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RESUMEN. La psoriasis es una enfermedad muy comin que se
caracteriza por un incremento de la proliferacion y diferenciacion
anormal de queratinocitos y otras caracteristicas. Se sabe ademis
que la enfermedad transcurre con alteraciones del sistema de de-
fensa antioxidante. Por otra parte, es conocido que las terapias con
O3 desencadenan el llamado "Precondicionamiento con 03",
fendmeno asociado a un aumento de los mecanismos antioxidantes.
En el presente trabajo se estudiaron los efectos bioquimicos e his-
tolégicos que tuvieron lugar tras treinta aplicaciones de Oleozdn
(Aceite de girasol ozonizado) a dosis de 1 500 mg/kg de peso cor-
poral en el modelo de la cola del raton. Los resultados indicaron
que en los tratamientos con Oleozdn y aceite de girasol el porcen-
taje de ortoqueratosis se incrementé de forma significativa (p <
0,05) con respecto a los controles, aunque la magnitud del efecto
encontrado es inferior al que provocan otros agentes usados tradi-
cionalmente en la terapia. Desde el punto de vista bioquimico los
efectos mais notables fueron la disminucion (p < 0,05) de los
niveles intracelulares del calcio para ambos tratamientos y aumento
significativo (p < 0,05) de la actividad de la enzima SOD para el
tratamiento con Oleozon.

ABSTRACT. Psoriasis is a common pathology distinguished by
an increase in the keratinocites growth. There are abnormal differ-
entiations and alterations on the antioxidative defense system. On
the other hand, ozone/oxigen therapy causes an "oxidative precon-
ditioning” which gives protection against free radical damage. A
protocol with "Mouse tail test" has been developed using four
groups (Oleozon, 1 500 mg/kg b.w.; sunflower oil, 3 mL/kg b.w.;
and 2 control groups). At the end of the experiment (thirty daily
applications) the tail was removed and sections were processed his-
tophatologically and biochemically. The main result indicated a
significant increase (p < 0,05) in the orthokeratosis percentage to
the Oleozon and sunflower oil treatment groups. Even, this effect
is not greater than the traditional drug cause. The Biochemical
finding aims at an important role of calcium (decreases its intracel-
lular level p < 0,05 in Oleozon and sunflower oil groups) and
SOD (increases its enzimatic activity p < 0,05 in Oleozon group)
in the action mechanism.

INTRODUCCION

La psoriasis es una enfermedad muy comun caracteri-
zada por un marcado incremento de la proliferacion y diferen-
ciacion anormal de los queratinocitos, alteraciones de la vas-
culatura capilar dérmica y por la presencia en la dermis y la
epidermis de células T, monocitos/macrofagos y neutrofilos.
Se conoce que la enfermedad transcurre con alteraciones del
metabolismo de acidos grasos esenciales, secrecion de linfo-
quinas, generacion de radicales libres, ?eroxidacién lipidica y
sintesis incrementada de eicosanoides.

Por otra parte, es conocido que la terapia con ozono (O3)
(agente fuertemente oxidante), en dosis apropiadas, induce lo
gue se ha dado en denominar "Precondicionamiento oxidativo
con ozono", fenémeno que promueve un incremento de los
mecanismos antioxidantes protectores.

Teniendo en cuenta algunas experiencias clinicas que
reportan mejorias en pacientes psoriaticos tratados con aceite
ozonizado (Oleozon); tomando como base ademas, el
fenomeno anteriormente descrito para la ozonoterapia y el
transcurso de la enfermedad, en cuya etiologia estan impli-
cados de manera decisiva los radicales 02" yO H", ° se ha
utilizado el modelo de la cola del raton con aplicaciones
repetidas de Oleozon para observar los efectos histologicos y
bioquimicos gue tienen lugar durante el tratamiento.

El modelo de la cola del ratén, zona donde las carac-
teristicas histologicas y bioquimicas semejan las condiciones
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de la piel psoriatica, presenta en el estrato granuloso una pro-
porcion elevada de células paraqueratoticas (nucleadas con
formacion anormal de queratina). Tras los tratamientos, se
determina el incremento de la ortoqueratosis producido por el
farmaco empleado y se estudian los indicadores que marcan
los principales procesos del metabolismo oxidativo para llegar
finalmente a conclusiones, siendo el objetivo del trabajo estu-
diar los posibles mecanismos de accion del Oleozén en la
terapia de la psoriasis.

MATERIALES Y METODOS

Modelo animal

Ratones MNRI, machos, sanos con peso entre 28 y 32 g,
procedentes del Centro Nacional para la Produccion de Ani-
males de Laboratorio, La Habana, que se mantuvieron 7 d an-
tes del ensayo y durante este con pienso de la misma com-
posicion a una temperatura de 20-24 °C y un fotoperiodo de
12x1 2h.

Grupos y dosis
Se formaron cuatrogruposbaijo los tratamientossiguientes:

Grupo n Descripcion del tratamiento.
| 9 Aceite ozonizado.
Il 9 Aceite de girasol.
1 108 in tratamiento.



Las dosis administradas fueron de 3 mlU/kg de peso cor-
poral (p.c.) para el aceite de girasol y 1 500 mg/kg de p.c. de
Oleozon con un indice de perdxido de 506 mg/mL, equiva-
lente a 2,9 ml/kg de p.c.

Procedimiento

Los animales del grupo IV se sacrificaron y se les tomo
muestras de la piel de la cola para los estudios histologicos y
bioquimicos.

Los grupos | y Il se les aplico sobre la parte proximal de
la cola las sustancias ensayadas, dos veces al dia, dejan-
dolos 2 h después de cada aplicacion con un protector de
goma circular, el cual le cubrio la zona tratada para garantizar
el contacto piel-farmaco. El protector se le coloco el mismo
periodo de tiempo a los animales del grupo lll.

Tras 30 aplicaciones, todos los animales se sacrificaron.
Se tomo un fragmento de cola para las mediciones histologi-
cas, éste se incluyd en parafina y se tifid con la técnica de he-
matoxilina-eosina y otro fragmento se homogeneizo para pos-
teriores estudios bioguimicos.

Determinaciones bioquimicas

Homogenato de la cola. Para la realizacion del homo-
genato se utilizé el homogenizador de cuchillas Edmond Bo-
hler HO4 (Alemania). Se homogenizé un fragmento previa-
mente pesadod el ap ield el ac olac on5m Ld ed isolucion
amortiguadora KCl-histidina, y posteriormente, se centrifugo a
5 000 r/min, 15 min a 4 °C para obtener el sobrenadante, el
cual se congeld a -20 °C hasta el momento de realizar las de-
terminaciones.

Determinacion de proteinas totales. La técnica utili-
zada se basa en la reaccion de coloracion entre el reactivo
Coomassie Brillant Blue G-60 y las proteinas del medio, el
producto de esta reaccion origina un complejo con un maximo
de absorcion a 595 nm . En la determinacion se empleé BSA
como patron.®

Determinacion de catalasa (CAT). Se realizé mediante
una técnica espectrofotométrica que permite la deteccion del
cambio en la absorbancia del medio que produce la descom-
posicion del H202, en la region ultra-violeta.*

Determinacion de mieloperoxidasa (MPO). La enzima
MPO asociada a membranas se removio con una solucion del
detergente bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HTBA). Pos-
teriormente, se determina su actividad espectrofotomeétri-
camente utilizando un sustrato que contenia o-dianisidina-
H202.(5}

Determinacion de xantina oxidasa (XOD). Se basa en
la capacidad de esta enzima de actuar sobre su sustrato (xan-
tina) para producir acido Urico, este se transforma por accién
de la ureasa a un compuesto que en presencia de nitropru-
siato sodico rinde un producto coloreado, cuya absorbancia
se determina espectrofotométricamenteﬁ

Determinacion de la actividad de la superéxido dis-
mutasa (SOD). Se realizd mediante el método basado en la
medicion de la inhibicion de la autoxidacion del pirog:allol.6

Determinacion de malonildaldehido (MDA). El MDA es
el producto final de la peroxidacion lipidica. Este reacciona
con el acido tiobarbiturico para rendir un com7puesto colore-
ado cuya absorbancia se determina a 435 nm .

Determinacion de las concentraciones de glutation.
El glutation reducido (GSH) presente en una muestra reac-
ciona con el colorante DTBN (5,5'-ditiobis-2-acido nitroben-
zoico) para rendir un compuesto coloreado que absorbe a 412
nm. La concentracion de GSH se determina mediante el em-
pleo de una curva patrcj'nms
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Determinacion de las concentraciones de calcio.E |
calcio forma un complejo violeta con la o-cresulftaleina com-
plexona, en medio alcalino; su absorbancia se determina
espectrofotométricamente a 570 nm 3

Determinacion de fosfolipasa Az (FLA2).L aF LA: pre-
sente en la muestra biolégica actla sobre su sustrato, lecitina
de huevo, provocando la liberacion de lisofosfolipidos y aci-
dos grasos. Estos ultimos acidifican el medio de reaccion y
originan cambios en la coloracion del indicador rojo cresol. La
determinacion se hace espectrofotométricamente midiendo la
variacion de densidad optica en un minuto.

Todos los reactivos empleados fueron p.a. (Sigma, St.
Louis, M.O., USA)

Calculos

Ortoqueratosis (0Q). Se calculé el porcentaje que re-
presenta la capa granulosa con respecto a la longitud total de
la escama. Se tomaron los porcentajes promedio de diez
mediciones por animal. Este estudio se realizé con un
sistema automatizado de digitalizacion de imagenes MADIP.

Las concentraciones de calcio, GSH y MDA se dividieron
por el peso del tejido tomado para el homogenato, expre-
sandol ac oncentracion en mgogd et ejido.

Procesamiento estadistico

Con el objetivo de caracterizar la distribucion de las va-ri-
ables estudiadas se determinaron indicadores descriptivos y
se utilizo el grafico Stem & Leaf conjuntamente con la prueba
de Shapiro Wilks para analizar su normalidad.

Los valores de ortoqueratosis se compararon utilizando
la prueba no paramétrica de Mann Whitney (U). Para la com-
paracion de los resultados bioquimicos, se utilizé el ANOVA |
y las pruebas de comparacion multiple de Duncan. Los valo-
resp<0, 05 sec onsiderarons ignificativos.

Todos los datos fueron procesados utilizando los paque-
tes de programas estadisticos SPSS (V. 5,01) y Statistic (V.
4,5) para Microsoft Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados del estudio histolégico

Como se observa en la Tabla |, la OQ se elevo significa-
tivamente (p < 0,05) para los grupos tratados con Oleozon y
aceite de girasol.

TABLA |
Resultados del estudio histolégico
Grupo Escamas Ortoqueratosis
medidas (%)

XD E

Oleozén 61 30,20" 6,12
Aceite de girasol 55 29,01 4,50
Control — 335 25,79 4,95
Grupo pre-experimental 19 25,53 4,70

* Diferencias significativasp<0,
perimental y Control — .

05 con respectoal os grupos Pre-ex-

El incremento de la OQ es signo de mejoria debido a
que la piel psoriatica y la de la cola del raton normalmente
esta paraqueratética, o sea, que en el estrato granuloso se
observan celulas nucleadas en las que la queratina no sigue
su mecanismo normal de sintesis. Se conoce que procesos
oxidativos, en los que estan involucrados metabolitos toxicos
del oxigeno como el radical superoxido, estan comprometidos



con los procesos que tienen lugar a este nivel, es por ello que
los aceites vegetales ricos en retinoles (antioxidantes) resul-
tan efectivos en estos casos, por tanto era de esperar un in-
cremento de la OQ al administrar el aceite de girasol.

Sin embargo, con la aplicacion de esta técnica, se han
podido observar incrementos muy superiores de la OQ, utili-
zando agentes esteroidales como la dexametazona. Atendi-
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endo a esto podemos decir que 10s incrementos en la OQ de-
tectados tras la aplicacion del Oleozon y el aceite de girasol
son Incrementos discretos.

Resultados de las determinaciones bioquimicas

Teniendo en cuenta los resultados que se muestran en
las figuras 1y 2, resultan procedentes los andlisis siguientes:
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Fig. 1. Comportamiento de la actividad enzimatica entre gupos.
" Diferencias significativas p < 0,05 con respecto al grupo IV.
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Fig. 2. Actividad de la SOD y otros indicadores.
Diferencias significativas p < 0,05 con respecto al grupo IV * y al grupo I11**.




Parae Ic asod el ae nzima( FLA2), enzima clave de la
ruta del acido araquidonico, se observa que a pesar de que el
analisis estadistico no muestra diferencias significativas p <
0,05 entre animales controles y tratados, los niveles mas ba-
jos corresponden a los dltimos, siendo mas marcada la dis-
minucion en los tratados con Oleozodn. Se conoce que en los
pacientes psoriaticos los niveles de FLA2 en piel gtanto sana
como lesionada) se encuentran incrementados’' debido a
que existen evidencias de que las prostaglandinas y leu-
cotrienos que se forman debido a su accion, estan com-
prometidas en la patogénesis de la pscnriasis,12 por tanto,
atendiendo a este indicador se puede decir que en los grupos
lyl le xisteu nl evee fectop ositivo, ya quea pesard eq ue sus
valores son inferiores a los controles las diferencias no son
significativas.

Si se comparan los resultados correspondientes al grupo
seleccionado previo al tratamiento (V) y el sometido al estrés
del tratamiento, sin la aplicacion de farmacos (lll), se encuen-
tran diferencias significativas p < 0,05 en cuanto a los indi-
cadores GSH, CAT, SOD, MPO y MDA, lo cual evidencia que
el régimen de tratamiento (manipulacién diaria de los ani-
males) incide en la variacion de alguno de aquellos. En el
caso del presente trabajo, se produce una disminucion p <
0,05 de los niveles de lipidos peroxidados (dado por el MDA)
ae xpensasp robablemente del incrementop<0, 05d el aa c-
tividad de la enzima SOD como resultado de la existencia de
niveles elevados de su sustrato (anion superoxido). Los que a
su vez pueden ser los responsables de la inhibicion de la
CAT™® y de la disminucién del GSH.™ En este caso, a pesar
de producirse un decremento en los niveles de lipoperoxidos,
el hecho de que exista similitud entre los grupos Il y IV en
cuanto a la OQ, es indicativo de que las modificaciones origi-
nadas en el sistema oxidativo tras el estrés del tratamiento no
conducen a la reduccion de los agentes causales de la
paraqueratosis [O2" y quizas OH"].2

La aplicacion del aceite de girasol (grupo Il) provoca de
manera general los efectos siguientes: incremento (p < 0,05)
de la actividad de SOD y disminucion (p < 0,05) de niveles de
Ca®* intracelular, este ltimo incide en la disminucion de la
actividad de la FLAz y por tanto, inhibe la formacion de O2°
gue se desata por esta via y en la disminucion (p < 0,05) de la
actividad de la XOD. Esto unido al incremento (p < 0,05) de la
actividad de la SOD favorece una menor disponibilidad de O2°
que se refleja en la mejoria del estado paraqueratotico de la
piel. La presencia de retinoides en el aceite de girasol y su
papel como moduladores biobgicos15 condicionan probable-
mente que al interactuar con sus receptores, se modifiquen
los niveles de Ca®* intracelular y con ellos la actividad de las
enzimas.

Por otra parte, el efecto de la aplicacion del Oleozon
(grupo 1) difirié en lo fundamental con respecto al tratamiento
con aceite de girasol en que el incremento de la SOD es mas
elevado (p < 0,05) y que el nivel de lipoperdxidos toma valo-
res similares a los del grupo IV (animales sin tratamiento)
notandose también una disminucion (p < 0,05) de las concen-
traciones de Ca®*. A pesar de estas diferencias, la OQ para
losg ruposlyl Is on similaresl oc uali ndicag ue bajo estas
condiciones, la generacion de O2" disminuye. Se aprecio en
este caso, un fenémeno caracteristico del precondicion-
mamiento oxidativo'® dado por el incremento de las enzimas
protectoras como la SOD. Sin embargo, sobre la OQ del
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Grupo | parece haber influido también el efecto de los reti-
noiles sobre el metabolismo del Ca®*. La sumatoria de estos
factores explicaria los resultados en cuanto a los valores de
0Q vy las concentraciones de MDA encontrados en el grupo .

Adicionalmente, el comportamiento de la actividad de la
enzima MPO (marcadora de polimorfos nucleares) es similar
entre los grupos |, Il y lll, lo cual indica la no ocurrencia de in-
hibicion de la migracion de polimorfos nucleares hacia la zona
tras el tratamiento. La elevacion de su actividad (p < 0,05) con
respecto al grupo IV, puede estar relacionada con los eventos
relativos al estrés y la oclusion de la cola durante la manipu-
lacion de los animales.

De forma general, el precondicionamiento que al parecer
produce el tratamiento con Og, en cuanto a la elevacion de la
actividad de las enzimas protectoras no se alcanza en la
misma medida para el Oleozon, por lo que su efecto es leve,
y similar al del aceite no ozonizado cuya actividad se atribuye
a su contenido en agentes antioxidantes.

CONCLUSIONES

El aceite de girasol ozonizado y no ozonizado, producen
un incremento significativo (p < 0,05) de la OQ en el modelo
de la cola del raton.

El efecto a nivel molecular esta relacionado con la con-
centracion intracelular de Ca®* en ambos casos y al incre-
mento (p < 0,05) de la actividad de la SOD. para el trata-
miento con Oleozdn. La elevacion de la OQ producido por el
Oleozén es leve, en comparacion con la que producen otros
agentes utilizados en la terapéutica.
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