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Resumen

El OLEOZON es un producto ozonizado que
ha mostrado tener un gran efecto
germicida. Tomando en consideracion estos
hallazgos, nosotros decidimos evaluar el
efecto del OLEOZON sobre la actividad de la
mieloperoxidasa en un modelo de edema en
la oreja del ratdén inducido por aceite de
croto. Los animales fueron dividido en cinco
grupos: el primero recibid, aceite de croto;
el segundo grupo, recibi6 acetona como
vehiculo del aceite de croto; el tercero,
aceite de croto con indometacina como
farmaco de referencia; al cuarto grupo, se
le aplico aceite de croto con aceite de
girasol y al quinto, se le aplic6 aceite de
croto con el OLEOZON. A los animales se les
practicO6 la eutanasia por dislocacion
cervical, se extrae una porcion de oreja de
6 mm, fue pesado y se determind la
actividad de la mieloperoxidasa (MPO). Los
resultados mostraron que en el grupo de
animales que recibieron tratamiento con
OLEOZON la actividad de la MPO disminuyd
significativamente al igual que el peso del
tejido. Estos resultados constituyen Ia
primera evidencia de que el efecto anti-
inflamatorio del OLEOZON pudiera estar
determinado al menos en parte por una
disminucién de la infiltracion de neutroéfilos
en el tejido.

Palabras Claves: Aceite de girasol
ozonizado | ratén | aceite de croton |
mieloperoxidasa

Abstract

OLEOZON® is an ozonized product that has
shown a great effectiveness as germicide.
Taking into account the former findings we
decided to evaluate the effect of OLEOZON®
on myeloperoxidase (MPO) enzyme activity
in croton oil-induced Mouse ear oedema.
The mice were divided into five groups; first
group received croton oil; second one
acetone as vehicle of croton oil; the third
one, croton oil plus indometacina; the
fourth, croton oil plus sunflower oil and the
fifth group, croton oil plus Ozonized
sunflower oil (OLEOZON®).  Four hour
thereafter, the euthanasia was performed to
the animals by cervical dislocation, and 6
mm sections of ears were obtained and
weighed for MPO activity determination.
Oleozon significantly reduced MPO activity
and the weight of the tissue was reduced
significantly. These results provide the first
evidence that the anti-inflammatory effects
of OLEOZON may result, at least partially,
from a reduction of neutrophyl infiltration
into the tissue.

Keywords: Ozonized Sunflower oil | mouse
| croton oil | myeloperoxidase
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INTRODUCCION

El aceite de girasol ozonizado (OLEOZON®) es el producto de la reaccidn entre el ozono y el aceite
de girasol bajo condiciones apropiadas, de dicha reaccién se producen aldehidos, &cidos
carboxilicos, hidroperdxidos, ozonidos y otras especies peroxidicas. ' EIl OLEOZON® ha sido
registrado en Cuba para el tratamiento de la tinia pedis. Este producto tiene un marcado poder
germicida y su efecto antimicrobiano ha sido demostrado contra bacterias, virus y hongos % 3 y
también en el tratamiento de infecciones producidas por cepas de organismos resistentes, *lo cual
ha sido demostrado tanto in vivo como in vitro.

Por otra parte, algunos estudios toxicoldgicos han demostrado que el producto no es mutagénico ni
genotdxico y no posee efectos adversos en pacientes que lo han utilizado. > También ha sido
demostrado que aceites no ozonizados no poseen efectos germicidas. 5 °

Teniendo en cuanta, que algunos autores han demostrado que productos de la oxidacion
lipidica, pueden ejercer efectos anti-inflammatorios, '%!' y que Oleozon posee un gran efecto
germicida nos hemos planteado como objetivo de este estudio evaluar sus efectos como anti-
inflamatorio en el modelo del edema en la oreja del ratén inducido por aceita de croto.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron en este estudio ratones de la linea NMRI macho de peso corporal entre 20-25 g,
procedentes del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Estos
ratones fueron mantenidos en condiciones de temperatura (20-22 °C) y humedad relativa entre
50-55% vy fueron alimentados con dieta para ratas suministrada por CENPALAB. El agua fue
suministrada ad limitum y se cumplié con el ciclo de luz/oscuridad de 12 h.

Todo el experimento fue realizado teniendo en cuanta los cddigos éticos establecidos para la
experimentaciéon en animales de laboratorio.

Diseiio experimental.

Los animales fueron divididos en seis grupos de 10 animales cada uno; grupo I, se le induce la
inflamacién con aceite de croto, el grupo II se le aplica el aceite de croto con 1 mg de
indometacina; grupo III se le aplica el aceite de croto con aceite de girasol; grupo 1V, se le aplica la
acetona solo como vehiculo del aceite de croto y al grupo V, se le aplica el aceite de croto y
Oleozon.

Induccion del edema por aceite de croto

Se aplican 10 uL de una disolucién de aceite de croto en acetona, este es aplicado topicamente
en la oreja derecha del ratén, mientras que la oreja izquierda fue tomada como control. A los
ratones se les practico la eutanasia 4 horas después, mediante dislocacién cervical y se le
realizé un ponche en la oreja de 6 mm de diametro. El edema fue expresado como la diferencia
entre el peso del ponche de la oreja inflamada y el control.?

Determinacion del edema producido.
La porcidon de ponche de cada una de las orejas, fue pesada y se expresdé como la diferencia entre
el peso de la oreja derecha y la oreja izquierda que fue el control, expresado en gramos.
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Actividad de la mieloperoxidasa.

La actividad de la mieloperoxidasa fue determinada segin el método de Bradley y cols. El
ponche de tejido es homogenizado en 1 ml de una solucién Buffer 50mM K,HPQO,, pH-6, por 0,1
g de tejido en bafio de hielo, utilizando un destructor de tejido Ultra-turrax. La muestra es
centrifugada a 6 000 rpm durante 1 h a 4 °C, el sobrenadante es eliminado, el precipitado es
resuspendido en 1 mL del Buffer 50mM K,;HPO, pH-6 conteniendo HTAB 0,5% vy se realiza una
segunda homogenizacién. Las muestras son congeladas a - 20 °C durante toda la noche, se
procede a la descongelacién, se sonican durante 90 seg. a la maxima potencia y son incubadas
durante 1 h en bafio a 60 °C y centrifugadas a 6 000 rpm durante 1 h a 4 °C. 0,1 mL del
sobrenadante es adicionado a 2,9 ml de Buffer 50mM K,HPO, pH-6 conteniendo 0,167 mg/mL
de o-dianisidina. La reaccion fue iniciada mediante la adicion de 0,5 ml de H,O, 0,005%. La
absorbancia de la muestra fue medida a 460 nm durante 1 min (Espectrofotometro,
Pharmacia). La actividad de la mieloperoxidasa fue expresada en Unidades por gramos de
proteina.

Determinacion de proteinas
Las concentraciones de las proteinas se determinaron por el método de Lowry y cols, utilizando
seroalbimina bovina como patron.

Analisis estadistico.

Los datos fueron expresados como las medias + las desviaciones estandar. Las diferencias
entre las medias de los grupos fueron comparadas por un analisis de varianza (ANOVA) con la
prueba de rango multiple Duncan. Se tomd como nivel de significacién estadistica p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Tabla 1 se observa una disminucion significativa de la actividad de la mieloperoxidasa en
el grupo tratado con Oleozon con respecto al control tratado con aceite de croto para p< 0,05,
con un porciento de disminucién de 51 % por otra parte no se observan diferencias
significativas entre los grupos tratados con indometacina, oleozon y el control tratado con
aceite de girasol, lo que demuestra una accion antiinflamatoria del propio aceite de girasol sin
ozonizar. En cuanto a los pesos de los tejidos (medida de la formacion del edema), se
corroboré el efecto anti-inflamatorio de dichos compuestos tanto Oleozon como del aceite de
girasol con respecto al control tratado con aceite de croto, mediante la disminucidn significativa
del peso de las muestras de tejido (Tabla 2). También fue demostrada la inocuidad del vehiculo
de aceite de croto que es la acetona (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Muestra los resultados de la actividad de la mieloperoxidasa en tejido de Ia
oreja del ratén

Grupos MPO Inhibicion (%)
(U/g de proteina)
Med £ DE

Aceite de croto 709 + 85,23 -
Acetona 51,94 £ 6,28 -
Indometacina 350,8 £ 76,65 ** 50,5
Aceite de girasol 325,3 + 80,44 ** 54
Oleozon 345,2 £ 71,30 ** 51,3
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Tabla 2. Muestra los valores medios de los pesos de los ponches de las orejas de
los ratones

Grupos Peso del tejido (g) Indice de
MED * DE inhibicién del
edema (%)

Aceite de croto 0,0228 £+ 0,0032 -
Acetona 0,0015 £ 0.00045 -
Indometacina 0,0048 £ 0,00084 ** 78.94
Aceite de girasol 0.0049 £ 0,0014 ** 78,50
Oleozon 0,0057 £ 0,00099 ** 75

Nuestros resultados muestran una disminucién significativa de la actividad de la
mieloperoxidasa en los animales que se les aplico el oleozon, el comportamiento fue similar en
los grupos tratados con indometacina y aceite de girasol sin ozonizar. Es conocido que el aceite
de girasol esta compuesto por acidos grasos monoinsaturados, especificamente acido oleico y
linoléico. Ha sido demostrado que el aceite de oliva rico en acido oleico tiene efecto protector
contra el estrés oxidativo y puede ser beneficioso en desdrdenes inflamatorios. **> Los &cidos
grasos tienen importancia en el metabolismo de los eicosanoides cutaneos, ya que ellos pueden
ejercer marcados efectos sobre la composicion de acidos grasos de fosfolipidos de la epidermis,
asi como sobre la liberacion del acido araquidénico y mas adelante en la biosintesis de
eicosanoides inflamatorios. Por tanto la incorporacién de otros acidos grasos en el tejido induce
la biosintesis de metabolitos con efectos anti-inflamatorios potentes o con efectos inflamatorios
menores que los que son derivados del &cido araquidénico. '® En el tratamiento de
enfermedades cutédneas como la psoriasis, usar acidos grasos como inhibidores de los
metabolitos del acido araquiddnico es frecuente. 718

También se demostrd en un modelo de hipersensibilidad que la mezcla de acidos grasos inhibe
la degranulacion de células y la quimiotaxis de los neutréfilos en modelos de
hipersensibilidad.® %°

Ha sido demostrado que las deficiencias de acidos grasos esenciales induce procesos
inflamatorios tanto en ratas como en humanos, los cuales pueden ser revertidos mediante la
aplicacién cutédnea de acido linoléico en diversas formas.?!

Sadeghi y cols. Reportaron que dietas ricas en acidos grasos insaturados disminuye la
produccion de citocinas pro-inflamatorias in vivo, mientras que Pompeia y cols. mostraron que
la activacion de linfocitos T fue fuertemente inhibida por acidos grasos.

Esto es corroborado por nuestros resultados donde se observé que no hay diferencias entre el
grupo tratado con oleozon y el aceite de girasol, de lo cual pudiéramos preguntarnos éSon los
compuestos del aceite de girasol los Unicos responsables del efecto anti-inflamatorio del
oleozon? A lo cual respondemos que también los compuestos formados a partir de la
ozonizacion del aceite de girasol (proceso de oxidacion), donde se forman compuestos oxidados
tales como lipidos oxidados, perdxidos, hidroperdxidos, aldehidos y ozonidos, tienen efecto
anti-inflamatorio, pues se ha demostrado que aldehidos de bajo peso molecular, generados por
oxidacion de &cidos grasos insaturados, toman parte fundamental en la inhibicidon de reacciones
inflamatorias agudas, mediante la induccion de la sintesis de proteinas anti-inflamatorias.*
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Recientemente fue demostrado que el aceite de oliva ozonizado es capaz de inhibir el factor
nuclear kB (FN-xB), responsable de la trascripcion nuclear para expresion de factores
proinflamatorios y también inhibié la ciclooxigenasa-2. °> En otro estudio posterior también se
evidencio el efecto inhibidor del aceite de oliva ozonizado sobre la produccién de oxido nitrico
en macroéfagos.?®

Conclusion

Se concluyendo que teniendo en cuenta el ya demostrado efecto germicida del Oleozon vy el
efecto anti-inflamatorio demostrado en este estudio, podemos decir que el OLEOZON por
poseer dos propiedades fundamentales como son su poder germicida y anti-inflamatorio, se
pudiera considerar uno de los farmacos de eleccion posibles para la terapia de diversas
afecciones cutaneas.
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