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RESUMEN

En el presente trabajo, se ha estudiado la metformina, un derivado del antidiabético biguanida, para evaluar su
efecto sobre una enfermedad inflamatoria intestinal inducida experimentalmente. Para inducir la enfermedad se
utilizaron dos métodos: acido 2, 4-dinitro-bencenosulfénico (DNBS) y acido acético en ratas. El tratamiento con
metformina (200 mg/kg, bid, via oral) y dcido S-aminosalicilico (5-ASA, estindar 100 mg/kg, via intrarrectal) du-
rante tres dias permitié prevenir de forma significativa la pérdida de peso corporal (14,16+0,63; 9,8+0,51, p<0,05) y
reducir el indice de dafio macroscépico (1,33+0,45; 1,12+0,24, p<0,01), respectivamente en comparaciéon con el grupo
de control tratado con DNBS (6,66+ 0,23). En ambos modelos se midieron igualmente otros parametros: cambios de
peso del colon, malondialdehido (MDA), mieloperoxidasa (MPO), superdoxido dismutasa (SOD), éxido nitrico (NO) y
degranulacion de mastocitos. El tratamiento con metformina redujo significativamente los cambios de peso del colon,
el indice de dafio macroscopico, la peroxidacién lipidica, el 6xido nitrico (NO) y la degranulacién de mastocitos en
ambos modelos, sugiriendo una reduccién significativa de la severidad de la inflamacién en ratas.

PALABRAS CLAVE: Metformina. Acido 2,4-dinitro-bencenosulfénico (DNBS). Acido acético. Enfermedad inflamatoria
intestinal.

ABSTRACT

In the present study, metformin ,a biguanide derivative of antidiabetic was studied for evaluating its effect against expe-
rimentally-induced inflammatory bowel disease. The disease was induced by two methods: 2, 4 dinitrobenzenesulphonic
acid (DNBS) and acetic acid in rats. Treatment with metformin (200mg/kg, bid, orally) and 5-aminosalicylic acid (5-
ASA, standard 100mg/kg, intrarectally), for three days showed significant prevention in body weight loss (14.16+0.63;
9.8+0.51, p<0.05) and reduction in macroscopic damage score (1.33% 0.45; 1.12+ 0.24, p<0.01) respectively when com-
pared with the DNBS treated control group (6.66+ 0.23). Other parameters —colon weight changes, malondialdehyde
(MDA), myeloperoxidase (MPO), super oxide dismutase(SOD), nitric oxide (NO) and mast cell degranulation— were
also measured in both the models. Metformin treatment significantly reduced colon weight changes, macroscopic damage
score, lipid peroxidation, nitric oxide (NO) and mast cell degranulation levels in both the models suggesting significant
reduction in the severity of inflammation in rats.
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INTRODUCCION

La enfermedad inflamatoria intestinal incluye
la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa,
que son enfermedades inflamatorias cronicas del
tracto gastrointestinal de etiologia desconocida
que se caracterizan por una ulceracidn recurrente
cronica del intestino. Estas enfermedades se han
convertido en problemas de salud importantes.

La patogénesis implica probablemente factores
genéticos, ambientales e inmunologicos.! Se ha
establecido que la mucosa de pacientes con la
enfermedad de Crohn esta infiltrada por linfo-
citos CD4+ con un fenotipo de célula T tipo 1
caracterizado por la produccion de interferén v,
IL-2 y factor de necrosis tumoral — o (TNF-a).
Z3Por otro lado, en pacientes con colitis ulcerosa
la mucosa puede estar infiltrada por linfocitos
CD4+ con fenotipo atipico de célula T colabo-
radora tipo 2, caracterizados por la produccion
de factor transformador de crecimiento —f e
interleuquina 5, pero no IL— 4.* Ademas, los
macrofagos juegan un papel fundamental en la
formacion de granuloma epitelioide no caseoso
en la mucosa intestinal. Los macrofagos activados
producen citoquinas como TNF-a, interleuquina
(IL-6, IL-8) y otras.

Es bien conocido que los metabolitos reactivos
del oxigeno NO juegan un papel importante en la
lesion directa de la mucosa intestinal. > Uno de
los principales inductores transcripcionales de la
expresion genética de iNOS (6xido nitrico sintasa
inducible) es el factor nuclear de transcripcion
kB (NF-xB).” La funcién reguladora de NF-xB
ha sido documentada mediante el uso de varios
agentes utilizados en enfermedades inflamatorias
intestinales, como la sulfasalazina, el acido 5-
aminosalicilico y los corticoides. ® El tratamiento
con farmacos actual tiene como objetivo inducir y
posteriormente mantener en remision al paciente,
asi como mejorar los efectos secundarios de la
enfermedad, en lugar de modificar o revertir el
mecanismo patogénico subyacente. ° Una nueva
propuesta de tratamiento que utiliza preparados
de anticuerpos monoclonales ha tenido hasta
ahora resultados alentadores y puede finalmente
proporcionar una alternativa en el sentido de
que estos farmacos modifican los mecanismos
bioquimicos afectados en la inflamacion. Sin
embargo, el uso del tratamiento convencional
para controlar la enfermedad inflamatoria in-
testinal resulta caro y, ademas, tiene asociados
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INTRODUCTION

The inflammatory bowel disease, include
Crohn’s disease and ulcerative colitis which are
chronic inflammatory disease of gastrointestinal
tract and are characterized by chronic recurrent
ulceration of the bowel and of unknown etiology.
They have become important health problems.

The pathogenesis likely involves the genetic,
environmental and immunological factors.! Tt is
established that mucosa in patients with Crohn’s
disease is dominated by CD4+ lymphocytes with
a type 1 T-cell phenotype characterized by pro-
duction of interferon y, IL-2 and tumor necrosis
factor — o (TNF-a) . >*In contrast, the mucosa in
patients with ulcerative colitis may be dominated
by CD4+ lymphocytes with atypical type 2 helper
T-cell phenotype, characterized by the production
transforming growth factor —f and interleukin
5 but not IL— 4.* In addition, macrophages
play a main role in the formation of noncaseous
epithelioid granuloma in the intestinal mucosa.
Activated macrophages produce cytokines like
TNF-a, interleukin (IL-6, IL-8) and others.

It is well known that reactive oxygen meta-
bolites and NO play an important role in direct
injury against the intestinal mucosa.>® One of the
major transcriptional inducers of iNOS (induci-
ble nitric oxide synthase) gene expression is the
transcription factor nuclear factor kB (NF-xB).’
Regulation of NF-xB function has been documented
by several agents that are used in inflammatory
bowel diseases, such as sulfasalazine, 5-amino
salicylic acid and corticosteroids. ® Current drug
treatment is aimed to induce and then maintain the
patient in remission and ameliorate the disease’s
secondary effects rather than modify or reverse
the underlying pathogenic mechanism. * A new
treatment approach using monoclonal antibody
preparations have so far produced encouraging
results and may eventually provide a welcome
alternative in that, these drugs modify the affected
biochemical inflammation pathways. However, the
management of inflammatory bowel disease with
the use of conventional treatment is expensive
and also associated with number of side effects.
Therefore, there is a need for alternative agents
which can be more or equally effective and cost
effective. Metformin, a biguanide family member
commonly used in the treatment of type 2 diabetes
to increase liver and tissue sensitivity to insulin
as well reduce hepatic glucose production. Be-
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diversos efectos secundarios. Por tanto, se hacen
necesarios agentes alternativos que pueden ser
mas o igual de efectivos y econémicos. La me-
tformina pertenece a la familia de las biguanidas
y se utiliza normalmente en el tratamiento de la
diabetes de tipo 2 para aumentar la sensibilidad
de los tejidos y el higado a la insulina, asi como
para reducir la produccion de glucosa hepatica.
Ademads de este efecto hipoglucemiante, se ha
establecido en otros estudios que la metformina
inhibe la respuesta proinflamatoria y la activacion
de NF-xB en células de la pared vascular huma-
nas (en cultivos celulares) obtenidas de pacientes
con aterosclerosis diabética. ' A la luz de los
estudios mencionados anteriormente, la presente
investigacion pretende estudiar el potencial de la
metformina en el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se mantuvieron ratas Wistar de ambos sexos
(185-210 g) en jaulas con libre acceso a una
dieta estandar de pienso para ratas y agua ad
libitum y se dejo que se aclimataran al entorno
durante una semana antes de los experimentos. El
presente experimento se ajustd a las directrices
del comité de ética animal de nuestro instituto.
Los animales se dividieron en cuatro grupos con
seis animales cada uno en ambos modelos como
se describe mas adelante. Se mantuvo a todas
las ratas en ayuno durante 12 horas antes del
procedimiento experimental.

Farmacos

La metformina fue proporcionada por Lincoln
Pharmaceuticals, Ahmedabad. Tanto la disolucion
de los productos quimicos como los farmacos se
prepararon justo antes de la administracion.

Metodologia

En el presente estudio se utilizaron dos mo-
delos: el modelo de colitis inducida por DNBS
y el modelo de colitis difusa inducida por acido
acético.

yond glucose lowering effect, it is reported that
metformin inhibits proinflammatory response and
NF-«kB activation in human vascular wall cells
(in culture cells) obtained from diabetic atheros-
clerotic patient.!’ In the light of above reports
the present investigation is undertaken to study
the potential of metformin in the treatment of
inflammatory bowel disease.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Albino rats of Wistar strain of either sex (185-
210g) were housed in cages with free access to
standard rat chow diet and water ad libitum and
acclimatized to the surroundings for one week
prior to the experiments. This experiment complied
with the guidelines of animal ethics committee
of our institute. Animals were divided in the four
groups each containing six animals in both the
models as described below. All rats were fasted
for 12 hours prior to experimental procedure.

Drugs

Metformin was provided by Lincoln Pharma-
ceuticals, Ahmedabad. The solution of chemicals
and drugs were prepared freshly before the ad-
ministration.

Methodology

Two models were used under the study: DNBS
—induced colitis and acetic acid induced diffused
colitis models.

(I) 2, 4 Dinitrobenzenesulphonic acid- indu-
ced colitis

Animals were divided in to following
groups.

Group I: Normal control (0.9 % saline intrarec-
tally)

Group II: DNBS (25 mg/rat) was dissolved into
50 % ethanol(total volume 0.6 ml) and
given intrarectally.

Group Ill: Standard 5-Aminosalicylic acid (100
mg/kg) treatment intrarectally in DNBS
treated rats.
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(I) Colitis inducida por acido 2, 4 dinitro-
bencenosulfonico !

Los animales se dividieron en los siguientes
grupos.

Grupo I: Control normal (disolucién salina al
0,9%, por via intrarrectal).

Grupo II: Se disolvio6 DNBS (25 mg/rata) en
etanol al 50% (volumen total 0,6 ml) y se
administré por via intrarrectal.

Grupo I1I: Tratamiento con acido 5-aminosalicilico
estandar (100 mg/kg) por via intrarrectal
en ratas tratadas con DNBS.

Grupo 1V: Tratamiento con metformina (200
mg/kg, por via oral) en ratas tratadas con
DNBS.

Se disolvid acido 2,4-dinitro-bencenosulfonico
en etanol al 50% (volumen total de 0,6 ml) y se
administré por via intrarrectal con un tubo de
polietileno flexible a ratas en ayuno durante 12
horas. Se mantuvo a los animales en posicion
de Trendelenburg durante 15 minutos para evitar
el reflujo. La colitis se indujo en los animales
transcurridos tres dias de tratamiento con DNBS.
La colitis se caracterizd por la aparicion de le-
siones colicas y diarrea sanguinolenta dentro del
periodo de 3 dias posteriores a la induccion. La
metformina se administr6 (200mg/kg) por via oral
durante tres dias tras la induccion de la colitis.
El 4cido 5-aminosalicilico (5-ASA, estandar) se
administr6 (100mg/kg) por via intrarrectal. En el
dia 4, se pesod a los animales y se les sacrifico
con una dosis alta de éter. A continuacion, se les
abrio el abdomen mediante una incision por la
linea media. Se extrajo el colon, se le retiraron
los tejidos adherentes, se abrio a lo largo del
borde antisimesentérico, se enjuago, se pesd y se
examino con un sistema de puntuacién morfolo-
gico y se procesO para obtener el homogenado
tisular. A continuacion se utilizo el homogenado
resultante para medir la peroxidacion lipidica y
el nivel de NO (6xido nitrico). Ademas, también
se comprobaron preliminarmente los niveles de
glucosa en suero para descartar cualquier efecto
hipoglucémico de la metformina mediante método
enzimatico (kit).

(IT) Colitis difusa inducida por acido acético'® 12

Grupo I: Control normal (disolucién salina al
0,9%, por via intrarrectal).

Grupo II: Acido acético al 10% en ratas tratadas
con disolucion salina (0,2 ml).
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Group 1V: Metformin (200 mg/kg, bid, orally)
treatment in DNBS treated rats.

2,4 dinitrobenzenesulphonic acid (25 mg/rat)
was dissolved into 50 % ethanol (total volume
0.6 ml) and given intrarectally using flexible po-
lyethylene tube in 12 h fasted rats. The animals
were kept for 15 minutes in a Trendelenburg
position to avoid reflux. Colitis was induced in
animals after three days with DNBS. Colitis was
characterized by appearance of colonic lesions
and bloody diarrhea within 3 days of induction.
Metformin was administered 200mg/kg orally for
three days after the induction of colitis. 5-amino-
salicylic acid (5-ASA, standard) was administered
100mg/kg, intrarectally. On day 4, the animals
were weighted and sacrificed by high dose of ether
and abdomen was opened by a midline incision.
The colon was removed, freed from surrounding
tissues, opened with antimesentric boarder, rin-
sed, weighted and examined using morphological
scoring system for histology and processed for
tissue homogenate. The resultant homogenate was
then used to measure lipid peroxidation and NO
(Nitric Oxide) level. In addition, serum glucose
levels were also preliminarily checked to rule out
any hypoglycemic effect of metformin by using
enzymatic method (kit).

(IT) Acetic acid- induced diffuse colitis!'! !2

Group I: Normal control (0.9 % saline intrarec-
tally)

Group 1I: 10 % acetic acid in saline treated rats
(0.2 ml)

Group III: Standard. 5-Aminosalicylic acid (100
mg/kg) treatment intrarectally in acetic acid
treated rats.

Group 1IV: Metformin (200 mg/kg, orally) given
to acetic acid treated rats.

1 ml syringe containing 10 % acetic acid in
saline (0.2 ml) was given intrarectally to induce
diffuse colitis. Same parameters were estimated
as with DNBS model.

Parameters investigated

The parameter studied in general include body
weight loss, colon weight, macroscopic damage
score, malondialdehyde (MDA), myeloperoxidase
(MPO), superoxide dismutase (SOD), nitric oxide
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Grupo I11: Estandar. Tratamiento con acido 5-ami-
nosalicilico (100 mg/kg) por via intrarrectal
en ratas tratadas con acido acético.

Grupo IV: Administraciéon de metformina (200
mg/kg, por via oral) a ratas tratadas con
acido acético.

Para inducir la colitis difusa, se utilizd una
jeringa de 1 ml para la administracion por via
intrarrectal de acido acético al 10% en disolucion
salina (0,2 ml). Se evaluaron los mismos para-
metros que con el modelo de DNBS.

Parametros investigados

En general, los parametros estudiados incluyen
pérdida de peso corporal, peso del colon, indice
de dafio macroscopico, malondialdehido (MDA),
mieloperoxidasa (MPO), superoxido dismutasa
(SOD), 6xido nitrico (NO) y estudio de la degranu-
lacion de mastocitos, utilizando ambos modelos.
Ademas, también se comprobaron preliminarmente
los niveles de glucosa en suero para descartar
cualquier efecto hipoglucémico de la metformina
mediante método enzimatico (kit).

A. Cambios de peso corporal

Tras la induccion de la colitis y el tratamiento
con farmacos, se calcularon la pérdida de peso
corporal porcentual y los cambios de peso del
colon (g).

B. Nivel de malondialdehidos (MDA) "

La cantidad de malondialdehido se calculo
utilizando el coeficiente de extincién molar
1,56x10° M cm™ y se expresé6 como nmoles/mg
de proteina.

C. Mieloperoxidasa (MPO) !4

La actividad de MPO se calculé mediante el
indice de cambio en absorbancia y el coeficiente
de extinciéon molar para O-dianisidina (11300
M'cm') y se expres6 como micromoles/mg de
proteina.

D. Nivel de superéxido dismutasa (SOD) '

La actividad enzimatica se expres6 como U/
min/mg de proteina. Una unidad de actividad enzi-
matica se define como la concentracidon necesaria
para una inhibicion del 50% de la produccion de
cromdgeno en un minuto en las condiciones de
ensayo definidas.

(NO) and mast cell degranulation study, using
both the models. In addition, serum glucose le-
vels were also preliminarily checked to rule out
any hypoglycemic effect of metformin by using
enzymatic method (kit).

A. Body weight changes

After induction of colitis and drug treatment,
percentage body weight loss and colon weight
changes were calculated(g).

B. Malondialehydes level (MDA)"

The amount of Malondialdehyde was calculated
using molar extinction coefficient 1.56x10° M!
cm™ and expressed as nmoles /mg protein.

C. Myeloperoxidase (MPO)"

MPO activity was calculated by ratio of change
in absorbance and molar extinction coefficient for
O-dianisidine (11300 M cm™) and expressed as
micromoles/mg protein.

D. Superoxide dismutase level (SOD)'

The enzyme activity was expressed in terms
of U/min/mg protein. One unit of enzyme activity
is defined as the concentration required for the
inhibition of the chromogen production by 50 % in
one minute under the defined assay conditions.

E. Estimation of Nitrasive stress (NO le-
vel)!e

The quantity was expressed as nmoles/mg
protein.

F. Tissue protein level measurement !’

The quantity was expressed as mg/ml of
tissue homogenate.

G. Histopathology '®Colon damage (macros-
copic damage score) was evaluated and scored
between 0-8.

H. Mast cell degranulation study "

Mast cell degranulation study was done by using
peritoneal mass cells and percentage protected
mast cells were calculated.

STATISTICAL ANALYSIS

All data are presented as mean+SEM. One
way ANOVA followed by Tukey’s multiple tests
is performed to investigate the relationship among
the groups. Wilcoxon signed rank sum test was
performed for nonparametric data. Correlations
were considered statistically significant only when
the p-value was less than 5 % or 1% 22!
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E. Estimacion de estrés nitrosativo (nivel de
NO) 16

La cantidad se expres6 como nmoles/mg de
proteina.

F. Medicion del nivel de proteinas tisulares'’

La cantidad se expres6 como mg/ml de ho-
mogenado tisular.

G. Histopatologia '8El dafio del colon (indice
de dafio macroscopico) se evalud y se valord de
0as8.

H. Estudio de la degranulaciéon de mastoci-

tos"
El estudio de la degranulacion de mastocitos
se realizo utilizando células de la masa perito-
neal y se calculd el porcentaje de mastocitos
protegidos.

ANALISIS ESTADISTICO
Todos los datos se han expresado como
media=ESM (error estandar de la media). Para
investigar la relacion entre los grupos se realizo
un ANOVA unidireccional seguido de multiples
pruebas de Tukey. Se realizd un test de rangos
signados de Wilcoxon para los datos no paramé-
tricos. Las correlaciones se consideraron signifi-
cativas desde el punto de vista estadistico cuando

el valor p fue inferior a 5% 6 1% *?2!

RESULTADOS

La metformina se estudié por su accion y
mecanismo de accion frente a los modelos de
enfermedad inflamatoria intestinal inducida
experimentalmente. Los modelos incluyen el
acido 2, 4-dinitro-bencenosulféonico (DNBS) y
el acido acético. La metformina no desencadend
ningin episodio hipoglucémico en el grupo de
control de DNBS ni en el grupo tratado con
DNBS+Metformina (Fig 1). La metformina previno
de forma significativa la pérdida porcentual del
peso corporal inicial de las ratas en comparacion
con los animales tratados con DNBS (Fig 2). El
tratamiento con metformina revertié significativa-
mente el aumento de peso del colon en el modelo
de enfermedad inflamatoria intestinal inducida por
DNBS en comparacion con los animales del grupo
de control tratados con DNBS. El tratamiento con
acido 5-aminosalicilico, un estandar de referencia,
también redujo el aumento de peso del colon en
comparacion con el grupo de control (Fig 3). El
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RESULTS

Metformin was studied for its action and
mechanism of action against experimentally
-induced inflammatory bowel disease models.
The models include 2, 4-dinitrobenzenesulphonic
acid (DNBS) and acetic acid. Metformin did not
show any hypoglycemic events in DNBS control
group as well as DNBS+ Metformin group (Fig
1). Metformin showed significant prevention in
loss of percentage initial body weight of rats
as compared to DNBS treated animals (Fig 2).
Metformin treatment significantly reversed the
rise in colon weight in DNBS -induced inflam-
matory bowel disease condition as compared to
DNBS treated control animals. Treatment with
5-Aminosalicylic acid, a reference standard also
reduced the rise in colon weight as compared to
control group (Fig 3). The macroscopic damage
score reflects mucosal damage index. It was
increased significantly in DNBS treated control
animals. However, drug as well as 5-Amino-
salicylic acid (standard) treatment significantly
reduced this score (Fig 4), indicating significant
improvement in inflammatory bowel disease con-
dition. Metformin was also studied for its effect
on biochemical parameters: lipid peroxidation
(malondialdehyde), myeloperoxidase, nitric oxide,
superoxide dismutase and mast cell degranula-
tion study. These parameters were significantly
aggravated in DNBS treatment when compared
with the normal rats. Metformin as well as 5-
Aminosalicylic acid treatment with DNBS did
show significant reduction in malondialdehyde
content (MDA), when compared with the DNBS
treated animals, indicating significant reduction
in lipid peroxidation (Fig 5).The reduction in
myeloperoxidase level was found statistically
significant in case of metformin treated group
as compared to DNBS treated control group.
However, drug treatment showed 58 % reduction
than that of standard treatment (70%) (Fig 6).
Superoxide dismutase (SOD) level was reduced
significantly in DNBS treated control animals.
Metformin and 5-Aminosalysilic acid (Standard)
treatments showed significant rise in Superoxide
dismutase (SOD) level in response to protection
against free radical genesis (Fig 7). In addition
to lipid peroxidation, metformin treatment sig-
nificantly lowered increased nitric oxide (NO)
level in the presence of DNBS treatment. These
results were parallel with that of 5-Aminosaly-
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indice de dano macroscopico refleja el indice de
dafio en la mucosa. Aumento de forma significativa
en los animales del grupo de control tratados con
DNBS. Sin embargo, el tratamiento con farmacos
y &cido 5-aminosalicilico redujo significativamente
este indice (Fig 4), indicando una mejora signi-
ficativa de la enfermedad inflamatoria intestinal.
La metformina se estudié también por su efecto
sobre parametros bioquimicos: peroxidacion lipi-
dica (malondialdehido), mieloperoxidasa, 6xido
nitrico, superdxido dismutasa y estudio de la
degranulacion de mastocitos. Estos parametros se
agravaron significativamente en el tratamiento con
DNBS en comparacion con las ratas normales. El
tratamiento con metformina asi como con acido
5-aminosalicilico, tras la administracion de DNBS,
provoco una reduccion significativa del contenido
de malondialdehido (MDA) en comparaciéon con
los animales tratados con DNBS, indicando una
reduccion significativa de la peroxidacion lipidica
(Fig 5). La reduccion del nivel de mieloperoxidasa
fue significativa desde el punto de vista estadistico
en el caso del grupo tratado con metformina en
comparacion con el grupo de control tratado con
DNBS. Sin embargo, el tratamiento con farmacos
supuso una reduccion del 58% en comparacion con
la obtenida con el tratamiento estandar (70%) (Fig
6). El nivel de superdxido dismutasa (SOD) se
redujo significativamente en los animales del grupo
de control tratados con DNBS. En los tratamientos
con metformina y acido 5-aminosalicilico (estandar)
aumento significativamente el nivel de superdxido
dismutasa (SOD) como respuesta defensiva frente
a la génesis de radicales libres (Fig 7). Ademas
de la peroxidacion lipidica, el tratamiento con
metformina redujo significativamente el aumento
del nivel de 6xido nitrico (NO) producido tras el
tratamiento con DNBS. Estos resultados fueron
paralelos a los obtenidos con los animales tratados
con acido S-aminosalicilico (Fig 8). Ademas, los
tratamientos con farmacos proporcionaron una
proteccion significativa en la degranulacion de
mastocitos (Fig 9) en comparacion con el grupo
de control. Resultados similares se obtuvieron en
el modelo de colitis difusa inducido por acido
acético (Fig 2-9 segundo grupo de paneles). Por
tanto, se establece a partir de los resultados ob-
tenidos que el tratamiento con metformina revoco
los cambios inflamatorios de la mucosa colonica
causados por esos irritantes y que los resultados
fueron comparables a los obtenidos con las ratas
tratadas con acido 5-aminosalicilico.

silic Acid treated animals (Fig 8). Further, drug
treatments showed significant protection in mast
cell degranulation (Fig 9) as compared to control
group.Similar findings were observed in acetic
acid model of diffused colitis (Fig 2-9 second
panels). Thus, it is established from our findings
that metformin treatment revoked the inflamma-
tory changes in colonic mucosa caused by those
irritants and the results were comparable with
that of 5-Aminosalicylic acid treated rats.
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FIGURA 1. Efecto per se de la metformina sobre los niveles de glucosa en suero en el modelo de DNBS.
FIGURE 1. Effect of Metformin on serum glucose levels perse rats in DNBS model.
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Niveles de glucosa en suero (n=4) (método enzimatico) (GOD-POD).
Serum glucose levels (n=4) (Enzymatic method) (GOD-POD).

FIGURA 2. Efecto de la metformina sobre la pérdida de peso corporal.
FIGURE 2. Effect of Metformin on Body Weight Loss.
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Todos los valores se han expresado como media + ESM (n=6), (ANOVA seguido de multiples pruebas de Tukey). *p <0,05 en com-
paracion con las ratas tratadas con DNBS y las ratas tratadas con acido acético.

All values expressed as mean + SEM (n=6), (ANOVA followed by Tukey’s multiple test). *p <0.05 when compared with DNBS treated
rats and Acetic acid treated rats.
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FIGURA 3. Efecto de la metformina sobre el peso del colon.
FIGURE 3. Effect of Metformin on Colon Weight.
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Todos los valores se han expresado como media = ESM (n=6), (ANOVA seguido de multiples pruebas de Tukey). 4Ap <0,05 en compa-
racion con las ratas normales; *p < 0,05 en comparacion con las ratas tratadas con DNBS y las ratas tratadas con acido acético.

All values expressed as mean + SEM (n=6), (ANOVA followed by Tukey’s multiple test). Ap < 0.05 when compared with the normal
rats; ®p < 0.05 when compared with DNBS treated rats and Acetic acid treated rats.

FIGURE 4. Efecto de la metformina sobre el indice de dafio macroscopico.
FIGURE 4. Effect of Metformin on Macroscopic Damage score.
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Todos los valores se han expresado como media £+ ESM (n=6), (test de rangos signados de Wilcoxon). %*p < 0,01 en comparacion con

las ratas tratadas con DNBS y las ratas tratadas con acido acético.

All values expressed as mean + SEM (n=6), (Wilcoxon signed rank sum test). %p <0.01 when compared with DNBS treated rats and

Acetic acid treated rats.
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FIGURA 5. Efecto de la metformina sobre la peroxidacion lipidica: Nivel de malondialdehido (MDA).
FIGURE S. Effect of Metformin on Lipid Peroxidation: Malondialdehyde (MDA) Level.
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Todos los valores se han expresado como media = ESM (n=6), (ANOVA seguido de multiples pruebas de Tukey). Ap <0,05 en compa-
racion con ratas normales; *p <0,05 en comparacion con las ratas tratadas con DNBS y las ratas tratadas con acido acético.

All values expressed as mean + SEM (n=6), (ANOVA followed by Tukey's multiple test). Ap <0.05 when compared with normal rats;
*p <0.05 when compared with DNBS treated rats and Acetic acid treated rats.

FIGURA 6. Efecto de la metformina sobre el nivel de micloperoxidasa (MPO).
FIGURE 6. Effect of Metformin on Myeloperoxidase (MPO) Level.
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Todos los valores se han expresado como media + ESM (n=6), (ANOVA seguido de multiples pruebas de Tukey). 4Ap <0,05 en compa-
racion con ratas normales; *p <0,05 en comparacion con las ratas tratadas con DNBS y las ratas tratadas con acido acético.

All values expressed as mean + SEM (n=6), (ANOVA followed by Tukey's multiple test). Ap <0.05 when compared with normal rats; *p
<0.05 when compared with DNBS treated rats and Acetic acid treated rats.
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FIGURA 7. Efecto de la metformina sobre el nivel de superdxido dismutasa (SOD).
FIGURE 7. Effect of Metformin on Superoxide Dismutase (SOD) Level.
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Todos los valores se han expresado como media = ESM (n=6), (ANOVA seguido de multiples pruebas de Tukey). 4p <0,05 en
comparacion con ratas normales; *p <0,05 en comparacién con las ratas tratadas con DNBS y las ratas tratadas con acido acético.

All values expressed as mean = SEM (n=6), (ANOVA followed by Tukey's multiple test). Ap <0.05 when compared with normal
rats;, ®p <0.05 when compared with DNBS treated rats and Acetic acid treated rats.

FIGURA 8. Efecto de la metformina sobre el nivel de 6xido nitrico (NO).
FIGURE 8. Effect of Metformin on Nitric Oxide (NO) Level.
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Todos los valores se han expresado como media + ESM (n=6), (ANOVA seguido de multiples pruebas de Tukey). 4p <0,05 en compa-
racion con ratas normales; *p <0,05 en comparacion con las ratas tratadas con DNBS y las ratas tratadas con acido acético.

All values expressed as mean + SEM (n=6), (ANOVA followed by Tukey's multiple test). Ap <0.05 when compared with normal rats;
*p <0.05 when compared with DNBS treated rats and Acetic acid treated rats.
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FIGURA 9. Efecto de la metformina sobre la degranulaciéon de mastocitos.
FIGURE 9. Effect of Metformin on Mast Cell Degranulation.

.'IE
2
: *
R
% A
£ 5
3 ¥
3 15
B 10
E‘
]
a
0@‘ 0‘5’ & ¢
o & ¢
& &
e &
&
&

; &
Groups o

%

e

Todos los valores se han expresado como media = ESM (n=6), (ANOVA seguido de multiples pruebas de Tukey). 4p <0,05 en compa-
raciéon con ratas normales; *p <0,05 en comparacion con las ratas tratadas con DNBS y las ratas tratadas con acido acético.

All values expressed as mean + SEM (n=6), (ANOVA followed by Tukey's multiple test). Ap <0.05 when compared with normal rats; *p
<0.05 when compared with DNBS treated rats and Acetic acid treated rats.

DISCUSION

En el presente trabajo, hemos intentado
evaluar la eficacia de la metformina frente a la
enfermedad inflamatoria intestinal inducida por
DNBS (acido 2, 4-dinitro-bencenosulfonico) y la
inducida por acido acético en ratas. La inflama-
cion provocada por el acido 2, 4-dinitro-ben-
cenosulfonico (DNBS) y el acido acético se
asemeja en gran medida a la observada en el
estado clinico. Varios de los principales factores
causantes involucrados en la iniciacion de la en-
fermedad inflamatoria intestinal humana como el
estrés oxidativo, el aumento de la permeabilidad
vascular, la infiltraciéon neutrofilica prolongada
y el aumento de la produccion de mediadores
inflamatorios se observaron en estos modelos
con animales. Los sintomas comunes observados
en la enfermedad inflamatoria intestinal son la
reduccion de la ingesta de alimentos, del peso
corporal y del consumo de agua debido a una
menor tolerancia a los alimentos y el agua. El
aumento significativo del peso corporal de los
animales tratados con farmacos en el presente
estudio sugiere una reduccion indirecta de la
inflamacion del colon. El examen histologico del
colon transcurridos 4 dias del tratamiento con
metformina mostré una reduccion significativa
de la hiperemia de la mucosa que se representa
como indice de dafio de la mucosa colonica.
Para estudiar mas la eficacia de la metformina
frente a las especies reactivas del oxigeno gene-
radas durante la inflamacién coldnica, se midid
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DISCUSSION

In the present work, we have made an attempt
to evaluate the efficacy of metformin against DNBS
(2, 4-dinitrobenzenesulphonic acid)-induced and
acetic acid-induced inflammatory bowel disease in
rats. The inflammation produced by 2, 4-dinitro-
benzenesulphonic acid (DNBS) and acetic acid
resembles to a great extent with that observed in
the clinical status. Several major causative factors
involved in the initiation of human inflammatory
bowel disease such as oxidative stress, enhanced
vascular permeability, prolonged neutrophil infil-
tration and increased production of inflammatory
mediators are all observed in these animal models.
The common symptoms observed in inflammatory
bowel disease are reduction in food intake, body
weight, and water intake due to reduced tolerance
to food and water. Significant Increase in the body
weight in the drug treated animals of the present
study suggests the reduction in inflammation of
the colon indirectly.The histological examination
of colon after 4 days of the treatment with me-
tformin showed significantly lesser hyperemia
of the mucosa and that is represented as colonic
mucosal damage score. To further study the efficacy
of metformin against the reactive oxygen species
generated during the colonic inflammation,
we measured malondialdehyde, myeloperoxidase,
nitric oxide, superoxide dismutase activities in
the colonic tissues. Malondialdehyde is the final
product of oxidative stress and is good indicator
for extent of oxidative stress. Myeloperoxidase
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la actividad de malondialdehido, mieloperoxi-
dasa, oxido nitrico y superdxido dismutasa en
los tejidos colénicos. El malondialdehido es el
producto final del estrés oxidativo y es un buen
indicador del alcance de dicho estrés. La mie-
loperoxidasa cataliza la conversion de peroxido
de hidrégeno proporcionalmente mas estable en
acido hipocloroso inestable. Por tanto, promueve
el estrés oxidativo y ademas induce la infiltracion
neutrofilica en el area de la mucosa causando mas
daio al tejido. Ademas, los estadios avanzados de
la inflamacion intestinal tanto en humanos como
en animales *’estan asociados a un aumento de
la formacion de oxido nitrico por iNOS. La ac-
tivacion del factor de transcripcion NF-kB juega
un papel importante en la expresion de iNOS y
el aumento del nivel de 6xido nitrico. 2

Un gran numero de estudios han revelado que
el aumento del estrés oxidativo y de la actividad
de iNOS es una caracteristica notable de la en-
fermedad intestinal inflamatoria, lo que da como
resultado una serie patoldgica de reacciones de
radicales libres que originan radicales libres mas
oxidativos como el peroxinitrito (ONOO) para
dafiar la estructura y la funcion de las células.
El exceso de 6xido nitrico puede dilatar la vas-
culatura y aumentar la permeabilidad vascular,
asi como desactivar la actividad de antioxidantes
como el superdxido dismutasa y la catalasa re-
accionando con el grupo sulfidrilo en la enzima.
La superdxido dismutasa es un factor / enzima
importante para la conversion de radicales libres
en peroxido de hidrogeno y, por tanto, actua como
un antioxidante endégeno evitando la produccion
de radicales libres. Ademas de todo esto, también
se ha implicado a los mastocitos en la patofisio-
logia de la enfermedad inflamatoria intestinal. La
alteracion de los mastocitos esta mediada por la
activacion de anticuerpos IgE. Varios mediadores
como histamina, 5-HT, prostaglandinas e interleu-
quinas como IL-1, IL-6, TNF-a, se liberan con
la degranulacion de los mastocitos y producen
diversas reacciones inflamatorias. #*

La metformina pertenece a la familia de las
biguanidas y se utiliza normalmente en el trata-
miento de la diabetes de tipo 2 para aumentar
la sensibilidad de los tejidos y el higado a la
insulina, asi como para reducir la produccion de
glucosa hepatica. Ademas de este efecto hipoglu-
cemiante, se ha establecido en otros estudios que
la metformina inhibe la respuesta proinflamatoria
y la activacion de NF-xB en células de la pared

catalyses the conversion of proportionally more
stable hydrogen peroxide to unstable hydro-
chlorus acid. Thus it promotes oxidative stress
and additionally it induces neutrophil infiltration
on mucosal area causing further damage to the
tissue. Furthermore, advanced stages of bowel
inflammation in humans and animals *are as-
sociated with enhanced formation of nitric oxide
by iNOS. Activation of the transcription factor
NF-kB plays an important role in expression of
iNOS and increase in nitric oxide level. %

Large number of studies has revealed that the
increase of oxidative stress and iNOS activity is a
notable feature of inflammatory bowel disease,
which results into a pathological cascade of free
radical reactions and further yielding more oxida-
tive free radicals such as peroxynitrite (ONOO)
to impair the structure and function of cells.
Excessive nitric oxide could dilate vasculature
and enhance vascular permeability, as well as
inactivate the activity of antioxidants such as
superoxide dismutase and catalase by reacting
with hydrosulfide group in the enzyme. Superoxide
dismutase is an important factor / enzyme for
conversion of free radicals to hydrogen peroxi-
de and thus acts as endogenous antioxidant
preventing the production of free radicals. In
addition to all these, mast cells have also been
implicated in pathophysiology of inflammatory
bowel disease. Mast cell disruption is mediated
by activation of IgE antibodies. Various mediators
like histamine, 5-HT, prostaglandins, interleukines
like IL-1, IL-6, TNF-a, are released upon de-
granulation of the mast cells and produce the
various inflammatory reactions. *

Metformin, a biguanide family member com-
monly used in the treatment of type 2 diabetes
to increase liver and tissue sensitivity to insulin
as well reduce hepatic glucose production. Be-
yond glucose lowering effect, it is reported that
metformin inhibits proinflammatory response
and NF-xB activation in human vascular wall
cells (in culture cells) obtained from diabetic
atherosclerotic patient'®. It is reported that there
is activation of NF-xB in inflammatory bowel
disease. Therefore, inhibition of NFxB could
be a potential target for the treatment of infla-
mmatory bowel disease. NFxB up regulates the
production of various inflammatory cytokines
like IL-1, IL-6; TNF-a involved in inflammatory
process and promotes the generation of reactive
oxygen species. It is beyond doubt that NFxB is
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vascular humanas (en cultivos celulares) obtenidas
de pacientes con aterosclerosis diabética'®. Se ha
establecido en otros estudios que hay activacion
de NF-kB en la enfermedad inflamatoria intes-
tinal. Por tanto, la inhibicion de NFxB puede
ser un objetivo potencial en el tratamiento de la
enfermedad inflamatoria intestinal. NF?B regula
la produccion de diversas citoquinas inflama-
torias como IL-1, IL-6; TNF-a participa en el
proceso inflamatorio y promueve la generacion
de especies reactivas del oxigeno. Esta fuera de
toda duda que NF?B es uno de los principales
factores involucrados en la patogénesis de la
enfermedad inflamatoria intestinal. Por tanto, es
de esperar que la inhibicion de NFkB tenga un
efecto beneficioso en la enfermedad inflamatoria
intestinal.

En el presente estudio, tanto las propiedades
antioxidantes como antiinflamatorias de la me-
tformina, asi como su funcion protectora de los
mastocitos se consideran posibles mecanismos
para reducir la severidad de la enfermedad. Por
tanto, estos resultados sugieren nuevos datos acerca
del efecto antiinflamatorio y antioxidante de la
metformina sobre ratas con colitis inducida.
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one of the key factor involved in pathogenesis of
inflammatory bowel disease. Thus inhibition of
NF«B can be expected to have beneficial effect
in inflammatory bowel disease.

In our study, the antioxidant as well as anti-
inflammatory properties and mast cell protection of
metformin are considered to be likely mechanisms
for reducing the severity of disease. Hence, these
results suggest some new information on an anti-
inflammatory and antioxidant effect of metformin
on colitis induced rats.
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