos antiinflamatorios. Tras la
administracion de un agente irritante en la cavidad
peritoneal, se activan los receptores periféricos de dolor
y también se liberan prostaglandinas y otros mediadores
de la inflamacion 529 sustentando lo anteriormente
dicho.

La reduccion del nimero de contorsiones abdominales
fue significativa en los grupos que recibieron tramadol
y metformina 100, 150, 200 y 250 mg/kg, siendo esta
Ultima la que tuvo mayor efecto analgésico; mientras
que el grupo control, diclofenaco y metformina 50 mg/
kg presentaron pobre efecto analgésico. El probable
mecanismo de accion de la metformina puede deberse
al bloqueo de generacion de impulsos en nociceptores
periféricos, que la activacion de la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK) tenga una diana asociada a

http://dx.doi.org/10.24265/horizmed.2018.v18n2.07

la nocicepcion @, bloqueo de transmision sinaptica de
impulsos dolorosos en el sistema nervioso central %, o a
un mecanismo desconocido.

Llama la atencidn que el efecto del diclofenaco no fue
tan potente, tal vez porque su mecanismo de accion
solo bloquea la sintesis de prostaglandinas al inhibir
la ciclooxigenasa 1y 2 ®) y en esta prueba también
activan nociceptores, otra posible explicacion es la dosis
empleada.

Por otra parte, metformina 50 mg/kg presento un pobre
efecto analgésico, similar al del diclofenaco; sin embargo,
se observo un incremento de la eficacia analgésica en
relacion al incremento de dosis, la explicacion de estos
hallazgos es compleja, puede deberse a alteraciones
farmacocinéticas y farmacodinamicas, poca accion
enzimatica, insuficiente bloqueo de nociceptores @ o
mayor bloqueo de nociceptores 9,

En conclusion, con los resultados obtenidos en este
estudio, sugerimos que se realicen mas investigaciones
que puedan corroborar el efecto antinociceptivo usando
otros modelos de actividad analgésica. Se evidencio
que las dosis de metformina 100, 150, 200 y 250 mg/
kg presentaron efecto analgésico agudo en la prueba
de contorsiones abdominales en ratones, siendo la dosis
de 250 mg/kg la que tuvo mejor efecto. Ademas, se
obtuvo efecto dosis-respuesta en dosis escalonada de
metformina.
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