RINDERESU vol. 7 (1-2): 203- 221 (2022)

RINDERESU
Revista Internacional de Desarrollo Regional Sustentable

E Colegio de ISSN 2448-5527
eracruz

Evaluacion del efecto antiinflamatorio de nanoparticulas de oxido de zinc/extracto
etanolico de verbesina persicifolia

Evaluation of the anti-inflammatory effect of zinc oxide nanoparticles / ethanol extract of
verbesina persicifolia

Gabriel Arturo Soto Ojeda'”, Amanda Garcia Lopez!, Minerva Hernandez Lozano, Mauro Antonio Villanueva
Lendechy!

"Facultad de Quimica Farmacéutica Biologica, Universidad Veracruzana, Circuito Gonzalo Aguirre Beltran,
esquina la Pérgola, Zona Universitaria, C.P. 91080, Xalapa Ver., México

Autor de Correspondencia®: gsoto@uv.mx

Recibido 12 de julio 2022; recibido en forma revisada 18 de septiembre de 2022; aceptado 30 de octubre 2022

RESUMEN

La inflamacidon es una respuesta a diferentes agresiones que pueden ser enddgenas o exdgenas a causa de
infeccion por un patdgeno y/o dafio tisular que afecta la calidad de vida de las personas. La Verbesina persicifolia
es una planta que se ha empleado en el tratamiento de la inflamacion entre otras propiedades medicinales. Por
otra parte, los sistemas de acoplamiento o complejos con el 6xido de zinc nanoparticulado (ZnO-Nps) que, por
sus propiedades quimicas inertes, hidrofilas son excelentes sistemas de liberacion y estabilizacion de farmacos.
Por lo que, nuestro objetivo fue acoplar ZnO-Nps a extracto etandlico de V. persicifolia y evaluar el efecto
antiinflamatorio un modelo in vitro e in vivo. En el estudio in vitro se evaluaron las concentraciones de 50, 100,

200, 400, 600 y 800 pg/mL de ZnO/Vp, como control negativo y positivo se utilizoé solucion salina isoténica y
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100 pg/mL de naproxeno, respectivamente. En el modelo in vivo se evaluaron las dosis de 50, 100, 200, 400, 600
y 800 mg/Kg de ZnO/Vp, como control negativo y positivo se utilizé el vehiculo y naproxeno (50 mg/Kg). Los
resultados mostraron un efecto antiinflamatorio en el modelo de estabilidad de la membrana con hemdlisis
inducida por solucién hipotonica a la concentracion de 400 ug/mL [F(7,40) =289.046; p< 0.001] a diferencia de la
hemolisis con calor, no se presentaron efectos en los tratamientos ensayados [F(7,40)= 3.491; p=0.05; NS]. Por
otra parte, en el modelo de edema plantar en ratas se observo un efecto antiinflamatorio dosis dependiente a partir
de 200 mg/Kg siendo mayor al de naproxeno a dosis de 800 mg/Kg [F2s8.200) = 2.065; p<0.002]. En conclusion,
el complejo de ZnO/Vp posee efecto antinflamatorio; por lo que, es importante seguir realizando mas estudios

sobre su potencial como agente antiinflamatorio para poder ser empleados en diversos padecimientos.
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ABSTRACT
Inflammation is a response to different aggressions that can be endogenous or exogenous due to infection by a
pathogen and/or tissue damage that affects people's quality of life. Verbesina persicifolia is a plant that has been
used in the treatment of inflammation among other medicinal properties. On the other hand, coupling systems or
complexes with nanoparticle zinc oxide (ZnO-Np) which, due to their inert, hydrophilic chemical properties, are
excellent drug release and stabilization systems. Therefore, our objective was to couple ZnO-Nps to an ethanolic
extract of V. persicifolia and to evaluate the anti-inflammatory effect in an in vitro and in vivo model. In the in
vitro study, concentrations of 50, 100, 200, 400, 600, and 800 pg/mL of ZnO/Vp were evaluated. Isotonic saline
and 100 pg/mL of naproxen were used as negative and positive control, respectively. In the in vivo model, the
doses of 50, 100, 200, 400, 600 and 800 mg/Kg of ZnO/Vp were evaluated, as negative and positive control the
vehicle and naproxen (50 mg/Kg) were used. The results showed an anti-inflammatory effect in the membrane

stability model with hemolysis induced by hypotonic solution at the concentration of 400 pg/mL [F(7,40) =289.046;
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p<0.001] unlike heat hemolysis, there were no effects in the tested treatments [F(7.40) = 3.491; p=0.05; NS]. On
the other hand, in the model of plantar edema in rats, a dose-dependent anti-inflammatory effect was observed
starting at 200 mg/Kg, being greater than that of naproxen at a dose of 800 mg/Kg [F 28,200y = 2,065; p<0.002]. In
conclusion, the ZnO/Vp complex has an anti-inflammatory effect; Therefore, it is important to continue carrying

out more studies on its potential as an anti-inflammatory agent in order to be able to use it in various diseases.

Keywords: Inflammation, edema, nanoparticle, huichin
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INTRODUCCION

La inflamacion es la respuesta inicial e inespecifica
del organismo ante estimulos mecéanicos, quimicos o
por infeccion de patdgenos; es una respuesta rapida
y amplia, controlada humoral y celularmente
(complemento, cininas, coagulacion y cascada
fibrinolitica), desencadenada por la activacion de
fagocitos y células endoteliales (Garcia et al., 2000).
Esta respuesta inflamatoria puede darse por
infeccion de patdgenos y/o dafo tisular (Arts et al.,
2018) que se identifica por los signos de rubor, calor,
dolor, tumor e impotencia funcional (Balusu et al.,
2016). El tratamiento farmacologico para la
inflamacion es a base de medicamentos
antiinflamatorios; sin embargo, la administracion de
estos medicamentos tiene efectos secundarios a corto
y largo plazo, tales como: alteraciones
gastrointestinales, hepatopatias, dafios renales,
alteracion de la coagulacion sanguinea, problemas
digestivos (Perea, 2017), problemas hematoldgicos
principalmente relacionados con mecanismos
inmunitarios, siendo los mas importantes la
agranulocitosis, anemia aplasica, trombocitopenia y

anemia hemolitica (Prieto y Vargas, 2000).

Por lo anterior, es relevante buscar y plantear
tratamientos alternativos antiinflamatorios seguros,
que presenten mayor eficacia, baja toxicidad y que
desencadenen = menos efectos secundarios
(Murugesan, 2014).

En consistencia, se han buscado alternativas de
tratamiento en diversas plantas medicinales, dentro
de las que se encuentra la Verbesina persicifolia, que
es empleada para distintas afecciones que ademas
cuenta con actividad antiinflamatoria por los
metabolitos que la conforman (Biblioteca de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Por otra parte, los sistemas de acoplamiento o
complejos con 6xido de zinc nanoparticulado (ZnO-
Np), son excelentes sistemas de liberacion y
estabilizacion de farmacos, debido a sus propiedades
quimicamente inertes, hidrofilas y de facil sintesis
(Trevifo et al., 2014).

El 6xido de zinc (ZnO) es un compuesto inorgénico,
que se conoce como producto de uso seguro y por
ello tiene amplias aplicaciones. A nivel nanométrico
se caracteriza por comportarse como un

semiconductor con un ancho de banda de 3.37 eV
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(Gates et al., 2005; Francisco et al., 2017), ademas,
en condiciones ambientales posee estructura
hexagonal tipo wurtzita y puede presentarse en
diversas morfologias nanoestructuradas como:
nanohilos, nanofibras, nanoanillos, nanoalambres,
nanotubos, nanohélices, nanocajas, nanoesferas,
nanobarras, rosetones, entre otros mas (Francisco et
al., 2017).

Por lo que, el presente trabajo se enfoca en la
obtencion del complejo de ZnO/Vp para evaluar su
efecto antiinflamatorio en modelos in vitro de
estabilidad de la membrana del eritrocito y en el
modelo in vivo de edema plantar en rata inducido con
carragenina, con la finalidad de determinar si el
ZnO/Verbesina persicifolia ofrece una alternativa
terapéutica como tratamiento antiinflamatorio.

METODOLOGIA

Sujetos experimentales

Para evaluar el efecto antiinflamatorio se emplearon
48 ratas macho de la cepa Wistar de 2.5 a 3 meses de
edad, con un peso de 200-250 g al inicio del
experimento. Fueron alojadas en un bioterio local en

cajas de acrilico transparente (33 x 44 x 20 cm) con

un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas, a
temperatura de 18-26 °C, con libre acceso a agua y
alimento. Los experimentos se realizaron de acuerdo
con la Guia para Uso y Cuidado de Animales de
Laboratorio y la NOM-062-Z00-1999. Al finalizar
el estudio, los animales fueron eutanizados con una
sobredosis via intraperitoneal de pentobarbital de uso
veterinario, elaborado por laboratorios Aranda S.A.
de C.V.

Material vegetal

La planta se recolectd en la region de Arroyo del
Potrero perteneciente al municipio de Martinez de la
Torre, Veracruz. Esta ya ha sido identificada por el
Instituto Nacional de Ecologia (INECOL), donde el
espécimen quedd bajo el siguiente folio: Verbesina
persicifolia D.C.-AAM-002-XAL.

Preparacion del extracto etandlico

El material vegetal seco y molido (5 g) se coloco en
un cartucho de papel filtro poroso, posteriormente se
colocd en el equipo Soxhlet a reflujo. La extraccion
se realizo a un rango de temperatura constante de 65
a 70°C con etanol al 96% (2:50, planta: disolvente)

durante 2 horas.
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El extracto se concentrd en un rotavapor a 65°C con
bomba de vacio para eliminar el 60% del disolvente
(Trevifo et al., 2014; Aguila et al., 2015).
Preparacion de las soluciones para
administracion en los sujetos de experimentacion
Como control farmacoldgico se utilizaron 50 mg/Kg
de naproxeno. La solucién vehiculo se prepard con
propilenglicol-Tween80-agua purificada (5:5:90).
El naproxeno y las nanoparticulas de ZnO/Vp fueron
administrados con esta solucion vehiculo. El
volumen de administracion fue de 1 mL/kg (V.O.),
empleando una canula intraesofdgica de acero
inoxidable y jeringas de pléstico.

Obtencion del complejo ZnO/Vp

Para la elaboracion de las nanoparticulas de
ZnO/Verbesina persicifolia se empled6 ZnO
nanoparticulado como agente de carga y como
estabilizante extracto etandlico de V. persicifolia.
Para esto, en un sistema de sonicacién a una
temperatura de 60°C, se prepard una solucion
homogénea con 150 mL de etanol y 2.5 g del extracto
obtenido de la maceracion de V. persicifolia (Treviio

etal.,2014; Aguila et al., 2015).

Posteriormente, en un sistema por reflujo con
agitacion constante y a temperatura de 70 °C, se
prepar6 una solucion con 5 g de ZnO
nanoparticulado de un tamafio de particula <100
nandmetros (Sigma-Aldrich) y se disolvio agitando
con una mezcla de 100 mL de etanol y 6 mL de agua
destilada hasta que la mezcla fue homogénea. Estas
dos soluciones fueron empleadas para la preparacion
de las nanoparticulas de ZnO/Vp (Trevifio et al.,
2014; Aguila et al., 2015).

Obtencion de ZnO/Vp

El complejo de ZnO/Vp se obtuvo mediante el
método Sol-Gel, para ello, en un sistema de
sonicacion y a temperatura de 60°C, se agregé a la
solucion de ZnO-Np, gota a gota toda la solucion de
V. persicifolia. Se coloco esta solucidon en un sistema
por reflujo con agitacion constante a 70°C durante 15
minutos. La solucidén final se sumergié en un
recipiente con hielo durante 15 minutos a 4°C. Se
elimin6 el disolvente en un rotavapor a 40°C con
vacio y el disolvente que quedo se elimind en una

parrilla con agitacion magnética (Trevifio et al.,
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2014; Aguila et al., 2015), de esta manera se obtuvo
ZnO/Vp.

Evaluacion in vitro de la actividad
antiinflamatoria de ZnO/Vp en el modelo de
estabilidad de 1a membrana del eritrocito
Hemodlisis inducida con solucion salina hipotonica
Se emple6 una mezcla de reaccion que consistio en
0.5 mL de la solucion a 10% de RBC, 1 mL de buffer
de fosfato pH 7.4 y 1 mL de solucién salina
hipotdnica (0.3% p/v). A dicha mezcla se le agrego
1 mL de los extractos a las concentraciones 50, 100,
200, 400, 600 Y 800 pug/mL, como control negativo
se empled un tubo con la mezcla de reaccion al que
se le adicion6 1 mL de solucidon salina isotonica en
lugar de los extractos. Para el control farmacologico
se empled la mezcla de reaccion y 1 mL de
naproxeno preparado con solucidn salina isotonica a
una concentracion de 100 pg/mL.

Todos los tubos fueron incubados a 37 °C por 30
min, posteriormente se centrifugaron a 3000 r.p.m.
durante 20 min. Los ensayos se realizaron por
triplicado y fueron leidos en un espectrofotdmetro

UV-VIS a 560 nm para calcular el contenido de

hemoglobina, el cual fue usado como un indicativo
del grado de hemdlisis (a mayor hemoglobina mayor
hemolisis).

Hemdlisis inducida con calor

Para esta prueba se empled la misma mezcla de
reaccion descrita anteriormente (1 mL de cada una
de las siguientes soluciones; RBC a 10%, buffer de
fosfato pH 7.4) a la cual se le adicioné 1 mL de cada
una de las diferentes concentraciones ensayadas de
ambos extractos (grupos experimentales). Como
control negativo se empled solamente la mezcla de
reaccion con 1 mL de solucion salina isotonica en
lugar de los extractos.

De manera similar al experimento anterior, el control
farmacologico fue naproxeno en concentracion de
100 pg/ml con la mezcla de reaccion. Todas las
muestras fueron realizadas por triplicado e incubadas
a 57 °C por un periodo de 30 min y centrifugadas a
2500 r.p.m. durante 5 min. Se obtuvieron las
absorbancias en un espectrofotometro UV-VIS a 560
nm.

Para ambas pruebas (hemolisis inducidas por

solucion salina hipotonica y calor) se determiné el
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porcentaje de hemolisis sobre RBC (Ec. 1) y se
calcul6 el porcentaje de estabilizacion de la
membrana (Ec. 2) de acuerdo con las siguientes
ecuaciones.

EC 1.

Absorbancia de la muestra

% de hemélisis = ( )x 100

Absorbancia control
EC2.

% de estabilidad _ Absorbancia de la muestra

de la membrana ~ 100~ (

Absorbancia control )x 100

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria en el
modelo de edema plantar en rata inducido con
carragenina

Se evaluaron las diferentes dosis de ZnO/Vp (50,
100, 200, 400, 600 y 800 mg/Kg) y el farmaco de
referencia (naproxeno 50 mg/Kg) se disolvieron en
el vehiculo y fueron administrados 60 minutos antes
de la inyeccion de la carragenina. El grupo control
negativo solo recibid vehiculo.

La inflamacion se cuantifico midiendo el didmetro
de la zona subplantar de las patas, utilizando un
vernier a las 0, 3, 4 y 24 horas después de la
inyecciéon de carragenina, la diferencia entre el

diametro de la pata izquierda y el de la derecha fue

indicativo del grado de inflamacion (Mino et al.,

2001), de acuerdo con la siguiente formula (EC3):

Dt 0
— (100
5 (100)

%Inflamacion =

Donde:

DO0= Diametro de la pata antes de la administracion
de carragenina.

Dt= Diametro de la pata inflamada a un tiempo X.
Se emple6 ANOVA de 1 via para grupos
independiente y como post-hoc Student Newman
Keuls, cuando p < 0.05. Los resultados son

presentados como el promedio + error estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados

Obtencion de extracto. Con el material vegetal de V.
persicifolia (hojas de Huichin) se obtuvo el extracto
etanolico, cuyas caracteristicas se presentan en la

Tabla 1y 2.

Tablal. Rendimiento del extracto etanolico

Material | Extracto | Rendimiento
Extraccion | Vegetal Seco
(Peso) (Peso)

Solvente

2 horas en
equipo 5 gramos | 2 gramos 40%
Soxhlet

Etanol

Tabla 2. Resultados de las caracteristicas del

extracto etanolico de Verbesina persicifolia.

Caracteristicas Resultados Figura

Color Verde oscuro
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Herbal,
caracteristico de
Olor extracto de

Verbesina
persicifolia, libre
de olor a solvente

Lo Semisolido,
Apariencia -
uniforme
Li icul
Aspecto ibre de pill’tlcu as
extranas
Textura Untuosa ligera

Obtencion del complejo  ZnO/Verbesina

persicifolia

Se realizo el acoplamiento (dopaje) entre el extracto
etandlico de la planta y el oOxido de zinc
nanoparticulado (ZnO-Nps) siguiendo el método
Sol-Gel, al finalizar este proceso se obtuvo un so6lido

con caracteristicas que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de las nanoparticulas de
ZnO/V;

Caracteristicas Resultados Figura
Verde =
Color -
Herbal, ;}—-7
caracteristico de -
Olor extracto de ( \
Verbesina £ ' b
persicifolia K
- Sélido, ' !
Apariencia - i
uniforme
Libre de =
Aspecto particulas
extrafias

Evaluacion de la estabilidad de la membrana del
eritrocito en hemolisis inducida con solucion

hipoténica y calor

Hemdlisis inducida con solucion hipotonica Se
evaluaron las concentraciones 50, 100, 200, 400, 600
y 800 ug/mL para las variables del porcentaje de
hemolisis y de estabilidad de la membrana, los
diferentes

resultados  indicaron que las

concentraciones  ensayadas = modificaron el

porcentaje de hemolisis [F(7,40)=289.046; p< 0.001].
La prueba post-hoc mostrd que las concentraciones
de ZnO/Vp 'y el naproxeno disminuyeron
significativamente esta variable en comparacion con
el grupo que recibio el vehiculo (VEH) (*p<0.001).

Grafica 1. Porcentaje de hemodlisis. Las diferentes
concentraciones de ZnO/Vp y el naproxeno
disminuyeron esta variable vs el VEH (¥p<0.001),
mientras que las concentraciones de 400-800 pg/mL
tuvieron un efecto similar al naproxeno vs los demas

grupos de experimentacion (¥*p<0.001). [F7.40)
=289.046; p< 0.001].
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% de Hemoalisis

40

deok
19.85%

20 g ok dE dek
10.28% 10.31% 11.02%

13.19%

VEH 50 100 200 400 600 800 NP
Concentraciones ZnO/Vp (ng/mL)

Tratamientos

Por otra parte, al analizar el porcentaje de estabilidad
de la membrana, el analisis estadistico indico
diferencias significativas [F(7,40)-289.046; p<0.001],
la prueba post-hoc determin6 que los tratamientos
produjeron un aumento en esta variable con relacion
al grupo VEH (*p<0.001). Las concentraciones de 50
y 100 pg/mL incrementaron el % de estabilidad de la
membrana mas del 56% vs las demas
concentraciones de ZnO/Vp y el naproxeno. La
concentracion de 200 pg/mL mostrd un valor mayor
a 50y 100 pg/mL y menor al de las concentraciones
mas altas (*p<0.001). Finalmente, a partir de la
concentracion de 400, pg/mL, tuvieron un efecto

similar al control farmacoldgico, con valores

superiores al 85% de estabilidad en este modelo
(*p<0.001), véase grafica 2.

Grafica 2. Porcentaje de estabilidad de la
membrana. El ZnO/Vp y Naproxeno incrementaron
el % de proteccion contra la hemdlisis vs VEH
(*p<0.001). A partir de 400 pg/mL de ZnO/Vp se
obtuvieron valores similares a los de Naproxeno
(*p=<0.001). [F(7,40) =289.046; p<0.001].

100 Wk WE gk
89.73% 89.69% 88.99%

86.81%

90
80
70
60
50
40

30

% de Estabilidad de la Membrana

20

VEH 50 100 200 400 600 800 NP

Concentraciones ZnO/Vp (ng/mL)

Tratamientos

Hemodlisis inducida con calor. En este experimento
no se encontr6 que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre las
concentraciones ensayadas de ZnO/Vp y los

controles empleados [F(7,40)=3.491; p=0.05; NS], los

resultados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de la prueba in vitro de

estabilidad de la membrana del eritrocito por
hemolisis inducida con calor

Grupos % de Hemolisis | % de Estabilidad

de la Membrana
VEH 100.00+ 00.00 00.00+0.000
ZnO/Vp-so 071.22+13.02 28.77+13.028
ZnO/Vp-100 076.06+10.70 23.93£10.708
Zn0/Vpan 100.00+00.00 00.00+£0.000
ZnO/Vp-sno 100.00+00.00 00.00+0.000
ZnO/Vp-s0 100.00+00.00 00.00+0.000
ZnO/Vp-s0 100.00+00.00 00.00+0.000
NP 093.3346.66 06.66£6.667

R

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria en el
modelo de edema plantar en rata inducido con
carragenina

Se evaluaron las dosis de 50, 100, 200, 400, 600 y
800 mg/Kg del ZnO/Vp, y como control positivo se
empled naproxeno 50 mg/Kg y vehiculo como

control negativo mostrod lo siguiente:

Factor tratamiento. Al analizar los datos con
ANOVA se encontraron diferencias estadisticamente
significativas [F7,232)=12.132; p<0.001]. La prueba
post-hoc mostr6 que los grupos con las dosis de 200,
400, 600 y 800 mg/Kg de ZnO/Vp disminuyeron el
porcentaje de inflamacion de manera similar al
naproxeno (NP) (*p<0.001). en comparacion con el
VEH vy las dosis de 50 y 100 mg/Kg de ZnO/Vp, tal
y como se puede observar en la grafica 3.

Grafica 3. Porcentaje de inflamacion. Se observo
apartir de la dosis de 200 de ZnO/Vp presentan una
disminucién del porcentaje de inflamacion similar al
que produjo naproxeno vs VEH. Las dosis de 50 y

100 mg/Kg y el VEH son similares vs los demaés
grupos. [F7232)=12.132; p<0.001].

% de Inflamacion

VEH 50 100 200 400 600 800 Np

Dosis ZnO/Vp (mg/Kg)
Tratamientos
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Factor tiempo. Por otra parte, al analizar el factor
tiempo, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas [Fu4,7y= 60.462; p < 0.001]. La prueba
post-hoc mostr6 que se produjo un incremento en
esta variable desde el inicio de la prueba y que se
mantuvo hasta las 4 horas de experimentacion vs el
inicio de la prueba (*p<0.001). En contraste, se
observd una disminucion de esta variable a las 24
horas de la experimentacion en comparacion con las
mediciones realizadas en las horas 1, 2 y 4 de esta
variable (*p<0.001), véase grafica 4.

Grafica 4. Porcentaje de inflamacion respecto al
tiempo. Se produjo un aumento de esta variable que
se mantuvo en las primeras 4 horas respecto al inicio
de la prueba (*p<0.001). A las 24 horas se observa
una disminucién del % de inflamacion respecto a la

medida de las 4 horas (¥*p<0.001). [F4,7= 60.462; p
<0.001].

N NWw
S & &8 &
——
L 3

ot

% de Inflamacién
@

w o

e

o
~N
LN
e o)

24
Tiempo (horas)

Interaccion de factores: tratamiento y tiempo

Se encontraron diferencias significativas [F(2s200) =
2.065; p<0.002], la post-hoc indico que el grupo
VEH (control negativo) tuvo los valores mas altos de
esta variable respecto a los demds grupos de
experimentacion alcanzando el valor mas alto a las 4
horas(*p<0.001).

Por otro lado, los sujetos que fueron administradas
con 50y 100 mg/Kg de ZnO/Vp tuvieron valores mas
bajos que el VEH, pero dichos valores fueron
mayores a los obtenidos con el naproxeno y las dosis
mas altas de ZnO/Vp (*p<0.001).

En consistencia, el grupo que recibié el naproxeno
(control farmacologico) al igual que ZnO/Vp a partir
de la dosis de 200 mg/Kg se observaron valores mas
bajos del porcentaje de inflamacion (*p<0.001).
Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos
la dosis de 800 mg/Kg de ZnO/Vp tuvo un efecto
antiinflamatorio mayor al resto de las dosis de
ZnO/Vp y al naproxeno a las 2 y 24 horas de estudio
(*p<0.001) tal como se muestra en la Grafica 5.
Grafica S. Interaccion de factores. Los valores mas
altos de esta variable se obtuvieron con el grupo

VEH (*p<0.001). Las dosis de 50 y 100 mg/Kg
tuvieron valores menores al VEH (*p<0.001).
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Finalmente, las dosis de 200 a 800 mg/Kg al igual
que el naproxeno tuvieron los valores mas bajos en
esta prueba (*p<0.001). Los porcentajes de
inflamacién obtenidos con la dosis de 800 mg/Kg de
ZnO/Vp fueron mas bajos en que el Naproxeno a las
2y 24 horas (*p<0.001). [F28,200) = 2.065; p<0.002].

Ira. fase |

% de Inflamacién

2da. fase

Tratamientos
+ VEH
+ 50 mg/Kg
100 mg/Kg
200 mg/Kg
+ 400 mg/Kg
+ 600 mg/Kg
-+ 800 mg/Kg
= NP mg/Kg

y /48

Tiempo (hc:ras)
Discusion

De acuerdo con nuestros resultados, se pudo evaluar
el efecto antiinflamatorio en modelos in vitro e in
vivo el complejo formado con ZnO-Verbesina
persicifolia. En un trabajo previo se logro identificar
en el extracto la presencia de alcaloides, taninos,
quinonas, flavonoides y flavanonas, chalconas y
auronas, cumarinas, leucoantocianinas y esteroides,
los cuales pueden ser los responsables de las
propiedades bioldgicas de esta planta (Soto-Ojeda et
al., 2018).

Un estudio realizado por Lopez (2015) refiere que
tienen actividad

algunos sesquiterpenos

antiinflamatoria debido a que aumentan el efecto

inhibitorio GABA¢érgico; ademads, reporta para esta
planta que son los flavonoides y algunos terpenos
como los eudesmanos y cinamatos son los
responsables del efecto antinflamatorio (Lopez,
2015).

Como se ha reportado la actividad antiinflamatoria
de las sustancias se puede deber a diferentes
mecanismos como: quelacion de hierro, secuestro de
radicales libres y finalmente la inhibicion de las
oxidasas (lipooxigenasa, ciclooxigenasa,
mieloperoxidasa y la xantina oxidasa) y en
consecuencia evitan la formacion de especies
reactivas de oxigeno. Lo anterior sugiere que el
efecto antiinflamatorio de esta planta esta
relacionado con los tres mecanismos mencionados y
por tanto la hace interesante para su estudio como
antiinflamatoria y util para el desarrollo de nuevas
alternativas  terapéuticas en patologias que
transcurren con procesos inflamatorios.

Por otra parte, el empleo de nanoparticulas de 6xidos
metalicos ha cobrado importancia en la mejora de las

propiedades bioldgicas de plantas medicinales, el

ZnO-Nps ha sido empleado con diversos fines, como
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mejorar las propiedades biologicas de sustancias,
crear nuevos dispositivos, uso en industria
biomédica, cosmética, alimenticia, entre otras (Mavil
y Judrez, 2022). El 6xido de zinc tiene aplicacion
farmacologica como sistema de carga y liberacion de
farmacos que mejoran sus propiedades bioldgicas
(Mishra et al., 2017).

Existen estudios que evaltian el uso de ZnO-Np y
extractos de plantas medicinales; es por ello, que el
ZnO-Np resulta interesante para potencializar los
efectos biologicos de Verbesina persicifolia
mediante el acoplamiento del extracto etandlico con
ZnO-Np. El dopage del ZnO y el extracto de la
planta puede generar una mayor biocompatibilidad
facilitando el acoplamiento de las nanoparticulas de
ZnO promoviendo una mayor afinidad a sistemas
biologicos y también wuna menor toxicidad
favoreciendo con ello la actividad biologica
relacionada con los componentes dopados, como es
el caso de los antioxidantes y otros metabolitos de la
planta. Nuestros resultados indicaron que ZnO/Vp
funciona como antiinflamatorio y que su actividad

biologica puede ser explicada por la presencia de los

metabolitos de naturaleza fendlica y los
sesquiterpenos de la planta, que sumados al ZnO-Np,
mejoran la estabilidad de la membrana inhibiendo la
hemolisis. En este sentido, la estabilidad también
pude favorecerse debido al efecto protector de las
nanoparticulas contra los radicales libres promotores
de inflamacion, esta respuesta se ha atribuido a la
atraccion electrostatica entre los fitoconstituyentes
biologicamente activos cargados negativamente
(COO, O) vy las nanoparticulas cargadas
positivamente (ZnO=Zn*" + 0?%), lo cual aumenta la
actividad biologica de los metabolitos (Yadav et al.,
2018) y que se puede observar como un efecto de
inhibiciéon de la proteinasa de los leucocitos que es
responsable de la progresion del dafio tisular durante
la inflamacién (Yadav et al., 2018).

En contraste en el modelo de hemolisis inducida con
calor no hubo efecto de estabilizacion de la
membrana por parte de los grupos ensayados, lo cual
puede deberse a que la hemolisis producida con calor
es mas agresiva en comparacion a la hemolisis
inducida con solucion hipotdnica. Por consiguiente,

es importante a futuro realizar estudios en el modelo
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de hemolisis con calor ensayando otras
concentraciones y ZnO-Nps de tamafio mas
pequefio, ya que en un estudio reportado por Yadav
y colaboradores (2018) sobre efecto antiinflamatorio
de Nps de ZnOTP (oxido de zinc-Trianthema
portulacastrum) encontraron que se obtuvo el 79.2%
de estabilidad de la membrana con la dosis de 400
png/mL-1. Cabe destacar que en este trabajo se
empled ZnO-Nps con tamafio <100 nm, lo cual
sugiere que Nps de menor tamafio pueden mostrar un
efecto en este modelo de hemolisis por calor. En
consistencia en el modelo de inflamacion de edema
plantar de raya inducido con carragenina nuestros
resultados indicaron que ZnO/Vp tuvo un efecto
antiinflamatorio dosis dependiente observable en las
fases 1y 2 de inflamacion referidas para este modelo.
Las dosis de ZnO/Vp disminuyeron la inflamacion
respecto al grupo vehiculo que represento el control
negativo y cuyo maximo valor fue alcanzado a las 4
horas en la segunda fase de inflamacion de este
modelo. Las dosis de 50 y 100 tuvieron un efecto
antiinflamatorio menor al resto de las dosis de

ZnO/Vp y del naproxeno, dicho efecto se observod

mas acentuado en la segunda etapa de la inflamacion
que correspondiente al incremento del edema y se da
a partir de los 90 minutos, con una disminucién de
tres a cinco horas, lo anterior puede estar asociado a
la liberacion de prostaglandinas (E2), bradiquininas,
proteasas y lisosomas, siendo esta etapa la mas
sensible frente a los agentes antiinflamatorios de uso
clinico que inhiben la sintesis de prostaglandinas al
inhibir la ciclooxigenasa 1 y 2 (Enciso y Arroyo,
2011; Goémez et al., 2011; Sanchez et al., 2019).
Los resultados sugieren que el efecto
antiinflamatorio puede deberse a la supresion de la
produccion de NO, las expresiones de proteinas
relacionadas de COX-2, IL-1 B, IL-6 y TNF- a.

La presencia de los metabolitos fenolicos y
derivados de sesquiterpenos acoplados a ZnO-Nps
pudieron inducir los mecanismos de control
antiinflamatorios. La dosis de 200 mg/Kg tuvo un
efecto antiinflamatorio observado desde la fase 1 de
este modelo, que se mantuvo hasta la fase 2, evitando
el incremento de la inflamacién en el edema plantar
de la rata. Los efectos mas marcados se encontraron

a partir de la dosis de 400, mg/Kg las cuales fueron
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iguales al efecto mostrado con el naproxeno. En
consistencia, se observo con la administracion de
800 mg/Kg una tendencia a la disminucién de la
inflamacion mayor a la obtenida con el naproxeno en
ambas fases de inflamacion descritas para este
modelo. Con lo anterior nuestros resultados sugieren
que el efecto antiinflamatorio que se observd con
ZnO/Vp es mas fuerte en la fase dos de la
inflamacion; esta fase esta mediada por la liberacion
de elementos proinflamatorios como:
prostaglandinas, bradiquinina, proteasa y lisosomas
(Enciso y Arroyo, 2011; Gomez et al., 2011); lo que
indica que el mecanismo de accion de ZnO/Vp puede
actuar principalmente en el secuestro de radicales
libres, la inhibicién de las oxidasas (lipooxigenasa,
ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina
oxidasa) que en consecuencia evitan la formacion de
especies reactivas de oxigeno que provocan la
inflamacion.
CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de oxido de zinc/extracto
etanolico de Verbesina persicifolia poseen efecto

antiinflamatorio en el modelo in vitro de estabilidad

de la membrana inducida con solucion hipotonica y
en el modelo in vivo de edema plantar en rata
inducido con carragenina. La dosis minima efectiva
en el modelo animal fue de 200 mg/kg con un efecto
antiinflamatorio dosis dependiente, observado
mayormente en la fase 2 del modelo de inflamacion
in vivo, lo que sugiere que acta en la fase mediada
por la liberacion de elementos proinflamatorios
como: prostaglandinas, bradiquinina, proteasa y
lisosomas.

Perspectivas

Realizar estudios de estabilidad al complejo ZnO/Vp,
ademas de utilizar ZnO de tamaiio de particula mas
pequetio. Elucidad el mecanismo de accion por el
que promueve la actividad antiinflamatoria.
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