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Representacion esquematica de los procesos que conducen in vivo
a la formacion de O, por parte de neutrofilos activados.
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Babior BM, Takeuchi C, Ruedi J, Gutierrez A, Wentworth P, Jr. Investigating antibody-catalyzed ozone
generation by human neutrophils. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Mar 18;100(6):3031-4.



Retos actuales de la O3 Terapia

Uso de generadores no aptos

Falta de homogeneizacion

Toxicidad del Ozono

Falta de datos cientificos clinicos solidos
Los charlatanes

Falta de regulaciones y desinterés de las
autoridades

Falta de financiamiento
Medicos escépticos o poco informados




Representacion esquematica de los procesos que conducen in vivo
a la formacion de O, por parte de neutrofilos activados.
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Babior BM, Takeuchi C, Ruedi J, Gutierrez A, Wentworth P, Jr. Investigating antibody-catalyzed ozone
generation by human neutrophils. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Mar 18;100(6):3031-4.



Propiedades quimico fisicas del ozono

Peso Molecular 48 g / mol
Densidad (0 0C/101,3 KPa) 2,154 g/L
Punto de Ebullicion (101,3kpa) -111,9 oC
Punto de Fusion -192,5 oC
Umbral olfativo 0,02 ppm
Potencial Redox 2,07V

Solubilidad en Agua 20/300c 20/ 1,5 mg/L

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



Potencial Redox de algunos agentes
oxidantes

_____________Potencial Redox (v

Fluor 2,85
Ozono 2,07
H,0, 1,76
MnO4- 1,68
Cloro 1,36

clo, 0,95

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.



CAMPOS DE ACTUACION DE LA OZONIZACION EN AGUAS
Medicina

Aseo y desinfeccion del cirujano en el pre operatorio.
Desinfeccion de utensilios de quirdfano y de odontologia.
Lavado de heridas.

Enjuagues bucales en odontologia.

Purificacion de aguas en piscinas.

Tratamientos de aguas de balnearios.

Tratamientos de embotelladoras.

Desinfeccion de productos alimenticios.

Alimentos recién recolectados (naranjas, zanahorias, patatas, etc.).
Desinfeccidon de animales sacrificados.

Tratamiento de peces capturados.

Preparado de aguas para la elaboracion de hielos.

Tratamientos en acuicultura, hidropdnicos y piscicultura.
Actuacion en sistemas de regadio.

Lavanderias industriales.
Depuracion de aguas residuales.
Utilizacidn en aguas de aseos publicos y de viviendas.



Eficacia de la desinfeccion con ozono en aguas contaminadas con
Clostridium perfringens

Agua Natural 3,6 2,7
NaCl 0,9% 0,42 0,06
Notas:

Cantidad de ozono en mg/L necesaria para reducir la concentracién
microbiana en 4 unidades logaritmicas

Concentracion inicial de Clostridium perfringens 10°— 108 UFC/100 mL
Concentracion de H,0, 0,04 mM

Ref. Lanao M. et al. (2007) La eficacia del ozono en la desinfeccion por
Clostridium perfrigens. Cosemar Ozono.

Dr. Gregorio Martinez Sanchez, Ph.D.
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Aplicaciones Médicas:

Tratamiento y desinfeccion de heridas

Para eliminar el pus y limpiar areas necroticas
Eliminar gérmenes en general

Lavado de cavidades quirurgicas

Gastritis




Agua ozonizada

* Obtencion
1 vol. de agua + = volumen de O3
5 min de burbujeo

Concentracion en H20 se reduce %

e Estabilidad

5 oC el tiempo de vida media es de 110 h
A 20 oC el tiempo de vida mediaesde 9 h



Os

Agua ozonizada

’,_..:'l::ts:l.:lllo'ﬂh ; »
B Patologia Concentracion Modo de
Final Aplicacion

Escaras / Heridas 25 pg/mL Rociar o por inmersion
Hongos / 25 pg/mL Rociar / inmersion /
Candidiasis Vaginal Lavados

Psoriasis 25 pg/mL Rociar o por inmersion
Parontoditis / 10 pg/mL Enjuagues

Prevencion de Caries

Helicobacter Pylori 2,5 pg/mL Ingerir

Gastritis 2,5 pg/mL Ingerir

Ulcera géstrica 2,5 pg/mL Ingerir



Aceites Ozonizados. Historia

Burbujeo con O2 + Exposicion al

OBSERVATIONS SOL (UV) ‘

MEDICAL ADMINISTRATION

or | Aceite de Girasol
0ZONIZED OILS. Acelte de Cacao
Aceite de Higado de peces

BY

THEOPHILUS THOMPSON, M.D, F.RS.,

FHYSICIAN TO THE HOSPITAL FOR CONSUMPTION, ETC.

Recived ey AR Tone 251, 15, Tuberculosis

$

Mejorias

28 de Junio de 1859

1904 Se inician las ventas en Farmacia en los EE.UU. Del aceite de oliva ozonizado, con el
nombre de "Glycozone.”



Composicion porcentual de acidos grasos insaturados
(oleico y linoleico) de aceites vegetales seleccionados.

O

6
HQJJ\/\/\/\/z\/\/\N HO™ 4 9 12

Aceite vegetal __ Oleico____Linoleico

65-85 4-15

28-35 60-70

20-30 50-65
Coco 5-8 0,9-2
Teobroma 37-38 1-2

39-46 7-11



Quimica. Mecanismo de Criegee
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Bailey, P. S.; Ozonation in Organic Chemistry, Volume 1 Olefinic Compounds. New York: Academic Press, 1978.
Criegee, R. Angew. Chem. Int. Ed. 1975, 14, 745.



Aceites Ozonizados. ¢Como se hacen?

Os s & |
Generadordeozomo— ~~~ =~~~ "~ ;
Entrada: 02

O2 pureza, temperatura
02 humedad

Reactor Farmaceutico ~~
Control: Calidad de la materia prima
Temperatura de reaccion
Tiempo de Reaccion

p—— Ariti-slosh Nilkng

Small space

| Hole drilled in

e O3 flujo
O3 concentracion
ey Agitacion
Viscosidad
Pasos Principales: Neutralizacion de gases residuales
Reaccidn
Parada

Control de calidad

Standard Operation Procedures according Good Manufacturing Practices. Ozonia 3000® Production Cycle 2014. Innovares, Italy.

lacopo Zanardi,Valter Travagli,Alessandro Gabbrielli,Luisa Chiasserini, Velio Bocci. Characterisation of sesame oil derivatives as
dermatological preparations. Lipids. 2008, 43(9): 877-886



Aceites ozonizados. Aplicaciones Clinicas
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Aceites Ozonizados. Mecanismo

Oxidacion directa: la liberacion de ozono, trioxolanos y lipoperoxidos
pudiera destruir directamente los microorganismos mediante su oxidacion.

O;, formaldehido, trioxolane y lipoperdxidos

|. Zanardi, S. Burgassi, E. Paccagnini, M. Gentile, V. Bocci, and V. Travagli. What Is the Best Strategy for Enhancing the Effects of Topically Applied Ozonated
Qils in Cutaneous Infections? BioMed Research International Volume 2013, Article ID 702949, 6 pages. http://dx.doi.org/10.1155/2013/702949



Aceites Ozonizados. Mecanismo

Citotoxicidad: compuestos como trixolanos, lipoperoxidos vy
aldehidos, son citotoxicos para los microorganismos vy
pueden Inactivar rutas enzimaticas claves para su
supervivencia.

Inactivacion de proteinas,
lipidos insaturados,
peptidoglicanos, ADN, ARN,

OH

-0
H1_\"I"J \){_’,H + R : i _
oy TR o—oH enzimas respiratorias
Ozonides Hydroperoxides l

Lisis /
muerte

Nathalia R de Almeida et al. Ozonized vegetable oils and therapeutic properties: A Review. Orbital. The Electronic Journal of
Chemistry 2012 4(4): 313-326.



Aceites Ozonizados. Mecanismo

Liberacion de factores de crecimiento: Diversos
componentes de los aceites ozonizados pueden liberar
factores de crecimiento como PDGF, TGF-B y VEGF que

pueden incidir en la remodelacion tisular.

' Platelets

4 % WS sl AL

Ace‘te ‘__t.‘:'?;{f? '01¢~ - rGE
\

Ozonizado ;’w < iCherctiia

o
\\‘__:[ g ogeﬂtor cells
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VEGF (= BMPsl Differentnatlon lBMPs

Progemtor cells
| e
000 -
‘ : Osteoblasts Chondrocytes

Angiogenesis
BMPs released from
bone matrix

G. Valacchi, Y. Lim, G. Belmonte et al., “Ozonated sesame oil enhances cutaneous wound healing in SKH1 mice,” Wound Repair and Regeneration,

vol. 19, no. 1, pp. 107-115, 2011.
Hee et al. Therapeutic Effects of Topical Application of Ozone on Acute Cutaneous Wound Healing. J Korean Med Sci 2009; 24: 368-74



Aceites Ozonizados. Mecanismo

Pre-condicionamiento oxidativo: la oxidacion local de los
tejidos por los componentes de los aceites ozonizados pueden
estimular mecanismos antioxidantes enddgenos y promover la
reparacion de los tejidos.

Abu-Gharbieh E, Bayoumi FA, Ahmed NG. Alleviation of Antioxidant Defense System by Ozonized Olive Oil in DNBS-Induced Colitis in
Rats.Mediators Inflamm. 2014;2014:967205.

Zamora Z, Gonzalez R, Guanche D, Merino N, Menéndez S, Hernandez F, Alonso Y, Schulz S. Ozonized sunflower oil reduces oxidative
damage induced by indomethacin in rat gastric mucosa. Inflamm Res. 2008 Jan;57(1):39-43.

Zamora Rodriguez ZB, Gonzalez Alvarez R, Guanche D, Merino N, Hernandez Rosales F, Menéndez Cepero S, Alonso Gonzalez Y,

Schulz S. Antioxidant mechanism is involved in the gastroprotective effects of ozonized sunflower oil in ethanol-induced ulcers in rats.
Mediators Inflamm. 2007:2007:65873.



Mecanismo probable mediante el cual los aceites ozonizados

participan en el proceso de cicatrizacion

I. Fase Inflamatoria
De 2-5 dias

Hemostasis

Vasoconstriccion

Agregacion Plaquetas

Coagulo de Tromboplastina
Inflamacion
Vasodilatacion

Fagocitosis

Il. Fase Proliferativa
2 dias a 3 semanas

Granulacion

Los fibroblastos producen colageno
Relleno de defectos y anglogénesis
Contraccion

Unificacion de los bordes de la lesion

Epitelizacion

Paso de células a la zona humeda de la lesion
Movimiento celular 3 cm en todas direcciones

Aceite Ozonizado
) é Liberacion de

factores de
crecimiento

Efecto antimicrobiano
Activacion de
mecanismos
antioxidantes locales
Promocion de la
cicatrizacion local

v

. Fase de remodelacion
De 3 semanas a 2 afios

Se forma nuevo colagenoque
aumenta la resistencia a la
traccionde las heridas




Aceites ozonizados. Indicadores de Calidad

Aspecto / Color Organoléptico Liquido trasparente amarillo
claro

_ Organoléptico Caracteristico, acre, no rancio

Solubilidad Farmacopea Europea Insoluble en agua, muy soluble

en cloroformo, éter, éter de
petrdleo y parafina liquida

Densidad Farmacopea Europea 0.98 £ 0.02 g/mL
Indice de acides Farmacopea Europea <30mgKOH/1g
[EIEGEE O Farmacopea Europea Modificado  3500+300 mEq O, / kg
Indice de iodo Farmacopea Europea 60.00 +20.00g /100 g

Viscosidad Farmacopea Europea 625.00140 .00 mPa-s

Council of Europe (2010). European Pharmacopoeia 7™ Edition, Druckerei C. H. Beck, ISBN 978-92-871-9700-2,
Nordlingen, Germany. Metodo: 2.2.5. Realative Density. 2.2.10 Viscosity-Rotating Viscosimeter Method, 2.5.1. Acid
Values, 2.5.4. lodine Value, 2.5.5. Peroxide Value.



Especificaciones Aceites Ozonizados

Method Especificaciones Intervalos de IP

Altos Medio Bajos
Aceites IP (mEqg/kg) 800-1200 |600-400 |400-200
Tratamientos
Locales

*400 IP: Para administracion oral en post-cirugia y tratamiento de infecciones del TGl como
Helicobacter pylori. Revitalizacion facial, rosacea, acné y estimulacion de la granulacion.

* 600 IP: mucosa vaginal (bulbo vaginitis) y rectal (hemorroides), nasal, uUlceras tdpicas, fase
de epitelizacion, tratamiento de escaras
*400-600 IP: heridas, Ulceras topicas, quemaduras en proceso de granulacion
*800-1200 IP: En heridas y ulceras severamente infectadas, gingivitis, alveolitis, herpes
simplex, herpes zoster.




Aceites Ozonizados en patologias humanas
Bacterias, hongos, virus, protozoo, acaros ..

Streptococcus pyogenes, Haemophylus influenzae, Bordetella pertussis,
Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus

Candida albicans, Trichophyton mentagraphytes, Microsporum canis,
Thichophyton rubrum

Human papilloma virus, Herpes simplex

Giardia lamblia

Gregorio Martinez- Sanchez, L. Re, Gema Perez-Davison, Rosemeres Horwat Delaporte (2012). Las aplicaciones médicas de los aceites ozonizados,
actualizacién. [Medical use of ozonized oils: an up-date]. Revista Espafiola de Ozonoterapia. Vol. 2, n° 1, pp. 121-139.
http://www.revistaespafioladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23



http://www.revistaespañoladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23
http://www.revistaespañoladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23
http://www.revistaespañoladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23
http://www.revistaespañoladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23

Aceites Ozonizados en patologias huanas
Infecciones, Remodelacidén tisular, Inflamacion..

Periodontitis, Alveolitis, Gingivitis aguda necrosante, Tratamiento de

canales infectados, gingivo-estomatitis, gingivo-estomatitis herpética
aguda.

Tonsilitis Aguda
Virus del Papilloma Humano

Conjuntivitis hemorragica epidémica

Escaras, fistulas, heridas quirurgicas
Ulceras de miembros inferiores, pié diabético

Tynea Pedis

Gregorio Martinez- Sanchez, L. Re, Gema Perez-Davison, Rosemeres Horwat Delaporte (2012). Las aplicaciones médicas de los aceites ozonizados,
actualizacién. [Medical use of ozonized oils: an up-date]. Revista Espafiola de Ozonoterapia. Vol. 2, n° 1, pp. 121-139.
http://www.revistaespafioladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23



http://www.revistaespañoladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23
http://www.revistaespañoladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23
http://www.revistaespañoladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23
http://www.revistaespañoladeozonoterapia.es/index.php/reo/article/view/23/23

Comparacion de la actividad antibacteriana de aceite ozonizado con
clorhexidina y yodo povidona

Disk Dilution 03-0il CHX PVP-I F-ratio
0 Undiluted 30,67+0,58 27, 23,00 a7

| 1:2 25.00+1,00 24,00 25,00+1,00 31,57
2 1:4 27,33+0,58 21,00+ 1,00 25,00 69,25
3 1:8 25,00 18,33+0,58 23,33+0,58 162,50
4 1:16 25,33+1,15 10,00+1,00 21,00 241*
5 1:32 24,00 0 19,00 65535*
6 1:64 20,33+0,58 0 17,00+1,00 802,75*
7 1:128 19,00 0 13,67+0,58 2593+
8 Neg. control 0 0 0

Diametro de halo de inhibicion en mm. Porphyromonas gingivalis
O3-0il Aceite de oliva ozonizado IP. 580

CHX Clorhexidina 0,2%

PVP Polivinil pirrolidona 10 %

Montevechi et al. NEW MICROBIOLOGICA, 36, 289-302, 2013



O3y la sintesis de mediadores hormonales

Saunas de ozono: hormonas del crecimiento y beta endorfinas

En pacientes hipertensos disminuye la presion arterial debido a que
reajusta el sistema renina-angiotensina-aldosterona.
Autohemoterapia: produce una regulacion y estabilizacion del ciclo
menstrual.

O3y la regulacion metabolica

Ozono rectal: T3/T4, creatinina, glicemia.

Autohemoterapia: colesterol y LDL.

Hemoglobina, hematocrito, proteinas totales, lactato
deshidrogenasa, triglicéridos, lipoproteinas, enzimas hepaticas,
bilirrubina, acido Urico, acido lactico y calcio, entre otras



Efectos Biologicos del Ozono

Sustrato Blanco Efectos
[ Eritrocito [ Mas disponibilidad de O, a los tejidos

Lipidos Leucocito Modula el sistema inmunitario
(liberacion de citocinas)

Proteinas Plagueta Libera factores de crecimiento

Carbohidratos Endotelio Libera eritrocitos superdotados

Acidos Meédula Libera céelulas madres
nucléicos

\ Otros Modula las enzimas antioxidantes




El O, es toxico 7?7?7277
“La dosi marca la diferenca entre el veneno y el remedio”
Paracelsus (1493—-1541)

Ozono Exposicion cronica
(0.7-0.77 mg / d)
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Dosis + Blanco + Meétodos = Eficacia terapéutica

V. Bocci. Toxicology and Applied Pharmacology 216 (2006) 493-504




(:) 3 — Plasma / Human tissues

l L A

Oxidation of bio-molecules | Direct inactivation-oxidation of cytokime / cytokine receptors
l Mcti&-‘ation—uxidation of inflammatory and pain mediators
| Oxidation of microorganism

| L

Messengers— Targets —— Erythrocytes —» Cell Stressing / Signalling
(bio-molecules Leukocytes Free radicals
byproducts) Platelets Ion Fluxes
Endothelium Energy depletion
Bone Marrow  Receptors
Other cells tissues Kinases / phosphatases
Desacetylases
Transcription factors
Nrf-2, FOX0Os, CREB, NF-kB

° !

Functional modifications Effectors
. -
Improve O, delivery SOD. CAT, GPx. GSH
Imnume activation - . .
: Protein chaperones

Release of autacoids and growth factors HSP-70 ERP—?B
Increase release of NO Growth ﬁ;cmrs
Generation of super-gifted erythrocytes BDNF. VEGFE. bEGE
Release of stem cells Others | ’
Up-regulation of antioxidant enzymes Mitochondrial proteins

Ca” -regulating proteins

L Re, Martinez-Sanchez G. Drug Response (2010)



Peroxidacion lipidica (PL) y mecanismos de transduccion de seiales
ERO

(*0,, O, H,0,, *OH, ONOO-, 03)«*
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Induccion de Induccion de es’fru_cturales
mecanismos Programa de drasticos
\ antioxidantes Muerte \
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Salud Apoptosis Necroética



Luz, U.V, radiacion, inflamacion, auto- Inactivacion de ERO

oxidacion, isquemia - reperfusion. .. T

(alta reactividad / baja concentracion)
Secuestro de metales de transicion
Sustratos competitivos
Enzimas Antioxidantes w
Generauon de ERO | Secuestradores de RL Y
Antioxidantes b

_-» Proteinas -Amlno acidos ]
_--~" (baja reactividad / alta concentracion) A

______

) J _.-~"" Cascada de Sefializacion /

OXIDACIOIII PROTEICA  Expresion génica

Proteinas radical Proteinas - unidas a ERO Aldehidos,....

l

Productos Estables de la
OXIDACION DE PROTEIN

/

Diabetes

Arteriosclerosis

DEGRADACION ACUMULACION 2 Neurodegenerativas

PO
EXCREC|ON <+— Amino acidos oxidados ——— RE-UT|L|ZAC|ON
(Sintesis proteica)

Gregorio M S, Redox Report. (2005)10(4):174-184
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L Re, Martinez-Sanchez G. Drug Response (2011)
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Bajas concentraciones de toxinas pasadas
por alto

Contaminantes potenciales y sus efectos beneficiosos

SEiE“EE a bajas dosis.

Octubre 17, 2003
HORMESIS: Bebiendo de un caliz envenenado

Edward Calabrese,
Profesor de la Escuela de Salud Publica y
Ciencias de la Salud, Univ. de Massachusetts

Mayo 1, 2009
Rececibiod el Premio Marie Curie por el trabajo:

Hormesis: Dosis bajas, Radiacion y salud




Hormesis relacion dosis / respuesta en la cual la
respuesta a una dosis baja es opuesta al de una dosis
alta. Como consecuencia, una respuesta hormética
refleja curvas bifasicas y no monotonicas.

"J-shaped curve" "inverted-U curve"

; o

L

L
response

L

dose

dose



HORMESIS y RADIACION
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Misasa primavera caliente, Japan
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Mecanismos propuesto para explicar la
Hormesis durante las exposicion a
radiaciones
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La radiacion, un estimulo no fisiologico, a bajas dosis
puede:

-incrementar la actividad de la enzimas antioxidantes
-incrementar la actividad de enzimas reparadoras del
ADN

-disminuir el dafno oxidativo

-disminuir la incidencia de cancer

-incrementar el tiempo de vida

-incrementar la generacion de RL



Estresantes pueden alterar |la
funcion genética

Ejercicio
Nutricion —— Gilucose
\ Restriction
(CR)
Amino acid

Estrés oxidativo

Estresantes
,/ ambientales

restriction Osmotic stress /
Nitrqggn Heat shock
restriction
Estrés
emocional

Estresantes pueden actuar
en a célula a nivel genético
e incrementar la
longevidad.

NAM depletion ‘,
Sir2

£669066

\

Longevity

David A. Sinclair, Toward a unified theory of caloric restriction
and longevity regulation Mechanisms of Ageing and Development
2005, 126(9):987-1002



Respuesta Hormetica del O,

Maximem Stimulstion

(averages 130-160% of contral)

\ Distance o MOALL

Hormehe Aone

Respuesta Farmacologica

{averages 10-fold)

; ]_mg/d {averages 5-Told)
-\ NN 10

" Control

Dose

Excepto para la via inhatoria




Respuesta hormetica del ozono

Serum Cr Creatinina (Cr) y
- 50D superosido dismutasa
(SOD) después de un
250 tratamiento por 15 con O3
.. L3 en un modelo de
- _ ’ nefrotoxicidad por
0.1 1 10 || 0.1 1 10 cisplatino.
Enzimas antioxidantes, 16 2
despues de 90 dias de MPO .
tratamiento con O3, dosis
log. (0.36, 0.85y 1.57 1
mg/kg) vs. En un modelo
en conejos
6
0.15 15

Re L, Malcangi G, Martinez-Sanchez G. Medical ozone is now ready for a scientific challenge: current status and future
perspectives. J Exp Integr Med. 2012; 2(3): 193-196. doi:10.5455/jeim.070612.ir.012
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http://dx.doi.org/10.5455/jeim.070612.ir.012
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http://dx.doi.org/10.5455/jeim.070612.ir.012
http://dx.doi.org/10.5455/jeim.070612.ir.012

ag Exito Terapéutico del Ozono
v

a =SA(B+C/D+E+F)+G+H

A. Buenas Practicas Clinicas

B. Calidad del O2/03

C. Dosis

D. Diagnostico Redox

E. Experiencia del médico

F. Seleccion de la via de administracion

G. Factores Externos (controlables) e.]. estado nutricional
H. Factores Internos (no controlables) e.j. factores geneticos

L Re and G Martinez-Sanchez (2010): Emergent Therapies: Ozone. Aracne Ed. ISBN: 978-88-548-3445-3



Ozono. Modulacion del sistema inmune.
03

>, O,- Intermediarios

SA

Lipoperoxidos

& “—' Trascripcion
> ¢

TNFa., IL-1p, Otras citocinas,

Moléculas de adhesion ICAM-1, VCAM-1

Proteina de shock térmico HSP-70, Proteinas de fase aguda,
Oxido nitrico sintasa inducible (ONSi), SOD dependiente de Mn
Hematopoyetinas, Otras proteinas




C d Esos resultados indican que el ozono puede ser efectivo en la

a Sca a prevencion del dolor neuropatico, actuando a través de un
mecanismo antes no explorado, la modulacidon de caspasas

d e | a S cerebrales con efectos pro-inflamatorios y pro-apoptoéticos

C a S p a S eGranzyme B
Perforin
st@s’l«@%mw@» ST

g
QHM 25
sintesis de

// —l aspase 10 l
las caspasas
REB

1, 8,12

Ozono
bloguea la

cleaVage

AN\

" DNA Fragmentation

Apoptosis

Mitochondria

Eur J Phramacol 2009, 603:42-49



Foto de una paciente con dolor sub-escapular 1 min después de la inyeccion
(puntos de inyeccion marcados con una X) con O,/0, 8 ug/mL, 2-3 mL. Nédtese
que en la zona en la cual se referia el dolor (central y derecha en la foto)
aparece una coloracion rosada (eritema) mientras que en la zona donde no
referia dolor (izquierda en la foto) el eritema no aparece.

Lamberto Re, Gregorio M. Sanchez, Nabil Mawsouf. Clinical evidence of ozone
interaction with pain mediators. Saudi Med J 2011; Vol. 32 (12) 1363:1367.



O, inhibe dolor periférico

\ Sensibilizacion
| |_- L al d_o!o_r
\ CO&Z_ PG periférico

\ \
\
IL-6 . Un estim\o inocuo

\

r\ . puede genexal una

|- a R \\respuesta \cada
“OoPLA,

\ 3&

J Bone Join Surg Am (2006)
Arterioscler Throm Vasc Biol 2006

La reaccion del Ozono usualmente se aprecia mejor en la zona dolorosa



Glucosa

Lipidos oxidados
Hidroperdxidos

NADP+ GSH ROOH

NADPH GSSG

\ 2.3 DFG—,

Hemoglobina-O, — Hemoglobina + O,

Mecanismo tedrico para explicar la estimulacion de la sintesis de 2,3
difosfoglicerato (2,3 DFG) por el ozono. ROOH, lipo-peroxido; ROH, alcohol;
GSH, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado.

Lamberto Re, Gregorio Martinez Sanchez. Terapias emergentes: ozono. { Qué debe saber el
paciente y como el médico debe actuar?. Ed. Aracne, Roma, Italia 2010.
ISBN: 978-88-548-3706-5.



Dosis de Ozono recomendada segun la modalidad de
suministracion (pg/mL)

LOCAL

Dosis -
- : Observaciones

Alta Media Baja
Auricular 30 25 20 5 min
Agua ozonizada (lavados locales)

125-500 100-80 40-80 burbujear 10 min

Agua ozanizaGai(IHRNIRN) 125 80 40  |120 mL, burbujear 10 min
Vaginal

30-40 25 20 1-2 L/ 0,1-0,2 L/min
\escico-uretral

20-25 15 10 1-2 L/ 0,1-0,2 L/min
Retal 30-40 20-30 5-10 100-150 mL
Bolsas 40-60 30 20 20-30 min
Sauna

10 8 5 20-30 min / Temp. 40-45 °C

Vias no recomendada: inhalatoria

AEPROMO. MADRID DECLARATION ON OZONE THERAPY. International Meeting of Ozone
Therapy Schools. Madrid, Spain, 2010.



Dosis de Ozono recomendada segun la modalidad de

suministracion (pug/mL)

Dosis i
. _ Observaciones
Alta Media Baja

Gran Auto hemo-

1, 30-40 20-30 10-20 |50-100 mL
trasfusion
Auto hemo

% 20-30 10-20 5-10 5mL
Trasfusion menor
Paravertebral 20 15 10 Aguja 22-27Gx1 %, 5-20 mL
Subcutanea 10 8 5 1-2 mL maximo 100 mL/sesion
Intra-articular 20 10 5 1-2 mL (dedo), 5-20 mL otros
Acupuntura / reflexologia

30 20 10 0,1-0,3mL

Vias no recomendada: itra venosa directa

AEPROMO. MADRID DECLARATION ON OZONE THERAPY. International Meeting of Ozone
Therapy Schools. Madrid, Spain, 2010.



Racional para el control de la dieta

Antes, Durante y Después de la ozonoterapia

Antes: Valorar estado nutricional y restablecerlo a
valores normales segun los requerimientos

Durante: Mantener consumo basal de nutrientes
aportados por la dieta

Despues: Proceder a la suplementacion con los
nutrientes deficientes (Vit. E, C. Se, Mn, Cu, Zn)



Estudios Bioqguimiocos—2 Perfil de estrés oxidativo

Perfil Normal Perfil patologico

hémeglobine holeat coefl. saturation de la franst ’

rrrrrrrr

Hab. alim.

aaaaaaaaaa

Digandéstico del integral EO: Una foto del estado del EO en el paciente




Digandstico integrado del ERO

Tipos de Estudios:

Actividad Antioxidante Tota,
Enzimas,

Indicadores de dafio a Biomoléculas

Antioxidantes de bajo peso molecular

Utilidad:

Diagnostico de grupos de pacientes

Los sistemas Ultra micro
analicos hacen posible un
analis rapido, con bajos
costos y automatiacion.

Diagnostico de pacientes individuales
Monitoreo de una intervencidon nutricional

Monitoreo de unaintervencion farmacoldgica



Activacion de

neutrofilos ~
PRODUCION de EROS Dafio a
> tejidos
A
\ Mieloperoxidasa
Disminucién de
--~HOCI los antioxidantes
/ l A 4
I/ { ) Quimiotaxis
! OXIDACION DE PROTEINAS reclutamiento de
] neutrofilos
¢ / AW _
LDL Formacion de Oxidacion de
Ditirosina SH
s
APOP @ >
; g v
LDL oxidada Célula endotelial =
@ TI\'IF INF!_AMACION
CRONICA
Arteriosclerosis IL-6

Monocito

@ |=> Desregulacion del sistema
Inmune

Limfocitos Ty B

Gregorio M S, Redox Report. (2005)10(4):174-184



PRODUCTOS AVANADOS DE LA OXIDACION DE

PROTEINAS
Valores PAOP uM
Normal 12.13+0.93
Bronchitis Q5**
Ataxia 119**




Monitoreo de una intervencion terapeutica

ELSEVIER

Avallable online at www.sclencedirect.cam

European Jonmmal af Phammacalogy 525 (2005) 151 - 161

s eD

www.elsevier oomlocale’ephar

Therapeutic efficacy of ozone in patients with diabetic foot

Gregorio Martinez-Sinchez *, Saied M. Al-Dalain *, Silvia Menéndez b Lamberto Re ©,

Concentracion de glucosa en plasma (mM)
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Futuro: Diagnostico automatizado

Datos Algoritmos
Lab.

_ Eq. Variables

1 Normal

~ ¥ INTERPRETACION simplificada 2 Moderado / bajo *;
——————— Futuro cercano

3 Alto

4 Critico

Perspectivas
———————————————— > Recomendaciones al médico

Datos Clinicos



Respuesta general al estrés

2

2
"

stimul
Estimulo *

Reversib

Respuesta
adaptativa al estrés

Morbilidad y
Mortalidad

Adapted from: Toxicity Testing in the Twenty-first
Century: A Vision and a Strategy,

National Research Council. 2007.



Estructura de la respuesta al
estres

\ Estrés
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Electrophiles
Oxidative Stress

Degradation

1. Glutathione Synthesis (Gelc, Gelm)
2. ROS Elimination (Txnrd?1, Prdx)

3. Detoxification (Gst, Ngo7)
4. Drug Excretion (Mrp)
5. NADPH Synthesis (G6PD, msv)

/" Small @

| Maf

\ Wmmxldam Response \ F
Element (ARE) -

Electrophile-responsive element



Ozone y Nrf2. Antecedentes.

 Kimetal.,, 2004. Ozone induced *Nrf2 in
lungs and livers of B6C3F1 mice.

* Quetal., 2011. ozonized saline activation of
the Keap1-Nrf2- EpRE signaling pathway {,
rat's liver injury induced by CCl,.

 Choetal., 2013. (Nrf2(-/-)) and wild-type
(Nrf2(+/+)) mice. Nrf2 deficiency exacerbates
oxidative stress and airway injury by O,.



Demostracion Ex vivo T"Nrf2 /O,

20 mL Suero humano + 20 mL O,

600 1 *
= 5001 35
N 4AHNE sl H.O
= 22
< 400 o 26
@ o
< 300- g 2 |
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= 1007 . 8 si
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Hemo oxygenasa 1 L1715 min
N O 30 min
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Pecorelli, A., Boccl, V., Acquaviva, A., Belmonte, G., Gardi, C., Virgili, F., Ciccoli, L., and Valacchi, G. (2013). NRF2 activation is involved in
ozonated human serum upregulation of HO-1 in endothelial cells. Toxicol Appl Pharmacol 267, 30-40.



Is ozone pre-conditioning effect linked to Nrf2/EpRE
activation pathway in vivo? A preliminary result.
(2014)

Evropean journal of Pharmacaology 742 (20040 15852

2 B i, Contents lists available at ScienceDirect | T |
European Journal of Pharmacology BID

|
N
journal homepage: weaw. elsevier.comflocate/s|phar BJ

Maolecular and cellular pharmacology

Is ozone pre-conditioning effect linked to Nrf2/EpRE activation @,:mm,k
pathway in vivo? A preliminary result

Lamberto Re ** Gregorio Martinez-Sinchez ", Marica Bordicchia ©, Giuseppe Malcangi?,
Antonella Pocoznoli ©, Miguel Angel Morales-Sezura®, John Rothchild®, Armando Rojas’

* (linim! Phermamiogy & Sodology Deperiment, Madinet SA5 Vo ferdoli 22, G002 Czmerano, Anone, bely
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* Holizc Dengist (hinic, 175 Merodo Shree, Suite 115, Durengo, 00 21301, UGA
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Demostracion In vivo I"Nrf2 / O,

45 pg/kg b.w O4 35 pg/mL n=6

i 0.5- = > /@
2 0.4- .
Tiempo 0, Control (T1) % Bl p
Sangre ozonizada en la botella (T2), 2
Sangre total 30 min despuésdela £ °%
auto hemo(T3) BN
Un dia despues de la aplicacion de 4 § ¥4
Z

auto hemos (T4). -1 N2\, | td

|

U/mL/min U/L/min
4 X
e = mTl 0
mT4 HT4 &R0 J”
0 i 0 i1 & Element (ARE) 1Y, S5 ANVZANN
SOD CAT

Lamberto Re, Gregorio Martinez-Sanchez, Marica Bordicchia, Giuseppe Malcangi, Antonella Pocognoli, Miguel Angel Morales-Segura, John
Rothchild and Armando Rojas. Is 0zone pre-conditioning effect linked to Nrf2/EpRE activation pathway in vivo? A preliminary result. In
press.



Conclusiones

El Ozono en contacto con la sangre (componentes del suero y
membranas celulares) genera agentes oxidantes que oxidan
residuos cisteinas de la molécula Keapl.

Algunos de los agentes oxidantes son H,0,, 4-hidroxinonenal y
otros aldehidos.

La oxidacion de residuos cisteina en Keap1 evita su degradacion
por ubiquitinacion.

La activacion de la via Nrf2, mediante su interaccion con el sitio
de reconocimiento EpRE, regula la expresion de proteinas de
sobre vida.
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