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RESUMEN

FUENTES HOYOS CELINA. Efecto de los acidos grasos omega 3 sobre la
inflamacion dérmica en ratas Wistar. (Bajo la direccion del Dr. Carlos Gutiérrez

Olvera y la Dra. Lilia Gutiérrez Olvera).

El objetivo de este trabajo fue determinar si los acidos grasos omega 3 tienen efecto
antiinflamatorio sobre la piel inflamada de ratas Wistar después de 12 dias de
tratamiento. Se utilizaron 36 ratas Wistar a las que previamente se les causo
inflamacion de la piel mediante la aplicacion de oleorresina de Capsicum durante 3
dias. A partir del cuarto dia se dividieron en cuatro grupos para la administracion del
tratamiento y se continuo aplicando la oleorresina de Capsicum: el grupo 1 al que
se le administro por via oral aceite puro de orbital de atun como fuente de acidos
grasos omega 3 a 100 mg/kg, el grupo 2 al que se le administrd por via oral aceite
puro de orbital de atun a 200 mg/kg, el grupo 3 al que se administrdé por via oral
fosfato sdédico de prednisolona a 1,5 mg/kg (con el objetivo de comparar la accion
de los omega 3 con un antiinflamatorio de uso comun en medicina veterinaria) y el
grupo 4 que fue el control al que se le administro 0,4 ml de agua potable. La duracion
del tratamiento para todos los grupos fue de 12 dias. Durante todos los dias del
experimento se midié el grosor de la piel de los individuos con un vernier y al final
se eligié un individuo de cada grupo para realizar estudios histopatologicos de la

piel con fines demostrativos. Se concluye que los acidos grasos omega 3 tuvieron



accién antiinflamatoria a lo largo de 12 dias de tratamiento, aunque su potencial de

accion es menor que el de la prednisolona en este tiempo.



INTRODUCCION

Antecedentes

La piel es el 6rgano mas extenso del organismo y debido a que es el principal medio
de comunicacion entre el medio externo e interno debe de adaptarse funcional y
estructuralmente para llevar a cabo actividades vitales que logran el mantenimiento
de la homeostasis del cuerpo. Tiene funciones de proteccion y aislamiento,
regulacion de la temperatura, presion sanguinea y equilibrio hidrico, percepcion
sensorial, metabdlica (nutricion, sintesis de vitamina D y melanina) e inmunoldgica

participando en procesos inmunes, inflamatorios y de reparacion.
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Figura 1. La estructura de la Piel. (Cochran, 2012)



La epidermis es un epitelio de revestimiento escamoso estratificado con queratina
compuesto por varios estratos de células, siendo los queratocitos los mas
numerosos (alrededor de 85%), ademas de células de Langerhans
(aproximadamente un 5-8%), melanocitos (cerca de 5%) y células de Merkel
(alrededor de un 3-5%). No cuenta con irrigacion sanguinea propia si no que se

nutre a través de la dermis.

Esta formada por 5 estratos de células, de la profundidad a la superficie de la

epidermis se encuentra:

-Estrato basal o germinativo. Constituido por una unica fila de células madre
epiteliales sustentadas en la membrana basal, determinadas células conservan su
capacidad mitdtica y otras se diferencian y emigran hacia el estrato espinoso. En
cada uno de los estratos superiores hay diferentes estados de diferenciacion de

estas células.

-Estrato espinoso. Esta compuesto por varias capas de células de espesor con
multiples prolongaciones citoplasmaticas, conforme las células ascienden a capas

mas superficiales del estrato aumentan de tamano y se van aplanando.

-Estrato granular. Consta de 2-3 capas de células aplanadas con un citoplasma con
granulos de queratohialina, sustancia precursora de la queratina, asi como
contenido lipidico que confiere la impermeabilidad propia de la epidermis que evita

la perdida de agua y la desecacion del organismo.



-Estrato lucido. Se encuentra unicamente en la epidermis de la piel gruesa y son
capas de células planas carentes de nucleos y de la mayoria de los organelos. Es

una zona de transicion entre el estrato granular y el estrato corneo.

-Estrato cérneo. Es el estrato mas superficial y estd compuesto por células
anucledas y filamentos de queratina que sufren descamacion constante confiriendo
una barrera de proteccion contra el medio ambiente. Puede tener de 2- 3 capas en

la piel fina y hasta 50 capas en la piel gruesa.

Los queratocitos son células epiteliales que tienen funciones de soporte estructural,
ya que sintetizan la queratina, asi como, de inmunidad, ya que tienen la capacidad
de procesar antigenos para elaborar citocinas (IL-1, IL-3, prostaglandinas,

leucotrienos, interferén) y asi modular la respuesta inmune.

Las células de Langerhans se encuentran en el estrato basal o sobre él, entre sus
funciones estan: presentar antigenos para que sean procesados por linfocitos T,

induccion de linfocitos T citotoxicos, asi como actividad fagocitica.

Los melanocitos son células dendriticas que se encargan de la produccion de
melanina, esta, absorbe los rayos ultravioleta y participa en la eliminacién de los
radicales libres. Los melanocitos también colaboran en la respuesta inflamatoria

produciendo citocinas.

Por ultimo, las células de Merkel son células intraepiteliales localizadas en el estrato
basal o debajo de él, presentes en el epitelio del pelo y en la vaina externa de la raiz
de los pelos tactiles, cumplen con funciones de mecanorrecepcion, ya que estan

asociadas a terminaciones nerviosas sensoriales, también regulan la proliferacion



de los queratocitos y en el control del ciclo del pelo; son mas numerosas en el plano
rostral del cerdo o en el plano nasal de los carnivoros ((Dyce, et al. 2012, Kahn, et

al. 2007, Bacha W y Bacha L, 2012, Eurell y Frapier, 2006).

En el borde basal de la epidermis se encuentra la membrana basal o unién

dermoepidérmica, que tienen funciones estabilizantes, de barrera y de filtracion.

La dermis es el tejido conectivo subyacente de la epidermis y es el elemento
estructural de la piel mas abundante. Esta integrada por fibras dérmicas de colagena
(son las mas abundantes), reticulares y de elastina, vasos sanguineos y linfaticos,
nervios, sustancia fundamental y células. Varia en su grosor dependiendo del area

corporal y entre especies.

Esta constituida por dos estratos, la mas superficial se denomina zona papilar y la

mas profundo zona reticular.

- Zona Papilar. Es un estrato delgado de tejido conectivo laxo, fibras de
colageno tipo | y tipo lll y algunas fibras elasticas. Contiene una red de
capilares subepiteliales y fibras nerviosas.

- Zona Reticular. Formada por tejido conjuntivo denso con fibras elasticas mas

gruesas y en mayor cantidad.

Las células que se encuentran en la dermis de manera habitual son los fibroblastos,
células dentriticas, mastocitos y algunos melanocitos. Los eosindfilos, neutrofilos,
linfocitos e histiocitos se pueden observar en concentraciones bajas en la piel
normal. Los fibroblastos se encuentran en toda la dermis y se encargan de producir

las fibras de colageno, reticulares y elasticas, asi como los glucosaminoglicanos



que son los componentes de la matriz proteica extracelular o sustancia fundamental
que cumple roles estabilizantes y homeostaticos. Los mastocitos se pueden
encontrar en toda la dermis, pero mas comunmente asociados al plexo vascular o
a los anexos de la epidermis, contienen abundantes granulos de histamina y
heparina siendo importantes mediadores en reacciones de hipersensibilidad
inmediatas. Las células dentriticas son presentadoras de antigenos y se les
encuentra en el espacio perivascular de los vasos superficiales dérmicos (Paterson,

2009, Cochran, 2012, Trigo, et al. 2011).

Los anexos epidérmicos son: pelo, foliculo piloso, glandulas y faneras (ufias,

pezufias, plumas, escamas, cuernos).

El pelo es un atributo exclusivo de los mamiferos y son estructuras epiteliales
flexibles queratinizadas que recubren la mayor parte de la superficie cutanea, en
roedores, esta ausente alrededor de la boca y nariz, en la superficie plantar de las
patas, las orejas y la cola. Tiene funciones de proteccion, aislamiento, barrera fisica,
repelente de agua y en algunos casos como camuflaje, el foliculo piloso es el
encargado de su produccion y de su crecimiento que se da mediante un ciclo que
se ve regulado por factores ambientales, hormonales, nutricionales, estado de salud

y genéticos. Las fases de este ciclo son:

-Anagen: El foliculo piloso se activa para producir el pelo y crece.

-Catagen: Durante esta fase el foliculo piloso se retrae y el pelo deja de crecer.

-Telogen: Es la etapa de descanso, el pelo es retenido un tiempo por el foliculo y

después se cae.



Los pelos se dividen en tres principales tipos:

-Primarios o de proteccion. Tienen un diametro mayor, presentan cuticula, corteza

y meédula.

-Secundarios o accesorios. Con un diametro menor y carecen de médula.

-Tactiles o vibrisas. Son grandes y gruesos y actuan como receptores tactiles. Su
localizacion varia segun la especie. En la rata se ubican en el labio superior, el
hocico, por debajo del parpado, detras de las orejas y en la parte caudal de los

miembros toracicos.

Todos los tipos de pelo crecen de los foliculos pilosos posicionados oblicuamente
en la piel en un angulo de 30° a 60° en relacion a la epidermis. El foliculo piloso
tiene tres segmentos: el infundibulo, el istmo y el segmento inferior. Hay diferentes

foliculos pilosos:

a) Primarios. Pueden extenderse hasta la hipodermis y estan asociados a un
musculo piloerector, una glandula sudoripara y una glandula sebacea y
albergan pelos primarios.

b) Secundarios. Estan confinados a la dermis y pueden presentar una glandula
sebacea asociada y albergan pelos secundarios.

c) Simples. Contienen un solo pelo a través de la abertura folicular.

d) Compuestos: Son grupos de varios foliculos localizados en la dermis a nivel
de las glandulas sebaceas que se unen y emergen hacia el orificio folicular

externo.



e) Sensitivos o tactiles. Son foliculos simples muy grandes que estan
especializados para recoger sensaciones tactiles, presentan numerosos
fasciculos nerviosos que atraviesan la vaina externa y se ramifican en la

vaina dérmica interna.

Las glandulas de la piel se clasifican de acuerdo a los productos que secretan: en

sebaceas o sudoriparas.

-Glandulas sebaceas: son glandulas simples alveolares que se encuentran
asociadas al foliculo piloso, existen pocas regiones donde no lo estan como el
conducto auditivo externo, ano, prepucio y vulva, estan envueltas por la membrana
basal y por la dermis, y constan de acinos que drenan su secrecién, el sebo, por un
conducto revestido por epitelio escamoso estratificado de forma holocrina. El sebo
tiene funciones de proteccién contra microorganismos, evitar excesiva perdida de

agua, comunicacion y marcaje de territorio.

-Glandulas sudoriparas: pueden ser de 2 tipos merocrino y apocrino, las ultimas son

las mas desarrolladas en los mamiferos.

Apocrinas. Su estructura varia considerablemente segun la especie, se localizan en
la mayor parte de la piel y no existen de manera constante en todos los mamiferos
en determinada region corporal. La porcidn secretora esta constituida por células
epiteliales cuboidales y una capa de células mioepiteliales, mientras que la porcion
ductal carece de células mioepiteliales y se abre en el foliculo piloso. Secretan
sudor, que, en los animales domésticos, tiene funciones de comunicacion entre

individuos.



Merocrinas. Se encuentran en regiones especiales de la piel de algunas especies

animales, estan implicadas en el transporte de liquido y producen sudor acuoso.

Existen estructuras especiales de la piel como el oido interno, parpados, orificios
nasales, escroto y sacos anales, asi como glandulas especializadas, ufias, cuernos,
pezuias y almohadillas digitales. Estas pueden estar presentes o no, o variar entre

los mamiferos domésticos (Eurell y Frappier, 2006, Paterson, 2006).

La hipodermis o tejido celular subcutaneo en general no se considera un
componente de la piel, pero tiene una relacién estrecha y continua con la dermis y
sus anexos por lo que es parte del sistema tegumentario y se conforma
principalmente por tejido adiposo y en menor cantidad tejido conectivo. La cantidad
de tejido adiposo varia en las diferentes areas del cuerpo y cumple con funciones

de protecciodn, aislamiento, reserva energética y metabolismo de esteroides.

La irrigacion sanguinea de la piel esta dada por las arterias cutaneas y mixtas, que
forman tres plexos (superficial, medio y profundo) que irrigan todas las estructuras
anexas de la dermis y a la epidermis que es avascular. Ademas, las anastomosis
arteriovenosas permiten el paso de la sangre por los capilares y cumplen con la
funcién de termorregulacion. La piel es una superficie que contiene muchos
receptores sensoriales que captan sensaciones de frio, calor, dolor, presion y
prurito. Estas fibras nerviosas cutaneas estan relacionadas con los cojinetes,
glandulas sebaceas, foliculos pilosos y musculos piloerectores y las senales
captadas son enviadas al sistema nervioso central por medio de termorreceptores,

mecanorreceptores y nociceptores que permiten al organismo responder a los
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cambios que ocurren tanto en el medio externo como en el interno (Ackerman LJ.

2008, Miller, et al. 2013).

Debido a que la piel es el 6rgano mas grande y se encuentra siempre en contacto
con el exterior y los diversos factores ambientales, es susceptible de sufrir dafio por
agentes externos o patégenos (traumatismos, quemaduras, virus, bacterias,
parasitos), asi como; su condicion es un reflejo del medio interno que puede sugerir
si el paciente esta cursando alguna enfermedad sistémica (enfermedades

inmunomediadas, endocrinas, neoplasicas, alérgicas, etc...).

Como consecuencia al dafio provocado, la piel actua mediante la activacion de
mecanismos protectores que derivan en el desarrollo de una reaccién inflamatoria.
Esta reaccién tiene como propdsito destruir al agente causal y sus derivados, si no
es posible la eliminacion, buscan limitar sus acciones encapsulandolo y reparando

o reemplazando el tejido dafiado.

El tipo de células inflamatorias presentes y su localizacién nos ayudan a determinar
el tiempo de la lesidon y sugerir el patégeno involucrado. En procesos agudos
encontramos abundantes leucocitos polimorfonucleares y algunos macréfagos, a
diferencia de los crénicos, en los que predominan células mononucleares
principalmente linfocitos, células plasmaticas y macréfagos. Por otro lado, el tipo de
infiltrado también depende del agente etioldgico involucrado, los neutréfilos
predominan en lesiones ocasionadas por bacterias, hongos o cuerpos extrafios, en
procesos inflamatorios virales predominan los linfocitos, aunque también puede
haber células plasmaticas, los eosinéfilos predominan en inflamaciones causadas
por parasitos (Buen de Arguero, 2001, Castellanos, et al. 2005).
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El proceso inflamatorio inicia ante la respuesta a una agresion de cualquier etiologia
y esta constituida por eventos vasculares y celulares que intentan reparar y limitar
una lesion producida. En primer lugar, ocurre la liberacién de mediadores quimicos
preformados y de nueva formacion que provocaran alteraciones vasculares y
efectos quimiotacticos para favorecer la llegada de moléculas y células al foco
inflamatorio. Los eventos fundamentales del proceso inflamatorio incluyen
vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular, activacién y adhesién celular
y reparacion del tejido que producen los signos cardinales de la inflamacion: rubor,

dolor, calor, tumor.

Los mediadores inflamatorios preformados de origen celular son:

=Aminas vasoactivas: como la histamina y la serotonina. La histamina es la
principal y se encuentra almacenada en las células cebadas, basofilos y
plaquetas. Su liberacion es resultado de una lesion, interaccidn de antigenos
con anticuerpos IGE, productos liberados de leucocitos, células endoteliales
y plaquetas, calor, frio, sustancia P o factores C3a 6 C5a del complemento.
Promueven vasodilatacion e incremento de la permeabilidad microvascular,
liberacién de PGF2a, quimiotaxis para eosindfilos y activacion de linfocitos B
y T. La serotonina se encuentra en las plaquetas y en el sistema nervioso
provocando aumento de la permeabilidad, contraccion del muasculo liso y

dolor debido a que estimula terminaciones nerviosas.

Entre los mediadores quimicos de nueva formacion tenemos:
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=>Metabolitos del acido araquiddnico. Son compuestos sintetizados por
fosfolipidos derivados de la membrana celular pertenecientes al grupo de los
eicosanoides, se forman por la activacion de la fosfolipasa A2 ante el dafo
provocado a las células y en respuesta a otros mediadores liberados por accion
de dos sistemas enzimaticos; via ciclooxigenasa o via lipooxigenasa,

dependiendo del tipo celular y la disponibilidad de la enzima.

+ Prostaglandinas: Son transformadas por la via ciclooxigenasa y se
nombran con la serie 2: PGE2, PGD2, PGl2 y PGF2.. Producen
vasodilatacién, aumento de la permeabilidad vascular, promueven la
coagulacion y provocan algesia.

+ Leucotrienos: Formados bajo la accion de la lipooxigenasa, estan
contenidos en algunos tipos de leucocitos. Incrementan la
permeabilidad vascular con una accidon mas poderosa que la de la
histamina y son quimiotacticos. Son llamados de la serie 4 (LTB4).

¢ Tromboxanos: transformado por la enzima ciclooxigenasa a TXAz.
Promueven la aglutinacion de plaquetas y tienen accion
vasoconstrictora para lograr una homeostasis vascular con el efecto

de la PGl2 que se produce en el endotelio.

=Factor activador de plaquetas. Es un mediador que se encuentra dentro
de las células endoteliales, plaquetas, basdfilos, neutréfilos y mastocitos que
durante el proceso inflamatorio se secreta en bajas concentraciones

causando vasodilatacion.
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=Citosinas. Son proteinas producidas por diferentes tipos de células que
tienen accién regulatoria de la respuesta inflamatoria. Entre las citosinas
proinflamatorias destacan la IL-8, IL-1 e IL-6 que efectuan acciones de
quimiotaxis y activacion de otras células y el TNF que actua sinérgicamente

durante el proceso inflamatorio con la IL-8.

=Oxido nitrico. Originado a partir de la L-arginina, también posee accién
vasodilatadora, relajante de musculo liso y reductora de la agregacion
plaquetaria. Se produce en macrofagos, células endoteliales y neuronas

(Theoharides, et al. 2007, Trigo, et al. 2014, Kindt, et al. 2007).

Otras moléculas que intervienen en este proceso son los neuropéptidos,

importantes en el inicio y la propagacion de la reaccion inflamatoria.
Entre los mediadores de origen plasmatico se encuentran:

2Cininas. Son proteinas presentes en el plasma sanguineo que una vez que
se activan por el Factor de Hageman, provocan vasodilatacién, aumento de
la permeabilidad por via de la histamina, contraccion del musculo liso,

activacion del complemento y adherencia de leucocitos.

>Sistema de Complemento. Se trata de proteinas plasmaticas que
interaccionan para colaborar en la inmunidad innata y adquirida, activandose
unas a otras mediante tres vias y con funciones de quimiotaxis,

vasodilatacién y opsonizacién dentro del proceso inflamatorio.

SCoagulacién. Aumenta la produccion de los factores de coagulacién para

que la superficie endotelial sea protrombogénica.
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A la par de la liberacion de estos mediadores se da la fase celular donde ocurre la
infiltracion leucocitaria para continuar con la respuesta inflamatoria. En una etapa
aguda, las células predominantes son los neutréfilos, en etapa cronica
encontraremos monocitos que se diferenciaran en macrofagos y se dirigiran al sitio

de inflamacién (Brooks H. 2010, Medzhitov 2010, Barnes 2011).

Estas acciones se mantienen hasta lograr resolver la infeccion o completar el
proceso de reparacion y cicatrizacion para restablecer la homeostasis por lo que
hay una disminucién de los mediadores proinflamatorios y liberacion de

antagonistas endogenos.

Si no se logra eliminar el agente causante, la intensidad o la reincidencia de la
agresion causando una inflamacion prolongada de semanas o meses, la cronicidad
provocara persistencia en la produccion de los mediadores, presencia de distintas
células inflamatorias y coexistira con dafo tisular e intentos del organismo de
reparacion. En caso de no controlarse la inflamacién en lesiones graves, puede
llegar a causar perdida de la funcion del érgano(s) afectado(s), debido a que se
pierde la capacidad de equilibrio entre la respuesta inflamatoria y la antiinflamatoria,
amplificando la liberacion no controlada de mediadores inflamatorios provocando
dafo endotelial, obstruccion de la microcirculacién por fibrina, plaquetas y células
polimorfonucleares, mala distribucion del flujo sanguineo, bajo aporte de oxigeno,
perdida del tono vascular y edema. (Garcia de Lorenzo, et al. 2000, Medzhitov,

2010).

Existen diversas opciones terapéuticas para disminuir o mitigar los efectos del
proceso inflamatorio en problemas dérmicos, dentro de la medicina veterinaria se
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encuentran los antiinflamatorios esteroidales o corticosteroides, que son los mas

utilizados, y con menor frecuencia los no esteroidales (AINES) (Miller, et al. 2013).

Los corticosteroides son de los farmacos mas ampliamente utilizados en medicina
veterinaria por los diversos efectos que producen y resultan beneficiosos en
numerosas patologias clinicas. Tienen actividad en diferentes procesos pero su uso
se destaca por sus efectos antiinflamatorios y sobre el sistema inmunitario, los
efectos biologicos que tienen dependeran del tipo y la dosis que se utilice. Su accién
se ejerce en todos los érganos y sistemas por lo que presentan multiples efectos
secundarios, que pueden llegar a ser graves (como ulceras estomacales, diabetes,
atrofia muscular e hiperadrenocorticismo), si se utilizan por tiempo prolongados y a

dosis altas (Maddison, et al. 2004, Bonagura y Twetd, 2009).

Los corticosteroides son un tipo de hormonas denominadas esteroides que se
producen de forma natural en las glandulas suprarrenales, su produccion esta
regulada por otra hormona sintetizada en la hipdfisis denominada hormona
adrenocorticotropa o ACTH, la cual, a su vez, esta regulada por otra hormona
segregada en el hipotalamo, denominada hormona liberadora de corticotropina o
CRH, dando lugar de esta forma al eje funcional conocido como eje hipotalamo-

hipofisis-suprarrenales.

Los corticoides sintéticos se consiguen realizando modificaciones parciales en la

estructura quimica de los corticoides naturales.

Tienen accion sobre las células mediante dos mecanismos de accidén: gendmicos

y no gendémicos.
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El primero se lleva a cabo promoviendo la transcripcion de determinados genes; a
través de la union a receptores de membrana permitiendo su ingreso a la célula y
produciendo un cambio en el nucleo en donde interactuan con genes especificos
para modular la transcripcion de proteinas lo que provoca un incremento o

disminucioén de estas.

El segundo es de efecto rapido e inicia en la membrana o en el citoplasma por la
interaccion de receptores que producen segundos mensajeros o cambios en el

funcionamiento celular (Rhen y Cidlowsky, 2005, Serra, et al. 2012).

Entre sus efectos antiinflamatorios y sobre el sistema inmune se encuentran:

*|mpiden la sintesis de prostaglandina, leucotrienos y enzimas
proinflamatorias debido a que inhiben a la fosfolipasa A2, con lo cual
disminuye la liberacion de acido araquidonico bloqueando su produccion

por las vias ciclooxigenasa y lipooxigenasa.

* |nhiben la produccion y secrecion de citosinas proinflamatorias como IL-
2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a e IFN y por interferencia directa en las

cascadas y mecanismos genomicos.

* Alteran la opsonizacion de antigenos, bloqueando la comunicacién entre
células e impidiendo la adhesion y migracion de células a través del

endotelio vascular.

* Disminuyen la produccién de inmunoglobulinas y alteran la circulacion de

complejos inmunes.
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* Alteran la expresion de proteinas de la superficie celular y de la
presentacion de antigenos por el monocito, asi como supresion del

crecimiento y la diferenciacién de linfocitos T y B.

* |mpiden la acumulacion de macréfagos y neutrofilos en focos

inflamatorios (Serra, et al. 2012, Schoepe, et al. 2006, Sumano, et al. 2006).

Entre los efectos en otros érganos se encuentran:

¢ Aumento de la gluconeogénesis hepatica por inhibiciéon de la accion de

la insulina.

v Estimula la lipolisis del tejido adiposo incrementando la concentracion

plasmatica de colesterol.

¥ Inducen la destruccion de proteinas, dando lugar a disminucién de la

masa muscular.

¥ En la piel producen atrofia, debilitamiento y retraso en la cicatrizacion por

disminucion en la sintesis de colageno.

Y Incrementan la pérdida de calcio y de fésforo del hueso; reducen la
absorciéon de calcio en el intestino y aumentan su eliminacion renal lo que

favorece a la presentacion de osteoporosis.

¢ Sobre el hipotalamo-hipdfisis-suprarrenales dependiendo de la dosis,
duracion del tratamiento y via de administracién, inhiben en mayor o menor
cantidad la secrecién de ACTH por la hipdfisis, 1o que puede ocasionar la

atrofia de la corteza suprarrenal.
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Debido a estos multiples efectos son las Unicas drogas activas en todas las etapas
del proceso inflamatorio lo que las convierte en la opcion mas eficaz, sin embargo,
estos mismos efectos hacen peligroso su uso por tiempos prolongados y en ciertos

pacientes que se encuentran comprometidos por enfermedades.

Existe diferencias en el potencial de accion entre los distintos glucocorticoides sin
embargo todos provocan el mismo efecto con distinta potencia, latencia y duracién
y son activos por cualquier via de administracion. Los mas utilizados para
afecciones dermatoldgicas via sistémica incluyen la prednisona, prednisolona y
dexametasona. Por otro lado también via topica se emplean la hidrocortisona y
betametasona, estos ultimos presentan menos efectos adversos sistémicos pero
siguen teniendo limitaciones en su uso a largo plazo por provocar atrofia de la piel
debido a los efectos antiproliferativos que tienen sobre los fibroblastos,
disminuyen el tamafo de los queratocitos y provocan inhibicidn del colageno y
sintesis de mucopolisacaridos lo que conduce a la pérdida de soporte dérmico

(Behrend y Kemppainen, 1997, Sumano, et al. 2006).

Otra de las opciones farmacologicas que pueden ser usadas para mitigar la
inflamacién son los AINES. Estos tienen accion analgésica y antipirética, todos
ellos inhiben la accién de la enzima ciclooxigenasa, que es el paso previo de la via
de sintesis de prostanoides (PG2). En medicina veterinaria, son regularmente
usados para tratar dolor postquirurgico, para el tratamiento de problemas musculo-
esqueléticos, asi como para disminuir la hipertermia. Existen dos isoenzimas de
las ciclooxigenasas: la ciclooxigenasa 1 (COX-1) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2).

Aunque ambas tienen similar afinidad por el acido araquidénico y son homadlogas
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en 60%, tienen diferente afinidad por el sustrato y se encuentran en distintos lugares
dentro de la célula. Por tanto, el sitio de union, distribucidn, regulacion y expresion
son diferentes, asi como su activacion que se da por distintos estimulos. La COX 1
tiene funciones en la sintesis de prostanoides con actividad regulatoria de la
proteccion gastrointestinal, la homeostasis vascular, funcion plaquetaria vy
hemodinamica renal y se expresa constitutivamente, es decir, que esta presente
casi en todos los tejidos a diferencia de la COX 2 que se manifiesta en algunas
células bajo el efecto inductor de ciertos estimulos como los mediadores quimicos
de la inflamacioén y regulan la produccién de prostanoides que participan en la
inflamacion y en otros procesos no inflamatorios (Lizarraga, et al. 2002, Loza E.

2011).

Las prostaglandinas son criticas para mantener la fisiologia gastrointestinal normal
asi como para la mantencion del flujo plasmatico renal, tasa de filtracién glomerular
y el transporte tubular, razén por la cual los AINES pueden causar problemas

gastrointestinales y nefrotoxicidad principalmente (Hardman, et al. 2003).

Algunos AINES como el acido acetilsalicilico, ibuprofeno, diclofenaco y naproxeno
inhiben ambos tipos de enzimas, pero existen otros que tienen una inhibicién
selectiva por la COX 2 como meloxicam, carprofeno, firocoxib o cimicoxib, por lo
tanto, estos proveen efectos benéficos antiinflamatorios y analgésicos sin la
toxicidad asociada a los convencionales. En medicina veterinaria su uso se ve
limitado ya que muchos de los AINES se consideran toxicos en algunas especies
animales de compafiia, aunque los de inhibicidn selectiva han resultado utiles y con

menor presentacion de toxicidad, sin embargo, se deben utilizar con precaucion y
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previa evaluacion del paciente para considerar los riesgos y beneficios debido a que
no se deben de administrar simultaneamente con glucocorticoides, ni con moléculas
que muestren accion con el flujo renal o cualquier otra sustancia activa que presente
alto grado de union a proteinas ya que se pueden presentar los efectos toxicos
(Maddison, et al. 2004).

Actualmente existen otras herramientas terapéuticas llamadas nutraceéuticos, y se
refieren a sustancias que se hallan como componentes naturales de los alimentos
o pueden adicionarse a ellos y se encuentran de forma biolégicamente activa que
administrados en dosis superior a la existente en esos alimentos proveen un efecto
favorable sobre la salud. Se presentan en una matriz no alimenticia y se
diferencian de los medicamentos en que tienen un origen bioldégico natural (Pérez,
2006). Uno de los mas utilizados e investigados ultimamente por sus efectos
benéficos en multiples enfermedades de origen inflamatorio y de otra indole son

los acidos grasos poliinsaturados omega 3 (Gogus y Smith, 2010).

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) son acidos grasos de cadena larga que
tienen dos o mas dobles enlaces y no pueden ser sintetizados por el organismo, por
lo que son denominados esenciales y se tienen que proveer en la dieta. Constituyen
una parte importante de las membranas celulares e influyen en su fluidez y el
comportamiento de sus receptores. Los AGPI se clasifican en omega 3 (n-3) y
omega 6 (n-6) basados en la localizacion del primer enlace respecto al carbono del
grupo metilo. El acido linoleico (LA) es el precursor de los AGPI de la serie n-6 y
sus principales derivados son el acido a-linoleico (GNLA) y el acido araquidonico

(AA). Por otro lado, el acido a- linolénico (ALA) es el precursor de los AGPI de la
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serie n-3 y entre sus derivados mas importantes se encuentran el &cido

eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) (Schmitz y Ecker, 2008).

Los AGPI tienen funciones regulatorias en la respuesta inflamatoria mediante la
produccion de los mediadores inflamatorios denominados eicosanoides. El acido
graso predominante que se incorpora a los fosfolipidos de las membranas celulares
es el AA, por ello es el precursor mas importante de los eicosanoides, esto se debe
principalmente a la relacién de n-6:n-3 que es proporcionada en la dieta (Mesa, et
al. 2006).

Los AGPI n-3 y n-6 se encuentran almacenados de forma esterificada en los
fosfolipidos de las membranas celulares o en los cuerpos lipidicos unidos a
moléculas de glicerol en el nucleo y a los fosfolipidos polares de la superficie
citosdlica en donde pueden ser movilizados y re-hidrolizados por la fosfolipasa Ax.
Debido a que los mamiferos no pueden sintetizar LA y ALA requieren de ser
metabolizados para convertirse en compuestos mas fisioldgicamente activos por
medio de reacciones de desaturacion y elongacion para convertirse en AA 'y EPA
respectivamente para ser metabolizados una vez mas via ciclooxigenasa (COX) o
lipooxigenasa(LOX) a eicosanoides (Schmitz y Ecker, 2008, Wall, et al. 2010).

Los mediadores derivados de estos eicosanoides presentan efectos opuestos.
Estos productos modulan la intensidad y duracion de las respuestas durante el
proceso inflamatorio, dependiendo de la naturaleza del estimulo, las células
presentes, las concentraciones generadas y la sensibilidad del tejido blanco.

Los eicosanoides derivados a partir de AA tienen efectos proinflamatorios y por

metabolismo via COX tenemos las prostaglandinas de la serie 2 (PGD2, PGEz,
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PGF2y PGIl2) que producen incremento en la permeabilidad vascular,
vasodilatacion, dolor e incrementan la produccion de |L-6, entre otros. Los
tromboxanos de la serie 2 (TXA2y TXB2) que provocan aumento de la
permeabilidad, edema y agregacion plaquetaria. Por la via LOX se metabolizan
leucotrienos de la serie 4 (LTA4 LTB4, LTCs4, LTD4, y LTE4) que también
incrementan la permeabilidad vascular, aumentan el flujo sanguineo, son poderosos
agentes quimiotacticos para leucocitos, inducen la liberacion de enzimas
lisosomales asi como de especies reactivas de oxigeno e incrementan la produccion
de TNF, IL-1 e IL-6.

EPA y DHA de igual manera actuan como substrato via COX y LOX para dar lugar
a una diferente familia de eicosanoides como prostaglandinas y tromboxanos de la
serie 3 (PGDs, PGEs, PGFsy PGls TXAs TXB3), leucotrienos de la serie 5
(LTAs, LTBs, LTCs, LTDs, y LTEs) y resolvinas (RVE1 y RVD). Todas estas
moléculas poseen una accidon menos inflamatoria, por ejemplo, las PGDs tienen
menor potencia inductora para la produccion de IL-6 por macréfagos, los LTBs
tienen entre 10-100 veces menos potencial quimiotactico, los tromboxanos de la
serie 3 disminuyen la accion plaquetaria y son antitrombéticos. Por otro lado, las
resolvinas reducen la inflamacion suprimiendo la activacion de receptores nucleares
como NFB (Factor nuclear kappa B), disminuyendo la expresién de moléculas de
adhesion y por tanto bloqueando la sintesis de quimiocinas y citosinas como IL-1,
IL-8 y TNF-a.

El papel de AGPI n-6 y n-3 en la regulacion y respuesta del proceso inflamatorio
sugiere que el balance de estos es importante para determinar el desarrollo y la

severidad de la inflamacion en ciertas enfermedades.
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La conversion de AA tanto como de ALA es compartida por las mismas series de
enzimas por lo que existe una competencia entre ellos para ser metabolizadas, lo
que tendra como resultado que el exceso de cualquiera de los AGPI ocasione la
disminucién para la conversion del otro y por tanto la accion de los eicosanoides
dentro del proceso inflamatorio (Schmitz y Ecker, 2008, Manzur, et al. 2006, Calder,
2006, Gogus y Smith, 2010).

Es por esto que los AGPI n-3 actuan de manera directa (por conversion del AA como
substrato e inhibiendo su metabolismo para la produccién de eicosanoides) y de
manera indirecta (alterando la expresion de genes con potencial inflamatorio a
través de efectos sobre la activacion de factores de transcripcion) en la disminucion
del proceso inflamatorio y por tanto se consideran nutraceuticos con potencial
antinflamatorio (Calder, 2006).

Los AGPI de la serie n-3 se encuentran en alta proporcion en aceites de pescado
de agua fria y en menor cantidad en algunas fuentes vegetales como semillas de
linaza, colza, canola o chia entre otros; hallandose predominantemente EPA. Por
otro lado, las fuentes principales de LA son aceites de cereales, maiz, girasol o

grasa de origen animal (Manzur, et al. 2006).
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Justificacion

Basandonos en lo ya descrito, se justifica la busqueda y evaluacién de productos
que ayuden a disminuir la inflamacion cutanea independientemente de la causa,
para lo cual se propone la suplementacion con acidos grasos omega 3 a partir de
aceite de orbital de atun en ratas Wistar a las que se les inducira un proceso
inflamatorio cutdneo mediante la administracion tépica de oleorresina de Capsicum
(capsaicina). Debido a que los problemas dermatolégicos son comunes en los
animales se busca tener una alternativa eficaz para minimizar los efectos
inflamatorios sin el uso de los farmacos anteriormente mencionados utilizados con
la misma finalidad. Algunos de los problemas dermatologicos que se presentan con
mayor incidencia suelen tener un curso crénico o complicarse con procesos
bacterianos o fungicos lo que requiere de la administracion continua de
medicamentos antiinflamatorios; sin embargo, estos tienen importantes efectos
secundarios a largo plazo limitando su uso en pacientes geriatras o que cursan con
enfermedades concomitantes.

El propdsito de este estudio fue obtener resultados concretos mediante las
mediciones del grosor de la piel para demostrar que este nutriente puede ser
utilizado como herramienta terapéutica en dermatosis inflamatorias con un minimo
de efectos adversos en su administracion como los medicamentos ya mencionados

utilizados con el mismo propadsito.
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Objetivos

1. Evaluar la efectividad de los acidos grasos omega 3 como antiinflamatorios
dérmicos con 12 dias de tratamiento.

2. Valorar el grado de inflamacion de la piel de todos los individuos mediante la
medicion del grosor de la piel.

3. Comparar la accién antiinflamatoria en piel de los acidos grasos omega 3
contra la de un corticosteroide.

4. Comparar el efecto antiinflamatorio de los AGPI n-3 a dosis diferentes.
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Hipotesis

Los animales tratados con omega 3 via oral durante 12 dias tendran una
recuperacion satisfactoria a la inflamacion inducida mediante la oleorresina de
Capsicum, al igual que los tratados con un medicamento antiinflamatorio esteroidal
y se observara la diferencia de ambos en comparaciéon con animales a los que les

administrara un placebo.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiz6 en la Unidad de Constatacion de Productos Quimico-
Bioldgicos y Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México bajo las condiciones especificas de las

ratas Wistar.

Se trabajo con 36 ratas Wistar (R. Norvegicus) holoxénicos o convencionales de
estado fisioldgico similar en un rango de edad de 24 semanas +/- 3 dias y un rango
de peso de 0.280 a 0.350 kg obtenidas en este mismo lugar, 32 hembras y 4 machos
que se distribuyeron equitativamente en cada grupo. La duracién del experimento

fue de 16 dias.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos de nueve unidades
experimentales por tratamiento. Se alojaron en jaulas de polipropileno con rejas de
acero inoxidable con una dimension de 48 x 37,5 x 21.1 cm y un area de piso de
1500 cm? en grupos de cinco y cuatro individuos con material de cama de viruta

granulada y bebederos de 500 ml para cada jaula (NOM-062-ZO0-1999).

Se asigno un sistema de marcaje para tener identificado a cada individuo durante
todo el experimento. Se alimentaron con dieta a base de pellets para roedores de
laboratorio marca Labdiet®, proporcionandose ad libitum al igual que el agua

(Hubrecht y Kirkwood, 2010, Suckow et al. 2006).
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Para lograr la inflamacién de la piel se utilizé oleorresina de Capsicum (capsaicina).
Se eligié esta oleorresina, debido que a pesar de ser un agente irritante se ha
comprobado en diversos estudios y ensayos clinicos que tiene accion analgésica e
incluso se utiliza en medicina humana para tratar enfermedades que causan dolor
neuropatico, osteoartritis, sindrome post mastectomia y algunas aplicaciones mas.
El mecanismo de accion de la capsaicina se debe a que interacciona con el receptor
vaniloide VR1 presente en las fibras sensoriales del tipo C. La activacion de este
receptor excita las neuronas de tipo C e inhibe la biosintesis y el transporte axonal
de la sustancia P que es un mediador de los impulsos nocioceptivos que
incrementan la transmision de los estimulos dolorosos desde la periferia hasta el
SNC. La capsaicina tépica produce desensibilizacion reversible de las
terminaciones sensitivas de las fibras C aferentes. Debido a esta accién es que tiene
efecto analgésico y que la sensacién de quemazon secundaria a su uso es
momentanea y disminuye con la aplicacion repetida de ésta (Reyes et al. 2011, Vidal

et al. 2004).

La oleorresina de Capsicum se elabord en las instalaciones del Laboratorio de
Investigacion del departamento de Fisiologia y Farmacologia de la FMVZ utilizando
el método de extraccidn hidroalcéholica con etanol y evaporacion al rotovapor como

se describe a continuacion:

1. Se obtuvo chile habanero en un mercado local de la Ciudad de México,
seleccionado bajo criterios de maduracion y color del fruto en funcion de la
cantidad de capsinoides que contienen (Restrepo M, et al. 2007).

2. Se les retird el pedunculo y se pesaron, obteniendo dos kg.
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3. Se licuaron con 2 litros de alcohol etilico del 68.5 al 71.5% (Figura 2).

Figura 2. A) Seleccion del chile habanero. B) Pesaje del chile habanero. C)
Licuado del chile habanero con alcohol etilico para la elaboracion de la oleorresina
de Capsicum.

4. Se coloco la mezcla en un matraz y se mantuvo en un agitador de placa

durante 6 horas y se dejo reposar 12 horas (Figura 3).
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Figura 3. Mezcla a partir de chile habanero y alcohol etilico en agitador de placa

5. La mezcla chile-etanol se filtré6 primero con dos tamizadores de pruebas
fisicas de 500 y 1410 de abertura en micrometros (0.055 y 0.0197 pulgadas
respectivamente). La mezcla obtenida se coloco en tubos de ensaye para
meter a una centrifuga (a 5000 rpm) durante 5 minutos y por ultimo se pasé

por papel filtro obteniendo el extracto del chile con etanol (Figura 4).

Figura 4. Procedimiento de filtracién para la obtencion de la oleorresina de
Capsicum.
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6. Este filtrado se colocdé en un rotovapor para la evaporacion del etanol

obteniendo la oleorresina de Capsicum (Figura 5).

Figura 5. Evaporacion del etanol de la mezcla en rotovapor.

Una vez obtenida la oleorresina se preparo una solucidon de esta con alcohol etilico

a una concentracion de 2%, que fue con la que se trabajo a lo largo del experimento.

Para el manejo de los individuos durante el experimento se tuvo que utilizar un
método de sujecidn diferente a los sugeridos por la literatura debido al area en la
que se trabajé y a que no se utilizaron cepos. Tomamos a la rata con ambas manos;
con los dedos indice y pulgar de la mano derecha se sujeto la zona sub-axilar de la
rata de forma que la palma de la mano cubria la cabeza sin permitir que esta la
volteara y con los dedos indice y pulgar de la mano izquierda se tomé la zona
inguinal estirando sus extremidades y recargando ligeramente al animal sobre la

mesa.
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Se rasuro el dorso de las ratas desde la regién escapular a la lumbar con una
maquina con navaja del #40, posteriormente se volvié a rasurar la misma area con
un rastrillo comun. Ambos procedimientos se realizaron con extremo cuidado con la
finalidad de no lesionar la piel. Sobre el dorso, debajo de la zona escapular del
animal, se definié una zona de 1 cm de ancho por 1.5 cm de largo, se marcé con un
plumén quirudrgico con el propésito de fijar el area que se midié con el vernier para
obtener el grosor de la piel. Se determiné realizarlo en esta area debido a que
presenta un menor contenido de grasa que la piel abdominal (O 'malley 2005) los
animales no alcanzan a tocarse ni a lamerse en esta zona, lo que asegura la
completa absorcidn de la oleorresina y evité que se lesionaran debido a la purgencia

de la oleorresina (Figura 6).

Figura 6. Sujecion de los individuos para definir la zona de medicion de la piel y
aplicacion de la oleorresina de Capsicum.

Se tomaron las mediciones iniciales de la piel intacta de todos los individuos con un
vernier colocandolo sobre el area que se delimito con el plumén quirdrgico (Newton
et al. 1984) y de esta misma manera se obtuvieron las medidas todos los dias hasta
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el final del experimento antes de la aplicacion de la oleorresina de Capsicum

(Cuadro 1).

Este procedimiento se realiz6 todos los dias por la misma persona para reducir el

error del manejo y percepcion de los datos arrojados por el vernier (Figura 7)

Figura 7. Medicion de la piel de los individuos con el vernier

Se administré de forma cutanea en la parte craneal de la superficie marcada
mediante una jeringa de insulina un volumen de 0.1 ml de la oleorresina de
Capsicum. Para asegurar la absorcion de toda la sustancia, se utilizé una técnica
similar a la de un frotis sanguineo; un portaobjetos esmerilado de 1 cm de ancho,
se puso en contacto con la gota, que, por capilaridad, se extendio y se deslizo varias

veces (Figura 8).
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Figura 8. Aplicacion de la oleorresina de Capsicum en la piel de los individuos.

Este procedimiento se repitid cada 24 horas durante 15 dias. Los primeros tres dias
se midio el grosor de la piel y se aplicd la oleorresina de Capsicum, a partir del
cuarto dia ademas se le administré a cada grupo una vez al dia via oral un
tratamiento diferente, mediante una jeringa de insulina con el teflén de un catéter
intravenoso del #20 (en lugar de una sonda esofagica (Suckow et al. 2006)) el cual

se describe a continuacion:
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Grupo 1 (Individuos O-1 a O-9)

Solucién de aceite puro de orbital de atin Omegamex® con una proporcion de
40% de omega 3 (30% de DHA, 7% de EPA y 3% de otros omega 3) en 100 g
a una dosis de 100 mg/kg (Raederstorff y Moser 1992, Sarsilmaz, et al. 2003)

durante 12 dias.
Grupo 2 (Individuos OI-1 al OI-9)

Solucién de aceite puro de orbital de atin Omegamex® con una proporcion de
40% de omega 3 (30% de DHA, 7% de EPA y 3% de otros omega 3) en 100 g a
una dosis de 200 mg/kg (Raederstorff y Moser 1992, Sarsilmaz, et al. 2003)

durante 12 dias.
Grupo 3 (Individuos P-1 a P-9)

Solucién de fosfato sodico de prednisolona Fisopred® con una concentracion de
1mg/ml a dosis de 1.5 mg/kg (Carpenter 2013, Quesenberry y Carpenter 2012,

Plumb, 2010) durante 12 dias.
Grupo 4 (Individuos C-1 a C-9)

Es el grupo control, se administré un placebo, que en este caso fue agua potable

de garrafén, 0.4 ml a todos los individuos durante 12 dias.

El método de sujecion para la administracién de los farmacos fue tomando a la
rata con la mano alrededor del térax y usando el dedo indice y pulgar para

controlar la mandibula, pasando el teflon del catéter en el espacio entre los
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dientes incisivos y premolares sobre la lengua hacia el eséfago (Figura 9)

(Suckow et al. 2006)

Figura 9. Administracion oral de los medicamentos

En algunas ratas fue necesario volver a rasurar la piel en varias ocasiones a lo largo

del experimento para garantizar la absorcion de la oleorresina de Capsicum.

Al final del experimento los animales fueron sacrificados conforme a la NOM-062-
Z00-1999 por el método de diéxido de carbono. Se seleccionaron cuatro individuos
al azar para realizar estudios histopatoldgicos del perimetro de la piel en donde se
estuvo aplicando la oleorresina, con el objeto de tener una muestra demostrativa de

las lesiones de la piel de un individuo de cada grupo.

Los datos fueron examinados en base a un modelo estadistico de un factor con
cuatro niveles, con mediciones en el tiempo y bajo el analisis MANOVA utilizando el

programa JMPG.
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Cuadro1. Mediciones de la piel (mm) de los individuos al inicio del experimento.

IDENTIFICACION | TRATAMIENTO | INDIVIDUO MED.
INICIAL

O-1 1 1 0.94
0-2 1 2 0.94
0-3 1 3 1.04
0-4 1 4 1.16
O-5 1 5 0.97
0-6 1 6 1.04
Oo-7 1 7 1.02
08 1 8 0.9
0-9 1 9 1.02
Ol-1 2 1 1.04
Ol-2 2 2 0.92
Ol-3 2 3 1.08
Ol-4 2 4 0.95
Ol-5 2 5 0.94
Ol-6 2 6 0.96
Ol-7 2 7 0.88
Ol-8 2 8 0.97
o9 o 2 9 0.8
P-1 3 1 0.95
P-2 3 2 1.08
P-3 3 3 0.9
P-4 3 4 1.21
P-5 3 5 0.89
P-6 3 6 1.04
P-7 3 7 1.01
p-8 3 8 0.9
P-9 3 9 0.98
C-1 4 1 1.02
C-2 4 2 1.04
C-3 4 3 1.02
C-4 4 4 1.13
C-5 4 5 1

C-6 4 6 0.9
C-7 4 7 0.98
c8 4 8 0.88
C-9 4 9 0.92
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RESULTADOS

En la Figura 10 y el cuadro 3 se muestran las medias contra tiempo y tratamiento.
Se determind que existio diferencia significativa (p<0.05) en la interaccion tiempo-
tratamiento entre todos los tratamientos. Se puede observar que la inflamacioén en
los grupos 1, 2 y 3 fue disminuyendo a través del tiempo, mientras que en el grupo
4 (control) se mantuvo. El grupo 3 (prednisolona) presentoé la mayor reduccion de la
inflamacion, mientras que el grupo 4 fue el que permanecio con los niveles mas
elevados, ambos a través del tiempo. No existié diferencia estadistica entre los dos
grupos tratados con omega 3. A pesar de que el estimulo inductor del dafio no se
retir6 hasta el final del experimento, en los 3 tratamientos observamos la
disminucion de la inflamacion a diferencia del grupo control. En ninguno de los

grupos se logré volver a los parametros iniciales de la medicion de la piel.
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Medias

Grupo 2 = == Grupo 3

Medicion en mm de la piel

Figura 10. Grafica del comportamiento del promedio de los grupos en mm de las

mediciones de piel a través del tiempo.

Cuadro 2. Medias de las mediciones de la piel en mm de los individuos de cada

grupo por intervalos de dias.

0.21 \ 019 012 010
0.12 \ 0.21 . 0.20 0.16
\ 0.15 . 0.05 0.03

|
|
\ 0.15
\ 0.19 \ 0.17 . 0.22 0.24

*24 horas después de comenzar los tratamientos
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Los resultados de los estudios histopatolégicos fueron los siguientes:
-Rata Grupo control

Diagnostico: Hiperqueratosis paraqueratésica leve difusa con costras serocelulares

multifocales y pustulas intraepidérmicas, multifocales discretas.

Acantosis irregular moderada difusa.

Espongiosis multifocal leve.

Dermatitis linfoplasmocitica e histiocitica moderada multifocal. (Figuras 11y 12).
-Rata n-3 dosis baja

Diagnéstico:  Hiperqueratosis  ortoqueratésica leve  difusa.  Dermatitis

linfoplasmocitica leve multifocal (Figura 13).

-Rata n-3 dosis alta

Diagndstico: Piel sin alteraciones histolégicas (Figura 14).
-Rata Prednisolona

Diagndstico: Piel sin alteraciones histolégicas (Figura 15).
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Figura 11. Fotomicrografias de piel de un individuo del grupo control en aumento
10X tenida con Hematoxilina-Eosina. Se aprecia marcada hiperqueratosis
paraqueratésica (flecha amarilla) y presencia de costra sero-celular (flecha marrén)
moderado engrosamiento de la epidermis -acantosis- (flecha azul) y moderado
infiltrado inflamatorio en unién dermo-epidérmica y hacia dermis superficial (flecha

negra).
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Figura 12. Fotomicrografia de piel de un individuo del grupo control en aumento 10X
tedida con Hematoxilina-Eosina. Se aprecia moderada hiperqueratosis
paraqueratésica (flecha amarilla), moderado engrosamiento de la epidermis con
presencia de clavas intradérmicas —acantosis- (flecha azul), se aprecia disociacién
de las células de la capa basal —espongiosis- (flecha verde) y moderado infiltrado
inflamatorio linfo-plasmocitico en union dermo-epidérmica y hacia dermis superficial

(flecha negra).
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Figura 13. Fotomicrografia de piel de un individuo del grupo Omega a dosis baja en
aumento 10X tefiida con Hematoxilina-Eosina. Se aprecia moderada
hiperqueratosis ortoqueratésica (flecha marrén) y ligero infiltrado inflamatorio en

dermis superficial (flecha negra).
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ias de piel de un individuo del grupo Omega 3 a dosis alta

Figura 14. Fotomicrograf

Eosina. Piel sin

fiida con Hematoxilina-

10X (B) y 40X (C), te

en aumento 4X (A),

cambios histologicos.
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Figura 15. Fotomicrografias de piel de un individuo del grupo Prednisolona en
aumento 4X (A), 10X (B) y 40X (C) tefida con Hematoxilina-Eosina. Piel sin cambios

histologicos.
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DISCUSION

Como se observé en los resultados, el grupo que mostré6 menor grado de
inflamacion al término del experimento fue el tratado con prednisolona, esto se debe
a los dos mecanismos de accidn que presentan los corticosteroides tanto de accion
rapida como de accidn lenta, que logran controlar el proceso inflamatorio casi de
manera total gracias a la inhibicidn o transcripciéon de determinados genes que
impiden la accién de mediadores proinflamatorios y estimulan la accién de los
antiinflamatorios con efecto secundario sobre las poblaciones de células que
intervienen en estos procesos (Serra et al. 2012, Rhen y Cidlowsky 2005). La
prednisolona es un corticosteroide que tiene hasta cinco veces mas efecto
antiinflamatorio partiendo como base a la hidrocortisona y con baja actividad
mineralocorticoide por lo que es uno de los farmacos de eleccion en problemas

inflamatorios cutaneos (Plumb, 2010, Sumano, et al. 2006).

Los grupos tratados con n-3 demostraron también una considerable disminucion de
la inflamacién, aunque aun menor que la prednisolona. Este efecto se puede
explicar debido a que los acidos grasos poliinsaturados han demostrado tener
efectos moduladores de la respuesta inflamatoria en estudios realizados en ratas,
ratones, humanos y perros y los mecanismos propuestos incluyen el cambio en la
produccion de eicosanoides, asi como el aumento en la funcion de la barrera

epidérmica (Mueller, et al. 2005).
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Este efecto antiinflamatorio se demuestra en diversos estudios donde miden las
concentraciones sanguineas y en piel de los derivados de los AGPI n-6 y n-3 asi

como de algunas citosinas importantes en el proceso inflamatorio.

En gatos alimentados con dietas suplementadas con aceite de pescado se
encontraron cantidades mas bajas de acido linoleico y a-linoleico y en consecuencia
una cantidad menor de AGPI n-6 y por lo tanto un aumento total de AGPI n-3 en la
semana seis comparados con una dieta suplementada con aceite de linaza y un
grupo control. Como es esperado las proporciones n-6:n-3 fueron mas elevadas en
el grupo control y en la dieta con aceite de linaza que en la dieta con aceite de
pescado. La concentracién de acidos grasos en la piel fue similar a la del plasma

con la disminucion de LA comparado con el grupo control (Park, et al. 2011).

En perros atdpicos alimentados a base de una dieta con altas cantidades de DHA y
EPA con una proporcién de n-6:n-3 menor, se evidencié una disminucién de las
concentraciones en suero de PGE2, principal metabolito del AA, lo que se puede

traducir en una reduccion de la inflamacion (Nesbitt, et al. 2003).

Perros sanos alimentados con una dieta enriquecida con aceite de pescado con
1.75 gr/kg de EPA y 2.2 gr/kg de DHA que dan una proporcion de 3.4:1 de n-6-n-3
se asoci6 a una baja significativa en las concentraciones plasmaticas de PGE2, asi

como de una menor actividad de IL-1 e IL-6 (Casey, et al. 2008).

En ratones se investigo el efecto de la suplementacion de una dieta rica en AGPI n-
3 con una fuente de aceite de pescado en un modelo experimental de alergia

alimentaria; en los resultados encontraron una disminucion significativa de IgG e
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IgE, asi como la disminucion del edema y la infiltracién de eosindfilos en los
animales suplementados comparados con el grupo control, lo que demuestra que
presentan una respuesta alérgica mucho menos severa (Goncalves de Matos, et al.

2011).

A pesar de que en el presente estudio no se realizdé ninguna de estas mediciones
en suero o piel, se logré evidenciar mediante la evaluacion del grosor de la piel la
disminuciéon de la inflamacion, lo que se puede interpretar con los estudios
anteriores. Como se observo, la caida mas dramatica de la inflamacion fue en el
ultimo y unico intervalo de tiempo en el que encontramos la diferencia significativa,
esto puede estar justificado debido a de que se menciona que una respuesta
positiva a la suplementacion de los AGPI se observara como minimo hasta las dos
semanas, aunque en general pueden aparecer entre 6 y 8 semanas (Case, et al.

2011).

Por ejemplo, un estudio donde se determind el efecto de la suplementacién con
acidos grasos omega 3 a diferentes dosis en dietas para perros con prurito sefialan
que existen evidencias de mejora clinica hasta el dia 21 de tratamiento, lo que
sugiere que es necesario mas tiempo para apreciar los efectos benéficos (Nesbitt,

et al. 2003).

En un trabajo realizado con ratones se obtuvieron resultados de los efectos
antiinflamatorios después de 21 dias de suplementacion (Goncalves de Matos, et

al. 2011).
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Sin embargo, los efectos van a variar de acuerdo al modelo experimental por las
distintas tasas de metabolismo, la condicion clinica de los individuos, el disefio de
la alimentacion y el manejo de la suplementacion (Miller, et al, 2013 y Goncalves de

Matos, et al. 2011).

A lo largo del tiempo que se han estudiado los efectos antiinflamatorios de n-3 ha
existido un gran debate entre si es la proporcion de los AGPI n-6 en relacion con los
n-3 en la dieta o una dosis total del acido graso es mas relevante para modular la

inflamacion (Miller, et al. 2013).

Existen algunos estudios que sustentan que el promedio de n-6:n-3 en la dieta tanto
como la dosis total de n-3 son importantes para lograr alteraciones en el plasma y
las membranas de las células y asi observar los efectos clinicos potenciales.
(Nesbitt, et.al 2003) Hall y Picton obtienen resultados que sugieren que la dosis
absoluta de n-3 es mas importante que el promedio, aunque los resultados pueden
llegar a ser variables debido a de la cantidad de DHA y EPA que tenga la fuente de

n-3 (Hall, et al. 2006).

Se menciona que el promedio ideal en la dieta en animales de n-6:n-3 va de 5:1 a
10:1 (Case et al. 2011, Hand et al. 2010). En esta investigacion se manejo la
suplementacioén de la fuente de n-3 separado de la dieta. La dieta que se administro
a los animales de este experimento esta formulada para animales de laboratorio
durante el ciclo completo de vida y segun el andlisis de nutrientes tiene
aproximadamente una proporcién de n-6:n-3 de 3.5-1 y se suplementd con una
fuente de n-3 a partir de aceite puro de orbital de acuerdo al grupo al que
pertenecian una dosis total en mg por individuo.
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Se piensa que debido a la competencia que existe por el mismo sistema enzimatico
entre n-3 y n-6, el hecho de manejar ambas variantes resulté en el cambio de los
AGPI disponibles en las células y por tanto se utilizaron los autacoides a partir de

n-3 q tienen mucho menor potencial inflamatorio (Schmitz y Ecker, 2007).

Entonces, en este estudio en el que se logroé efecto antiinflamatorio a los 12 dias de
tratamiento se puede explicar debido a la combinacién de varios factores; por una
parte, se eligi6 un modelo experimental que por un corto tiempo de vida y
metabolismo acelerado permite observar los cambios o respuestas deseadas en un

periodo de tiempo mas corto (Suckow, et al. 2006).

Se manejo un promedio adecuado en la dieta dentro de los rangos mencionados,
asi como la suplementacion en mg dentro de la dosis comunmente utilizada en los
que ya se han observado resultados en ratas, por lo que probablemente se
alcanzaron a modificar las cantidades de n-3 en la piel y en plasma que lograron
efecto antiinflamatorio. Ademas, la fuente de n-3 que se utilizé fue a partir de aceite
de pescado, que contiene concentraciones mas altas de estos, a comparacién de
aceites de semillas o vegetales, y se mantuvo en refrigeracién durante todo el

experimento cuidando que no se perdieran sus propiedades.

Cuando se manejan dietas que ya vienen suplementadas con el promedio de n-6:n-
3 se puede alterar el efecto real debido a un mal manejo del alimento, ya que puede
perder el valor de sus nutrientes debido al paso del tiempo, a las condiciones
climaticas o a que se no se encuentren en una forma biolégicamente disponible

(Bonagura, 2009).

51



Por otro lado, con los resultados obtenidos en el estudio histopatolégico se puede
comprobar el efecto de los AGPI n-3 en uno de los individuos manejados con la
dosis alta ya que no se evidenciaron cambios histolégicos. Sin embargo, el sujeto
del grupo de n-3 a dosis baja mostré un ligero engrosamiento generalizado del
estrato corneo con queratocitos sin nucleo y con discretos agregados de linfocitos y
células plasmaticas en la dermis, asi como un adelgazamiento de la epidermis por
disminucién en sus estratos, lo que indica que curso con una dermatitis perivascular

con cambios epidérmicos y no se resolvio por completo la inflamacion.

Sin embargo, en cuanto a los dos individuos del grupo control se pudo apreciar una
reaccion inflamatoria mas fuerte con lesiones de un proceso irritativo cronico
(acantosis, espongiosis, pustulas, vesiculas y ulceras) asi como infiltrados celulares
en dermis e hipodermis y adelgazamiento de la epidermis. El infiltrado inflamatorio
en estos individuos es mixto (representado principalmente por linfocitos,
plasmocitos y neutrofilos) e involucra todas las capas de la piel. Las lesiones
observadas son asociadas al proceso irritativo provocado por los capsinoides y en
la literatura son compatibles con las ocasionadas por problemas de dermatitis por
contacto o irritativa, asi como por reacciones de hipersensibilidad (Castellanos e

Iregui, 2006, Castellanos, et al. 2014).

Si se comparan los resultados de las medias de los individuos con el histopatoldgico
evidenciamos que hay efecto positivo a ambas dosis, ya que con las mediciones en
mm de los individuos se observé una mayor disminucion de la inflamacién en las
ratas del grupo a dosis baja y en los resultados de histopatologia tuvimos la

resoluciéon completa en el individuo manejado con la dosis alta y una resolucion
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parcial en el de dosis baja. La dosis en la que se han demostrado los efectos
benéficos de los omega 3 varia de acuerdo al sujeto de la experimentacién y al

problema para el que se usen.

En humanos, se han demostrado, a parte de su eficacia antiinflamatoria, otros
efectos benéficos de estos en problemas cardiacos, renales, dermatoldgicos,
neurodegenerativos y siquiatricos entre otros (Wall, et al. 2010, Lenox y Bauer,

2013).

La dosis se utiliza en un rango amplio que depende de la especie, en el presente
estudio realizado en ratas se utilizé a 100 y 200 mg respectivamente para cada
grupo, cuando en esta especie la literatura menciona que se utiliza en un rango de

100-400 mg/kg (Raederstorff y Moser 1992, Sarsilmaz, et al. 2003).

En perros en la mayoria de los estudios en donde se ha comprobado su efecto y en
la literatura se manejan en un rango de 80-250 mg/kg (Lenox y Bauer, 2013. Miller,
et al. 2013, Nesbitt, et al. 2003) y la National Research Council menciona que se
puede utilizar de manera segura hasta 370 mg/kg; en gatos aun no existe suficientes
datos publicados sobre un rango exacto, pero se utilizan y recomiendan en esta

misma dosis (Lenox y Bauer, 2013).

En estudios realizados en humanos también se ha definido un rango de consumo
seguro de AGPI n-3 en el que han comprobado los efectos benéficos de la
suplementacion sin aparicion de efectos adversos. Se recomienda que se ingieran

1g/dia de DHA y EPA ya sea solo alguno o la combinacion de ambos, pero se
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menciona que estudios donde se han utilizado a 5g/dia no se han observado efectos

secundarios (EFSA, 2012, FAO/WHO, 2008).

En este estudio se tomo la dosis mas baja y una media para observar si la dosis
utilizada implicaba una diferencia en los efectos y no se utilizé la mas alta para

evidenciar si habia efecto sin incurrir al maximo del rango mencionado.

Por otro lado, aun se estudian los efectos adversos que pueden provocar el uso de
los AGPI n-3. Se han realizado algunos estudios para determinar los potenciales
efectos secundarios que se pueden presentar por la suplementaciéon de AGPI n-3 y
suelen ser dosis dependientes y en dosificaciones altas, entre los mas comunes se
presentan diarreas o heces pastosas, aliento con olor a pescado y aumento de peso.
Se describen otros como alteracién en la funcidén plaquetaria (sin embargo en
pacientes sanos 0 que no se encuentran bajo terapia con otros farmacos
antiplaquetarios no se ha logrado demostrar), oxidacién de lipidos y produccién de
radicales libres (lo que se logra contrarrestar adicionando vitamina E, muchos
suplementos la incluyen en su férmula), potencial exposicién a toxinas del medio
ambiente (principalmente metales pesados y depende del producto utilizado; lo cual
puede comprobarse con estandares de calidad o contactando al proveedor) e
hiperglucemia y sensibilizacion a la insulina (aun existe controversia, pero hay
estudios en donde la utilizan para controlar los niveles de glucosa en humanos, en
gatos no se ha comprobado que causen hiperglucemia y deben de ser utilizados
con precaucion en pacientes que reciben insulina). Se considera que su ingesta
representa mas beneficios en los pacientes que riesgo de padecer estos efectos

(Lenox and Bauer 2013, Wortinger y Burns 2015).
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En medicina veterinaria y especificamente en la clinica de pequefias especies las
enfermedades dermatoldgicas representan un porcentaje alto de los problemas por
los que llega una mascota a consulta. Los problemas de piel tienen una gran
importancia debido a que es el organo mas grande vy visible del cuerpo el cual
representa un elemento importante para juzgar el estado de salud de un individuo,
ya que la piel se dafa por enfermedades en las que sus alteraciones principales
tienen un caracter general y repercuten a nivel cutaneo y por enfermedades propias
de la piel cuyas lesiones pueden ser primarias o secundarias. Otro aspecto
importante que se tiene que considerar es que la piel tiene un rango limitado de
respuesta a las agresiones, lo que hace complicado diferenciar las patologias por
presentar aspectos clinicos similares asi como tomar en cuenta que el prurito
cutdaneo o comezodn (sensacion de picor ardor o escozor que se produce en la piel
debido a la estimulacién o irritacion de las terminaciones nerviosas de la epidermis
en diversas enfermedades cutaneas) en la mayoria de los casos complica aun mas

una lesion en la piel.

La inflamacion es una de las principales consecuencias de las enfermedades
cutaneas y se presenta con el objetivo de eliminar las sustancias nocivas o los
microorganismos y restablecer la homeostasis cutanea. Se presenta en dermatosis
de origen microbiano o parasitario y de otro origen (inmunomediado), sin olvidar que
estas ultimas pueden estar complicadas con una infeccion microbiana secundaria,
Por todo lo mencionado anteriormente el diagnostico de estos problemas, asi como

su recuperacion suelen ser lentos, por lo que el uso de los antiinflamatorios se
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vuelve una herramienta importante durante el proceso diagnéstico y de resolucion

de cualquier patologia.

Los clinicos intentan suprimir la inflamaciéon principalmente mediante el uso de
glucocorticoides y otros farmacos inmunomoduladores para tratar las enfermedades
cutaneas. Los glucocorticoides sistémicos son altamente eficaces para estos casos
siendo el farmaco de eleccion, sin embargo, se conoce muy bien la presentacion de
efectos secundarios agudos o crénicos tras su administracion, asi como la limitante
de su uso en pacientes inmunodeprimidos, con enfermedades infecciosas o con
otras enfermedades en la que estan contraindicados como diabetes, pancreatitis,
problemas renales, entre otras o simplemente ante duefios que no quieran
utilizarlos. Por esta razon multiples estudios han analizado otras opciones
terapéuticas. Por otro lado, a diferencia de los corticosteroides, los AGPI n-3 son
considerados un nutracéutico y no interrumpen la sintesis de las moléculas
responsables del proceso inflamatorio, solo las modifica, por lo que podemos
utilizarlos con una incidencia minima de efectos adversos, asi como en pacientes

gerontes (Miller, et al. 2013, Bonagura 2009, Foster y Foil 2013, Patel, 2010).

El efecto antiinflamatorio de los AGPI n-3 se explica porque existe una inhibicién
competitiva por los sistemas enzimaticos ciclooxigenasa y lipooxigenasa con los
AGPI n-6 que son precursores principales de analitos con accion inflamatoria, asi
como los efectos de sus subproductos metabdlicos que implican el cambio de la
sintesis y actividad de prostaglandinas y leucotrienos, ya que estos son importantes

para promover o inhibir la inflamacion.
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En medicina veterinaria se ha determinado por medio de varios estudios que los
acidos grasos se requieren en una proporcion que va de 5:1 a 10:1 para lograr el
mantenimiento de una piel y pelo saludable, asi como para modular el proceso
inflamatorio y ejercer accion antiinflamatoria. Existen dietas de prescripcion
veterinarias disponibles en el mercado en los que adicionan los AGPI,
principalmente n-6 y n-3 y que manejan proporciones dentro de este promedio que
fueron formuladas para pacientes con problemas dermatolégicos y degenerativos
articulares. Por otro lado, también estan disponibles como suplementos de uso
veterinario en presentacion de emulsiones, capsulas, tabletas masticables y polvos

(Case, et al. 2011, Hand, et al. 2010.).

La controversia de su eficacia antiinflamatoria continua, debido a los diferentes
resultados que han presentado variedad de estudios a lo largo ya de un tiempo que
se comenzo a investigar y en muchos de ellos mencionan que se requiere de varias
semanas de suplementacion, sin embargo, hay que contemplar varios factores que
pueden ser determinantes para observar resultados positivos. Se ha demostrado
que existen diferencias de edad y raza en el metabolismo de los acidos grasos, asi
como que pueden resultar ineficaces en casos de mala digestién, mala absorcién o
metabolismo anormal de acidos grasos por enfermedad pancreatica o hepatica
cronica (Miller, et al. 2013). Tampoco se ha logrado determinar que resulta mas
eficaz, si controlar la relacion de n-3:n-6 en la dieta o la dosis absoluta de la fuente
de n-3 (Miller, et al. 2013, Nesbitt, et.al 2003, Hall, et al. 2006). Otra cosa que se

debe de tomar en cuenta es la calidad de los alimentos y suplementos que se
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utilizan, ya que si se mantuvieron mal conservados (almacenamiento y temperatura)

0 no contienen los antioxidantes adecuados no se lograran los efectos positivos.
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CONCLUSIONES

En ultimas décadas los acidos grasos omega 3 han demostrado tener multiples
efectos benéficos en el organismo, por ello la suplementacion de estos es
considerada una herramienta terapéutica que se ha continuado estudiando con el
fin de determinar su eficacia. Entre estos, se encuentra su efecto antiinflamatorio,
por lo que se usan como parte del tratamiento en problemas de artritis, asi como en
enfermedades dermatoldgicas. Estos acidos grasos participan directamente en la
modulacién de la respuesta inmune, disminuyendo la inflamacion y el dafo
generado por esta. Comunmente se utilizan conjuntamente con otros farmacos en
la mayoria de los problemas dermatoldgicos, sin embargo, en este estudio se logré
demostrar que pueden ser una opcién eficaz con buen efecto antiinflamatorio aun
usandolos sin otros medicamentos que son empleados en este tipo de

padecimientos.

La mayoria de los estudios realizados en animales, contempla que se observan
efectos en minimo 3 semanas, en el presente estudio realizado en ratas se
demostrd que utilizados a una dosis de 100 a 200 mg/kg aunados a una dieta con
un promedio n-6:n-3 de 3.5:1 logran efecto antiinflamatorio en piel irritada a lo largo
de 12 dias de tratamiento. Esto se debe a que manejamos un promedio bajo de n-
3:n-6 en la dieta mas la suplementacion, lo que conllevo a una modificaciéon mas
rapida por el efecto competitivo de producir eicosanoides con efecto

antiinflamatorio. Es de vital importancia tomar en cuenta todos los factores que
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pueden llegar a afectar la eficacia de los acidos grasos omega 3, para que al

momento de utilizarlos se obtenga su maximo potencial antiinflamatorio.

El efecto que se presenté en los individuos tratados con n-3 es aun menor al
demostrado por la prednisolona y no hubo diferencia significativa entre las dosis de
n-3 que se manejaron, lo que indica que utilizados dentro del rango establecido

tienen la misma accién antiinflamatoria.

Lo que se sugiere con este trabajo, es que se maneje una dieta dentro de las
proporciones ideales de n-3:n-6 en pacientes propensos a padecer problemas
dermatoldgicos y al presentar manifestaciones clinicas se adicione una
suplementacién de la fuente de omega 3, debido a que si se utiliza unicamente la
dieta se incrementa el tiempo en que se esperan resultado positivos durante un
proceso agudo y si unicamente se utiliza un suplemento y no se toma en cuenta la
dieta es muy probable que no logremos el efecto deseado debido a que la mayoria
de las dietas comerciales utilizan ingredientes que aportan mayor cantidad de
omega 6 (como cereales como primer ingredientes o subproductos de pollo o carne
de res o cerdo) por lo que es posible que ni siquiera logremos alcanzar las

proporciones adecuadas.

Los AGPI n-3 demostraron en este estudio tener una accién antiinflamatoria eficaz
para el tratamiento de la inflamacion cutanea, por lo que deben considerarse en la
terapéutica de este problema. Es importante recordar que los AGPI n-3 son un
nutracéutico, por lo que no podemos unicamente tomar en cuenta la dosis total que
se administra como en el caso de un medicamento, es vital tomar en cuenta el tipo
de alimentacién que reciben los pacientes para lograr observar los efectos
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terapéuticos deseados. Si no son utilizados como unica terapia antiinflamatoria en
padecimientos agudos ayudan a reducir significativamente la dosis o frecuencia de
otros farmacos antiinflamatorios que se administren. Se podrian realizar estudios
adicionales en perros y gatos con problemas dermatolégicos en donde se
implemente la metodologia utilizada en este estudio controlando tanto la dieta como
la dosis total para respaldar que los resultados pueden ser observados también en
estas especies de interés en la que los problemas dermatoldgicos son relativamente

comunes en la practica diaria.
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