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Aplicacion intraperitoneal del ozono aplicado
en un modelo de sepsis postoperatoria en ratas

Intraperi
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La sepsis contimia siendo la mayor causa de muerte en
muichas de las unidades quinirgicas de cuidados intensivos;
par tanto, ain se contintan desarrollando neevos modelos
experimentales para descifrar esta compleja patogenia y
gncontrar meeras formas terapéulicas. En este estudio, se
emplearon ratas Wistar macho {180 a 200 g) con el obje-
fitwr de evaluar el efecte profildctico de diferentes concen-
fraciones de ozone en un modelo de chogque séptice Tetal,
Los animales fusron divididos en cinco grupos experimen-
tales: grupo I, no se le aplicd tratamiento; grupo [, recibid
und inpeccion inrraperiioneal de aire estéril; los grupes T,
IV y Vi recibieron azone en comcentraciones de 10, 50 y100
pgfmL respectivamente, por wa intraperitoneal, El ozono
aplicado profildcticamente en concemtraciones de 10 y 50
pg/mL y con un tiempo de reposo de 72 h, produjo un incre-
menio significative en la supervivencia de los animales. Este
estudio demuestra que el tratamiento previo con ozong, por
g intraperitoneal, puede proteger al 62.5 % de los ani-
mtles contra la muerte,

Abstract

Sepsis continues o be the major cause of death in most

surgical intensive cane units. thergfore new experimental |

maodels are still being developed to figure out this complex
pathology and to find new therapeutically methods. In this
study Wistar male rats (180 to 200 g) were used to evalu-
ate the prophylactic effect of different concentrations of ozone
in septic shock model, The animals were taken at random
and divided inte five experimental groups: Group I, with-
oul Iréalment; group H, tntraperitonedl injection with ster-
ile air; and groups 1, IV and V with ozone at concentra-
tions of 10, 50 and 100 pg'mL respectively by intraperito-
real rowte, The results demonstrated that ozone applied pro-
phylactically ar 10 and 50 pg/mL with 72h time of resting
showed a significant increase of animals surdmal. Ozone
pretreatments infraperitongally could protect 62,5 % of the
animals against death.
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Introduccion

El choque séptico continia siends la causa principal de
muerte en la mayor pane de las unidades quinimgicas de
cuidados intensivos, El chogue no es mas que el resuliado
de la respuesta sistémica ante infecciones severas. Este sin-
drome s¢ ha ido incrementando desde 1830 (1), ¥ se pro-
nostica gue continuard en aumento su incidencia. Entre
las ciuisas que provocan un incremento on la incidencia de
este sindrome, se incluven el uso indiscriminado de farma-
cos citotixions & inmunosupresores en la prictica terapéu-
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tica, asi como el aumento en la incidencia de infecciones
causadas por organismos resistentes a antibioticos (2-4).

La patogénesis del chogue séplico es extraordinariamen-
te eompleja. Diversos microorganismos pueden generar
toxinas, estimulando la liberacion de potentes mediadores
gue actian sobre el sistema vascular v el miocardio (5).

En la terapia se ha hecho énfasis en el empleo de anti-
hioticos especificos, €] seguimiento cuidadoso v la hipera-
limentacion intravenosa. 5i el choque persiste, son emplea-
dos agentes inotropicos v vasosupresores, Para aumentar
la sobrevivencia a este sindrome letal (6], s¢ utilizan sus-
tancias farmacologlcas & inmunoldgicas antagonistas de
endotoxinas (7,8)y otros mediadores (9-12) en particular el
de antagonistas de receptores para [L-1 (IL-1 RA), anticuer-
pos monoclonales contra TNF v receptores de TRF-o liga-
dos a inmunoglobulinas (1gl). Los resultados de estos en-
savos clinices son aun insatisfactorios, Los beneficios de
estla nueva inmunoterapia no han podido ser demostrados
A,

Los antibidticos, son claramente, la primera eleccidn en
la terapia, pero también se emplean con frecuencia inacde-
cuada en pacientes inmunocomprometidos (13).

Existen numernsss modelos animales disponibles i
¢l estudio de la fisiopatologia de procesos infecciosos, de
curso séptico, shock ¥y muerte (14,15].

En la mavaria de los modelos, ol chogue séptico es indw-
cido por eliminacton (exclusion) o ligadura del intestino,
instilacién de material fecal o inyeccion de microorganis-
mos viahles (16).

El aaono es un fuerte agente oxidante, el cual poses pro-
piedades bactericidas. Otros estudios recientes han demaos-
trade que el precondicionamiento con orono previene o
dafio renal por isquemia (17) ¥ ¢l dafio hepdtico en ratas
por tetracloruro de carbono (18), A través de estudios in
vire también se ha confirmado gue el ozono actia como
un inductor de citoguinas (19-23)

Recientemente en los estudios del chogue séptico ha sido
demostrado que cuando un hospedero es sometido a un
esirés oxidativo determinado, éste os capaz de desarrollar
un mecanismo de defensa intracelular gue lo hace tole-
rante ante las infecciones, los dafos tisulares v la muerte
{24-32). El ohietivo de este estudio fue evaluar el efecto
profilactico o precondicionamiento de diferentes concen-
traciones de ezono, en un modele de chogue séptico letal.

Materiales y métodos

En &) estudio se emplearon ratas Wistar macho de 180 a
200 2 de peso corporal, procedentes del Centro Nacional
para la Produccidn de Animales de Laboratorio (CENPA-
LAB), Habana, Cuba. Estos animales se mantuvieron du-
rante todo ¢l experimento en condiciones de temperatura
v humedad contreladas, incluyendo ciclos de luz-oscuri-
dad, con alimentacion y agua ad libitum. Todos los procedi-
micntos quirdrgicos fueron realizados bajo anestesia con
Rompun® 2 % (Bayer AG, Leverkosen) (10 mg/kg) v Keta-
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vet® (Pharmacia, Alemania) (100 mg/kg).
El oeono se obtuvo mediante un equipo OZ0OMED, (Cen-
tro de Investigaciones del Orono, Habana, Cuba).

Procedimiento experimental
Induccicon de paritonitis

S realizd una incision pequefia en la linea media de M
region ahdominal para localizar ¥ exponer el ciego, en el
gue ¢ hizo una pequefia incision, por su 2ona mas gruesa,
para extracr v pesar las heces, segiin la dosis caleulada. Se
diluyé la materia fecal con una disolucion de Ringer lacta-
1o en partes iguales. Despuds de suturar el clego v colocar-
1o en su cavidad, la disolucidon de la materla fecal se vertio
en la cavidad abdominal. Inmediatamente se realizo la su-
tuira de los tejidos (peritonco, pared muscular y piel), En el
periodo, los animales e obssrvaron durants cinco dias con
el ohistive de registear 2] tiempo de muerte,

Efecto del ozono profilictico

sobre la mortalidad

Se utilizaron 72 ratas que fueron distribuidas en cinco gru-
pos experimentales: grupo 1 (contral sin pretratamiento),
grupo 1 (pretratados con aire estéril, 80 mL%&g), los gru-
pos 1L, IV y V fueron pretratados con cinoo aplicaciones
de diferentes concentraciones de oxono: 10, 50 y 100 pg’
mlL, respectivamente, por via intraperitoneal, utilizando
volimenes del gas de 80 mLkg). Otros estudios demues-
tran, gque el oeono a dosis similares a las dil presente expe-
rimento v aplicado por wia intraperitoneal en animales (-
tas) sanos, no provoca alteracliones estructurales ni
ultraestruciurales en los drganos estudiados (higedo, bazo,
comazin, pulmones, rifiones), que pudieran ser atribuibles
a la acciom del ozono, demostrando la inocuidad del omono
aplicado por via tntraperitoneal v en estas  comdiciones
experimentales (33, 34).

Después de la ditima aplicacion de ozono, los animales
se suhdividieron en dos grupos (a v b). En el grupo (a), la
peritonitis fue inducida 24 h después del dltimo tratamien-
(o con ozono, mientras gque, en el subgrupo (b) esta se in-
dujo 72 h después de la aplicacion del ogono, Los animales
se ohservaron durante 5 dias posteriores a la induccion de
la peritonitis. Los animales gue sobrevivieron fueron sa-
crificados mediante dislocactin cervical.

Anilisis estadistico

Los resultados se procesaron estadisticamente, mediante
la prueba exacts de Fisher para la comparacion entre gru-
prias |'|;‘|- < {1,115},

Resultados y discusion

Log grupos que fucron pretratados a concentraciones de
azono 10 v 50 pg/mL ¥ con un tiempo de reposo de 72 h
antes de inducir la peritonitis, presentaron indices de so-




Tabla 1. Indice de sobrevivencia y significacion estadistica de los resultados

Concantracion Dosis wol Sobrevivencia / Sobrevivencla
Grupo lozano) (pg/mL) [ezona) {mL/kg) total de animales (%)
I ST - 1114 7

] aire a0 4116 268

i {al 10 a0 59 EES

1l [ty 10 2] 54 B2.5

I lal T a0 as 333

IV {h 1] a0 58 625

Vial 100 2] % 333

Wihl 100 ag 29 22,2
p=0.05 il { V-V {a) 0,045
|_|:|-r:n.ﬂ5 - W Ak 0.0002

La induceion ta paritanits {ue realizadn 74 h (8l v 72 b (bl gespeds dol URime raismenic

ST sim ira@rmnanio.

brevivencia significativamente mayores gue el resto {con-

tml sin tratamiento, thatados con alee v con elevadas con-

centraciones de ozono 100 pg/mL) (Tabla 1). Los efectos
positivos del ozono se observaron en los grupos de anima-
les que recibieron pretratamientos a bajas concentracio-
nes de este gas, lo que pudiera indicar que ellas tienen un
efecto modulador sobre 1a respuesta inflamatoria sistémi-
ca del organismo; 1o cual se indica en un elevado indice de
sobrevivencia de los animales

La importancia principal del desarmello de estudios cling-
cos de peritonitis, radica en la posible prevencion del ele-
vado indice de mortalidad gue dicha patologia representa
hoy dia. La elevada mortalidad en la peritonitis séptica jus-
tifica la bosgqueda de nuevas estrategias profilicticas v te-
rapeuticas con nuevas sustanciis, tales como ¢l ozono, que
constituye una nueva terapia en desarrolle, Se ha demos-
trado que la terapia con oxigeno hiperbarico disminuye la
mortalidad en sepgis polimicroblal experimental en ratas

(35). Algunos estudios han demostrado, que la disslucidn

galina oronizada, empleada como irrigante de la cavidad

aghdominal, es eficaz en el tratamicnio de la peritonitis ox-
perimentalmente inducida en mta por microorganismos

[(36). El gas ozono posee un gran numere de cfectos biola-

gicos en un amplio espectro de sistemas. Han sido muy

estudiados los efectos thxicos del ozono por via inhalatoria

(37-39), sin embargo, los estudios realizados sobre los efec-

tos benéficos del omono utilizando otras vias terapéuticas

(4143}, ann son pobres, puesto que existen muchos preju-

cios con respecto a la utilizacion de este gas oxidanie como

una terapia alternativa posible Se han desarrollado diver-

sog modelos experimentales de peritonitis séptica con di-

ferente eficacia lewal. La imporancia del modelo que aguoi

se Inclove los criterios stguientes:

I. Lawmateria fecal fresca inoculada proviene individoal-
menie de cada uno de los animales, lo cual proves una
buena imitacion de la situacidn clinica iniciada quirir-
gicamente {laparotomia y cecotomia).

2. La muecrte de Ios animales no ecurre tempranamente

entre (4 ¥ 12 h), el miximo de mortalidad se presenta
entre las 24 v 48 h, durante la fse de desarrolle de la
peritonitis.

3. Hay otras formas &n que & pusde obsarvar esta imica-
cifim de la sitwacion clinica abdominal { peritonitis), ta-
les como la formacion de ahacesos v diferentes formas
de adherencia intraabdominal en los animales sobre-
vivientes,

En este estudio se obtuvo un sorpresive efecto protector
sobre la incidencia de muerte con un 62,5 % de sobrevi-
vencia de los animales para dos de las condiciones estudia-
das, Esto sélo puede ser comparado con el efects de los
antibidticos a dosis clinicas, (Como se puede explicar que
el fratamientd preoperatorio con ciertas dosis de ozono
aumente el porcentaje de sobrevivencia de los animales?,
Es conocido que el ozono, por ser un fuerte agente oxidan-
te, actia coma biorregulador, incrementando ] metabolis-
mo celularn, activando los macrdfagos pulmonares v del sis-
tema pentoneal, estimulando los newtrdfilos v la migracion
de monocitos en sangre humana (44-47), lo cual es benefi-
cioso, puesto que avuda a la eliminacion de la infeccion.
Ademis, el ozono activa la liberacion v produccion de cito-
guinas en los levcocitos v células epiteliales (48). Hasta el
momento, todos los estudios en los que se demuestran Jos
efectos del orono sobre el sistema inmune celular, se co-
rroboran gue actda como un inductor de citogquinas algu-
nas de ellas con actividad antiinflamatoria, pero la mayo-
ria ellos han sido realizados en célilas aisladas ém witro, Por
otra parte, s& ha demostrado un aumento de la capacidad
fagocitica v la quimiotaxis de macrofagos alveolares de ma-
tas expuestas al ozono (49), dado que este gas activa los
mecanismos de defensa de los macrafagos, esto pudiera
dar explicacion a los resultados del presente estudic. E
azono al ser aplicado por via intraperitoneal, activaria la
fagocitosis de los macrafagos peritoncales v al inocular la
infeccion csta se eliminaria ripidamente.

El amplio desarmollo del conocimiento sobre la activa-
cign de vias intracelulares, la tolerancia intracelular ¥ los
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mecanismos de estrés, se ha concluido que existe un me-
canismo intracelular (entre ottos) que restaura la homeos-
tagis celular despuds que dsta es sometida a un estrés y
chogque séptico, referido especificamente & la Respuesta
de Chogue Térmico (RCHT) mediado por las proteinas de
Chogue Térmico (PCHT). La inducciton de la RCHT con la
subsecuente expresidn de las PCHT, es uno de los meca-
nismos hdsicos inmunolégicas gue balancean v compen-
san una respucsta dominante proinflamatoria o antiinfla-
matoria (24}, La rapida sintesis de las PCHT, le proporciona
a la célula wlerancia ante un estrés gue pudiera ser letal
para ella. Este mecanismo de defensa puede ser iniciado
por una amplia variedad de agentes, incluyendo isquemia,
estrés metabolico de diferentes tpos, provocado por meta-
les pesados (zine) v por inyeccldn de citoquinas coma Fac-
tor de Mecrosis Tumoral [THF) e Interleuguing 1 (IL-1}, 1a
clisica hipertermia v por inyeccion de lipopolisacirido
(LPS) (25-27). Recientes estudios han demostrado que la
inducckn de PCHTT0 por arsenato de sodio v calor (28,
2497, reduce el indice de moralidad v dafio organico en un
modelo de dafio pulmonar inducido por sepsis. Ha sido
investigado también el efecto del zine sobre la funcion in-
mune, provocando resistencia del hospedero ante la infec-
cion [30). 52 ha encontrado que el estrés térmico agudo
puede proteger a la rata contra el efecto letal de LPS (31)
También fue demostrado que en ratas expuestas 4 estrés
térmico o arsenito de sodio se produce una inhibicidn en
la induccion de la sintesis de TNF por LPS (32).

Actualmente se considera que el Factor nuclear-xB (FMN-
kB] activacdo se encuentra prominentemente implicado en
la regulacion de diversos genes involucrados en la infla-
macitn tales oo dxido nitrico sintasa inducible (ONSD),
citogquinas, factores tsulares y moléculas de adhesion (50,
51}, Este pudiera ser un posible mecanismao sobre el que el
GO0 Actie.

Conclusiones

El modelo experimental empleado fue efectivo para el es-
tudio del ozono como nueva forma terapéutica para preve-
nir la muerte por choque séptico letil experimental. Este
gas, aplicado intraperitonealmente v de forma profilactica
en ratas, pudo prevenic la monalidad en la mayoria (62,5
%) de los animales tratados.
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