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RESUMEN

La inflamacion aguda persistente conduce a la cronicidad del proceso inflamatorio.
Estudios anteriores demostraron el efecto anti-inflamatorio del aceite de girasol
ozonizado. Se evalu¢ el efecto anti-inflamatorio del aceite de girasol ozonizado (AGO)
y formulaciones en crema, en el modelo de inflamacién crénica inducido en ratas. Los
animales (Ratas Sprague Dawley macho), se dividieron en ocho grupos experimentales
de diez animales cada uno, se les indujo la inflamacion crénica (granuloma por
algoddn): control positivo, dos controles vehiculos (aceite de girasol y placebo de
formulacién), grupo tratado con AGO vy tres grupos con formulaciones semisolidas
(FSS) (10, 30 y 50 % de AGO) y otro con crema de indometacina al 4%. Todos los
tratamientos se administraron por via topica durante los seis dias consecutivos,
posteriores a la induccion del granuloma. Se determin6é como variable de eficacia, el
peso humedo (PH) y el peso seco (PS) de los granulomas. El AGO redujo de forma
significativa y moderada tanto el PH (35,63 %) como el PS (38,48 %) del granuloma,
comparado con el grupo control. De manera similar, las FSS de AGO (10, 30 y 50 %)
inhibieron de forma significativa y moderada, el PH (37,02; 35,83 y 40,80 %,
respectivamente) y el PS (42,9; 43,9 y 45, 5%, respectivamente), del granuloma en
comparacion con el grupo control. Los resultados de este estudio demuestran el efecto
anti-inflamatorio del AGO y de las FSS a base de AGO, aplicados topicamente,
durante seis dias consecutivos, en la zona del granuloma inducido experimentalmente
por la mota de algoddn en ratas.

Palabras clave: inflamacion; granuloma; ratas; aceite de girasol ozonizado;
formulacion semisolida

ABSTRACT

Persistent acute inflammation leads to the chronicity of the inflammatory process.
Previous studies have demonstrated the anti-inflammatory effect of ozonized
sunflower oil. The anti-inflammatory effect of ozonized sunflower oil (OSO) and
cream formulations were evaluated in the chronic inflammation model induced in rats.
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The animals (male, Sprague Dawley rats) were divided into eight experimental groups
and chronic inflammation (cotton granuloma) was induced: positive control, two
control vehicles (sunflower oil and placebo formulation), OSO treated group and three
groups with semisolid formulations (10, 30 and 50% of OSO) and another one with 4%
indomethacin cream. All treatments were administered topically during six consecutive
days after granuloma induced. The wet weight (WW) and the dry weight (DW) of the
granulomas were determined as an efficacy variable. The OSO significantly and
moderately reduced both WW (35.63%) and DW (38.48%) of the granuloma
compared to the control group. Similarly, OSO formulation (10, 30 and 50%)
significantly and moderately inhibited the WW (37.02, 35.83 and 40.80%, respectively)
and the DW (42.9, 43. 9 and 45. 5%, respectively) of the granuloma compared to the
control group. As conclusion, in this study was demonstrate anti-inflammatory effect
of OSO and OSO formulations, applied topically, during six consecutive days, in the
experimental granuloma area induced by cotton swabs.

Keywords: Inflammation; granuloma; rats; Ozonized sunflower oil; semisolid
formulations

INTRODUCCION

La inflamacion es una respuesta biologica transitoria del tejido frente a un estimulo
nocivo, tal como una lesion, antigenos exodgena o enddgena, en el intento de eliminar
el estimulo y reparar el tejido dafiado para lograr la reparacion de este y retornar a la
homeostasis (Egger, 2012). Aunque la inflamacién es un mecanismo de defensa
positivo del organismo, se considera como la llamada “espada de doble filo”, ya que
esta reaccion de forma prolongada y descontrolada puede ser (Mizuno et al/, 2011),
reconocida como causa de diferentes desdrdenes crénicos, como la diabetes, alergias,
ateroesclerosis, obesidad, cancer y el dolor. Por otra parte, la disfunciéon inflamatoria
que da paso a las enfermedades cronicas, incrementa el costo de la atencidon médica
por parte de la sociedad (Mizuno et al, 2011; CIHR, 2012). La inflamaciéon aguda
persistente conduce a la cronicidad del proceso inflamatorio, el cual se caracteriza por
el crecimiento del tejido proliferativo, la formacién del granuloma y la reparacion del
mismo (Eddouks ef al, 2012). Dentro del proceso inflamatorio se involucran sustancias
que actian mediadores, que incluyen las especies reactivas del oxigeno (EROs)
derivados de los neutrofilos, el 6xido nitrico (Saha ez al, 2004), las prostaglandinas y las
citocinas (Valko ez al, 2006; Nair et a/, 2013). La inflamacién crénica se caracteriza por
la infiltracion de monocitos-macrofagos y la proliferacion de fibroblastos
(Hosseinzadeh et al, 2000) que conjuntamente con la acumulaciéon de liquido,
apoptosis y el dafio a los tejidos adyacentes, se origina el llamado granuloma. La
inflamacion crénica se encuentra vinculada con enfermedades como la dermatitis
atopica entre otras como las dermatitis causadas por dermatofitos (Galli y Tsai, 2012;
De Sousa et al, 2015).

Hasta el presente, los procesos inflamatorios son tratados con farmacos
antiinflamatorios  convencionales, clasificados en: esteroideos (prednisona,
betametasona, triamcinolona, etc.) y no esteroideos, como la aspirina, indometacina,
naproxeno, ibuprofeno, entre otros, cuya acciéon anti-inflamatoria se sustenta
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principalmente por la inhibicién de la enzima ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2) (Su et al,
2011). Sin embargo, el uso prolongado de estos farmacos se encuentra asociado a
diversas reacciones adversas, como ulceraciones, perforacion, irritacion gastrica,
hematoquecia (hemorragia digestiva baja) (Chan et a/, 2010; Roth, 2012),
complicaciones renales, hepaticas e incluso cardiovasculares (Harirforoosh ef al, 2013).

Por tal motivo, la busqueda de sustancias de origen natural o sintético para el
tratamiento de los procesos inflamatorios que sean seguras y bien toleradas constituye
una problematica actual a pesar del desarrollo vertiginoso de la industria farmacéutica.
El aceite de girasol ozonizado (AGO) llamado comercialmente OLEOZON® topico,
contiene una mezcla de principios activos (Hidroperoxidos, peréxidos, aldehidos,
ozoénidos) obtenidos a partir de la ozonizacién parcial del aceite de girasol (Diaz et al,
2001; Diaz et al, 2005; Diaz et al, 2008; Ledea, 2004; Ledea et al,2005).

El efecto anti-inflamatorio de los aceites ozonizados ha sido demostrado tanto in vitro
(Tamoto et al, 2005; Nakamuro et al, 2005) como in vivo (Zamora et al, 2006). En un
modelo experimental de orto queratosis, la aplicaciéon de AGO demostr6é reducir la
liberacion de calcio, lo cual se acompanoé de la estimulacion de la actividad de la
superoxido dismutasa (SOD), como enzima antioxidante (Martinez et al, 1997). Tal
como se ha demostrado en diferentes modelos experimentales (Sanchez et al, 1998;
Barroetabefia et al, 2002),1a accion cicatrizante de los aceites ozonizados (AOs) es un
hecho. Dicha accién farmacolégica, se fundamenté mediante la modulacién del
infiltrado inflamatorio, el incremento de la expresion de factores de crecimiento, que
garanticen la formacion del tejido de granulacidn y la formacién de colageno (Sakazaki
et al, 2007; Kim et al, 2009; Valachi et al, 2011, Pai et al, 2014). Adicionalmente, el
poder germicida de amplio espectro (Lezcano et al, 2000, Sechi et al, 2001) es otra de las
acciones farmacologicas descrita para los AOs, que favorece entonces, el proceso de
cicatrizacion conjuntamente con la respuesta antinflamatoria local.

La evaluacion toxicolégica del AGO (irritabilidad dérmica y oftalmica en conejos),
conjuntamente con la evaluacion del posible efecto fototoxico en curieles avala su
seguridad para ser aplicado tépicamente (Diaz et al, 2006). Los ensayos de
teratogenicidad y genotoxicidad, de forma similar evidencian la seguridad del AGO,
administrado por via oral (Rodriguez et al, 1990; Remigio et al, 1998).

Debido a la composicién oleosa del AGO se requiere en oportunidades emplear otra
forma farmacéutica que permita incrementar su biodisponibilidad o dirigirlo
integramente al sitio donde se requiere la accion. La utilizacion de cremas
(semisolidas) que contengan al medicamento es una linea de mucho interés. Dichas
formulaciones semisolidas, como la crema a base de aceite de teobroma ozonizado
(ATO), mostré6 moderado efecto antinflamatorio en el modelo del edema en la oreja
del ratén inducido por aceite de crotéon (Diaz ef al, 2008). En un estudio, realizado en
ratas con lesiones dérmicas inducida por radiaciones (UV), se demostr6é que la crema a
base de ATO aplicado sobre las lesiones, incrementd de forma significativa la actividad
de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa
(GPx). El incremento de la actividad enzimatica antioxidante (SOD y GPx), se sugiere
como uno de los mecanismos mediante el cual la crema de ATO ozonizado redujo el
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proceso inflamatorio en la piel inducido por las radiaciones en las ratas (Sanchez et al,
2011). El ensayo toxicolodgico de irritabilidad dérmica y oftalmica en conejos, demostrd
la seguridad de los productos crema cosmética a base de ATO al 40 % y al 100 % (Diaz
et al, 2010).

Por tanto, el objetivo de este estudio es evaluar los efectos de la aplicacién de una
formulacién semisolida de AGO y el AGO topico en el modelo de inflamacién créonica
(granuloma por algodon) en ratas.

MATERIALES Y METODOS

Las sustancias de estudio son el aceite de girasol ozonizado (AGO) nombrado
comercialmente (OLEOZON ©® t6pico) (DALMER, Cuba), aceite de girasol virgen y
lanolina (vehiculos), formulaciones semisolidas (FSS) de AGO e Indometacina 4 %
(crema) (LABIOFAM, Cuba) como farmaco de referencia.

Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos (250-300 g de peso corporal) provenientes
del CENPALAB (Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio,
La Habana), las cuales se adaptaron durante siete dias a las condiciones de laboratorio
(temperatura de 20 a 25 *C, humedad relativa de 60 + 10 %, ciclos de luz/oscuridad de
12 horas) con libre acceso al agua y la comida. Toda la ejecucion del estudio, se realizo
mediante el estricto cumplimiento de las normas éticas establecidas para los ensayos en
animales de laboratorio,

Descripcion de los grupos experimentales y niveles de dosis

Una vez culminada la cuarentena, las ratas se distribuyeron en ocho grupos de diez
animales cada uno a los que se les indujo el granuloma por algodéon: un grupo control
sin tratamiento, otro control con aceite de girasol virgen, un grupo con AGO toépico, el
placebo de la FSS, tres grupos tratados con FSS de AGO (10, 30 y 50 %) y otro con
crema de indometacina 4%. Los tratamientos (vehiculos y aceite de girasol ozonizado
(AGO) (OLEOZON © topico) y la FSS de AGO) se aplicaron por via tépica (200
ul/area del granuloma), la crema de indometacina (0,1 g/area del granuloma). Las
cantidades de cada sustancia fueron las suficientes como para cubrir la zona del
granuloma, se utilizo la via tdpica, las aplicaciones comenzaron una hora después de
implantada la mota de algoddn, durante seis dias consecutivos.

Induccion del granuloma por algodon

Las ratas fueron anestesiadas ligeramente bajo atmosfera de halotano utilizando una
campana de cristal. Previo rasurado de la zona en la mitad dorso-lateral izquierda, se
les realiz6 una incisidon creando un tunel subcutaneo mediante pinzas romas donde se
coloco una mota de algodon estéril de 50 mg de peso (Carbajal er al, 1998).
Posteriormente la herida se suturo.

Peso del granuloma

Una vez extraidos los granulomas de cada animal, se determin6 el peso humedo de
estos. Se colocaron de forma individual en pesafiltros (previamente pesados), se
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pesaron en una balanza analitica y se calculd en peso humedo. El peso del pellet de
algoddn (50 mg) se le sustrajo al peso humedo del granuloma.

El peso seco (PS) del granuloma se calculé de forma similar, previo secado de este en
una estufa a 60 °C durante 24 h hasta alcanzar un peso constante. El peso del pellet de
algoddn (50 mg) se le sustrae al peso del granuloma y el peso seco se utilizé6 como
expresion de la formacién del granuloma. El porcentaje de inhibicién se expresod
tomando como referencia el peso del granuloma del grupo control.

Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como la media * el error estandar de la media. La
comparacion entre los grupos se realizdo mediante el ensayo no paramétrico de la U de
Mann-Whitney. El nivel de significacion estadistica fue seleccionado con anterioridad
a= 0.05. El andlisis se realizd6 mediante el programa estadistico Statistic para Windows
(Release 4.2, Stat Soft, Inc USA). Para evaluar la relacion dosis dependiente, se uso el
analisis de regresion lineal usando el programa Bioestadistica Primer (Stanton A,
Glantz; copyright (c) 1992, McGraw-Hill, Inc version 3.01).

RESULTADOS

Los resultados del efecto de las aplicaciones tépicas de los tratamientos de las
sustancias en ensayo (AGO y FSS (10, 30 y 50 % de AGO) sobre los parametros de
peso humedo (PH) y PS en el modelo del granuloma inducido por algodon en ratas. El
grupo control mostr6 una marcada respuesta inflamatoria determinada por el
incremento tanto del PH como del PS del pellet de algodon, partiendo de un peso
inicial de 50 mg. (tabla 1).

Tabla 1: Efectos del AGO y la formulacion semisoélida a base de AGO sobre los
parametros de peso humedo y seco del granuloma inducido por algodon en ratas.

Grupos PH (mg) I (%) PS (mg) 1 (%)
Control (+) 1 834,62 £ 109,30 279,40 £ 92,44

AG (virgen) 1213,47 £ 102,38%* 2 33.85 174,33 £ 18,25** 2 37.6
AGO 1180, 85 =+ 65,93***a 35.63 164, 94 + 8 34*** 2 38,48
Placebo (FSS) 1 301,06+ 104,77 *** 29.08 191+ 19.26 **® 17,17
FSS (10 %) 1155,42 £ 31,78***® 37,02 159,34 + 4,61%** be 42.9
FSS (30 %) 1 177,174 54,42%**> 35,83 156,55%5,60%** ¢ 43.9
FSS (50 %) 1 086,02+64,99***b 40,80 152,88+8,18*** ¢ 45.5
Indometacina 4% 655,341+43,80%** # 64,27 79,81£6,52%** # 71,3

FSS: Formulacion semisolida, AGO: Aceite de girasol ozonizado, AG: Aceite de girasol, I: inhibicion,
PH: Peso humedo, PS: Peso seco, *p < 0,05; ** p < 0,01; ***p< 0,001 Comparacién vs Control (Test de
la U de Mann Whitney). letras: Comparacion vs Placebo o AG. #: Comparacién ys indometacina.

La aplicacion tépica durante seis dias del AGO redujo de forma significativa y
moderada tanto el PH (35,63 %) como el PS (38,48 %) del granuloma, comparado con
el grupo control. De manera similar, las FSS de AGO (10, 30 y 50 %) inhibieron de
forma significativa y moderada, el PH (37,02; 35,83 y 40,80 %, respectivamente) y el
PS (42,9; 43,9 y 45, 5%, respectivamente), del granuloma en comparacién con el grupo
control, siguiendo este ultimo parametro de PS, una respuesta dependiente de la dosis
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para p < 0,05. El grupo de animales que recibid tratamiento con la crema de
indometacina 4 %, experiment6 una reduccién significativa y marcada tanto del PH
como del PS (64, 27 y 71,3 %, respectivamente) del granuloma inducido por algodon,
en comparacion con el grupo de animales control y al resto de los grupos estudiados
(tabla 1).

Las sustancias vehiculo (AG y placebo de la FSS) también inhibieron de forma
significativa y moderada tanto el PH (29,08 y 17,17 %, respectivamente) como el PS
(37,6 y 38,48 %, respectivamente), en comparacion con el grupo control. El analisis
estadistico entre los grupos AG y AGO no mostraron diferencias significativas para
ambos parametros analizados (PH y PS), por lo que ambos sustancia inhibieron de
forma similar la formacion del granuloma. Si bien, la comparacién entre el vehiculo de
las FSS de AGO no alcanz6 significacion estadistica con respecto a los grupos de FSS
(10, 30 y 50 %) para el PH, el porcentaje de inhibicion del PS de las FSS de 30 y 50 %
si difieren significativamente con respecto al grupo tratado con el vehiculo de la FSS.
El comportamiento del PS de los granulomas, de cada uno de los grupos estudiados, se
representa en la figura 1 para mejor visibilidad de los resultados.
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Figura 1. Representacion grafica del comportamiento del peso seco de los granulomas
para cada uno de los grupos experimentales.

DISCUSION

En este estudio se demostr6é que las aplicaciones topicas de ambas sustancias en ensayo,
el AGO y las FSS de AGO (10; 30 y 50 %), inhibieron de forma significativa y
moderada el peso del granuloma, inducido a partir de la implantacion de una mota de
algodon en las ratas, en comparacion con el grupo control sin tratamiento. Tal como se
esperaba, la implantacion subcutdnea de una mota de algodén (50 mg) en el dorso
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lateral de las ratas produjo la formacion de un granuloma, corroborando asi, la validez
del modelo experimental empleado bajo nuestras condiciones de trabajo; resultado que
estuvo en correspondencia con estudios anteriores (Carbajal et a/, 1998).

La formacion del granuloma consta de tres fases fundamentales, la transudativa,
exudativa y la proliferativa de la inflamaciéon créonica (Cuman et a/, 2001; Kumar et al,
2005). La fase transudativa se expresa por el aumento del peso humedo del pellet
durante las primeras tres horas tras implantar la mota de algodén, la exudativa ocurre
entre las 3 y 72 h y en ella ocurre un incremento severo de la permeabilidad vascular.
Mientras que la fase proliferativa se caracteriza por el incremento del peso seco del
granuloma la cual ocurre entre los 3 y 6 dias posteriores a la implantacion de la mota
de algodoén. Asi, el fluido absorbido por el pellet influye considerablemente en el peso
humedo del granuloma, mientras que el peso seco se correlaciona con la cantidad de
tejido granulomatoso formado (Kumar e a/, 2005). Basandonos en lo anterior, nuestros
resultados evidencian que tanto el AGO como las FSS a base de AGO (10, 30 y 50 %)
aplicadas de forma topica, influyeron de forma significativa en ambos procesos de la
formacién del granuloma, en la fase transudativa, mediante la disminucién del PH y
en la fase proliferativa, por la reduccion del PS del granuloma.

Este resultado constituye la primera evidencia experimental sobre el efecto
antiinflamatorio tanto del AGO como de las FSS a base de AGO, en la formacién del
granuloma inducido por algodoén en ratas (modelo clasico de inflamacion cronico). La
accion antinflamatoria de ambas sustancias (AGO y FSS a base de AGO) se encuentra
en correspondencia con resultados anteriores (Zamora et al, 2006), donde el AGO
inhibi6 el edema y la infiltracion de células inflamatorias en el tejido, inducido por
aceite de croton en ratones. Asi, también la formulacién de aceite de teobroma
ozonizado (ATO), redujo la inflamaciéon aguda inducida por el aceite de croton en
ratones (Diaz et al, 2010).

Estudios 7n vitro demostraron que los ozonidos formados a partir de la ozonizacion de
los aceites inhibieron la sintesis de prostaglandina E2 (PgE,) Como resultado de la
reduccidn de la actividad de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2), siendo esta la via
principal de la produccién de dicha prostaglandina, en macréfagos activados con
lipopolisacarido; (Tamoto et al, 2005) proponiéndose este, como mecanismo
antinflamatorio principal fundamental para los AOs. Aunque se carece de evidencias
in vivo que fundamente dicho mecanismo, consideramos apropiado sugerir que el
efecto antinflamatorio de ambas sustancias (AGO y las FSS de AGO) mostrados en
nuestro estudio pudieran estar asociados a la inhibicion de la transcripcidon nuclear del
factor NF-kB y asi reducir entonces la expresion nuclear de COX-2 y disminuir los
niveles de PgE, (Tamoto et al, 2005).

La infiltracién de células inflamatorias en la zona de implantacién del granuloma
constituye la base fundamental del mecanismo fisiopatologico de respuesta para la
formacion del mismo (Hosseinzadeh et al, 2000). El proceso inflamatorio se encuentra
asociado a la generacion de EROs y especies reactivas del nitrégeno (Jung et al, 2005).
Recientemente fue demostrado que el tejido granulomatoso inducido por la mota de
algoddn se asocié a la presencia de altos niveles de sustancias reactivas al acido
tiobarbitirico, como indicador de peroxidacién lipidica y de la mieloperoxidasa,
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acompaifiado por la reduccién del contenido de glutation reducido (Muthuraman et al,
2011). Considerando que el AGO aplicado de forma topica en ratas indujo la
activacion de la enzima antioxidante SOD (Martinez et al, 1997) y que la formulacion
de ATO revirti6 el dafio inducido por UV en la piel de las ratas mediante el incremento
de la actividad de la enzimas antioxidantes SOD y GPx (Sanchez et al, 1998), se
sugiere entonces que el efecto estimulador de la actividad de las enzimas antioxidantes
endogenas sea unos de las acciones pleiotropicas del AGO, que como parte indisoluble
del resto de las otras acciones farmacolodgicas ya demostradas, favorecen la prevencién
de la formacion del tejido granulomatoso demostrado en este estudio.

La accion antiinflamatoria evidenciada por el AG aplicado topicamente, como
resultado de este estudio, corresponde con los alcanzados en otros estudios que
demuestran la accion antiedematosa del AG, tanto en el modelo del edema inducido
por aceite de crotdn (Zamora et al, 2006), como en el de inflamacion por carragenina
en ratas (Odabasoglu et al, 2008). De forma similar, el vehiculo (lanolina) de la FSS
utilizada en este ensayo redujo la formacion del granuloma siendo esto de esperar ya
que, la lanolina estd compuesta por acidos grasos obtenidos a partir de las glandulas
sebaceas de las ovejas y se ha demostrado que posee actividad antinflamatoria y
cicatrizante (Abou-Dakn ez al, 2010).

Realizando un andlisis critico de los resultados alcanzados en nuestro estudio podemos
plantear que, si bien la inhibicién del proceso inflamatorio de origen granulomatoso
logrado tanto por el AGO como por las formulaciones de AGO fueron similares a los
de los grupos tratados con sus respectivos vehiculos (AG y lanolina), no descartamos
las grandes posibilidades que poseen estas formulaciones a base de sustancias
ozonizadas para revertir la respuesta inflamatorio de causa variada (infecciosa,
parasitaria e incluso alérgica). Hecho que se fundamenta sobre la base de la actividad
farmacolégica principal (germicida) del AGO (Ledea et a/, 2010). Por tanto, el efecto
antinflamatorio ya sea proporcionado por los ozénidos, hidroperoxidos y/o aldehidos
e incluso por los propios 4cidos grasos (mayoritario acido linoléico) presentes atin en la
porcion de AG que no fue trasformada durante el proceso de ozonizacidon (Ledea ef al,
2005), se considera una acciéon farmacolégica secundaria que favorece positivamente la
reversion del dafio inducido inicialmente.

Aunque el mecanismo anti-inflamatorio especifico del AGO y de la FSS a base de
AGO sobre la fase proliferativa en este modelo no es aun conocido, se puede
hipotetizar de forma general que ambas propiedades (estimulador de enzimas
antioxidantes y antiedematosa), segin describen resultados anteriores, son los
responsables de dicha accidén farmacolégica. Considerando que este estudio constituye
la primera evidencia del efecto anti-inflamatorio del AGO y las FSS de AGO (10, 30 y
50 %) en la formacién del granuloma, se sientan las bases fundamentales para la
realizacion de estudios posteriores, para los cuales se sugiere entonces, la evolucion de
los efectos de estas sustancias y sus principios activos sobre los parametros de estrés
oxidativo en el modelo del granuloma inducido por algodén en ratas.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran el efecto anti-inflamatorio del AGO y de las
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FSS a base de AGO, aplicados tépicamente durante seis dias en la zona del granuloma
inducido experimentalmente por la mota de algodon en ratas.
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