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RESUMEN. Con el objetivo de evaluar el efecto antigiardiasico del OLEOZON
oral, fueron empleados Gerbils machos de 10 semanas de nacidos, los cuales se
dividieron en siete grupos experimentales. 1: control negativo, no infectados; 2:
control positivo, infectados con trofozoitos de Giardia lamblia; 3: animales in-
fectados y tratados con el vehiculo, aceite virgen; 4: animales infectados y trata-
dos con OLEOZON® (0,3 mL/animal); 5: animales sin infectar y tratados con
OLEOZON®; 6: infectado, no tratados y sacrificados a los 28 d después de la in-
feccién; 7: animales infectados y tratados con metronidazol. Los animales fueron
infectados mediante la inoculacion de 450 000 células (trofozoitos) de Giardia
lamblia. A los 10 d de la infeccidn, los animales fueron sacrificados progresiva-
mente después de la tercera, sexta y décima aplicacién de los tratamientos, el
OLEOZON®indujo una disminucién significativa de los trofozoitos en el duode-
no (98,5 y 97,2 %) respectivamente. Por otra parte, el tratamiento con OLEOZON®
demostré tener un marcado efecto parasiticida sobre los trofozoitos Giardia
lamblia, lo cual constituye una importante evidencia para apoyar el tratamiento
a pacientes infectados con este parasito.

ABSTRACT. Male Gerbils, 10 weeks old, were divided into seven groups, to
evaluate the antigiardia effect of OLEOZON ®which was administered orally. 1:
negative control, uninfected; 2: control, infected with trophozoites from Giardia
lamblia; 3: animals were infected and treated with the vehicle, virgen sunflower
oil; 4: animals were infected and treated with OLEOZON?® (0.3 mL/animal); 5:
non infected animals treated with OLEOZON®; 6: untreated infected animals
and put to sleep 28 d after infection; 7: infected animals treated with metronidazole
as reference drug. The infection was made by the inoculation of 450 000 cells
(trophozoites) of Giardia lamblia. The treatment of the animals began 10 d after
infection. The animals progressively were put to sleep after third, sixth and tenth
application of the treatment. OLEOZON® induced a significant decrease of
trophozoite in the duodenum (98.5 and 97.2 %) respectively. Therefore treatment
with oral OLEOZON?® showed remarkable parasiticide effect on trophozoites from
Giardia lamblia, which constitute an important evidence to support the treatment
of patients infected with giardia.

INTRODUCCION

El parasitismo intestinal conti-
nua siendo un problema de Salud,
sobre todo, en los paises subdesa-
rrollados aunque también los
industrializados se ven afectados,
principalmente en sus regiones
mas atrasadas y con mas bajos ni-
veles socioeconémicos.! La giardia-
sis se encuentra dentro de las

parasitosis con mayor tasas de in-
cidencia, y se observa un incremento
alarmante a escala mundial. Repor-
tes recientes de la Organizacién
Mundial de la Salud refieren que el
2 % aproximadamente de la pobla-
cién europea se encuentra afectada
por esta infeccién.??

La Giardia Lamblia es un pro-
tozoo intestinal que afecta al hom-

bre y a otros vertebrados.* Se plan-
tea que es un parasito cosmopolita,
que aparece con mayor frecuencia
en ninos que en adultos y es mas
comun en los climas céalidos que en
los frios. Actualmente, constituye el
protozoario de mayor incidencia en
Cuba.?

En el momento actual, los medi-
camentos disponibles para el trata-
miento de la infeccién por Giardia
lamblia incluyen los compuestos
derivados de nitroimidazol, entre
los que se utilizan con mayor fre-
cuencia el tinidazol, metronidazol,
ornidazol, y cednidazol, asi como
otros como la quinacrina y furazo-
lidona. La efectividad de estos tra-
tamientos varia dependiendo de la
respuesta inmunolégica del pacien-
te, aunque se reportan fallas cre-
cientes con esta accién terapéutica
debido a la resistencia de los pa-
rasitos y la aparicién cada vez ma-
yor de intolerancia a este tipo de
productos, por lo que se ha hecho
necesario el desarrollo de nuevas
alternativas terapéuticas que
sean eficaces para esta parasi-
tosis.

La interaccién del ozono con los
aceites de origen vegetal genera la
formacién de un conjunto de com-
puestos quimicos, los cuales poseen
efecto germicida. Especificamente,
el aceite de girasol ozonizado
(OLEOZONP®), al cual se le ha encon-
trado un potente efecto germicida,
se le utiliza con éxito en el trata-
miento de heridas infectadas,
fistulas y otros procesos sépticos lo-
cales.®
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El OLEOZON® es un producto
que ha pasado satisfactoriamente
las pruebas preclinicas de irritabi-
lidad dérmica y oftdlmica,’ los estu-
dios histolégicos,® y de toxicidad
aguda y subcroénica,’ de cicatriza-
cién'’los ensayos de mutagenicidad
y teratogenicidad,'*® los cuales ga-
rantizan su inocuidad por las vias
empleadas para su utilizacién en
humanos. Recientemente fue de-
mostradala efectividad del OLEOZON®
oral en el tratamiento de la giardia-
sis recidivante en humanos.*

Estudios in vitro, han demostra-
do que el ozono disuelto en agua es
capaz de inactivar la G. muris.!516
Otras investigaciones han demos-
trado la efectividad del aceite
ozonizado (OLEOZON® oral) como
tratamiento en la giardiasis experi-
mental.l”

Muchos modelos experimentales
se utilizan para describir la biologia
y(o) inmunologia de la giardiasis.
Entre ellos, el gerbils de Mongolia
(Meriones unguiculatus) es uno de
los mas utilizados, puesto que po-
see una gran susceptibilidad a la
infeccién por quistes de Giardia
lamblia comparado con la rata y el
perro. La liberacién de quistes y el
desarrollo de la infeccién en estos
modelos experimentales es similar
a la infeccién en humanos.*%22 Eg-
tos estudios permitieron disponer
de un modelo experimental para la
obtencién de suficiente material
biolégico, necesario para trabajos
de caracterizaciéon fisiolégica, los
cuales pueden llevar a nuevas for-
mas terapéuticas contra dicho pa-
rasito.

El objetivo de este estudio fue
profundizar y corroborar el efecto
del OLEOZON® oral como posible
terapia para la giardiasis experi-
mental.

MATERIALES Y METODOS
Animales

La infeccién experimental se rea-
liz6 en gerbils de Mongolia machos
de seis a diez semanas de nacidos,
provenientes del Centro Nacional
para la Produccién de Animales de
Laboratorio, Ciudad de La Habana.
Estos animales, una vez incorpora-
dos a las areas del bioterio del Ins-
tituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” (IPK) Ciudad de La Habana,
se les realizé andlisis copropara-
sitolégico y se les aplicé un trata-
miento preventivo con 20 mg de
metronidazol por animal, durante
tres dias consecutivos. Posterior-
mente, se colocaron en cajuelas
previamente esterilizadas en auto-

clave y recibieron comida y agua
estéril. El encamado también fue
esterilizado. La limpieza de las jau-
las fue realizada dos veces por se-
mana.

Método de aislamiento

El aislamiento C5 (cepa de
Giardia lamblia clasificada en el
IPK) utilizado en este experimento
se encontraba conservadas a —-70 °C
con dimetilsulfoxido (DMSO) 10 %
en tanque de nitrégeno liquido, en
el Departamento de Parasitologia
del IPK.

Preparacion del inéculo

Para preparar el inéculo, el ais-
lamiento C5 se descongel6 y culti-
v6 en medio TYI-S33, con suple-
mento de bilis durante 48 h a 37 °C,
hasta la formacién de la monocapa.
Los parasitos se colectaron por in-
mersién de los frascos en bano de
hielo durante cinco minutos y pos-
terior centrifugaciéon a 514 g por
diez minutos. Con el objetivo de eli-
minar los restos de medio de culti-
vo se realizaron tres lavados de la
masa celular, la cual fue resuspen-
dida en dilucién salina con adicién
de estabilizador de fosfato (SSTF)
(0,1 mol/L, pH 7,2 a7,4) y se centrifu-
g6 a 514 g por diez minutos. Las cé-
lulas obtenidas del sedimento se
contaron en cAmara de Neubauer.

Inoculacion de los trofozoitos

Los gerbils se infectaron tres
dias después de realizada la ultima
desparasitacién con metronidazol,
como se describe anteriormente. La
inoculacién de los trofozoitos se
realizé a través de una canula intra-
gastrica similar a la usada en la
desparasitaciéon. Por intubaciéon
duodenal se administraron 300 uL
de una suspensién con 450 000
trofozoitos de Giardia lamblia. Se
espero6 un periodo de (7 a 10 d) para
que se instalara la infeccién. La pre-
sencia de quistes fue confirmada en
las heces fecales de los animales
mediante su seguimiento. Los ani-
males positivos fueron identifica-
dos y se procedié a la conformacién
delos grupos experimentales (Tabla 1).

Tratamiento con OLEOZON o acei-
te de girasol virgen

A los animales de los grupos 3, 4
y 5, se les administré aceite de gira-
sol sin ozonizar (virgen) 300 pL y
OLEOZON® (oral) 300 pL, segin re-
fiere la tabla anterior. Se realizaron
10 aplicaciones, una diaria, de los
productos evaluados mencionados
anteriormente. Los tratamientos se
realizaron intragastricamente me-
diante una canula # 16.

Sacrificio para examen de la mu-
cosa duodenal y toma de muestra
de tejido

Fueron planificados tres sacrifi-
cios, en el tercer, sexto y décimo tra-
tamiento. Para cada uno de ellos
fueron seleccionados cinco anima-
les de los grupos 2, 3, 4, los del 7 fue-
ron sacrificados al tercer dia. Los
sacrificios se realizaron bajo atmods-
fera de éter utilizando para ello una
campana de cristal herméticamen-
te cerrada. Se les realiz6é una inci-
sién abdominal para extraer el duo-
denoy se procedi6 al examen de sus
primeros 10 cm, el cual, se cortd
longitudinalmente en dos porciones
iguales para su andlisis. Uno de es-
tos segmentos se usé para el conteo
de los trofozoitos y el otro, se desti-
né al estudio de anatomia patoldgi-
ca, para lo cual, fue conservado en
una disolucién de formol 5 %.

La porcién destinada al conteo
de trofozoitos se coloco en placas de
Petri con 5 mL de una disolucién de
SSTF, Se realizé raspado de la mu-
cosa duodenal y todos los trofozoitos
que aparecieron en 1 mL fueron con-
tados en la cAmara de Neubauer.

Anatomia Patolégica

Al segmento de duodeno desti-
nado para histologia, se le practica-
ron técnicas convencionales de
procesamiento histolégico para
microscopia 6ptica por inclusiéon en
parafina y coloracién con hematoxi-
lina y eosina. Posteriormente, se
realizaron cortes de aproximadamen-
te 4 mm de grosor para lo cual, se
utilizé un micrétomo de corte ver-
tical (Leitz) Las laminas fueron ob-
servadas al microscopio. Este es-
tudio histopatolégico se realizé a
ciegas.

Las observaciones realizadas en
las laminas fueron catalogadas se-
gun los indicadores establecidos
por Segal.?

a) Intensidad de la infeccién
(presencia del agente bioldgico), ca-
lificado mediante la escala de valo-
racién siguiente: ninguno = 0, es-
casos (b a 10) = +, moderado (> 10
< 100) = ++, abundante (> 100) =
+++; b) atrofia de las vellosidades
y ¢) inflamacién epitelial.

Analisis estadistico

Los resultados de los conteos de
trofozoitos en el duodeno fueron
procesados estadisticamente me-
diante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallys, para la compara-
cién entre grupos, mientras que a
los del examen histolégico se les
realizé la de Fisher.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el grupo tratado con OLEOZON®
(4) se produjo una disminucién muy
significativa en el conteo de trofo-
zoitos después del tercer y sexto dia
de tratamiento y se observé una
efectividad del 98,5 y 97,2 % respec-
tivamente. No se comporté de la
misma forma durante la décima
aplicacién (40,6 %), para la cual, no
se encontraron diferencias signifi-
cativas entre los grupos 2,3y 4. Esta
aparente contradiccién al aumentar
los dias de tratamiento tiene como
causa fundamental, las caracteris-
ticas propias del modelo experimen-
tal. Se conoce ampliamente que este
modelo tiene una gran susceptibili-
dad a la infeccién por Giardia I, un
patrén de liberacién de quistes y du-

raciéon de la infeccién similar a la
infeccién en humanos, con un pe-
riodo que va desde los 13 hasta los
86 d, pero tiene la desventaja que la
autodesinfeccion es mas rapida que
en el humano.** Por tanto, al cal-
cular el porcentaje de desinfeccién,
tomando como base el nimero de
trofozoitos, que aparecié en el ras-
pado duodenal del control, al tercer
dia de tratamiento que correspon-
di6 al dia 13 de la infeccién, etapa
en la cual estos animales comienzan
a autodesinfectarse, el nimero de
trofozoitos disminuye, lo cual fue
comprobado por los resultados ob-
tenidos en el grupo 6, en el que al
ser observados los duodenos a los
28 d, no hubo presencia de trofo-
zoitos (Tabla 2), lo que trajo apare-

Tabla 1. Descripcién de los grupos de trabajo.

Grupos Animales Descripcién de los grupos
1 5 Sin infectar-sin tratamiento.
2 15 Infectado-sin tratamiento.
3 15 Infectado-tratado con aceite de girasol sin ozonizar
(300 mIL/animal.
4 15 Infectado-tratado con OLEOZON oral (300 pL/animal.
5 5 Sin infectar-tratado con OLEOZON oral (300 pL/animal).
6 5 Infectado-sin tratamiento, hasta 28 d .
7 5 Infectado-tratado con metronidazol (20 mg por animal/d).

jado una disminucién del porcenta-
je de desinfeccién producido por el
OLEOZON?® (oral).

El examen anatomo patolégico
demostré una disminucién de la
intensidad de la infeccién muy sig-
nificativa para el grupo 4 con res-
pecto a los grupos 2 y 3, durante la
tercera y sexta aplicacion, mientras
que en la décima aplicacién no hubo
diferencias significativas entre es-
tos tres grupos.

No fueron encontradas diferen-
cias estadisticamente significativas
en cuanto a la atrofia de las vellosi-
dades e inflamacién epitelial, a pe-
sar de las diferencias existentes en
cuanto a la presencia de trofozoitos
(Tabla 3).

A partir del tercer dia de trata-
miento, los resultados del estudio
comparativo de la efectividad del
OLEOZON® respecto al metronida-
zol demuestran que ambos poseen
similar efectividad en el modelo ani-
mal utilizado. Este resultado brin-
da la posibilidad de valorar al
OLEOZON® como terapia alternati-
va para el tratamiento de la giardia-
sis, teniendo en cuenta ademaés, la
resistencia desarrollada por los pa-
rasitos a esos compuestos derivados
del imidazol.

Estudios recientes demostraron
la efectividad del OLEOZONP® oral
como tratamiento en la giardiasis

Tabla 2. Valores medios de los conteos de trofozoitos en un mililitro para cada uno de los tiempos de sacrificio

por grupo experimental.

Grupo Dias n Casos X = DE Efectividad
de tratamiento (+) =) (células/mL) (%)
1 3 5 0 5 0
2 3 6 6 0 215 -10% = 150
6 4 4 0 168 - 10° + 114
10 5 4 1 4,75 - 10° = 5,89
3 3 0 171 -10% £ 51
6 0 165 - 10% = 73
10 0 6-10%+3
4 3 4 1 (20 %) 2,5+ 103 + 2%%* 98,5
6 3 2 (40 %) 45 -10% + 6,2%%* 97,2
10 3 1 (25 %) 34-10°+24 40,6
5 3 5
6
10
6 28 5
7 3 5 100

p < 0,05. n Numero de animales. X + DE Media + la desviacion estandar.
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Tabla 3. Resultados anatomo patoldgicos sobre atrofia de las vellosidades e inflama-
cién epitelial de los duodenos (muestras tomadas después del tercer tratamiento).

Grupo Atrofia de las vellosidades Inflamacién epitelial
(n/afectados) (n/afectados)

1 5/0 5/0

2 5/2 5/1

3 5/3 5/2

4 5/0 5/2

5 5/0 5/0

6 5/2 5/1

7 5/0 5/2
Prueba de Fisher p < 0,05. n Total de muestras.
experimental en gerbils,’” ya que = AGRADECIMIENTOS

con tres aplicaciones del producto
estudiado se obtuvo un 100 % de cu-
raciéon de los animales, no coinci-
diendo estos resultados con los del
presente trabajo. La diferencia en
estos resultados evidentemente fue
debido a que en el caso del trabajo
de Gell y col utilizaron una densi-
dad celular de 12 - 10%, la cual es
aproximadamente cuatro veces
menor a la utilizada en este estudio.

Tomando en consideracién estas
diferencias en los disenhos del mo-
delo experimental, se puede decir
que la efectividad del tratamiento
con OLEOZON®oral depende de las
caracteristicas del inéculo, ya sean
quistes o trofozoitos y de la carga
celular inoculada inicialmente de la
cual dependeria el volumen del pro-
ducto OLEOZON® oral para lograr
una buena efectividad del trata-
miento.

Un aspecto muy importante vin-
culado con estos resultados, es el
hecho de que aunque los porcenta-
jes de efectividad para el tratamien-
to con OLEOZON® oral son eleva-
dos, la parasitosis no es eliminada
en su totalidad, evidenciando que
las diez aplicaciones realizadas no
fueron suficientes. Sin embargo, el
modelo experimental utilizado no
permite prolongar el tratamiento a
causa de la desparasitacién espon-
tanea que se produce durante su
desarrollo.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio
experimental permiten plantear
que el OLEOZON?® oral puede con-
siderarse como una nueva alterna-
tiva terapéutica para el tratamien-
to de la giardiasis experimental, lo
cual sienta las bases fundamentales
parala introduccién de este produc-
to como antigiardiasico en la prac-
tica clinica.

A los doctores Ricardo Gonzélez
y Silvia Menéndez Cepero por la des-
interesada revisiéon del manuscrito.
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