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Resumen

Se evalud el estado redox intracelular en tejido hepatico y pulmonar en conejo
adulto joven hembras de la sublinea Cenp: NZW, utilizados en un estudio de toxicidad
subcronica del ozono. En el estudio se utilizaron 10 animales por grupo, conformandose
cuatro grupos: un control con oxigeno y tres grupos con diferentes dosis de la mezcla
ozono/oxigeno (MOQ), aplicada por via rectal durante 90 dias. Los resultados
demostraron que las aplicaciones de la MOO no provocaron un incremento del marcador
prooxidante dado por el contenido de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico en
tejido hepatico. En cuanto a la actividad de la mieloperoxidasa en pulmén, esta aumentd
significativamente solo en el grupo tratado con la dosis media de MOO (1 400). La
actividad de la superoxido dismutasa total no mostré diferencias significativas entre los
grupos, pero si hubo un aumento significativo en los niveles de la superdxido dismutasa
mitocondrial en el grupo de dosis media y una disminucién significativa de la actividad de
la superdxido dismutasa citosdlica en ese mismo grupo de dosis, asi como también se
observd un aumento significativo en la actividad de la catalasa en el grupo de dosis alta.
Se concluyé que las aplicaciones de la MOO no afectaron el balance redox en esos
tejidos durante 90 dias.

Palabras claves: estrés oxidativo, mezcla ozono oxigeno, antioxidante, insuflacion

rectal.
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Abstract
Effect of ozone/oxygen mixture in the tisular redox state in a subchronic
toxicity study in rabbits

It was evaluated the redox balance in hepatic and lung tissues of adult young
female rabbits Cenp: NZW, used in ozone subchronic toxicity study. In the study were
used 10 animals by group conforming four groups, a control with oxygen and three
groups with different doses of ozone/oxygen mixture administered by rectal insuflation
during 90 days. There was not significant difference in the levels of thiobarbituric acid
reactive substances between all the groups tested. The activity of myeloperoxidase had a
significant increase in the half dose group (1400). There was not significant difference in
the activity of total superoxide dismutase in the all groups. However the activity of
cytosolic superoxide dismutase had a significant decrease in the half and high doses
groups as where as the activity of mithocondrial superoxide dismutase was significant
increased in the half dose group. The activity of catalase was significant increased at the
high dose group. Our results demonstrated that ozone oxygen mixture administered did
not affect the redox balance in these tissues during 90 days.

Key words: oxidative stress, ozone oxygen mixture, antioxidants, rectal insuflation.
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Introduccion

Estudios toxicoldgicos en que el ozono ha sido administrado por otras vias
diferentes a la inhalatoria y a dosis bajas los efectos han sido beneficiosos, demostrando
la inocuidad del gas por estas otras vias.

Estudio teratogénico donde el ozono se administré por insuflacion rectal en ratas
(1,2 mg/kg) desde el sexto hasta decimoquinto dia de la gestacién en ratas Wistar, no
mostré efectos teratogénicos ni de ningun otro tipo de toxicidad embrionaria ni sobre el
desarrollo del utero 7,

En estudios genotdxicos in vitro, el dafio inducido por ozono a concentraciones
altas 0,3 y 2 mg/m?> en el ADN (rotura de la cadena) en leucocitos de sangre periférica
no se manifiesta, cuando hay una concentraciéon adecuada de antioxidantes en el medio
circundante %),

La insuflacidon rectal es una de las vias de aplicacion del ozono, se emplea con
fines terapéuticos desde 1935 !, Experiencias en animales han demostrado la accién
sistémica del ozono por via rectal ®. Es una técnica bastante ventajosa para la aplicacién
del ozono por el hecho de ser no invasiva y que se usa con éxitos en pacientes

pediatricos, que requieren las acciones terapéuticas del ozono %,

Materiales y Métodos

En el estudio fueron utilizados 40 conejos hembras nuliparas y no gravidas de la
sublinea Cenp: NZW con una edad de 12 semanas y un peso promedio 1,5- 1,8 Kg, Los
animales fueron distribuidos de forma aleatoria, conformando 4 grupos experimentales,
un control tratado con oxigeno y otros tres tratados con la MOO.

La MOO fue aplicada por insuflacion rectal, en las dosis seleccionadas de 600,
1400 y 2600 ug/animal, 3 aplicaciones a la semana durante 90 dias. La MOO fue
generada por un equipo OZOMED 01, fabricado en el Centro de Investigaciones del

Ozono, Habana, Cuba.
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Los animales se sacrificaron 24 h después de la ultima aplicacion de la MOO vy se

tomaron muestras de tejidos hepatico y pulmonar para las determinaciones bioquimicas
empleadas como indicadores de estrés oxidativo.

Determinaciones Bioguimicas.

La determinacion de la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) se utiliz6 como una
medida indirecta de la infiltracion de neutrofilos en el tejido y se determind por el
método descrito por Bradley y cols ). Las sustancias reactiva al acido tiobarbittrico
(SRATB), se determiné por una versién del método de Botsoglou . La actividad de la
catalasa (CAT) se determiné de acuerdo al método de Evans y Diplock (*®), En cuanto a la
actividad de la superdxido dismutasa (SOD), se utilizé una versién modificada del
método de Minami y Yoshikawa ®%. La inhibicién de la isoforma citosélica (Cu/Zn SOD)
se realizd agregando a la mezcla de reaccién cianida de sodio (25 ul) ). Las proteinas
totales se determinaron por el método de Lowry 2,

Analisis Estadistico.

Los datos se expresaron como las medias + desviaciones estandar, los cuales
fueron procesados a través del paquete estadistico STATISTICA 6.0, utilizando la prueba
de ANOVA factorial simple para la comparacién de todos los grupos. Se realiz6 la prueba
paramétrica de Dunett para comparar el grupo control con oxigeno con los demas
grupos experimentales y la prueba de rangos multiples de Duncan para comparar mas de
un grupo experimental. El nivel de probabilidad utilizado para sefialar la significacion

estadistica fue p<0,05.

Resultados

En la tabla 1, los niveles de SRATB en los grupos tratados con MOO no
presentaron diferencias significativas con respecto al grupo tratado con oxigeno ni entre
los diferentes grupos tratados con la MOO. Con respecto a los marcadores antioxidantes,
en la actividad de la SOD total no se mostraron diferencias significativas entre los grupos

estudiados. Sin embargo, en cuanto a la actividad de la isoforma mitocondrial SOD-Mn se
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obtuvo un incremento significativo en el grupo de dosis media (1 400 ug de MOO) con

respecto al resto de los grupos. La SOD Cu-Zn en las dosis media (1 400 ug de MOO) y
alta (2 600 ug de MOO) tuvo una disminucién significativa con respecto al grupo tratado
con oxigeno. En cuanto a la actividad de la CAT, se evidencié un aumento significativo de
su actividad a la dosis alta de la MOO con respecto al control con oxigeno y al grupo
tratado con la dosis media de la MOO.

En la tabla 2 se muestra la actividad de la MPO en pulmén. En el grupo tratado
con la dosis media de la MOO, revelé un aumento significativo de su actividad con

respecto al grupo control y el resto de las dosis empleadas.

Discusion

La creciente aplicacion médica del ozono obliga al estudio de sus posibles efectos
toxicos usando formas de administracion relacionadas con su empleo terapéutico. La
administracion de ozono por estas vias genera un estrés oxidativo moderado inductor
frecuentemente de las defensas antioxidantes enzimaticas ‘*, por la induccién de
cascada redox sensible mediadas por las ERO ©,

En nuestros resultados se demostré que no hubo un aumento de los niveles del
marcador prooxidante en los grupos tratados con las diferentes dosis por lo que podemos
inferir que este hecho pudiera estar determinado por una activaciéon de los sistemas
antioxidantes. Resultados anteriores han demostrado que el precondicionamiento
oxidativo con ozono (POO) en un modelo de choque endotdxico inducido por LPS (0,1
mg/kg) fue capaz de disminuir significativamente el contenido de SRATB (9,

Las vias distales de los roedores son muy sensibles a los efectos del ozono %, En
nuestros resultados la MPO en pulmén en el grupo tratado con la dosis media presentd
un aumento significativo de la actividad de esta enzima, marcador de infiltracion
leucocitaria, corroborando que los neumocitos son sensibles a la exposicién del ozono

siendo en este caso una ligera respuesta porque son exposiciones controladas, en
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pequefias dosis y por vias diferentes a la inhalatoria, aspectos que define a la

ozonoterapia.

Con respecto a los resultados obtenido en la SOD, el incremento de la actividad
de la isoforma SOD Mn puede estar dado por la estimulacidn de la sintesis proteica
propiciada por la MOO ), La disminucién de la actividad de la isoforma Cu/Zn-SOD
citosdlica en los grupos de dosis media y alta, coincide con los resultados de Catala M. ()
donde la isoenzima disminuye frente a procesos de estrés oxidativo. La administracion
exdgena de SOD y Catalasa atenua la generacion de las ERO, restringiendo su tiempo de
vida media en la circulacién ®,

La actividad de la Catalasa en el grupo de dosis alta tuvo un aumento de forma
significativa. Se han observado incrementos en la actividad enzimatica de la SOD y la
CAT en ratas expuestas a tetracloruro de carbono, inductor de dafio hepatico mediado
por radicales libres (¥.Se ha encontrado ademdas una familia de receptores tirosin-kinasa
Abl que incluyen a los receptores c-Abl and Arg que regulan la actividad de la catalasa y

son activados en respuestas al estrés oxidativo ®,

Conclusiones

Los resultados de este estudio indican que la MOO fue capaz de mantener un
balance redox en el organismo por meses, estimulando las defensas antioxidantes, vy
posiblemente influyendo en la ausencia de efectos nocivos por via sistémica que
caracterizan al POO como alternativa terapéutica viable para numerosas enfermedades

en que el estrés oxidativo desempefia un papel patogénico.
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Tabla 1. Comportamiento de los marcadores de estrés oxidativo en tejido
hepatico en conejos tratados MOO durante 90 dias.

Dosis SRATB SOD total SOD Mn SOD Cu-Zn CAT
Grupos (ug totales) (mmol/mg (U/mg (U/mg prot) (U/mg prot) (Ul/g tejido)
de prot) prot)
Oxigeno - 1,19+ 0,73 1,13 0,74 0,67 £ 0,42 0,56 + 0,34 0,10 £ 0,03
Dosis baja 600 1,07 £ 0,65 1,29 + 0,65 0,68 £ 0,44 0,45 = 0,30 0,13 £ 0,05
(MOO)
Dosis media 1400 1,75+ 0,79 1,78 £ 0,43 1,68 £ 0,42*2** | 0,1+0,28* 0,09 = 0,02
(MOO)
Dosis alta 2 600 1,38 £ 0,62 1,06 + 0,29 0,90 + 0,28 0,16 = 0,15% 0,16 + 0,06 * *
(MOO)

* Diferencia significativa con respecto al grupo con oxigeno. (p <0,05)
Letra, Diferencia significativa con respecto al grupo de dosis baja. (p <0,05)
#, Diferencia significativa con respecto al grupo de dosis media. (p <0,05)
** Diferencia significativa con respecto al grupo de dosis alta (p <0,05)

Tabla 2. Comportamiento de la mieloperoxidasa (MPO) en tejido pulmonar en
conejos tratados MOO durante 90 dias.

* Diferencia significativa con respecto al grupo con oxigeno. (p <0,05)

Dosis MPO pulmén
Grupos (ug totales) (Ul/g tejido)
Oxigeno - 7,58 £ 3,62
Dosis baja (MOO) 600 10,28 + 3,64
Dosis media (MOO) 1400 13,90 £ 2,52 * @ **
Dosis alta (MOO) 2 600 6,88 £ 4,37

Letra, Diferencia significativa con respecto al grupo de dosis baja. (p <0,05)

#, Diferencia significativa con respecto al grupo de dosis media. (p <0,05)
** Diferencia significativa con respecto al grupo de dosis alta (p <0,05)
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