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RESUMEN. El Oleozdén (aceite de girasol ozonizado) es un medi-
camento de uso topico, de reconocida eficacia terapéutica como
germicida producido por el Centro Nacional de Invetigaciones
Cientiticas. Fue evaluado en un ensayo de toxicidad aguda dérmica
en ratas, con vistas a satisfacer los requerimientos para su registro
como medicamento para uso humano. Se utilizd aceite de girasol
no ozonizado como control y los grupos de animales se constitu-
yeron de ocho ejemplares por sexo por grupo de tratamiento, los
cuales fueron observados por 14 d . Durante el tratamiento, se
controlaron diferentes variables para detectar la posible aparicion
de signos de toxicidad retardada. Adicionalmente, se realizo el es-
tudio anatomo-patoldgico, hematoldgico y bioquimico de los ani-
males, este dltimo dirigido a conocer las alteraciones locales o
sistémicas del sistema de reacciones oxidativas. Los resultados de-
mostraron que la dosis de 2 000 mg/kg por via dérmica, no pro-
duce letalidad y que tras la aplicacion del Oleozon, no se originan
signos toxicos salvo eritema y edema en el sitio de aplicacién, no
aparecieron alteraciones a nivel sistémico a excepcion de una
modificacion reversible de la actividad y coordinacion motora de
los machos a las 24 h . Estudios bioquimicos y hematoldgicos cor-
roboraron estos resultados.

ABSTRACT. Oleozon (ozoniced sun flower oil) is a topical medi-
cine with recognized therapeutical efficiency as a germicide. This
drug has been evaluated on an acute dermic toxicity assay on rats
as a requirement to be registered as a medicine for human use.
Groups of animals were formed by eight, each of them according
to sex and type of treatment. They were observed for 14 d . Dur-
ing the treatment different parameters were taken into considera-
tions to know the presence of retarded toxicity signs. Also, studies
were carried out in anathomopathology, hemathology and bio-
chemistry; the last one was directed to know the local or systemic
alterations on the oxidative reaction system. The results proved
that the dosis of 2 000 mg/kg weight, by dermic way, was not le-
thal. After the application of Oleozon, toxic signs did not appear
only erithema and edema in treated areas. Systemic effects were
not detected except for an alteration on coordination and motor ac-
tivity in male animals, 24 h after the treatment. The biochemical
and anatomopathological studies confirmed these results.

INTRODUCCION

Los estudios de toxicidad aguda dérmica suministran in-
formacion acerca de los posibles efectos adversos que oca-
siona la exposicion de un producto sobre la piel, esta informa-
cion es utilizada ademas, como base para estudios cronicos y
subcronicos.!

El Oleozon es un aceite vegetal ozonizado, producido
por el Centro Nacional de Invetigaciones Cientificas, desti-
nado a su aplicacion topica por su caracter germicida al cual,
se le han realizado diferentes ensayos toxicologicos. 2

Aunqgue el aceite de oliva ozonizado también se utiliza
en la terapéutica, el aceite de girasol muestra ventajas en su
comportamiento g|ermicida.3

Es conocido que este medicamento produce cierta irri-
tacion en la pieI‘2 condicionado probablemente por su mecan-
ismo de accion, por lo que el objetivo de este trabajo consistio
en desarrollar el ensayo agudo dérmico a dosis limite de 2
000 mg/kg de peso dorporal (basado en el indice de peroxi-
dos) para complementar la informacion toxicologica requerida
para su registro médico.
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MATERIALES Y METODOS

Procedimiento general

Se ensayo la dosis de 2 000 mg/kg (tomando como base
el indice de perdxido, 506 mg/mL) sobre la piel de ratas. Se
formaron dos grupos (uno control, tratado con aceite de gira-
sol no ozonizado y otro de animales tratados con Oleozon)
cada uno integrado por ocho animales de cada sexo. A las 24
h de aplicadas las sustancias en estudio, los animales fueron
sometidos a un examen visual para detectar la posible forma-
cién de eritema y edema, la presencia o no de signos toxicos
y se tomaron tres animales por sexo por grupo para realizar
estudios histopatologicos y bioquimicos. Posteriormente, se
continud la observacion de los restantes durante 14 d al tér-
mino de los cuales, se practicé la eutanasia y se tomaron tres
animales por sexo por grupo para los estudios histopatologi-
cos y bioquimicos.

Animales

Se emplearon ratas Sprage-Dawley de ambos sexos,
provenientes del Centro Nacicnal para la Produccion de Ani-

males de Laboratorio, La Habana, las cuales se mantuvieron
7 d antes del ensayo en el mismo local de trabajo, a una tem-



peratura de (20 +2 ) °C, una humedad relativa del (70 +4 )%
conl ibre acceso al aguayal os alimentos( pienso CEN-
PALAB),ac iclosd el uz-oscuridad de 12x12hye n jaulas in-
dependientes.

Peso. El peso de los animales abarco los intervalos
siguientes:

Machos: (222,34 +12,79) g

Hembras: (190,14 + 7,15) g

Depilacion. El dia anterior a la aplicacion de la muestra,
se rasuraron las zonas dorsales de los animales con una
maquina de afeitar (3X4) cm y se incorporaron posterior-
mente, a sus respectivas jaulas.

Aplicacion. La muestra se aplicé en forma de una
pelicula uniforme con ayuda de una jeringuilla hipodérmica.
Después, la zona tratada se ocluyo por 24 h con una com-
presa de gasa que fue adherida con esparadrapo al pelo del
animal. Tras la aplicacion, los animales se situaron en sus
jaulas correspondientes. A las 24 h, la zona tratada se limpio
con solucion jabonosa tibia y gasa, y posteriormente, con
agua corriente.

Observaciones

Diarias. Durante los 7 d previos al ensayo y los 14 d de
su duracion se registro: la temperatura y la humedad del local;
los ciclo de luz-oscuridad; la posible aparicion de signos toxi-
cos.*®

En dias alternos. Se registro el peso corporal y el con-
sumo de agua y alimentos.

Dias0 ,1,7 ,14 . Se registro la actividad motora en la
caja de actividad (Ugo Basile, Milan, Italia) [tres animales de
cada sexo por grupo, utilizando 5 min de adaptacion y 5 min
de medicion( acumulativa)yc olocando losa nimalesd ef orma
independiente]; la coordinacion motora mediante el Rota-Rod
(Ugo Basile, Milan, Italia) (tres animales de cada sexo por
grupo, utilizando 5 min de adaptacion); la temperatura rectal
empleando termémetro clinico (tfres animales por sexo y por
grupo); los reflejos flexorhomolateral, corneal y pineal y la
respuesta al sobresalto segun Irwin.®

Dias1,3 ,7 ,1 4. Se observo el sitio de aplicacion para
evaluar la posible ocurrencia de irritacion cutanea (eritema y
edema) y medir su magnitud segun la escala de Draize, modi-
ficada por Ecobichon.*

Examenes clinicos

A los animales tomados a las 24 h y los restantes a los
14 d se les tomé muestras de sangre para determinar hemo-
globina, hematocrito, conteo total de eritrocitos y leucocitos,
conteo diferencial de leucocitos. Las enzimas mieloperoxi-
dasa (MPO) con sustrato de o-dianisidina;’ catalasa (CAT) a
siguiendo la descomposicion del peroxido de hidrogeno a 240
nm; ® fosfolipasa Az (FLA2) utilizando lecitina de huevo como
sustrato por el método espectroh:ﬂornétrica;g peroxidasa
(POD) utilizando como cromdgeno el gt,layatcol10 y malo-
nildialdehido (MDA), por la reaccion del acido tiobarbitarico
se determinaron en suero de sangre tomada de la aorta ab-
dominal, para lo cual se anestesiaron los animales con pento-
barbital sédico en dosis de 40mg/ kg de peso por via |.P.

Las determinaciones bioquimicas también se le re-
alizaron a muestras de tejidos: piel, rifdon e higado, los cuales
se homogeneizaron en disolucion de NaCl 0,9 % a razon de
10m L por cada gramo de tejido, utilizando un homogenei-
zador de cuchillas Edmund Biihler HO4 (Alemania).
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Necropsia y estudios histopatoldgicos

La necropsia y los estudios histopatologicos se re-
alizaron a todos los animales involucrados en el estudio. Se
presto especial atencion a los drganos: musculo, bazo, rifion,
higado, ovarios-testiculos, duodeno, ganglios linfaticos me-
sentéricos. ileon, prostata-utero, timo, corazon, pulmén, cere-
bro, glandulas adrenales, piel y médula ésea. Ademas, se re-
alizoé su estudio macromorfolégico y se tomo el peso de los
organos correspondientes.

Los dérganos objeto de estudio histopatologico fueron
piel, higado y rifion.

Seleccion de los animales

Toda la seleccion de animales se realizé mediante el
empleo de la tabla de numeros aleatorios.'?

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de las observaciones de los signos
toxicos y otros indicadores

El peso corporal, consumo de alimentos y consumo de
agua se comportd de forma semejante entre los grupos
tratados y controles tanto a las 24 h, 7 y 14 d . No se encon-
traron diferencias significativas entre sus valores segun el
analisis de varianza ANOVA-UNO (Tabla I).

TABLA|
Comportamiento del peso corporal, consumo de pienso
y agua de los animales durante el ensayo

Variable Animales macho
Tiempo Controles Tratados
Peso 24 h 218,00+ 39,00 208,00+ 10,00
corporal 7d  248,79+21,39 24570+7,40
(9) 14d 267,89+20,90 27585+7,57
Consumo 24 h 16,79+ 2,87 14,74 £ 2,40
depienso 7d 25,21+ 4,4020 82+ 4,88
[g/(animal . d)] 14d  2396+255 24,64 + 2,81
Consumo 24h  43,00+2,00 37,00+ 4,00
de agua 7d  33,00+4,00 36,00 + 5,00
[mL/{(animal . d)] 14d 32,00+ 4,00 30,00 + 3,00
Animales hembra
24h 183,82+4,69 182,21 + 4,69
Peso corporal 7d  201,83+9,65 203,73+9,50
(g) 14d 212,86+ 10,51 212,60+ 10,64
Consumo 24 h 10,76 £1,7012, 27+ 242
de pienso 7d 20,37+1,54 19,67+ 3,12
[g/(animal . d)] 14d 12,85+ 4,71 15,16+ 2,73
Consumo 24h  24,00+6,00 28,00+ 5,00
de agua 7d 31,00+ 4,00 29,00+10,00
[mL/{(animal . d)] 14d 32,80+ 2,00 28,00+ 4,00

No se encontraron diferencias significativas segin analisis
de varianza ANOVA-UNO.

Durante la observacion de los animales (14 d) no se
apreci6 la aparicion de signos toxicos.

La respuesta al sobresalto, reflejo pineal, corneal, flexor-
homolateral y temperatura corporal no mostré diferencias sig-
nificativas entre grupos.



En cuanto a las mediciones de actividad y coordinacion
motora realizadas durante el ensayo, se debe sefalar que se
encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre machos
controles y tratados en las mediciones de actividad motora a
las 24 h, que coinciden con un decremento de la coordinacion
motora (medida en el Rota Rod) ademas de apreciarse, en
este caso, incordinaciones motoras; lo que puede estar re-
lacionado con la inhalacion del principio activo retenido en el
vendaje durante las primeras 24 h, el cual puede ser el res-
ponsable de estos efectos tdxicos si se tiene en cuenta que
reacciones similares (inmovilidad, temblores y contracciones
musculares) se han reportado con anterioridad para el
Oleozdn administrado por via oral en dosis toxicas.?

Por otra parte, la no deteccion de estos efectos en la
hembras puede deberse a que en estas el grosor de la piel es
menor, por lo que el Oleozon puede penetrar con mayor facili-
dad, siendo la concentracion de este en la atmosfera menor
que en el caso de los machos.

En los animales tratados con aceite de girasol (grupo
control) se observé un 50% de presencia de eritema. En este
caso, el Indice de Irritacion Primario (IIP) fue de 0,3, lo cual lo
califica como no irritante; " y un 88 % en los tratados con
Oleozon para un IIP de 1,1 lo que lo ubica dentro de la cate-
goria de ligeramente iritante.'® No se detecté edema macros-
copico en ninguno de los grupos en estudio mientras que el
examen microscopico revelo que el 6,25 % de los animales
presentaba edema discreto y el 12,5 % edema perceptible
para un total de 18,75 % en el grupo control; en los tratados
estos valores fueron de 5,88; 17,64 y 23,52 % respecti-
vamente.

Estudio anatomopatologico

La comparacion de las razones peso de los organos
(bazo, rifidn, higado, ovario o testiculos, prostata o utero,
timo, corazon, pulmon y cerebro)/peso corporal, no evidencio
diferencias significativas entre grupos, tanto en los animales
sacrificados a las 24 h como a los 14 d (Tabla Il).

Relacion peso de o6rganos/peso corporal, ent;I::\E:ﬁaIILs controles y tratados durante el tratamiento
Organos Alas 24 h Alos 14 d
Hembras Machos Hembras Machos
CT CT CT CcT
Peso de los érganos/peso corporal
Bazo 3028 24 26 31 35 30 26
Rinén 74 83 76 71 78 84 85 76
Higado 363 368 291 343 362 266 395 269
Ovario/Testiculos 7 8 129 131 6 18 133 133
Préstata/Utero 25 22 — — 19 36 — —
Timo 25 16 25 16 21 22 25 28
Corazén 41 43 34 3038 37 36 29
Pulmén 72 76 74 86 68 6067 58
Cerebro 64 58 52 64 59 58 43 45
Los valores numéricos han sido multiplicados por 10°*. C Control. T Tratados. — Valor perdido.

No se encontraron diferencias significativas en la com-
paracion de la relacién peso de organo/ peso corporal entre
controles y tratados.

Durante la necropsia se detectaron las alteraciones
siguientes: un animal macho tratado a las 24 h presenté ade-
nomatosis pulmonar; dos animales macho del mismo grupo a
las 24 h presentaban bronconeumonia aguda. La adenoma-
tosis pulmonar también se detecto en una rata hembra tratada
conO leozénal os 14d.E | estudio histopatologico reveld que
la presencia de estas anomalias no estaban relacionadas con
el producto en ensayo.

En la evaluacion histopatologica, realizada comple-
tamente a ciegas, no se detectaron afecciones renales o
hepaticas en ninguno de los animales en estudio.

Evaluaciones hematologicas

En ninguno de los indicadores medidos se encontraron
diferencias significativas entre controles y tratados. Por otra
parte, en relacion con el comportamiento de las subpoblacio-
nes leucocitarias en animales tratados y controles alas 24 hy
los 14 d (Tabla lll), a pesar de no haberse encontrado diferen-

cias significativas entre el numero total de leucocitos y los
porcentajes que representan las subpoblaciones, se aprecio
en general, a ambos tiempos, una tendencia al incremento del
numero total de leucocitos y las subpoblaciones de polimor-
fos, eosindfilos, monocitos y basdfilos; lo cual esta re-
lacionado probablemente a la ocurrencia de procesos inflama-
torios observados, a nivel microscopico, en el sitio de aplica-
cion provocado por mediadores lipidicos proinflamatorios. 14

Otro elemento que pudiera condicionar la respuesta ob-
servada es el que tiene lugar en las capas de la dermis '° tras
la aplicacion del Oleozén cuyo principio activo esta consti-
tuido por lipoperdxidos altamente reactivos capaces de provo-
car alteraciones en la estructura de la membrana celular.

Evaluaciones bioquimicas

En los resultados de las valoraciones bioquimicas reali-
zadas (MDA, FLA2, POD, MPO y CAT) a los animales en en-
sayo en: piel, higado, rifones y suero; no se observaron
variaciones significativas en la actividad de las enzimas y la
concentracion de MDA en relacion con el grupo control por lo
que se puede afirmar que los efectos de la aplicacion topica
del producto no trascendieron a nivel sistémico.



TABLA Il
Resultados de las evaluaciones hematolégicas

Indicadores Alas24 h Alos 14d
Hembras Machos Hembras Machos
C T CcT CcT CT
Valores
Hemoglobina (g/L) 133,6 105,4 1443 137.4 74,5 103,9 91,7 80,8
Hematocrito (%) 40,0 45,0 443 44,3 42,3 43,3 447 43,6
Glébulos rojos (10'/L) 4,0 3,9 57 59 4,03,8 3,8 4,3
Leucocitos (10%L) 3,3 39 4,059 33 3.9 47 5.9
Linfocitos (%) 93,0 80,093, 5 86,093, 081,6 97,3 78,0
Polimorfos (%) 4,0 6,03, 03,04, 08,4 1,3 53
Monocitos (%) 2,0 9,3 2,08,02, 06,00 6 12,0
Eosindfilos (%) 1,0 33 15 1,0 1.0 3,2 0,6 3,0
Basdfilos (%) 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 1,0

No se encontraron diferencias significativas en la comparacion entre controles y tratados segun analisis de varianza ANOVA-UNO.

C Controles. T Tratados.

CONCLUSIONES

El aceite ozonizado por via dérmica en ratas no produce
letalidad tras la aplicacién a dosis Unica (2 000 mg/kg de peso
corporal, basado en el indice de perdxidos).

Salvo alteraciones en la coordinacion y actividad motora
a las 24 h en los machos tratados, efecto al parecer reversi-
ble, pues no se detectd a otros tiempos de observacion y el
eritemad eg rado1y2 en el 88 %d el os animalest ratados
con Oleozon a las 24 h no se detectaron otras alteraciones en
los indicadores medidos Por otra parte, los resultados bio-
quimicos permiten afirmar que no tienen lugar eventos toxicos
a nivel sistémico tras la aplicacion del Oleozon. El conjunto de
resultados demuestra que este medicamento no produce sig-
nos toxicos de consideracion a la dosis ensayada por la via
topica en la especie estudiada.
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