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Resumen

Introduccién: En el presente trabajo se realizd el estudio experimental en ratas, de
un grupo de nuevos derivados de 5-nitroindazolinona con actividad antiinflamatoria
identificada mediante estudios in silico e in vivo, precedentes. Método: La actividad
farmacoldgica fue evaluada a través del ensayo del edema plantar inducido por
carragenina. Los compuestos VA5-15c, VA5-13h, VA5-13l, VATR-4 y VATR-5
fueron administrados oralmente a las dosis de 10 y 20 mg/kg de peso vivo.
Resultados: Todos los compuestos evaluados inhibieron el edema, existiendo
diferencias estadisticamente significativas respecto al control negativo para VA5-
13h, VA5-13l, VATR-4 y VATR-5 (p<0,05). Las sustancias VA5-13l y VATR-4, a 20
mg/kg de peso vivo, mostraron los mejores resultados con 46,08% y 49,29% de
inhibicion respectivamente. Actividad comparable significativamente (p>0,05) al
control positivo (indometacina). Conclusiones: Se puede concluir que las 5-
nitroindazolinonas constituyen un nuevo nucleo estructural para la busqueda de
nuevos farmacos antiinflamatorios.
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Abstract

Introduction: In the present work, the experimental study in rats of a group of 5-
nitroindazolinone derivatives with anti-inflammatory activity identified by precedent in
silico and in vivo studies, was carried out. Methods: The pharmacological activity
was evaluated through of carrageenan induced paw edema assay. The compounds
VAS5-15¢, VA5-13h, VA5-13l, VATR-4 and VATR-5 were administered orally to the
doses of 10 and 20 mg/kg of weight. Results: All the tested compounds inhibited the

edema, existing differences statistically significant respect to the negative control for



the substances VA5-13h, VA5-13I, VATR-4 and VATR-5 (p < 0,05). The substances
VAS5-13l and VATR-4, to 20 mg/kg of weight, showed the best results with 46,08%
and 49,29% of inhibition respectively. This activity was significantly comparable
(p>0,05) to the positive control (indometacina). Conclusion: It is possible to conclude
that the 5-nitroindazolinones constitute a new structural support for the search of
new anti-inflammatory drugs.
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Introduccion

La inflamacion es considerada el primer mecanismo fisiolégico de defensa del
organismo ante infecciones, alergenos y dafos por agentes fisicos y quimicos. Esta
respuesta protectora, puede en ocasiones resultar persistente e inducir o agravar
otras enfermedades conduciendo a procesos inflamatorios agudos o cronicos y la
consecuente necesidad de utilizacion de terapias medicamentosas [,

Dentro de los medicamentos que se utilizan para el control de los procesos
inflamatorios, los antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides y los
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) constituyen los mas utilizados a nivel
mundial . Estos farmacos, al ser utilizados por largos periodos de tiempo provocan
severas reacciones adversas de las cuales no siempre son conscientes los
pacientes, constituyendo ello un motivo de preocupacion en la actualidad 4.
Debido al amplio uso de estos farmacos y la alta incidencia de reacciones adversas
que presentan resulta apropiada la busqueda de nuevos compuestos con actividad
antiinflamatoria que puedan constituir punto de partida para el desarrollo de nuevos
farmacos antiinflamatorios eficaces y mas seguros desde el punto de vista
terapéutico. En este sentido algunos compuestos derivados del indazol pueden
constituir una alternativa .

Recientemente, estudios in silico utilizando los descriptores TOMOCOMD-CARDD vy
estudios in vivo utilizando peces zebra y ratones como material biol6gico, mostraron
que derivados de la 5-nitro-3-indazolinona, presentan actividad antiinflamatoria
comparable con la indometacina . Continuar el estudio estos compuestos,
utilizando otros meétodos experimentales, resulta de gran interés. Por ello se

propone, evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo de un grupo de estos derivados



de 5-nitroindazolinona y compuestos quimicos relacionados administrados por via
oral, en ratas.

Métodos

El efecto antiinflamatorio de las sustancias se evalu6 a través del ensayo de edema
plantar inducido por carragenina 7] Los compuestos evaluados fueron obtenidos por
via sintética a partir de la 3-indazolinona "% Las estructuras quimicas de éstos se
muestran en la Fig. 1.

-Material biolégico: se utilizaron ratas machos Wistar de 180 + 20 g de peso vivo
(p.v.) procedentes del Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB), La Habana. Una vez recibidos, se estabularon bajo
condiciones perfectamente estandarizadas: temperatura 23°C, humedad relativa 40-
70%, fotoperiodo 12/12 horas de luz/oscuridad; alimentacién artificial estandar y
agua ad libitum, la alimentacion fue retirada 18 horas antes de comenzar el
experimento. Los animales se distribuyeron a razén de 6 por grupo de estudio.
Durante el experimento se cumplieron con las Normas de Bioética y Bioseguridad
establecidas para este tipo de estudio!"".

-Descripcién de la técnica: inicialmente se midio el de la pata posterior derecha de
las ratas con el empleo del pletismometro (7140, Ugo Basile, Italia), se realizaron
tres réplicas con un coeficiente de variacion menor del 4% para la determinacién del
valor basal. Posteriormente, los compuestos de prueba fueron suspendidos en
carboximetilcelulosa al 0.5% y administrados en dosis de 10 y 20 mg/kg p.v. Se
utilizé un grupo control positivo que recibié indometacina (Sigma Aldrich) a razén de
10mg/kg p.v. y un grupo control negativo que recibié carboximetilcelulosa al 0.5%
(10mL/kg p.v.). Todas las sustancias se administraron por via oral utilizando canulas

intragastricas 16 G y los volumenes recomendados segun la via de administracion



utilizada . Transcurrida media hora, se administré 0,1 mL de una suspensién de
A-carragenina 1% en la aponeurosis plantar derecha de todos los animales. Los
volumenes de la pata inflamada se midieron a las 1, 2, 3, 4 y 5 horas después de la
administracion de la carragenina. La diferencia entre el valor inicial y subsecuentes
lecturas para cada tiempo de estudio arrojé el volumen de edema. Los porcentajes
de inflamacién se calcularon mediante la expresion matematica:

Xcontrol — Xproblema
Xcontrol

% Inhibicién = x100

Donde:

Xcontrol — es el valor medio de edema de los animales del grupo control negativo.
Xproblema- es el valor medio de edema de los animales del grupo problema.
-Analisis estadistico. Se utilizé el analisis de varianza de una via (ANOVA) seguida
de un analisis de comparaciones de las medias de grupos individuales. Los
resultados se muestran como la media * desviacion estandar (D.E.). Valores de
p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. Se utilizé el paquete de
programas SPSS para Windows.

Resultados

Los valores de edema, expresado como la media £ D.E. y el porcentaje de inhibicion
de cada sustancia con respecto al grupo control negativo, se muestran en la tabla 1.
Todos los grupos mostraron los mayores valores de edema a las tres y cuatro horas
de administrada la carragenina.

Para las sustancias en estudio y la indometacina, estos valores resultaron inferiores
al del grupo control negativo existiendo diferencias estadisticamente significativas
para las sustancias (VA5-13l, VATR-4) y (VA5-13h, VA5-13I, VATR-4 y VATR-5) a
las dosis de 10 y 20mg/kg p.v., respectivamente (p<0,05). En todos los casos la

dosis de 20mg/kg p.v. mostré valores de inhibicién superiores a los obtenidos para



la dosis de 10mg/kg p.v. Los mayores porcentajes de inhibicién del edema a las 5
horas de estudio se reportan para la indometacina (10mg/kg p.v.) y los compuestos
VAS5-13l y VATR-4 a la dosis de 20mg/kg p.v., con valores de 60,75, 46,08 y 49,29%
respectivamente, siendo estos valores significativamente comparables (p> 0,05).
Discusion

El efecto antiinflamatorio de las sustancias se evalud a través del edema inducido
por carragenina. La administracion de una solucién de este mucopolisacarido
sulfatado, extraido del alga marina Chondrus crispus, en el nivel de la aponeurosis
plantar de la rata provoca una reaccién de caracter inflamatorio agudo no especifica

y de tipo bifasica "

. La fase inicial es atribuida a la liberacion de histamina y
serotonina mientras que en la segunda fase, predominan las prostaglandinas PGE;
PGE,y PGF, "* . E| edema mantenido entre la primera y segunda fase es debido
a la bradicinina y diversos factores del complemento implicados en la inflamacién
que actlian como amplificadores de la respuesta ['®. Otro importante mediador en
este proceso es el oxido nitrico producido por la enzima oOxido nitrico sintetasa
constitutiva e inducible, en la primera y segunda fase de la inflamacion,
respectivamente ['" 18,

Estos mediadores quimicos producen un incremento de la permeabilidad vascular,
promoviendo la acumulacion de fluidos en los tejidos y como consecuencia el
desarrollo del edema "%, el cual es empleado como variable para la evaluacién de la
actividad antiinflamatoria en este modelo experimental .

La indometacina es utilizada con frecuencia como control positivo en este método
experimental, pues inhibe las ciclooxigenasas (COX) y por tanto, inhibe la formacién

y liberacidén de las prostaglandinas que en la segunda fase (entre las 3 y 4 horas)

adquieren su maxima manifestacion, principalmente la PGE; ['Y. Los porcentajes de



inhibicion de la inflamacion a estos tiempos de estudio, 54,99% y 60,31%
respectivamente, se encuentran en correspondencia con los resultados de estudios
similares %21,

Los derivados de la 5-nitroindazolinona mostraron efectos antiinflamatorios por otras
técnicas experimentales in silico e in vivo . Se ha demostrado la actividad
antiinflamatoria de algunos derivados del imidazol por lo que el estudio de nuevos
derivados de este compuesto heterociclico resulta de interés para la busqueda de
nuevos tratamientos farmacologicos . Los compuestos 5-nitroindazol y 7-
nitroindazol por ejemplo, han mostrado efectos antiinflamatorios en el edema plantar
inducido por carragenina. Estos efectos han sido atribuidos a la inhibicion de la

produccion de éxido nitrico 2224

, mediador importante para la amplificacién de la
respuesta inflamatoria . Las indazolinonas, especificamente las 2-N-sustituidas,
presentan actividad antiinflamatoria presentando inhibicion en la sintesis de
prostaglandinas y leucotrienos. Es conocido que tanto la COX como la 5-
Lipoxigenasa son susceptibles a inhibicion por compuestos con bajo potencial redox
como las indazolinonas, si bien no existe una relacion directa entre la inhibicion de
las enzimas y el potencial redox. Las 2-N-bencil y las 2-N-metil indazolinonas han
mostrado efectos antiinflamatorios al inhibir tanto la sintesis de Leucotrieneo By in
vitro y ex vivo, como de PGE; in vitro 2% %7,

Se puede concluir que el nucleo de las 5-nitroindazolinonas constituye un nuevo
soporte estructural para la busqueda de nuevos farmacos antiinflamatorios.
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Fig. 1. Estructura quimica de las nitroindazolinonas identificadas como nuevos

antiinflamatorios y evaluadas in vivo en el presente estudio.



Tabla 1. Actividad antiinflamatoria de las nitroindazolinonas por el modelo de edema
plantar inducido por carragenina.

Nombreo  Dosis Edema (volumen en mL)?
cédigo  (mg/kg) ™ () 2(h) 3(h) 4(h) 5(h)
Control - 0,27 + 045+ 0,72+0,12 0,81% 0,69 +
0,08 0,07 0,18 0,14
Indometacina 10 0,19 0,28 0,33 0,32 0,27 %
0,08 0,12 0,19 0,16 0,13
(30,32)  (37,78)  (54,99)**  (60,31)** (60,75)**
VA5-15¢ 10 0,26 + 041+ 056+0,19 062+ 0,55 +
0,04 0,15 0,13 0,15
(0,72) (7,05) (21,96) (23,84)>  (20,05)°
VA5-15¢ 20 0,27 + 0,37+ 053+0,12 0,58+ 0,44 +
0,08 0,08 0,16 0,10
- (17,09)  (26,40)  (28,77)° (35,98)
VA5-13h 10 0,23 + 0,36+ 053+0,17 0,55+ 0,46 +
0,07 0,08 0,22 0,18
(12,21)  (18,04)  (26,76) (32,10) (33,51)
VA5-13h 20 0,21 + 0,34+ 049+014 0,524 0,43 +
0,04 0,05 0,10 0,07
(18,95)  (23,16)  (32,17)  (35,86)*  (37,22)
VA5-13| 10 0,24 + 0,39+ 0,51+0,09 0,50+ 0,41 +
0,09 0,18 0,10 0,09
(10,53)  (11,84)  (29,65)  (38,03)*  (40,23)*
VA5-13| 20 0,21 + 0,36+ 045+0,09 0,454+ 0,37 +
0,05 0,06 0,10 0,07
(19,16)  (20,16)  (37,51)  (44,60)*  (46,08)**
VATR-4 10 0,23 + 0,38+ 049+0,21 046+ 0,39 +
0,07 0,21 0,19 0,13
(14,61)  (14,84)  (31,42)  (43,52)** (43,52)*
VATR-4 20 0,22 + 035+ 042+0,12 0,43% 0,34 +
0,08 0,10 0,10 0,11
(15,87)  (21,44)  (40.99)*  (46,99)**  (49,29)**
VATR-5 10 0,20+0,05 0,33+ 0,449+003 0,54+ 0,45 +
0,04 0,06 0,09
(23,79)  (26,84)  (31,14) (34,02)  (34,04)
VATR-5 20 0,19 + 0,31+ 0474017 0,50+ 0,42 +
0,01 0,15 0,14 0,07
(27,49)  (29,84)  (34,94) (38,52  (39,26)

3Los valores representan la media + D,E, (n=6); "diferencias significativas comparado
con la Indometacina p<0,05; diferencias significativas comparado con el grupo control
*p<0,05 y **p<0,01; (Anova de un factor, Tukey). Los valores en paréntesis
representan porcentajes de inhibicion del edema a cada tiempo.



