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SINTESIS

Una de las principales estrategias terapéuticas y preventivas que se estan
desarrollando hoy en dia, con vistas a disminuir los efectos nocivos de la sepsis y el
choque séptico, es el uso de sustancias antioxidantes y moduladoras de la respuesta
inflamatoria sistémica.

En este trabajo de tesis se abordan los siguientes aspectos: i) El efecto del
precondicionamiento oxidativo con ozono (POO) sobre la liberacion de TNF-a, ON y
parametros indicadores de estrés oxidativo hepatico en el modelo de endotoxemia en

raton inducido por LPS. ii) El efecto del POO sobre la disfuncién organica, la

liberacion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-1P) y la sobrevivencia de los
animales en el modelo de sepsis peritoneal en ratas. iii) También se evalué el efecto

del POO en combinacion con antibidtico y su influencia sobre la expresiéon de las

citocinas proinflamatorias (TNF-a e IL-1[3) tanto en tejido esplénico como hepético, en
el modelo de sepsis peritoneal en ratas. Como resultados se obtuvieron: i) EI POO
disminuyd significativamente la liberacion de TNF-a y ON en el suero de ratones con
endotoxemia y también incrementdé las defensas antioxidantes enddgenas en el tejido
hepatico. ii) Se observé un restablecimiento de las funciones organicas determinadas
por parametros indicadores de disfuncion tanto hepatica como renal, también se
demostré una disminucion en la liberacion de las citocinas pro-inflamatorias en suero,
lo cual se correspondi6 con una elevada sobrevivencia de los animales de hasta un
61,5 %. iii) También se demostroé que la combinacion del POO con el tratamiento con
el antibiotico (Piperacilina/tazobactam), fue favorable incrementando
significativamente la sobrevivencia de los animales entre el 78 y 93 %, esto se

acompafid de una disminucion en la expresion tisular de las citocinas pro-

inflamatorias (TNF-a e IL-1[). Se demostré que la proteccién conferida por el POO a



los animales con choque séptico, estuvo mediado por la activacion de las enzimas
antioxidantes tanto en el tejido hepatico como en sangre, la reduccion de los niveles
de ON y citocinas proinflamatorias en suero y su expresion en tejido, asi como la
disminucién de la infiltracion de neutrofilos en el tejido pulmonar. De esta forma,
también se evitd, la formacion de zonas necroticas en el tejido hepatico. Lo
anteriormente expuesto demuestra el efecto beneficioso del POO en la disminucién
de la intensidad de la respuesta inflamatoria sistémica, con un menor dafio tisular y la
preservacion de las funciones organicas. Por tanto se concluye en nuestro trabajo
gue el POO, a tres niveles de dosis, mostré un efecto beneficioso sobre el dafio

inducido tanto por choque endotdxico como por sepsis peritoneal.



Abreviaturas

1. 2.3 DPG- 2,3 disfosfoglicerato.

ATP- Adenosil trifosfato.

CD-14- Receptor de membrana celular.

CID- Coagulacion intravascular diseminada.
EROs- Especies reactivas del oxigeno.

FTCp- Factor transformador del crecimiento-[3.
G6PDH- Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.
GCs - Guanilato ciclasa soluble.
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GM-CSF -Factor estimulante de colonia granulocitos/macréfagos (del ingles,
granulocyte/macrophage colony-stimulating factor).

10. GMPc- Glutamil monofosfato ciclico.

11.GPx- Glutation peroxidasa.

12.GST- Glutation S transferasa.

13.GTP -Glutamil trifosfato.

14. H,O,. Peroxido de hidrogeno.

15. HSPs- Proteinas de choque térmico (del ingles, heat shock proteins) .

16. I-kB — Subunidad inhibitoria kappa B.

17.1gG -Inmunoglobulina-G.

18.1L-1- Interleucina -1.

19.1L-10-Interleucina -10.

20.1L-1RA - antagonistas de los receptores de IL-1.

21.1L-4-Interleucina-4.

22. INFy- Interferon gamma.

23. LBP- Proteina de unién al LPS. (del ingles, lipopolysacharide binding proteins).

24. L-NAME- N-Nitro-L-arginina metylester .

25.LPC- Ligadura y puncién cecal.

26.LPS- Lipopolisacarido.

27. LTBs—leucotrieno Ba.

28.LTs- Leucotrienos.

29. MCP-1-Proteinas quimioatrayentes de monocitos-1.

30. MDA- Malondialdehido.

31.MPO- Mieloperoxidasa.



32. NF-kB - Factor nuclear kappa B. (del ingles, Nuclear factor — kappa B).

33. NO- oxido nitrico. (del ingles, nitric oxide).

34. O, HB- Oxigeno hiperbatico.

35. O, - Oxigeno singlete.

36. O, - Anion radical superoxido.

37. OH - Radical hidroxilo.

38. ONOO ~Peroxinitrito.

39. ONS- 6xido nitrico sintetasa.

40. ONSe - Oxido nitrico sintetasa endotelial.

41. ONSi- o6xido nitrico sintetasa inducible.

42. ONSn - oxido nitrico sintetasa neuronal.

43. PAF- Factor activador de plaquetas (del ingles, Platelet-activating factor).

44.PCA- Proteina C activada.

45. PGl ,- Prostaciclina.

46.PGs- Prostaglandinas.

47.POO- Precondicionamiento oxidativo con ozono.

48.PTZ- Piperacilina/tazobactam.

49.SDMO- Sindrome de Disfuncion Muiltiple de Organos.

50. SIRS- Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.

51.SOD- Superéxido dismutasa.

52.SRASC- Sindrome Respuesta Anti-inflamatoria Sistémica Compensatoria.

53. SRATB- Sustancia reactiva del acido tiobarbitudrico.

54. TNF-a- Factor de necrosis tumoral- alfa. (del Ingles, tumor necrosis factor-
alpha).

55. TXAz. Tromboxano A;.

56. ICAM- Molécula de adhesion intercelular (del Ingles, Intercellular adhesion
molecule).

57. VCAM- Molécula de adhesion vascular (del Ingles, vascular cell adhesion

molecule).
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Los mecanismos involucrados en el desarrollo del dafio organico producido durante la
sepsis, son multifactoriales y todavia no se encuentran identificados. En algunas
circunstancias, la disfunciébn organica es atribuible a la hipoxia tisular como
consecuencia del deterioro hemodinamico y disminucién de la perfusion o isquemia
tisular. Sin embargo, el papel de la hipoxia tisular ha sido cuestionado como
mecanismo exclusivo del fallo organico en la sepsis (Hurtado y cols., 1992). Asi, en
la ausencia de compromiso hemodinamico demostrable, como puede ocurrir en los
estados hiperdinamicos del choque séptico, resulta cuestionable atribuir el fallo
organico a la hipoxia tisular solamente (Vallet y cols., 2002). Por otra parte, hay
evidencia de otros posibles mecanismos patogénicos. Tal es el caso de la activacion
de los leucocitos polimorfonucleares. Esta activacion que caracteriza el proceso
inflamatorio que acompafia a la sepsis, se produce en conjunto con un marcado
incremento del estrés oxidativo, entendiendo por tal el desbalance entre la formacion
de especies reactivas del oxigeno (EROSs) y las defensas antioxidantes a favor de las
primeras (Goode y cols., 1995). De este modo, las ERO no totalmente neutralizadas
por las defensas antioxidantes pueden reaccionar con proteinas, ADN, ARN y lipidos
de membranas celulares, de manera tal que sus efectos deletéreos pueden
interrumpir diversos pasos importantes del metabolismo celular, entre los que se
encuentra el fallo energético de la célula producto de la disfuncion mitocondrial
(Fink., 2001).

Simultaneamente con el proceso inflamatorio ocurre el aumento de la produccion del
oxido nitrico (ON) por induccion del oxido nitrico sintasa inducible (ONSi). EI -ON
formado puede a su vez, reaccionar con el anion superoxido (O) dando como
resultado la produccién de peroxinitrito (ONOQ ), especie altamente reactiva capaz

de oxidar y nitrar componentes celulares y tisulares, tales como los residuos de



tirosina de las proteinas celulares y plasmaticas, el ADN vy lipidos o enzimas criticas
del metabolismo intermediario (Radi y cols., 2000). Asi, esta bien documentado el
dafo estructural y funcional a nivel mitocondrial, que se torna irreversible debido a al
oxidacién y nitracion de componentes mitocondriales. EI ONOO también oxida y
produce deplecion de los antioxidantes endodgenos tales como el ascorbato, glutation
(GSH) y superdéxido dismutasa (SOD) (Radi y cols., 2000).

De este modo, la presencia de ONOO Yy otras especies reactivas derivadas del
nitrogeno (ERN) tales como el didéxido de nitrogeno (NO.), nos lleva a ampliar en
concepto clasico de estrés oxidativo al de estrés nitrosativo. En esta situacion,
predomina la formacion de estas ERN sobre los mecanismos detoxificadores
intracelulares y plasmaticos, llevando al consiguiente dafio celular y tisular.

El estrés oxidativo y nitrosativo actuan conjuntamente perpetuando el proceso
inflamatorio por diferentes mecanismos. Por una parte, las ERO y ERN tienen
efectos quimiotacticos, favoreciendo el reclutamiento de neutrofilos y por otra, las
moléculas mediadoras del estrés oxidativo se convierten también en mensajeros

intracelulares para la transduccion de sefiales del proceso inflamatorio. Asi por

ejemplo, el factor nuclear kappa B (NF-kB) activado por estos mensajeros
secundarios migra el nucleo donde selectivamente estimula la transcripcion de
proteinas especificas de la inflamacién. Este induce la transcripcion de genes que
promueven la produccién de citocinas como la interleucina -6 (IL-6), interleucina -8
(IL-8) y moléculas de adhesion (ICAM-1) que perpetuaran el proceso inflamatorio
(Peterson y cols., 2001).

En la bausqueda de nuevas alternativas terapéuticos para el manejo de la sepsis grave
y el choque séptico se han producido algunos avances. Asi, han desempafiado un

papel importante y podrian ser beneficiosos para algunos grupos de pacientes la



administracion oportuna de soporte nutricional, la prevencion de las infecciones
nosocomiales, la profilaxis de la trombosis venosa profunda, el uso adecuado de
sedacidn-analgesia y el uso de patrones de ventilacibn mecanica protectora, (Wheeler
y cols., 1999). Sin embargo, los tratamientos farmacolégicos mas especificos, que
intentaron modular o bloquear algunos componentes del proceso inflamatorio, no han
alcanzado el éxito esperado o sencillamente, han fracasado.

No obstante, los conocimientos sobre los eventos moleculares que subyacen en la
génesis de la sepsis han aumentado de manera sustancial en los ultimos afos,
abriendo expectativas al ensayo de nuevas terapias alternativas. Si tenemos en
cuenta que el estrés oxidativo y nitrosativo constituyen fendmenos fundamentales en
la patogenia de la sepsis, la terapia moduladora de la sintesis de ON, el empleo de
antioxidantes y/o atrapadores de ERO y ERN, han mostrado beneficios prometedores
en modelos experimentales. Por tanto, no seria aventurado pensar que un enfoque
de este tipo resulte finalmente una terapia exitosa para disminuir la mortalidad de

pacientes con choque séptico.

El precondicionamiento oxidativo con ozono (POO) fue demostrado por Ledn y col.,
1998. Este mecanismo de accion propuesto para el ozono con fines médicos plantea
gue la aplicacion de este gas a concentraciones controladas (25-50 mg/L) produce un
estrés oxidativo ligero, el cual estimula los mecanismos antioxidantes enddgenos,
preparando al hospedero a enfrentar condiciones fisiopatoldégicas mediadas por
especies reactivas del oxigeno (ERO). Otros autores han utilizado el POO en
modelos experimentales de isquemia/reperfusion (I/R) tanto renal como hepatica
(Barber y cols., 1999; Al-Dalain y cols., 2001), donde se ha preservado tanto el
funcionamiento, como la estructura de ambos o6rganos. Estos hechos se han

encontrado intimamente relacionados con el incremento en la actividad de los



sistemas antioxidantes enddgenos, los cuales revierten el estrés oxidativo
ocasionado por la I/R. También ha sido demostrado recientemente la eficacia del
POO en un modelo de endotoxemia en ratas, donde los animales que recibieron este
tratamiento, mostraron una disminucion en la formacion de radicales libres inducido
por el lipopolisacéarido y la normalizacion de la actividad de las enzimas antioxidantes
(Madej y cols., 2007). Unido a ello, se demostro que el POO restableci6 la actividad
de las enzimas indicadoras de dafio mitocondrial, tales como la succinato
deshidrogenasa y la ATPasa, preservando de esta forma la actividad mitocondrial
(Madej y cols., 2007). Por otra parte, se demostr6 que el POO fue capaz de
incrementar la expresion del 6-keto-prostaglandina F, metabolito de la Prostaciclina
(PGI.) en tejido vascular arterial (Schulz y col., 2005), lo cual corrobora que el POO,
mediante la induccion de esta PG pudiera ejercer un efecto beneficioso dentro de la
fisiopatologia del choque séptico actuando como un agente vasodilatador,

antiagregante plaquetario e inhibidor del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-

KB), disminuyendo de esta forma la respuesta inflamatoria sistémica.

Teniendo en cuenta las premisas expresadas en los parrafos anteriores, se

concibié el siguiente problema e hipétesis de trabajo:
Problema.

El choque séptico es considerado una de las primeras causas de muerte en las
Unidades de Cuidados Intensivos tanto en paises del primer mundo como del tercero.
El choque puede ser causado por traumatismos, hemorragias, factores cardiogénicos
y/lo por infecciones severas, que conllevan a complicaciones tales como la
hipotension y la disfuncion vascular. Estos trastornos finalmente resultan en la
disfuncion de organos vitales tales como el rifion, higado, intestino, pulmon y cerebro

gue ponen, en riesgo la vida del paciente, asi como su calidad de vida futura. El



choque séptico se presenta con mas frecuencia en nifios, ancianos y pacientes
inmunocomprometidos. Actualmente, las terapias empleadas para el manejo del
choque séptico poseen un alcance limitado y tienen un alto costo, por lo que resulta
necesaria la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas. Por tanto teniendo en
cuenta los efectos beneficiosos de la ozonoterapia, como inmunomodulador y
regulador del estrés oxidativo inducido en modelos experimentales de
Isquemia/reperfusion tanto hepatica como renal entre otros, nos planteamos la

siguiente hipotesis de trabajo:

Hipétesis.

El precondicionamiento oxidativo con ozono, puede proteger contra el dafo
que se produce en un modelo de sepsis peritoneal y en otro modelo de choque
endotéxico, a través de la modulacién y restablecimiento de las defensas
antioxidantes y de la respuesta inflamatoria sistémica, mediada por la inhibicién

de la liberacidén de citocinas proinflamatorias.

Teniendo en cuenta esta Hipdtesis se plantearon los siguientes:
OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto protector del precondicionamiento oxidativo con ozono a nivel
experimental en la prevencion del dafio organico y la muerte por sepsis peritoneal y

por endotoxemia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:



1. Evaluar el efecto del POO sobre la liberacion de TNF- a y los niveles de Oxido
nitrico (ON) en suero y de la actividad de la Mieloperoxidasa (MPO) en tejido
pulmonar, asi como el comportamiento de parametros indicadores de estrés
oxidativo (SRATB, SOD, GPx y GST) en tejido hepatico de ratones tratados con

LPS.

2. Evaluar el efecto del precondicionamiento oxidativo con ozono (POO) sobre la

sobrevivencia en un modelo de sepsis peritoneal letal en ratas.

3. Determinar la influencia del POO sobre pardmetros indicadores de estrés oxidativo
(SRATB, SOD y GPx) y de disfuncién organica del tejido hepatico (ASAT, ALAT) y
del tejido renal (contenido de CRE), asi como de los niveles de citocinas

proinflamatorias (IL-13 y TNF-a) en suero de ratas con sepsis peritoneal.

4. Determinar el efecto del POO combinado con Piperacilina/Tazobactam, y su

influencia sobre la expresion de la IL-13 y TNF-a en tejido (hepatico y esplénico)

en el modelo de sepsis peritoneal en ratas.

Resultado econdémico, social o cientifico que aportara el tema al sector o rama.

Sociales: La proteccién de pacientes identificados con riesgo a desarrollar choque
séptico después de ingresar en las Unidades de cuidados intensivos es de vital
importancia hoy en dia, con vistas a prevenir el fallo organico y la muerte por la
sepsis. Los presentes resultados, constituyen las investigaciones a nivel preclinico
necesarias para sustentar una nueva indicacion del POO en la prevencion de los
dafios inducidos por choque séptico en pacientes con alto riesgo. De este modo,
nuestros resultados nos permitirian proponer un esquema de tratamiento con el POO
y su posible aplicacién al paciente con riesgo de desarrollar choque séptico. Se

conoce que el choque séptico es la causa del 50 y el 70 % de muerte en las unidades



de cuidados intensivos. EI POO seria un proceder facil de aceptar para el paciente
con dosis ya estudiadas, sin ningun efecto adverso, que podria contribuir a reducir los
riesgos y las complicaciones de la sepsis y con ello a lograr una mejor calidad de
vida para éstos. Desde el punto de vista econdmico seria una variante terapéutica
eficaz y poco costosa.

Cientificos: El estudio del efecto del POO sobre parametros funcionales,
bioquimicos, inmunoldgicos e histologicos en dos modelos de choque séptico (sepsis
peritoneal y endotoxico) es una investigacion novedosa y de gran impacto en el
campo de la medicina en general. Los resultados de esta investigacion permitiran
profundizar en el conocimiento sobre los efectos del POO sobre mediadores
moleculares del dafio inducido por sepsis, demostrando uno de sus posibles
mecanismos de accion. Los resultados de nuestro trabajo muestran los efectos
beneficiosos del POO tanto en un modelo de sepsis peritoneal como en el modelo de
choque endotéxico, siendo estos los primeros resultados publicados sobre la eficacia
a nivel preclinico de esta alternativa terapéutica y los mecanismos por los cuales
ejerce su efecto protector en dichos modelos, lo cual avala la novedad cientifica del

tema en estudio.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.1. Conceptos generales.

El término choque séptico, designa el estado de disfuncion metabolico-circulatorio
agudo que se desencadena tras la liberacion de endotoxinas bacterianas en el
organismo, secundaria a un proceso septico principal que se caracteriza por una
disminucién del flujo sanguineo acompafnado de hipotension arterial causado por un
decremento del gasto cardiaco, una hipoxia tisular y alteraciones del metabolismo
celular.

A principios de la década del 90, se reuni6 la Comisién de Consenso del Colegio
Norteamericano de Patologia del Toérax y la Sociedad de Medicina Critica
(ACCP/SACM) para definir las caracteristicas del Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica (SRIS) (Muckart and Bhagwanjee, 1997), entidad que engloba
una respuesta inflamatoria sistémica relacionada con la infeccion por bacterias,
Gram-negativas y positivas, hongos, parasitos, virus y otras condiciones como
politraumatismos, quemaduras, pancreatitis y tratamientos anticancerosos, etc.

Las definiciones y caracteristicas del Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
(SIRS), Sepsis, Sepsis severa, Choque séptico, Sindrome de Disfuncion Multiple de
Organos (SDMO) se describen en el Anexo. 1 (Mackenzie., 2001; Ma y col, 2002). El
concepto de Sindrome Respuesta Anti-inflamatoria Sistémica Compensatoria
(SRASC) fue también introducido en la literatura después que se demostré que
algunos mediadores anti-inflamatorios también se encontraban elevados durante la
sepsis (Afel y col., 2001). En esta respuesta los mediadores que participan, en su
gran mayoria estan constituidos por aquellas citocinas mayormente relacionadas con
linfocitos T auxiliadores de tipo II. (Carrillo y cols., 2001).

1.2. Prevalencia del choque séptico.



La sepsis y el choque séptico ademas de ser causantes de una morbilidad elevada,
constituyen también la causa mas frecuente de muerte en las unidades de cuidados
intensivos de los Estados Unidos (Martin y cols., 2003) y muchos otros paises
(Albertti y cols., 2002). Histéricamente, la mortalidad asociada con la sepsis se
mantuvo entre el 50 y el 75 % aproximadamente en los pacientes portadores de la
misma, pero a partir del advenimiento de la terapia con antibioticos se redujo hasta un
rango entre un 30 y un 50 % (Zanotti y cols., 2002). A pesar de este avance, los
estimados recientes sefialan que la incidencia de choque séptico se esta
incrementando y alcanza un rango de mortalidad entre 30 y el 70 % y que la fuente de
infeccibn mas comun es el pulmén (25%), el abdomen (25%) entre otras fuentes
(Russel, 2008). En la actualidad mas personas fallecen anualmente por choque
séptico que por infarto del miocardio, cancer de pulmon o de mama, accidentes
vasculares encefalicos o por traumatismo (Cauwels, 2007).

En Cuba, los reportes de mortalidad, refieren el 47, 5 %, por lo que se considera un
azote en los servicios de cirugia y cuidados intensivos (Morales y cols., 2000 y
Lombardo y cols., 2001).

Ha sido ampliamente estudiado que existen factores predisponentes como el
incremento del uso de terapias con drogas citotoxicas e inmunosupresoras,
dispositivos invasivos (catéteres intravasculares), la longevidad de los pacientes con
riesgo a desarrollar sepsis y un incremento de las infecciones causadas por
microorganismos resistentes a los antibidticos, el fallo organico cronico, factores
iatrogénicos (Martin y cols., 2003, Alberti y cols., 2002), el sexo masculino (Hubacek y
cols., 2001) y el polimorfismo en genes que regulan la inmunidad (Lin y col., 2004).

1.3. Fisiopatologia del choque séptico.



La sepsis es un sindrome clinicamente muy complicado y dinamicamente regulado en
el cual intervienen muchos procesos inmunologicos que estan dirigidos hacia la
recuperacion o la destruccion del organismo. En décadas recientes se ha dedicado
esfuerzos a la investigacion y desarrollo de numerosos modelos experimentales de
choque séptico para estudiar los aspectos fisiopatologicos de la enfermedad. Este
sindrome no es mas que el resultado de una respuesta sistémica del organismo ante
cualquier estimulo infeccioso severo, como por ejemplo bacterias Gram-negativas
gue contiene en su estructura a la endotoxina lipopolisacarido (LPS), que es el
componente mayoritario de la pared celular de estas bacterias, el peptidoglicano y la
flagelina (Gram-positivas) entre otros antigenos de agentes infecciosos, los cuales
estimulan a las células inflamatorias (monocitos y macrofagos), para dar origen a la
respuesta inflamatoria (Wan y cols., 2003).

La respuesta del hospedero ante estos componentes estructurales bacterianos,
incluyen la activacion de la cascada de la coagulacion, asi como de los sistemas
fibrinoliticos y del complemento. También se activa la liberacion de citocinas (Van der
Poll y cols 1999; 2001), el factor activador de plaquetas (PAF) y otros metabolitos del
acido araquidonico, los compuestos derivados del oxido nitrico (ON) y las especies
reactivas del oxigeno (EROs) (Wan y cols., 2003).

Los eventos moleculares involucrados en esta reaccion comienzan con la uniéon del
LPS a una proteina especifica, la proteina de union al LPS (LBP). El complejo LPS-
LBP interactia con el receptor transmembrana CD-14 presente en las células

polimorfonucleares, los macrofagos y las células mesangiales. Esta interaccion
provoca la fosforilacion de un complejo formado por el factor nuclear kappa B (FN-kB)

y su inhibidor (I-kB), lo que provoca la liberacion del FN-kB (Lance y col, 2002) que

se traslada hacia el nucleo, donde se une a secuencias especificas de regiones



promotoras de genes blanco. Estos genes que se transcriben para la expresion de
varias citocinas y quimiocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el
interferon gamma, interleucinas (IL) como IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 y los metabolitos de
acido araquiddnico como el PAF, leucotrienos (LTs) y prostaglandinas (PGs). (Anexo.
2).

También la molécula CD-14 puede ser liberada de la membrana celular y circular en
el suero, alli se une al LPS y estimula las células endoteliales y epiteliales. Estas
células, ademas de liberar citocinas y quimiocinas, liberan y expresan moléculas de
adhesion VCAM, ICAM, selectinas y proteinas quimioatrayentes de monocitos-1
(MCP-1). Estas sustancias son las responsables de la adhesion de los
polimorfonucleares y los monocitos a las células endoteliales. Dichos mediadores
también incrementan la permeabilidad vascular, lo que genera disminucion del
volumen intravascular, hipotension, hipoperfusion tisular, necrosis celular, disfuncion
organica y muerte. (Schor y cols., 2002). También se produce la activacién del
endotelio con generacion de oxido nitrico (NO) y de enzimas pro-oxidantes como las
oxidasas vasculares (xantina-oxidasa y NADPH oxidasa) capaces de generar el anion
radical superoxido (O ).

La activacion del sistema inmunologico esta constituida por el complejo monocito-
macrofago-neutroéfilo, entre estas células, el macréfago se destaca por su gran
capacidad de produccion de citocinas y el neutréfilo por la sintesis de EROs
(fenébmeno conocido como explosion respiratoria), asi como de especies reactivas del
nitrogeno (Babior, 2000). Las citocinas desarrollan una cascada inflamatoria, ya que
una vez comenzada la liberacion de algunas de ellas, se induce la formacion y

liberacion de otras, multiplicandose y amplificandose su produccion y efectos.

1.4. Mediadores pro-inflamatorios.



1.4.1 Citocinas.

Durante los ultimos 15 afios, se han acumulado evidencias convincentes que
demuestran que las citocinas son mediadores que forman parte de la respuesta de
defensa del hospedero y de esta forma protegen contra la infeccion experimental,
pero por otra parte, su descontrolada liberacién conlleva el deterioro del organismo.
Esto se ha demostrado mediante el uso de citocinas pro-inflamatorias recombinantes,
particularmente el TNF, IL-1 e Interferon gamma (IFN) y los anticuerpos de citocinas.

Investigaciones realizadas en modelos experimentales de choque endotéxico o
infeccioso, demostraron el efecto letal de TNF, IL-13, IL 12, IL-18, IFN- vy, el factor

estimulador de colonias granulocitos-macréfagos (GM-CSF) asi como el factor

inhibidor de la migracion de macréfagos (Cavaillon y cols., 2003).

El TNF-a, fue la primera citocina identificada en la patogénesis del choque séptico
(Bone, 1991). Es una proteina de 17 kDa producida principalmente por los
macréfagos y tiene la capacidad de activar monocitos, macrofagos y neutrofilos y de
inducir la produccién de proteinas de fase aguda por intermedio de la IL-6 (Zanotti y
col., 2002). La administracion de endotoxina a seres humanos de forma experimental
se manifiesta con un incremento marcado de la concentracion sérica de TNF-q, lo
gue se acompafia de trastornos cardiovasculares (taquicardia e hipotension con
decremento de la resistencia vascular periférica) y fiebre, escalofrios, acidosis
metabolica, leucopenia, trombocitopenia, entre otros trastornos metabdlicos muy
similares a los que ocurren en la sepsis y el choque séptico humano. Se ha
demostrado en ensayos clinicos que la administracion de TNF-a induce hipotension

refractaria e incrementa la permeabilidad vascular (Brouckaert y cols., 2004). Cuando

es aplicado en animales, el TNF-a provoca un sindrome de choque letal, donde el



colapso cardiovascular esta centralmente provocado por el ON (Makino y cols., 1996).
En pacientes ancianos, se encontrd6 que niveles elevados de TNF-a en suero se
correlacionaron con el diagnéstico de bacteriemia y un mal prondstico de la
enfermedad (Marti y cols., 2003).

La interleucina-13 (IL-1B) es un polipéptido de 17 kDa producido por los fagocitos
mononucleares y los neutréfilos. Actualmente se les reconoce a la IL-13 y al TNF-a
un papel protagénico en la cascada de citocinas que se liberan en la sepsis. La
mayoria de los efectos bioldgicos que induce la IL-13 son también similares a las
acciones del TNF-qa, la cual cuando se inyecta en los animales y seres humanos
produce fiebre con escalofrios, trastornos cardiacos y vasculares con leucopenia,

trombocitopenia, hemorragia y edema pulmonar. (Zanotti y cols., 2002). También, se

ha encontrado que niveles elevados en suero de estas citocinas se correlacionan con
bacteriemia y un mal prondstico de la enfermedad (Marti y cols., 2003). Tanto la IL-13
como el TNF-a parecen actuar de forma sinérgica y producen depresion del
miocardio, durante la primera etapa del choque séptico con una rapida influencia
directa sobre este 6rgano (Remick, 2007).

El Interferon gamma (IFNy) es producido por las células asesinas activadas (las T
auxiliadoras y las células T citotoxicas) (Zanotti y cols., 2002). La produccion de IFN y
se incrementa por la accion de varias citocinas (TNF-a, IL-1, IL-8, IL-12 e IL-18), a su
vez, el IFNy puede incrementar los efectos hemodinamicos adversos de esas
citocinas en el choque séptico. Recientemente, se ha demostrado la efectividad de un

anticuerpo monoclonal anti-IFNy humano en un modelo de bacteriemia letal inducida

en primates, donde se evidencio el incremento de la sobrevivencia de los animales



acompafada de una reduccion del dafio multiorganico en los grupos tratados con
este anticuerpo (Lainee y cols., 2005).

La interleucina 6 (IL-6) también es considerada una citocina pro-inflamatoria, esta ha
sido reportada en pacientes ancianos con bacteriemia, en que concentraciones
elevadas de la misma se correlacionan con un mal prondstico de la enfermedad
(Marti y col., 2003), por lo que ha sido considerado un marcador independiente de
esta enfermedad (Remick y cols., 2002). Sin embargo, otros autores sefialan que la
IL-6 también es considerada una citocina anti-inflamatoria, ya que que induce una

amplia gama de proteinas de fase aguda que modulan la inflamacion, tales como la

a-1 &cido-glicoproteina y/o la proteina C reactiva. Asi, se ha demostrado que la IL-6
también puede reducir la depresion del miocardio durante la septicemia por
meningococos (Pathan y cols., 2004).

1.4.2. Mediadores derivados del acido araquidénico.

Los mediadores lipidicos, tales como, el PAF (Alexander y col., 2001), las PGs, los
LTs y los tromboxanos (TX) estan implicados en la patogénesis de enfermedades
inflamatorias, entre las que se encuentra el sindrome de disfuncion respiratoria aguda
y la sepsis (Bulger y col., 2000).

En tal sentido, Nakae y cols., 1994, demostraron la correlaciébn que existe entre el
incremento de la liberacién de citocinas proinflamatorias tales como el TNF-a e IL-8,
con la produccién de leucotrieno B, (LTB.). Ademas, se ha demostrado que la
inhibiciébn de receptores de LTs, disminuye el proceso inflamatorio inducido por
ligadura y puncion cecal (LPC) en ratas, lo que corrobora el papel importante que
tienen los LTs en la fisiopatologia del choque séptico (Sener y cols., 2005). Durante la
sepsis, se demostré que se produce un incremento en la formacién de estructuras

lipidicas en los leucocitos en comparacién con pacientes sanos (Pacheco vy cols.,



2002). En concordancia con este hallazgo, en ratones con endotoxemia, se demostro
la induccion de la formacidon de lipidos con la consiguiente expresion de enzimas
formadoras de eicosanoides tales como LTB, y PGE , (Pacheco vy cols., 2002), lo
cual es otro argumanto que sustenta el papel de estos mediadores en la patogénesis

del choque séptico.
1.4.3. Especies Reactivas del Oxigeno (EROs) en el choque séptico.

Las EROs juegan un papel fundamental dentro de la compleja patogénesis del SRIS,
la sepsis, el choque séptico y el SDMO. Dentro de las EROs se encuentran el anion
radical superdxido (O ), el radical hidroxilo (OH"), el perdxido de hidrogeno (H.0.) y

el Oxigeno singlete (O:5).

H,O
e e+ 2H* e+ H* e+ H*
0, 0,~ > HEOZJ OH "~ H,0

Estos compuestos, son moléculas intermediarias altamente reactivas, producto de la
reduccion mono Yy divalente de la molécula de oxigeno, debido a la presencia de un
electrén no pareado en su ultima orbita. Las EROs reaccionan con las moléculas mas
cercanas, iniciando una serie de procesos bioquimicos que provocan cambios en la
célula como la peroxidacion lipidica y desnaturalizacion de proteinas, despolarizacion
de los polisacaridos y desestabilizacion de la estructura tanto celular como intersticial.
La generacion de pequefias cantidades de EROs es un proceso fisioldgico, el cual es
neutralizado por sustancias secuestradoras que forman parte de los sistemas
antioxidantes endogenos, tanto enzimatico como no enzimatico, tales como: las
enzimas superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa

(GPx), asi como los no enzimaicos, alfa-tocoferol (Vit E), el acido ascorbico (Vit C) y



la Metionina, entre otros, evitando que ocurran dafios agudos. Cuando la generacion
de EROs se incrementa masivamente, falla el balance de estos con los sistemas de
defensa y ocurre el dafio celular (Novelli., 1997).

Existen evidencias que demuestran que los radicales de oxigeno (O, y OH’) son
mediadores de la inflamacion, SRIS, sepsis, choque séptico y SDMO. (Cuzzocrea.,
2005). Asi, se ha descrito que en el choque séptico, la generacion de EROs se
encuentra directamente vinculada a la liberacibn de mediadores pro-inflamatorios,
mediante la activacion de células del sistema de defensa. Por tanto, se ha
demostrado que el balance fisiolégico intracelular oxidacion /reduccion que es un
factor critico para la respuesta inmune, se encuentra afectado bajo condiciones
sépticas (Macdonald y cols., 2003).

Por otra parte, se demostré que el dafio intestinal ocurrido durante el choque séptico
tiene como consecuencia la transferencia de endotoxinas desde el lumen intestinal
hacia la circulacion sistémica y que este dafio no es producido por la acién directa de
la endotoxina, sino por los EROs (Turnage y cols., 1997) liberados a partir de la
estimulacién de los granulocitos y monocitos por estos componentes microbianos
(Jajdaesy-Balla y cols., 1996). En tal sentido se ha establecido que las citocinas IL-1
y TNF-a estimulan a las células del sistema inmune innato (granulocitos y monocitos)
para la produccion de EROs (Lloyd y cols., 1993).

El O, producido por la enzima NADPH oxidasa entre otras fuentes, oxida a las
proteinas y fosfolipidos de los acidos grasos insaturados. Sin embargo, algunos
fosfolipidos oxidados pueden prevenir la inflamacion inducida por endotoxina
mediante el bloqueo de la interaccion entre el LPS y la LBP que se une al receptor
CD-14, entre otros mecanismos (Bochkov y cols., 2002). Por lo que el grado de

alteracion del balance redox y la ruptura del equilibrio celular que como consecuencia



de su alteracion se produzca, constituye un aspecto fundamental en el papel de los

procesos oxidativos durante el dafio inducido por la sepsis.

1.4.4. Especies reactivas del nitrégeno (ERN) en el choque séptico.

El 6xido nitrico (ON) es un radical altamente reactivo. Dentro de sus caracteristicas se
encuentra que es un gas producido en el endotelio vascular, que tiene vida corta y
que tiene como accion fundamental la relajacion del muasculo liso (Palmer, 1987).
Esta ERN es producida enzimaticamente por tres isoformas de la enzima 6xido nitrico
sintetasa (ONS), la neuronal (ONSn), la endotelial (ONSe) y la inducible (ONSI). La
ONSnh y la ONSe son constitutivas y participan en el mantenimiento de los procesos
homeostaticos celulares como la neurotransmision y el tono vascular,
respectivamente. Ellas producen pequefias cantidades de ON en respuesta a un
incremento del calcio intracelular. Las enzimas ONS producen ON y L-citrulina en una
reaccion equimolar. EIl ON se forma a partir del nitrégeno guanidino terminal del
aminoacido L-arginina en una reaccion que ocurre por etapas (Ketcher y cols., 1998).
Bajo condiciones fisiolégicas, el ON producido activa la guanilato ciclasa soluble
(GCs) para la transformacion del glutamil trifosfato (GTP) en glutamil monofosfato
ciclico (GMPc), que es el responsable de la relajacion muscular y de esta forma se
mantiene el tono vascular, lo cual garantiza la perfusién de los tejidos (Lucas y cols.,
2000). También al ON se le adjudican deiferentes efectos biolégicos descritos en el
anexo 3 (Grishan y cols., 1999).

Entre los esfectos beneficiosos del ON, se encuentra su actividad anti-inflamatoria
(Tedgui y col., 2001); puesto que su sintesis enddgena inhibe la adhesién de los

leucocitos circulantes y las citocinas que inducen moléculas de adhesion intercelular y



vascular (ICAM-1y VCAM-1), e inhibe la activacion del NF-kB (De Caterine y cols.,
1995; Spiecker y cols., 1997).
Por otra parte, se ha demostrado que la inhibicién crénica de la sintesis de ON por la

N-Nitro-L-arginina metylester (L-NAME), induce la infiltracion vascular de monocitos,

la expresion de IL-6, MCP1, ICAM-1 y VCAM-1, asi como la activacion del NF-kB
(Gonzélez y cols., 2000; Cobb y cols., 2001), lo que produce un incremento del O, .
Otro de los efectos beneficiosos del ON es que actia como antioxidante, esto fue
demostrado mediante la inhibicion por la L-NAME, (Cauwels y cols., 2005), lo cual
produjo un incremento del metabolito hydroxy-2-nonenal (2HN), el cual es
considerado un marcador de la peroxidacion lipidica (Zarcovic., 2003). Los
mecanismos que explican el efecto antioxidante del ON son varios. Esta molécula
puede contrarrestar el estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica, mediante la
inhibicién de varias fuentes enzimaticas productoras de O, y también puede actuar
como un secuestrador directo de superoxido o radicales lipidicos (Rubbo y cols.,
2000; Botti y cols., 2004). Otro de los mecanismos antioxidantes del ON es la
activacion de vias apoptoticas y la induccion de la expresion de genes
antiinflamatorios (Cauwels, 2007).

Sin embargo, recientemente, se demostro que la ONSi puede ser regulada por
diversos factores (Fleming y cols., 2003). Esta enzima inducible no es normalmente
expresada, puede ser sintetizada de novo durante la respuesta inflamatoria activada
por estimulos como el LPS y citocinas proinflamatorias, tales como el TNF-a y la IL-1,
entre otros (Annane y cols., 2000). Esta enzima es calcio independiente y produce
grandes cantidades de ON por largos periodos de tiempo (Morris y cols., 1993). Asi,
bajo condiciones en se produce una cantidad excesiva de ON, se pone de

manifiesto el papel dual de esta molécula. De este modo el ON puede inducir



excesiva vasorelajacion y producir cardiodepresion, sin embargo, es indispensable
para la sobrevivencia de ratones tratados con TNF a altas dosis (Cauwels, 2007).
Ademas, en condiciones patologicas el exceso de ON produce la acumulacion de
GMPc, responsable principal de la relajacion vascular, la depresion del miocardio y la
inhibicion de la agregacion y adhesion plaquetaria (Lucas y cols., 2000). El aumento
del ON también contribuye al dafio microvascular, la hiporeactividad vascular y la
disfuncion organica, probablemente por la induccion de apoptosis (Sharshar y cols.,
2003). Tales aspectos se corresponden con la correlacion existente entre la expresion
de ONSi en los cardiomiocitos, y la disfuncion en la contractilidad del miocardio (Rossi
y cols., 2007).

Por otro lado, la superproduccion de ON favorece su reaccion con el O, dando como
resultado el peroxinitrito (ONOO ), especie altamente reactiva capaz de oxidar vy
nitrar componentes celulares y tisulares, como los residuos de tirosina de las
proteinas celulares y plasmaticas, el ADN vy lipidos o enzimas criticas del
metabolismo intermediario. EI ONOO también produce un dafio estructural vy
funcional a nivel mitocondrial, que se torna irreversible debido a la oxidacion y
nitracion de componentes mitocondriales (Radi y cols., 2000). De esta forma, esta
bien documentado que el ONOO también oxida y produce deplecién de los
antioxidantes enddégenos como ascorbato, glutation y SOD (Radi y cols., 2000).

El ONOO tiene un importante papel en el desarrollo del choque endotéxico inducido
por LPS (Cuzzocrea y cols., 2006). También se ha demostrado que grandes
cantidades de ONOO son capaces de reproducir muchas de las alteraciones

cardiovasculares asociadas con el choque endotoxico (Hauser y cols., 2005).



De este modo, tales evidencias en su conjunto sustentan el papel del ONOO como
un potente mediador de la inflamacion y del choque séptico (Cuzzocrea., 2005;
Cuzzocrea Yy cols., 2006; Alves Fiho y cols., 2008).

1.5. Mediadores anti-inflamatorios.

1.5.1 Citocinas.

Interleucina -10 (IL-10). Las citocinas anti-inflamatorias y los receptores solubles son
producidos en grandes cantidades durante la sepsis. Estas proteinas disminuyen la
produccion de citocinas proinflamatorias y tienen un efecto protector contra los dafios
producidos durante la sepsis y el choque séptico inducido por endotoxemia.
Inicialmente se les identific6 como un producto de las células auxiliadoras T tipo 2 en
ratones, las cuales inhiben la liberacion de las citocinas pro-inflamatorias producidas
por las células auxiliadoras tipo 1, tanto en ratones como en humanos (Romagnani.,
1992). De esta forma, se demostré en un modelo de endotoxemia en ratones inducido
por LPS que la IL-10 inhibio la produccién del TNF-a y la activacion de los neutrofilos
en el dafio agudo pulmonar, reduciendo el dafio agudo en el tejido e incrementando
la sobrevivencia de los animales (Inoue., 2000; Nalos y cols., 2006).

Sin embargo, no en todoas las condicones esta citocina cumple un papel protector.
Asi, Remick y cols., 1998 demostraron que la IL-10 administrada en un modelo de
sepsis experimental inducido por ligadura y puncion cecal (LPC) en ratones, no redujo
la mortalidad en la sepsis polimicrobiana, la cual parece estar relacionado con un
efecto inmunodepresor de la IL-10 bajo estas condiciones, que explican el por qué la
infeccion persiste en los animales sépticos aunque se les administre una terapia a
priori con antibioticos.

Interleucina-4 (IL-4). Se ha demostrado que la IL-4 es capaz de reducir la mortalidad

en varios modelos de choque séptico o endotéxico (Newton y cols., 2000; Cluitmans y
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cols., 2005). Sin embargo, también se demostré que mientras el pretratamiento con
IL-4 tiene un efecto protector cuando se administro durante el periodo de la infeccion,
se incrementd la mortalidad (Giampietri y cols., 2000). Este hecho argumenta la
importancia que tiene la seleccion del periodo de tiempo para su administracion y
producir el efecto deseado.

Factor transformador del crecimiento B (FTCP). Altos niveles de esta citocina se
han detectado en pacientes con sepsis (Lekkou y cols., 2004). En modelos
experimentales se ha demostrado su utilidad terapéutica en la sepsis (Bauhofer y

cols., 2004). Asi, en un modelo de choque endotdoxico inducido por LPS, el
tratamiento con FTCQB produjo una reversion de la hipotensién e incrementd la

sobrevivencia y se demostr6 ademas, que el FTCB inhibe la ONSi (Imai y cols.,
2000), lo cual puede traer aparejado la disminucion del dafio porducido por el
incremento en la porduccion de ON.

Factor estimulante de colonia granulocitos Imacréfagos (GM-CSF)

Esta citocina es producida por los macrofagos, los monocitos y las células
endoteliales en respuesta a estimulos diversos (Ping y cols., 2001). EI FEC-GM
induce la proliferacion, diferenciacién y el proceso de maduracion de los leucocitos
polimorfonucleares (Ping y cols., 2001). Ademas, incrementa las funciones del
neutréfilo, tales como la quimiotaxis, la fagocitosis y la accion bactericida (Gurleyik y
cols., 2007). Sin embargo, estas propiedades del GM-CSF pueden también producir
efectos nocivos a través de la produccién de especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno y por su efecto como activador de los leucocitos polimorfonucleares durante
el curso de la infeccion (Gurleyik y cols., 2007).

No obstante, a pesar de estos efectos nocivos, también se ha demostrado que el GM-

CSF no solo mejora las funciones fisiolégicas e inmunoldgicas, sino también la



calidad de vida del paciente (Lyman, 2002; Bauhofer, 2007). Su capacidad para
incrementar las funciones del neutréfilo ha constituido el fundamento para investigar
su potencialidad como farmaco en la sepsis y el choque séptico (Ping y cols.,
2001).Asi, estudios preclinicos realizados en cerdos tratados con GM-CSF mostraron
una disminucion de la respuesta hemodinamica, lo que se acompafo de la reduccion
de los niveles de TNF-a y endotoxina en suero. (Bauhofer y cols., 2002; Hareng y
cols., 2002). Recientemente, se demostré que el tratamiento con GM-CSF combinado
con antibiéticos mejor6 el comportamiento de la sepsis en un modelo en ratas
(Bauhofer y cols., 2009).

La sobreexpresion de estos mediadores anti-inflamatorios conllevan al estado de de
pardlisis del sistema inmune, en el cual el paciente no responde y se hace susceptible
a infecciones nosocomiales (Hotchkis y col., 2003), esto contribuye a la muerte del
paciente en una fase tardia (Volk y cols., 2000).

1.5.2. Accién anti-inflamatoria de las proteinas de choque térmico (HSPs).

A pesar de los avances en el conocimiento de los mecanismos moleculares que
subyacen en la inflamacién, es aun limitado el conocimiento acerca de los
mecanismos a través de los cuales la respuesta anti-inflamatoria modula la cascada
pro-inflamatoria inicial para restablecer la homeostasis del sistema inmune. Sin
embargo, diversas investigaciones sefialan que cuando la célula es sometida a un
estrés determinado, esta es capaz de restablecer su homeostasis, mediante la
activacion de varios mecanismos protectores intracelulares.

Uno de los mecanismos establecidos es la inducciéon de una respuesta de choque
térmico (HSR), que no es mas que la rapida y casi exclusiva sintesis de un namero
pequefio de proteinas intracelulares, llamadas proteinas de estrés, incluyendo las

proteinas de choque térmico (HSPs), las cuales estan subdivididas en 5 familias, en



dependencia de su peso molecular (10, 20, 60,70 y 90 kDa) (Klosterhalfen y col.,
1998). La sintesis de estas proteinas puede iniciarse por diversos trastornos como la
isquemia y el estrés metabdlico (de diferentes tipos como el causado por el arsénico y
el zinc), asi como por las citocinas TNF-a y la IL-1, la hipertermia y el LPS (Nover,
1991).

Por otro lado, también se ha descrito que las HSPs tienen propiedades
citoprotectoras contra los efectos dafiinos causados por un estrés ambiental
(Klosterhalfen y col., 1998). Las HSPs ejercen diversas funciones que mantienen la
homeostasis celular, una de sus caracteristicas fundamentales es la de unirse a
proteinas desnaturalizadas o polipéptidos y guiarlas hacia su destino intracelular,
transportandolas a través de la membrana celular o proporcionandoles otras
proteinas (Hartl, 1996). Otra de sus propiedades es actuar como inmunomoduladoras,

inhibiendo la expresion génica de citocinas proinflamatorias y de la ONSi (Chan y

cols., 2004), mediante la inhibicion de la actividad del factor de transcripcion NF-kB
(Kohny cols., 2002) inducida por la estabilizacion de su subunidad inhibitoria (Pritts y
cols., 2002). Ambos mecanismos, inmunoldgico y citoprotector, hacen de la HSR un
potente candidato para futuras consideraciones y estrategias terapéuticas (Li y cols.,
2001; Chany cols., 2004).

Estudios recientes han demostrado que la HSP-70 confiere proteccion contra el
choque endotéxico en cardiomiocitos de roedores (Lau y cols., 2000). Ademas, se
demostr6 que las HSP-70 inducidas durante el precondicionamiento térmico
produjeron cardioproteccion mediante la potenciacion de la respuesta refleja de los
baroreceptores (Chan y cols., 2002).

1.6 Intervenciones terapéuticas en el choque séptico.

1.6.1. Los antibiodticos.



Los antibidticos constituyen la terapeutica principal para el tratamiento de la sepsis.
Por tanto, la industria farmaceéutica continda en la busqueda e investigacion para el
desarrollo de nuevas formulaciones de antibidticos mas eficaces y con menos
reacciones adversas. Sin embargo, a pesar de ello, datos in vivo (Lepper y cols.,
2002), han demostrado que éstos son capaces de inducir la liberacion de la
endotoxina (componente principal de la pared celular de las bacterias) la cual
promueve una intensa respuesta inflamatoria con niveles altos de TNF-a, causante
principal de los cambios hemodinamicos ocurridos en el organismo después de la
infeccion (Holhaimer, 2001 a) y sus efectos perjudiciales. Esta capacidad de los
antibioticos para liberar endotoxina esta determinada por la composicion quimica del
antibacteriano, el modo especifico de eliminar el agente infeccioso, la densidad de
bacterias y la concentracion del antibacteriano. Estos efectos pueden ser perjudiciales
en los pacientes que se encuentren bajo la antibiotico terapia (Holhaimer y col., 2001
b).

A pesar de estos efectos adversos de los antibiéticos, ellos contindan siendo utilizados
como la terapia de eleccion para la sepsis polimicrobiana. Tal afirmacion fue
demostrada por O"Sullivan y cols., 2008 en el modelo de sepsis polimicrobiana, donde
se observé que aunque la inhibicion de NF-kB mejoré la sobrevivencia de los animales
con choque endotoxico, el incremento en la sobrevivencia requirié el tratamiento
concomitante con antibiéticos. Por otra parte, Lehmann y cols., 2008, demostraron que
el efecto de los antibioticos como tratamiento de la sepsis severa es incuestionable,
pero que estos deben ser bien seleccionados teniendo en cuenta sus efectos adversos
sobre la microcirculacion intestinal, la cual tiene un papel importante en la patogénesis
de la sepsis y el fallo multiple de érganos.

1.6.2. Inhibidores de la cascada de citocinas.



Se ha considerado que la modulacion de la liberacién de las citocinas constituye una
estrategia y prometedora como opcion terapéutica para reducir la morbilidad y la
mortalidad elevadas que caracterizan el choque séptico (Zanotti y cols., 2002). Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que el bloqueo de las citocinas proinflamatorias
s6lo serd beneficioso si el agente bloqueador es administrado antes del reto
infeccioso (Heumann y col., 1996). La regulacion de la produccion de citocinas es
efectiva si el reto infeccioso es hiperagudo, como por ejemplo con la administracion
de concentraciones elevadas de E. coli o de endotoxina. Sin embargo, si el reto es
subagudo, como en el caso del modelo de ligadura y puncion cecal (LPC), la eficacia
lograda mediante el bloqueo de las citocinas ha resultado en la mayoria de los casos
insatisfactorio (Heumann y col., 1996).

Teniendo en cuenta que desde el punto de vista fisiopatoldégico de la sepsis, los
mediadores que inician el desarrollo del SRIS son el TNF-q, IL-1, IL-6 y la endotoxina,
se han disefiado ensayos preclinicos y clinicos, con anticuerpos monoclonales de
anti-endotoxinas (Greenman y cols., 1991; Warren y cols., 1992). También se han
evaluado inmunoterapias con el uso de antagonistas del receptor de IL-1 (IL-1RA),
anticuerpos monoclonales contra TNF-a y el receptor de TNF-a (Panacek y cols.,
2000; Arnalich y cols., 2002; Alejandria y cols., 2001). Sin embargo, los resultados de
estos ensayos clinicos son aun insatisfactorios.

De acuerdo a ello, otra alternativa que se ha evaluado, es la terapia combinada con
varios agentes como fue la inmunoterapia con el uso de antagonistas del receptor
soluble de TNF-a y antagonistas del receptor de IL-1, los que disminuyeron la
mortalidad hasta un 45 % en un modelo de sepsis inducido por LPC en ratones
(Remick y cols., 2001).

1.6.3. Compuestos con efectos antioxidantes.



Teniendo en cuenta el papel preponderante que desempefian las EROs en el
desarrollo de la sepsis, se ha demostrado que el uso de terapias antioxidantes, tanto
preventivas como terapeéuticas, puede ser beneficioso en la peritonitis letal (Wu,
2006). Estas intervenciones terapéuticas incluyen el uso de la Vitamina E como un
antioxidante (Cuzzocreay cols., 1999 a), la Superoxido dismutasa (Cuzzocrea y cols.,
1999 b) y un destructor catalitico del ONOO , terapias que disminuyen la hipotension,
el dafio tisular y la muerte inducida por endotoxemia (Cuzzocrea y cols., 2006). Otros
reportes de laboratorio han demostrado que el uso de dosis altas de glutatidon
reducido (500 mg/kg) muestra una accion protectora contra el choque traumatico o
endotoxico en ratas (Falsini y cols., 1994).

Ademas, se comprobo que el uso de la combinacidén de antioxidantes como la SOD,
CAT y la Vit C, indujo una reversion de la hipotension sistémica, redujo los niveles de

ON vy el dafio pulmonar agudo en un modelo de endotoxemia, mediante la inhibicion

de la expresion de RNAm para la ONSi e IL-13 (Feng y cols., 2004). Por otra parte el
tratamiento con N-acetil cisteina antes de inducir la endotoxemia disminuyé el dafio
pulmonar agudo y redujo los niveles de moléculas de adhesion intercelular-1 (ICAM-
1) y de malondialdehido (MDA) (Birhaum y cols., 2008)

1.6.4 Inhibidores de la ONS.

La implicacion del ON en el desarrollo de la hipotension producida durante el choque
séptico, permite sugerir que el tratamiento con inhibidores de la ONS puede ser
beneficioso. De hecho, ha sido demostrada la reversion de la hipotensién tanto en
modelos experimentales (Fahey y cols., 1996) como en humanos (L6pez y cols.,
2004) por la inhibicion de esta enzima. Otroa estudios han demostrado que la
inhibicion selectiva de la ONSI, mejoré la endotoxemia y el choque séptico tanto en

animales como en humanos, incrementandose la presién arterial y la resistencia



vascular (Cobb y cols., 2001; Lopez y cols., 2004). Sin embargo, los resultados
obtenidos en algunos ensayos clinicos fase Il con estos tipos de inhibidores son aun
no concluyentes, por lo que se ha sugerido que la terapia combinada con inhibidores
de esta enzima y antioxidantes, podieran ser eficaces al lograr un efecto sinérgico
mas beneficioso que el obtenido con la inhibicion de esta enzima solamente (Wu,
2006).

1.6.5. Oxigeno Hiperbarico (O.HB).

Los efectos beneficiosos del pretratamiento con oxigeno hiperbatico (O, HB), en un
modelo modelo de choque endotédxico inducido por LPS en ratas sugieren su posible
uso terapéutico. En esta investigacibon se demostr6 una disminucion
significativamente de la hipotensién, la acidosis, la produccién de ON, la actividad de
la mieloperoxidasa (MPO) en pulmén y de la expresion de la ONSi (Pedoto y cols.,
2003). Otros autores también demostraron las acciones beneficiosas del O, HB en
la peritonitis, el choque endotoxico y el fallo mdaltiple de 6rganos inducidos
experimentalmente (Cuzzocreay cols., 2000). Sin embargo, las evidencias preclinicas
y clinicas para este tipo de abordaje terapéutico son aun limitadas.

1.6.5. Proteina C activada (PCA).

La PCA es una proteasa sérica que se encuentra elevada en estados de sepsis grave
y SRIS. Esta proteina constituye uno de los principales reguladores de la
microcirculacion y de la funcion endotelial por su accion anti-trombotica, pro-
fibrinolitica y anti-inflamatoria (Yan y col., 2001; Gondon y cols., 2001).

Los efectos beneficiosos de la PCA se han reportado en diferentes modelos
experimentales de choque séptico. Por ejemplo, se demostré que la administracion de
PCA durante la endotoxemia mejoro la microcirculacion intestinal y ejercié un efecto

anti-inflamatorio mediante la reduccién de la adhesién de leucocitos al endotelio de



las vénulas submucosales (Lehmann y cols., 2006), ademas de disminuir la liberacién
de IL-1 sistémica (Lehmann y cols., 2008). Este efecto anti-inflamatorio de la PCA fue
también demostrado en un modelo de isquemia/ reperfusion y sepsis (Hoffmann y
cols., 2005).

1.7. Ozonoterapia. Generalidades.

1.7.1. Propiedades fisico-quimicas del Ozono.

El ozono es una variedad alotrépica del oxigeno con un atomo adicional. Es
particularmente inestable, se descompone de forma espontanea en oxigeno
diatébmico, lo que impide su transporte y almacenamiento, por lo que es necesario que
su obtencion se efectie en el lugar y momento de su empleo. El ozono es un gas
perceptible por su olor penetrante, ligeramente azulado a elevadas concentraciones y

diamagnético.

Los atomos de oxigeno que componen la molécula de ozono se enlazan entre si
formando un angulo de 116° 49’ + 35, con una distancia de enlace (0,128 = 0,003
nm) intermedia entre el correspondiente a un simple enlace O-O (0,149 nm) y a un
doble enlace O=0 (0,121 nm), lo que le proporciona un marcado caracter de doble

enlace (80 %). (Viebahn, 1994; Bocci, 1994):

0\.0,128 nm
/\/Y\O

O ,
116° 49

La molécula de ozono se descompone en oxigeno con una constante de velocidad
del orden de 10*s™ y ocurre con desprendimiento de energia. La historia relata que
alrededor de 1785 el fisico aleman Van Marum (1750-1837) se percaté del peculiar
olor que se generaba en zonas cercanas a magquinas que funcionaban con

electricidad. Sin embargo, fue Christian Friedrich Schénbein (1799-1868) quien en



1840 descubrio al ozono y le dio el nombre que hoy posee. Ozono es una palabra que
viene del griego "ozein" que significa oloroso (Bocci y cols., 1994)

El primer equipo generador de ozono fue desarrollado por el ingeniero e inventor
Werner Von Siemens en el afio 1857. Con este primer equipo generador de ozono, el
investigador Kleinman, realizo los primeros ensayos bacterioldgicos sobre gérmenes
patogenos y la primera insuflacion de este gas, estudiando ademas, la influencia del
ozono sobre las mucosas de humanos y animales (Viebahn, 1994; Bocci y cols.,
1994).

En 1872, Sir Benjamin Collins Brodie (1817-1880) dio a conocer la naturaleza quimica
del ozono. Posteriormente, en 1873, Fox descubri6 la capacidad de eliminacion de los
microorganismos por este agente quimico. Muchas décadas de silencio pasaron
desde su descubrimiento hasta que durante la Primera Guerra Mundial, el ozono fue
utilizado por primera vez por Albert Wolf, con fines terapéuticos, para la curacién de
heridas y fistulas. Wolf también empled el ozono atendiendo a sus propiedades
desodorantes durante el examen a pacientes con cancer rectal y ginecolégico.
Posteriormente, la no disponibilidad de materiales adecuados para las aplicaciones
del gas, el descubrimiento de nuevas drogas antibiéticas (sulfonamidas y penicilinas)
y cierto escepticismo que siempre ha estado asociado a las aplicaciones del ozono en
el campo de la medicina, repercutieron de forma negativa en el desarrollo y aplicacién
de este proceder. A finales de la década del 50 con la introduccion de los materiales
plasticos y el disefio del primer ozonizador con fines terapéuticos, por el Dr. Joachim
Hansler en Alemania, se abrieron nuevos caminos para la aplicacion y extension de la
ozonoterapia (Viebahn, 1994).

La ozonoterapia se ha extendido a paises como Austria, Suiza, Francia, Japon,

Estados Unidos, ltalia, Espafia, Rusia, México, India, Egipto y otros. Actualmente



existen sociedades nacionales de ozonoterapia en muchos paises que permanecen
afiliadas a la Asociacion Internacional del Ozono. A pesar de esto, la ozonoterapia
continta provocando controversia y dudas, motivadas por el hecho de que el ozono
es uno de los peores contaminantes ambientales y el tercer oxidante mas poderoso
gue se puede encontrar en la naturaleza.

Existen suficientes investigaciones sobre las bases bioldgicas de la ozonoterapia que
han permitido su utilizacién en gran nimero de paises y se sigue ampliando cada vez
mas. Sin embargo, el hecho de no todos los mecanismos biologicos involucrados en
la eficacia de la ozonoterapia estén lo suficientemente esclarecidos, es sumamente

importante continuar investigando y profundizando en estos aspectos.

1.7.2. Mecanismos bioldgicos asociados a la eficacia de la Ozonoterapia.

La solubilidad del ozono (Os) en agua es 10 veces mayor que la del oxigeno
(Viebahn., 1994). Cuando el O; se disuelve en el plasma se descompone
rapidamente al reaccionar con las biomoléculas como los antioxidantes, proteinas,
carbohidratos y preferentemente los acidos grasos poliinsaturados, que se
encuentran en un porcentaje elevado en los fluidos y estructuras celulares del
organismo. En estas reacciones se generan peroxidos organicos, peroxido de
hidrégeno (H.O), ozonidos y aldehidos como el 4 hidroxialquenal (Pryor y col,
1994), los cuales en cantidades adecuadas y controladas ejercen diferentes
acciones biologicas que le confieren al Oz un conjunto de propiedades terapéuticas
(Lettieri y cols., 1991; Carpendale y cols., 1993; Bocci, 1994a; Basabe y cols., 1995;

Menéndez y cols., 1995).



Esta cascada de ERO, generada por la reaccion del O;con las biomoléculas, origina
efectos sobre las células y su metabolismo (Cross y cols., 1992; O'Neill y cols., 1993;
Prior., 1994; Viebahn., 1994). Se reporta que los mecanismos de accion de este
agente estan relacionados con la generacion de productos secundarios (Gabrielson y
col.,, 1994) a partir de una interaccion selectiva con los dobles enlaces carbono-
carbono (C=C) de los compuestos organicos presentes en el plasma y las
membranas celulares.

El gran poder oxidante del Os; le permite reaccionar con casi todas las
biomoléculas. Dentro de los constituyentes organicos que mas reaccionan con
el ozono se encuentran los acidos grasos poli-insaturados presentes en los
fosfolipidos y triacilglicéridos, las vitaminas antioxidantes (alfa tocoferol y el
ascorbato), los grupos sulfhidrilo, los enlaces disulfuro, y los aminoacidos de
las proteinas. El compuesto con mayor velocidad de reaccién con el O; es la
cisteina, seguida por los acidos grasos poli-insaturados, la metionina, el
triptéfano, la tirosina, el acido 3-hexanoico y la histidina. Los nucleétidos,
aunque en menor grado con respecto a los compuestos anteriormente
mencionados, también pueden reaccionar con el O; (Gabrielson y col.,, 1994;

Pryory col., 1994).

Se reporta que la accién del Os; sobre las células sanguineas va mas alla de su
reaccion con componentes de la membrana. La ozonoterapia es capaz de activar el
metabolismo del eritrocito, haciéndolo mas flexible y elastico, de manera que se
deforma mas facilmente, lo cual le permite oxigenar mejor el tejido (Bocci, 1994 a).
Los compuestos formados por la reaccion del O; con las biomoléculas potencian la
actividad antioxidante, lo cual tiene un efecto positivo sobre el consumo de glucosa

por parte el eritrocito, incrementandose la via glicolitica con el aumento de la



actividad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH). Todo ello trae como
resultado un mayor aporte de NADPH, por lo que mejora el metabolismo eritrocitario
y se incrementan los niveles de adenosil trifosfato (ATP), favoreciéndose el
funcionamiento de ATPasas como la bomba ATPasa Na/K. Al mejorar el
funcionamiento de la ATPasa Na/K, se favorece el mantenimiento del potencial de
membrana en reposo (PMR), confiriendole al eritrocito una mayor flexibilidad y
funcionalidad (Bocci, 2002). También se ha demostrado que en la sangre humana
expuesta a dosis terapéuticas de O3 (10 a 80 pg/mL) se activan vias metabolicas que
favorecen la formacion del 2,3 disfosfoglicerato (2,3 DPG), el cual favorece la
liberacion de oxigeno a los tejidos y mejora la reologia de los eritrocitos (Hernandez,
1989).

El Os; también activa monocitos y linfocitos, estas células a través de varios
mecanismos celulares (Bocci., 2002), comienzan a liberar sustancias bioctivas tales
como: citocinas (McKinney y cols., 1998), factores de crecimiento, ATP vy
eicosanoides (Bocci, 1994a).

Una de las propiedades mas relevantes del ozono es su poder germicida (Viebahn,
1999). Al reaccionar el ozono con los acidos grasos poliinsaturados de la capa
fosfolipidica de la membrana de los eritrocitos, se originan peroxidos de cadena
corta hidrofilicos. La célula infectada por microorganismos patégenos produce como
funcidn defensiva peréxido de hidrégeno, de forma tal que no soportaria la formacion
adicional de peroxidos y se destruiria, o los nuevos peroxidos formados provocan un
efecto sinérgico destruyendo a los microorganismos que han penetrado en la célula.
Se ha demostrado que la eficacia de la ozonoterapia esta mediada por la capacidad
del ozono de estimular los sistemas antioxidantes enddégenos. Este mecanismo fue

denominado Precondicionamiento Oxidativo por Ozono (POO), (Leon y cols., 1998).



Este POO fue invocado en analogia al reconocido mecanismo de
Precondicionamiento Isquémico enunciado por Murry y cols., 1986, el que refiere que
la aplicacion de cortos periodos de I/R protegen el miocardio contra una I/R
sostenida, como aquellas que se originan en entidades nosologicas como el infarto
del miocardio y en los trasplantes de 6rganos. La veracidad de este mecanismo
cardioprotector ha sido demostrada en estudios experimentales y en la practica
clinica (Cochrane y cols., 1999).

El tratamiento con O; por via de la autohemoterapia mayor en pacientes asmaticos,
fue capaz de reducir los niveles de IgE y la expresion de HLA-DR en células
mononucleares de sangre periférica, mediante la activacion de los sistemas

antioxidantes (Hernandez vy cols., 2005).

Diversas investigaciones han revelado la eficacia del POO en modelos
experimentales donde se reproducen enfermedades en las cuales el deterioro de
organos es inducido por la alta generacion de ERO no controladas (Barber y cols.,
1999; Al-Dalain y cols., 2001; Candelario-Jalil y cols., 2001). Fue demostrado que el
POO fue capaz de revertir los dafos inducidos por I/R hepatica, mediante el
incremento de la sintesis de proteinas intracelulares y la disminucion en la producion
del ON (Ajamieh y cols., 2004; Ajamieh H y cols., 2005,). Otros estudios en modelos
experimentales de dafio renal inducido por cisplatino en ratas, demostro que el POO
fue capaz de proteger al tejido renal, a través de la activacion de los sistemas
antioxidantes enddgenos en el tejido (Borrego y cols., 2004; Gonzalez y cols., 2004).
A su vez, en un modelo experimental de dafio renal, inducido por I/R, el tratamiento
con O; por via rectal favorecié la recuperacion de la funcion y la estructura del rifion,

mediante el mantenimiento del balance redox intracelular (Calunga y cols., 2009).



Existen reportes, tanto en animales como en humanos, en los cuales se ha
demostrado el efecto beneficioso del ozono en la peritonitis (Ozmen y col., 1993;
Kudriavtsev y cols., 1997). Experimentalmente se ha demostrado que tratamientos
con Ojs por via intraperitoneal en ratas con endotoxemia produjo la reversion de la
formacion de radicales libres y normalizo la actividad de los sistemas antioxidantes
(Madej y cols., 2007). Por otra parta, se ha evidenciado que el Os; aplicado
precozmente en pacientes en estado critico, evitd en gran medida la sepsis
respiratoria y cuando se hace manifiesta fue de menor magnitud y de mas facil control
(Rabel y cols., 1989).

En la actualidad existen diferentes estrategias terapéuticas que se expusieron en el
acapite 1.6 con el objetivo de controlar la muerte por choque séptico, la eficacia de

muchas de ellas aun se cuestiona, lo cual sustenta la validez de nuestros estudios.



2. Materiales y Métodos.
2.1. Materiales.
2.1.1. Reactivos.

LPS. Escherichia coli, serotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich Chemic, Steinheim, Alemania).
Daxahexal ® 4 (Dexametasona, HEXAL AG, Holzkerchen, Alemania). Rompum ® 2
% (Xilaxina, Bayer AG, Leverkusen, Alemania) y Ketavet ® (Ketamina, Pharmacia,

Alemania). Opticef 0 (Cefodicina, B.R.A.H.M.S, Arzneimittel GmbH, Wiesbaden).
Claforan 0 (Cefatoxina, B.R.A.H.M.S, Arzneimittel GmbH, Wiesbaden). Tavanic [

(Levofloxacina, Hoechst Marion Roussel, Alemania GMBH). Tazobac[
(Piperacillin/Tazobactan, Lederle Arzneimittel GmbH & CO, Wolfratshausen,
Alemania). T 61 0 Embutramida y tetracaina (Hoechst Roussel Vet, Alemania).
Halotano (Fluothane, Zenez Ltda, Reino Unido). El resto de los reactivos utilizados
eran de calidad para andlisis de los laboratorios Merck (Alemania), BDH (Reino
Unido) o Sigma (USA).

2.2. Métodos.

2.2.1. Obtencién y administracion de la Mezcla Ozono/Oxigeno (MOO).

La mezcla ozono/oxigeno (MOO) se gener6 mediante un equipo OZOMED 01,
disefiado, construido y registrado por el Centro de Investigaciones del Ozono, Cuba.
También fue utilizado el generador de ozono Ozonosan, PTN 60, Dr. Hansler GmbH,
Iffezheim, Alemania. El ozono se obtiene mediante oxigeno de calidad medicinal, y
Su concentracion varia de acuerdo al voltaje aplicado y el flujo de oxigeno escogido
en el equipo. La mezcla gaseosa generada por este procedimiento es utilizada
inmediatamente. La concentracion de ozono se estim0 mediante la lectura de la
absorbancia a 254 nm en un espectrofotometro con lampara de deuterio (Ozonosan,
Dr. Hansler GMBH, Alemania). La dosis de la MOO utilizada es el resultado del
producto de la concentracion de ozono, expresada en mg/L, y el volumen de la
mezcla gaseosa (L), y conociendo el peso corporal de cada especie animal (Ledn y

cols., 1998). Conociendo el peso corporal de los animales se calculé la dosis de la



MOO usada en los ensayos. Teniendo en cuenta una dosis minima, una dosis media
y una dosis maxima, en los ratones las dosis empleadas para el precondicionamiento
oxidativo con ozono (POO) fueron de 0,2; 0,4; 1,2 mg/kg por via intraperitoneal (i.p),
estas dosis se corresponden con las concentraciones de la MOO de 5, 10y 30 mg/L y
un volumen del gas de 1mL/animal. Para las ratas las dosis de POO empleadas
fueron de 0,8; 2,4, 4 y 8 mg/kg por via i.p, las que se corresponden con las
concentraciones de la MOO de 10, 30, 50 y 100 mg/L con un volumen a insuflar de
80 mL/kg. Los niveles de dosis para cada uno de los biomodelos estudiados, fueron
seleccionados segun los reportes realizados por Zamora y cols., 1998; Schulz y cols.,
2003.

La MOO se extrajo del equipo OZOMED 01 y Ozonosan mediante una jeringuilla de
cristal y se inyecto por via i.p en el lado derecho de la linea media del animal, con
una aguja 20 G. Todos los tratamientos con la MOO se aplicaron de forma
profilactica. Se realizaron 5 aplicaciones (una cada 24 h) antes de inducir la sepsis
intraperitoneal con materia fecal para el caso de las ratas y la endotoxemia en el
modelo de raton.

2.2.2. Biomodelos.

Se utilizaron ratones Balb/c machos (n= 70) con un peso corporal entre 20y 25 g y
ratas Wistar macho (n= 248) con un peso corporal entre 200 y 250 g. Todos los
animales procedian del Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB), Carretera del Cacahual Km 2 %, Bejucal, Habana, Cuba.
Los animales se mantuvieron durante todo el estudio a una temperatura de 20-22 °C
y una humedad relativa entre 50-55 %, con un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad y la
disponibilidad de agua y comida ad libitum. Los experimentos se realizaron de

acuerdo al Codigo de Etica para la experimentacion en animales de laboratorio, por el



Comité de FEtica para la experimentacion animal del Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas, Ciudad de la Habana, Cuba. Los estudios de
sobrevivencia se ejecutaron de acuerdo con la Guias de la Union Europea para la
experimentacion animal y se aprobaron por EI Comité Institucional de Cuidados de los
Animales (ARCA No 015) y cont6 también con la aprobacion del Comité de Etica de la
Facultad de Veterinaria de Giessen, Alemania.

2.2.3. Procedimientos para la instauraciéon de una sepsis intraperitoneal en

ratas.

2.2.3. a. Procedimiento quirurgico.
Se realizdé una incision pequefa en la linea media de la region abdominal, el ciego se
localizo y se expuso. Se le realizé al ciego una incisién por su zona mas gruesa para
extraer y pesar la materia fecal segun las dosis a analizar (0,5; 0,63 y 0,75 g/kg) para
determinar la curva de mortalidad y de esta forma seleccionar la dosis 6ptima de
materia fecal que produzca el 80 % de mortalidad en 120 h. La materia fecal pesada
se colocd en una jeringuilla de 3 mL y se diluyé a partes iguales (1:1) con una
solucion de Ringer lactato. Después de suturado el ciego con sutura continua
(material de sutura no absorbible 6.0), e introducido en su cavidad, la preparaciéon de
materia fecal se vertid en la cavidad abdominal e inmediatamente se realizo la sutura
de las partes escindidas al inicio (peritoneo-pared muscular y piel). Todo este
procedimiento se realizd bajo anestesia con Rompum ® 2 % (10 mg/kg) y Ketavet ®
(100 mg/kg) por via intramuscular. Los animales se observaron durante 120 h con el
objetivo de registrar el tiempo de muerte.
2.2.3. b. Procedimiento no quirurgico.
Se extrajo la materia fecal del ciego (aproximadamente 4g) de una rata, previo

anestesia bajo atmosfera de Halotano. Esta materia fecal se pesé segun la dosis



optima seleccionada en el método quirdrgico, como optima para lograr una letalidad
alta. La materia fecal pesada se diluyé en solucion Ringer Lactato estéril 1:10 y se
inyectdé con una aguja 14 G por via i.p en el lado derecho del abdomen. Para el
andlisis de la mortalidad los animales se observaron durante 120 h.

La composicion de organismos fecales que contenia la materia fecal proveniente del
ciego de la rata donante fue expresados en (Unidades formadoras de colonia
[UFC]/g): Escherichia coli (1 x 10 2a 1 x 10 7), Bacteriode distasonis (0,5 x 10 "a 1 x
10%), Prevolella oralis (0,5 x 10 ‘a 1 x 10 ®), Proteus mirabilis (1 x 10°a 1x 10 ")y
Enterococcus faecalis (1 x 10 °a 1 x 10 7 ) con alta frecuencia y Streptococcus sp ( 1
x 107), Staphylococcus aureus (1 x 10 *), Bacillus sp (1 x 10%) y Micrococcus (3 x 10*)
con menor frecuencia.

2.2.3. c. Induccion de la endotoxemia en ratones.

La endotoxemia en los ratones Balb/c macho, se indujo mediante la inyeccion de
lipopolisacarido (LPS, Escherichia coli, 055:B5) por via i.p, a la dosis de 30 mg/kg,
dosis descrita como subletal (Witzenbichler y cols., 2005). El LPS fue disuelto en

agua estéril y se inyecto un volumen de 0,2 mL/animal.

2.3. Diseiios experimentales.

2.3.1. Diseiio No 1. Efecto del POO sobre los niveles de TNF-a y ON en el suero,
actividad de la MPO en pulmén y parametros de estrés oxidativo en el tejido
hepatico de ratones con choque endotdxico.

Se emplearon 60 ratones machos de la linea Balb/c, los cuales se distribuyeron

aleatoriamente en 6 grupos de 10 animales cada uno. El primer grupo fue un control,



al cual se le aplico solucion salina y no se le indujo la endotoxemia; al segundo grupo
solamente se le indujo la endotoxemia con LPS (30 mg/kg); el tercer, cuarto y quinto
grupo, recibieron POO (0,2; 0,4 y 1,2 mg/kg) respectivamente y la endotoxemia es
inducida 24 h después de la dltima aplicacion del POO; el sexto grupo se traté con
dexametasona (30 mg/kg) como farmaco de referencia, esta se aplico por via i.p 30
min antes del LPS.

Una hora después de la inyeccion del LPS, se les tomé muestra de sangre a 5
animales de cada uno de los grupos, a través del plexo-retro-orbital mediante un
capilar estéril heparinizado, se colectd la sangre en viales estériles de 1,5 mL y
centrifugadas a 1500 rpm durante 15 minutos. Los sueros se conservaron a —20 ° C,
para la posterior determinacién de los niveles del factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-0). Los higados también se extrajeron y se conservaron a —20 ° C, para el
posterior andlisis bioquimico de la actividad de las enzimas superéxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GPx) vy glutation S transferasa (GST) asi como el
contenido de sustancia reactiva al acido tiobarbitarico (SRATB). A los cinco animales
restantes de cada grupo, se les extrajo la sangre 24 h después de la inyeccion con
LPS, siguiendo el método anterior, los sueros fueron obtenidos y conservados a —20 °
C para la determinaciéon de niveles de 6xido nitrico (ON). Los pulmones se extrajeron
y fueron conservados a —20 ° C, para la posterior determinacion de la actividad de la
enzima mieloperoxidasa (MPO). Igualmente se conservaron los higados para
determinaciones de la actividad enzimética de las (GPx, GST y SOD) y el contenido

de SRATB. También se tomaron muestras de higado para estudio histopatolégico.

.2.3.2. Diseiio No 2. Efecto del POO sobre la mortalidad en ratas inducida por

sepsis peritoneal.



Con el objetivo de realizar una curva dosis-respuesta que permita obtener una alta
mortalidad en 120 h en nuestras condiciones experimentales, se emplearon 30 ratas
Wistar macho a las cuales se les indujo la sepsis peritoneal mediante el método
quirdrgico descrito anteriormente (epigrafe 2.2.3 a). Las ratas se distribuyeron
aleatoriamente en tres grupos de nueve animales cada uno y se emplearon dosis de
materia fecal de 0,5; 0,63 y 0,75 g/kg de peso corporal. La mortalidad se registro
diariamente durante 120 h y se calcul6 el porciento de mortalidad obtenido para cada
uno de los grupos experimentales.

En una segunda etapa se utilizaron 50 ratas Wistar machos para evaluar en nuestras
condiciones experimentales la dosis de POO capaz de reducir la mortalidad inducida
por sepsis intraperitoneal letal post-operatoria. Los animales se agruparon
aleatoriamente en cinco grupos de diez animales cada uno, donde los grupos uno,
dos y tres recibieron POO con las dosis de 0,8; 4,2 y 8 mg/kg respectivamente mas
sepsis peritoneal, mientras que los grupos cuatro y cinco se seleccionaron como
controles, uno tratado con aire filtrado mas sepsis y el segundo no-tratado con sepsis
peritoneal. El POO vy el aire filtrado se aplicaron por via i.p, con un volumen de 80
mL/kg y se realizaron 5 aplicaciones (una diaria). Las dosis de POO (0,8; 4y 8
mg/kg) se corresponden con las concentraciones de ozono de 10, 50 y 100 mg/L
respectivamente. La sepsis peritoneal se indujo mediante el método quirargico 24 h
después de la ultima aplicacion de ozono, con el inéculo de materia fecal 0,65 g/kg
(dosis que produce > 90% de mortalidad en 120 h). Los animales fueron observados
durante 120 h posteriores a la induccion de la sepsis peritoneal. Se determiné el
porciento de mortalidad. Se realiz6 también analisis hematoldgico en los animales
gue solamente recibieron POO (0,8 mg/kg), se realizé en dos tiempos, antes del POO

y 24 h después de la ultima aplicacion de POO.



2.3.3. Diseiio No 3. Efecto del POO sobre parametros indicadores de estrés

oxidativo y dafio organico, la actividad de la MPO vy la liberacion de citocinas
(IL-1 B y TNF-a) en un modelo de sepsis peritoneal en ratas.

Se utilizé un total de 60 animales, los cuales fueron divididos en seis grupos
experimentales de diez animales cada uno. Al primero se le inyecto i.p solucion salina
fisiologica solamente; grupo dos, se le indujo la sepsis peritoneal solamente segun se
describié en el método no quirdrgico; en los grupos tres, cuatro y cinco los animales
recibieron POO (0,8; 2,4 y 4 mg/kg) y se les indujo la sepsis peritoneal 24 h después
de la ultima aplicacion del POO, se induce la sepsis y el grupo seis fue escogido como
un control, el cual se precondicioné con oxigeno y se le indujo la sepsis peritoneal.
Para las determinaciones realizadas en la sangre, los animales se anestesiaron bajo
atmosfera de halotano. Se extrajeron 2 ml de sangre por el plexo-retro-orbital, 1 y 12
horas después de inducida la sepsis, los sueros se obtuvieron mediante

centrifugacion a 1500 rpm durante 15 min y se conservaron a — 20 °C para la

determinacion de posterior de los niveles TNF-a e interleucina 1-beta (IL-1pB).
Ademas, transcurridas las 12 horas se realizd una extraccion de sangre total a través
de la vena cava abdominal, los plasmas se obtienen mediante centrifugacion a 1500
rom durante 15 min de la sangre mezclada con heparina, para determinaciones del
contenido SRATB en plasma y de la actividad de la SOD y GPx en eritrocitos. Por
otra parte en los sueros se determiné la actividad de las enzimas indicadoras de dafio
organico, como la alanina amino transferasa (ALAT), aspartato amino transferasa
(ASAT) indicadoras de dafio hepatico y la creatinina (CRE) como dafio renal.
También se determind la actividad de la MPO en pulmén, como un indicador de

infiltracion de neutrofilos en el tejido.



2.3.4. Diseiio No 4. Efecto del POO combinado con Piperacilina/Tazobactam

sobre la sobrevivencia de las ratas con sepsis peritoneal y la expresion de IL-1

B y TNF-a en tejido.

Se emplearon ratas Wistar de 209 a 215 g de peso corporal, procedentes de Harlan
(Borchen, Alemania). Los animales se dividieron en nueve grupos experimentales de
12 animales cada uno. La sepsis peritoneal se indujo mediante el método no
quirargico (epigrafe 2.2.3. b) 24 h después de la ultima aplicacion de POO i.p (0,8
mg/kg). Simultdneamente a la infeccion, se realizo la aplicacion intramuscular de una
dosis de Piperacilina/Tazobactam (PTZ) (65 mg/kg). Esta dosis es baja en
comparacion con la aplicada en humanos (Tjandramaga y cols., 1978). Al primer
grupo se le indujo la sepsis peritoneal solamente; al segundo grupo se le aplic6 POO
y no se le indujo la sepsis peritoneal sin sepsis; al tercer grupo se le indujo la sepsis
peritoneal y es tratado con una sola aplicacion de PTZ (65 mg/kg); al cuarto grupo se
le produjo la sepsis peritoneal y se le aplico dos dosis de PTZ (130 mg/kg) y al quinto
grupo se le aplico el POO y se le indujo la sepsis peritoneal. En otros cuatro grupos
se combind el POO con el tratamiento de PTZ una (65 mg/kg) y dos (130 mg/kg)
dosis de la siguiente forma: un primer grupo de animales con POO, se les indujo a
sepsis y se le aplicaron dos dosis de PTZ; un segundo grupo con POO, sepsis y una
dosis de PTZ, al tercer grupo se le aplico precondicionamiento con Oxigeno, se le
produjo la sepsis y se les aplico dos dosis de PTZ y al cuarto grupo se le aplico
precondicionamiento con aire filtrado, se le indujo la sepsis y se le aplico dos dosis de

PTZ. Para el andlisis de mortalidad los animales fueron observados durante 120 h.
También se realiz6 las determinaciones de expresion de RNAm para TNF-a e IL-1f3

tanto en tejido hepatico como esplénico mediante método inmunohistoquimico, para

lo cual, se les practicé la eutanasia a tres animales por cada uno de los grupos



experimentales, 4h después de la induccidn de la sepsis peritoneal. Los animales se

anestesiaron bajo atmosfera de Halotano y se les realizd la inyeccion letal

intracardiaca con T 61 .

2.4. Determinaciones bioquimicas de parametros de estrés oxidativo en tejido
hepético y la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) en pulmén.

2.4.1. Homogenado de higado.

El tejido se homogenizé (10 % peso /Vol) en una solucion KCL 1,15 %, mediante un
homogenizador de tejido (Ultraturrax T25 Polytron, Alemania), la muestra se mantuvo
en bafio de hielo. Este homegenado se utilizé para las determinaciones de la
actividad de la Glutation peroxidasa (GPx) y la Glutation-S-transferasa (GST). Para
las determinaciones del contenido de sustancia reactiva del acido tiobarbitarico
(SRATB), se pesaron 2 g de la muestra, se le adicion6 4 mL de acido tricloroacético
acuoso (ATC) al 5% y tolueno hidroxido butilado (THB) al 0,8% en hexano (2,5mL) y
se realizé la homogenizacion del tejido como se describe anteriormente. Los
homogenados de todos los procedimientos se centrifugados a 600 g durante 60
minutos a 4 ° C. Finalmente los sobrenadantes se utilizaron para las determinaciones
bioquimicas descritas mas adelante.

2.4.2. Homogenado de pulmén.

El pulmon reperfundido previamente con solucion salina (0.9%) fria, se utilizé para el
analisis de la actividad de la enzima MPO como indicadora de la infiltracion de
neutrofilos. Se pesaron 100 mg del tejido y se homogenizaron en 1mL de una

disolucion K, HPO 4 a 50 mM pH-6, mediante un homogenizador (Ultraturrax T-25



Polytron, Alemania) a una velocidad de 24 000 rpm, durante 30 segundos en bafio de

hielo.

2.4.3. Sustancia reactiva con el acido tiobarbitirico (SRATB).

La SRATB en el homegenado de higado se determino mediante el método de
(Botsoglou y cols, 1994) y tiene como principio fundamental determinar
espectrofotométricamente los compuestos formados que reaccionen con el acido
tiobarbitarico. Para lo cual, el homogenado de tejido hepatico se desproteinizo
mediante la centrifugacion a 12 000 rpm durante 3 min, posteriormente la capa
superior de hexano es eliminada y la fase inferior es extraida y se resuspendio en 5
mL de acido tricloroacético (ATC) al 0,5 %, de esta resuspension se extrajeron 2,5 mL
y se afiadieron a un tubo de cristal con tapa, se le adicioné también 2,5 mL de &cido
tiobarbitarico (ATB) 0,8 %, ademas 1,5 mL de ATC 5%, 0,2 mL de duodecil sulfato de
sodio (DSS) 8,1 % y 0,6 mL de agua destilada. Posteriormente esta mezcla se
incubo durante 30 min en bafio termostatado (VEB, Alemania) a 70 °C. Los tubos se
enfriaron con agua a temperatura ambiente y se les adicion6 5mL de la mezcla
butanol-piridina (15:1). El contenido del tubo se agitd en un agitador (Bioblock
Scientific, max-mix ™ 92615, USA) y se centrifugé a 2 000 rpm durante 15 min a
temperatura ambiente. La densidad Optica de la capa superior se leyé a 532

nanometros. Se utilizé 1,1,3,3 tetrametoxipropano como patron, que se preparo a las
concentraciones de 0,5; 1; 1,56; 2; 2,5; 3,01; 4,03 y 5 umol/L.
2.4.4. Actividad enzimatica de la GSH: H,0, oxidoreductasa (GSH-Px).

Se utilizé una versidon modificada del método de Faraji y cols, 1987, en el cual se

utilizé la reaccion acoplada de la GSH reductasa, que reduce el glutation oxidado por



la GSH-Px, tomando los equivalentes de reduccion del NADPH, el gasto del NADPH
se midio en un espectrofotometro a 340 nm, como equivalente a la actividad de la
GSH-Px que reduce los hidroperéxidos, mediante los equivalentes de reduccion del
GSH. La mezcla de reaccion consistio en 0,0988 mL de tampdén Na,PO4 20 mM con
EDTA 6 mM (pH 7), 0,7 mL de GSH 2,86 mM disuelto en el mismo tampon, 0,1 mL de
azida sodica 1 mM, 0,1 mL de NADPH 1mM disuelto en el mismo tampdn que el GSH
y 0,0012 ml de GSH reductasa (0,5 U, Randox). Posteriormente, se adicionaron 0,010
mL del sobrenadante de la muestra del homogenado de tejido hepatico a esta mezcla
de reaccion, conjuntamente con 0,010 ml de tert-butilhidroperéxido 30 mM. La
actividad enzimatica se expres6 en Ul/ mg de proteinas.

2.4.5. Determinacion de la GST (Glutation S- transferasa).

La actividad de la GST se determind con el uso del Glutation (GSH) y 1-cloro-2,4-di
nitrobenceno (CDNB) como segundo sustrato, segun el método de (Habig y cols,
1974). Una alicuota de 0,015 mL del sobrenadante de la muestra de homogenado de
tejido hepatico se adicion6 a la mezcla de reaccion que contiene 0,2380 mL de 0.1M
del tampdén K; HPO 4, pH 6,5y 0,1 mL de CDNB 1 mM en solucién etandlica. Luego
0,5 mL de GSH 10 mM se adicionaron a la mezcla de reaccion y la densidad Optica se
midié durante 5 min en un espectrofotometro (Pharmacia, Ultrospec Ill, England). El
coeficiente de extincion molar de 9,6 x 10 ®fue usado para determinar la actividad
enzimatica de la GST.

2.4.6. Actividad enzimatica de la SOD Cu-Zn dependiente (superéxido
oxidoreductasa).

La determinacion de la actividad enzimatica se realizé a través del una version
modificada del método de Minami y Yoshikawa, 1979. Este método se basa en la

generacion de aniones superoxido por autoxidacion del pirogalol, los cuales forman



compuestos de formazan con el azul de nitrotetrazolio (NBT), midiéndose la inhibicion
del desarrollo de color por la eliminacion de radicales superoxido por la SOD. Para
este ensayo se tomaron 0,5 mL del sobrenadante de homogenado de tejido hepatico,
se mezclaron con 0,45 mL de agua desionizada fria, 0,125 mL de cloroformo y 0,25
mL de etanol. Seguidamente, la mezcla se centrifugé a 8 000 rpm durante 2 min a 4°
C. Se utilizaron 0,25 mL del extracto y se afiadieron a una mezcla de reaccion que
contenia 0,5 mL de tampdn tris cacodilato 72,4 mM con 3,5 mM de &cido
dietilenpentaacético (pH 8,2), 0,1 mL de tritdn X-100 al 16 % y 0,25 mL de NBT 0,9
mM. La mezcla de reaccion se incubo durante 5 min a 37° C, se le afiadio 0,010 mL
de pirogalol 9 mM. Se incub6 nuevamente durante 5 min a 37° C. La reaccion se
detuvo por adicion de 0,3 mL de tampon de acido férmico 2M (pH 3,5), que contiene
triton X-100 al 16 %. Finalmente la absorbancia de la mezcla se leydo en un
espectrofotometro (Pharmacia, ultrospec lll, England) a 540 nm.

2.4.7. Determinacion de la Actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO).

La actividad de la enzima MPO, fue determinada por el método de (Bradley y cols
1982). El homogenado de pulmén se centrifugd a 6 000 rpm durante 1 h a 4 °C, el
sobrenadante se eliming, el precipitado se resuspendido en 1 mL del Buffer 50mM
K:HPO, pH-6 que contiene 0,5% de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (BHTA;
Sigma, St. Louis, EU). Las muestras se congelaron a — 20 °C y se descongelaron,
este proceso fue realizado tres veces. Posteriormente se les aplicd ultrasonido
(Bandelin, Sonorex, Alemania) durante 90 seg y se incubaron durante 1 h en bafo
termostatado (VEB, Alemania) a 60 °C, se centrifugaron a 6 000 rpom durante 1 ha 4
°C. Se extrajo de cada muestra de sobrenadante 0,1 mL y se les adicion6 2,9 mL del
Buffer de K:HPO, 50mM a pH-6, el cual contenia 0,167 mg/mL de o-dianisidina

(Sigma, USA). La reaccién se inicié mediante la adicién de 0,5 mL de H,0, al 0,005%.



La absorbancia de la muestra fue medida en un espectrofotometro (Pharmacia,
Ultrospec lll, England) a 460 nm durante 1 min. Fue expresada en U/g de tejido seco.
2.5. Determinaciones de parametros bioquimicos e inmunolégicos en sangre.
2.5.1. Procedimiento para la obtencién de muestras de sangre de rata.

Los animales se anestesiaron bajo atmosfera de halotano, se realizoé un incision en la
cavidad abdominal y la vena cava fue expuesta, se realizé un corte brusco a la vena y
5 mL de sangre se colectaron en cristal (para la obtencion de suero) para el analisis de
indicadores de dafio organico (ASAT, ALAT y CRE) y 1,5 mL de la sangre se
colectaron en viales heparinizados en proporcion 10 pyL de heparina por cada mL de
sangre (para obtencién de plasma) segun el método de Hoffman y Viebahn, 2001,
para la determinacion de SRATB. Después de la obtencion del plasma previa
centrifugacion de la muestra de sangre heparinizada, la capa inferior de eritrocitos se
utilizé para las determinaciones de la actividad enzimatica de la GPx y SOD.
Preparacion de eritrocitos.

La preparacion de los eritrocitos se realizdé segun el método descrito por (Hoffmany
Viebahn, 2001). En un tubo ependorff se mezclaron 150 uL de eritrocitos y 500 pL de
solucion salina fisioldgica, de este hemolizado, se extrajeron 200 L y se les afiadio
800 yL de agua desionizada. Se congelo a —20 ° C y después se descongelo, se
mantuvo en bafio de hielo a 4 ° C, se centrifugo y el sobrenadante fue utilizado para
realizar las siguientes determinaciones:

Determinaciéon de hemoglobina.

La hemoglobina se determind segun el método descrito por (Watanabe et al 1990;
Hoffman y Viebahn, 2001). Se mezclaron 20 yL de sangre total en solucidén salina

(0,9%) con 5 mL de solucion de Drabkin. La mezcla se mantuvo en reposo durante



10 min y se realiz6 la lectura de la absorbancia en un espectrofotometro (Pharmacia,
Ultrospec lll, England) a 540 nm. El valor se expresé en g/L.

2.5.2. Sustancia reactiva al acido tiobarbitarico (SRATB) en plasma.

Las SRATB se determind segun el método de Knight y cols., 1987. Se utilizaron 250
WL de plasma sanguineo y se mezclaron con 1,25 mL de acido tricloroacético 1,23 M,
después de 10 min en reposo. Se obtuvo el sobrenadante, al que se le adicioné 1,25
mL de acido sulfurico 5 mM, se agité y se le afiadido 1,5 mL de solucion de acido
tiobarbitarico (ATB) 15,97 mM. Esta mezcla se incubo en bafio termostatado a 60 ° C
durante 1h, se le adicion6 2 mL de N-butanol y después de centrifugado, se realizé la
lectura a 532 nm. El valor se expresé en pmoles/L

2.5.3. Actividad de la superéxido dismutasa (SOD) en eritrocitos.

Para la actividad enzimatica de la SOD se utilizé el método de Minami y Yoshikawa,
1979; Bolam y Ulvik, 1991. Se mezclaron 50 yL de la suspension de eritrocitos con
450 pL de agua desionizada fria y 400 pL de solucion de extraccion compuesta por
etanol absoluto y cloroformo en proporcion (2:1). Esta mezcla se agitdé y se
centrifugd. Posteriormente a la capa acuosa superior se le adiciond 500 pL de buffer
tris cacodilato 111 mM pH 8,2, 100 uL de triton X-100 al 16 % y 250 pL de solucion de
NBT 0,98mM. Se adiciond la solucion de pyrogallol 0,9 mM y la reaccidén se detuvo
con acido formico y se realizé la lectura a 540 nm vy el valor se expreso6 en Ul/gHb.
2.5.4. Actividad de la glutatién peroxidasa (GPx) en eritrocitos.

Actividad enzimatica de la GPx segun el método de Faraji y cols., 1987. En cubetas
se agregaron 500 pL de buffer de Na,HPO, 20 mM, 100 pL de Glutation 2 mM, 10 uL
de NADPH 2 mM y 2,5 yL de Glutation reductasa (100 U). A esta mezcla se le
adicionaron 100 pL del bemolizado de eritrocitos y 200 pL de ter-butilhidroperoxido 15

mM. La lectura se realizé a 340 nm. Los valores fueron expresados en Ul/gHb.



2.5.5. Analisis hematolégico.

Para los analisis hematolégicos, se tomaron las muestras de sangre del plexo retro-

orbital mediante un capilar estéril heparinizado, la sangre se mezclé con 50 uL de
EDTA, este procedimiento se realizo bajo previa anestesia de las ratas con halotano.
Las muestras se procesaron automaticamente en un contador de células (Vet abc™
ABX Diagnostics, Goettingern, Germany), validado para el andlisis de sangre de
ratas. El analisis hematoldgico incluyé: el conteo de células rojas (CRS) y conteo
diferencial de células blancas (CBS), que incluyen la clasificaciébn en linfocitos,

monocitos, granulocitos y plaquetas.

2.5.6. Determinaciéon de nitratos como método indirecto para la evaluar de la
induccién de la Oxido nitrico sintasa inducible (ONSi).

La determinacion de los productos oxidados del ON se logré a partir de la reduccion
enzimatica de los nitratos a nitritos en las muestras ensayadas, mediante la reaccién
de Griess. (Rockett KA y cols, 1992).Las muestras de suero y el sobrenadante de
cultivo de células RAW?264.7 y N9 se desproteinizaron antes de su utilizacion y se
mezclaron con 159 pL de la muestras con 30 pL de ZnSO, al 30 %. Posteriormente,
los nitratos fueron transformados en nitritos con el empleo de un preparado celular de
Escherichia coli (cepa 25922) que tenia la enzima nitrato reductasa previamente

inducida. En una placa de 96 pozos se depositaron 30 pL de suero desproteinizado,

15 pL de la suspension bacteriana y 15 pL de la disolucién tampén de reaccion (2,5

mL de HEPES 100 mM con 2,5 mL de formiato de amonio 300 mM en 10 mL de agua
destilada). Seguidamente las muestras se incubaron a 37 °C durante 90 min.

Posteriormente, se afadieron 60 pL de reactivo de Griess (naftiletilendiamina 0,1 %,

sulfanilamida 1 % en acido fosférico 2,5 %). Se incubaron durante 10 min a



temperatura ambiente y se realizé la medicion de la absorbancia a 550 nm en un
lector de microplacas (PR-521SUMA, Cuba).

2.5.7. Ensayo inmunoenzimatico para la cuantificacion de IL-18 y TNF-a.

La cuantificacion de los niveles de citocinas en el suero de las ratas, se realizd

mediante un ensayo tipo ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) para TNF-a e
IL-13 especifico para suero de ratas (GE Healthcare, UK).

Las determinaciones de los niveles del TNF-a en el suero de los ratones se
determinaron, mediante un ensayo de citotoxicidad con la linea celular L929 de
fibroblastos de murinos (Aggawal y cols, 1985). Los niveles de TNF-a fueron
determinados usando TNF-a recombinante humano (BASF/Knoll, Ludwigshafen,
Alemania) con actividad especifica de 10’ U/mg. Los resultados se expresaron en

pg/mL.

2.5.8. Determinaciones de parametros indicadores de dafio organico.

La determinacion de la creatinina (CRE) en suero, fue determinada mediante el método
de Jaffé. Las determinaciones de aspartato amino transferasa (ASAT), alanino amino
transferasa (ALAT), todos los métodos son espectofotométricos y se usaron los juegos
diagndstico (Centis Diagnosticos, Cuba).

2.6. Andlisis inmunohistoquimico.

Para este analisis, se tomaron muestras de tejido tanto hepéatico como esplénico de
tres animales de cada grupo experimental, 4 h después de inducida la sepsis
peritoneal en las ratas. Para lo cual, a los animales se les practicé la eutanasia previa
anestesia bajo atmoésfera de halotano e inyeccion letal intracardiaca de T 61.
Posteriormente, se les realizé una incision en la cavidad abdominal y el higado y el

bazo se extrajeron, de cada uno de estos 6rganos se extrajo una porcion fina de 4



mm, la cual se colocd en un molde (Tissue-Tek [0 Cryostat, USA) y embebido en un

medio ((Tissue-Tek [, USA) para la congelacion de los tejidos. Estos moldes se

sumergieron en un recipiente con metanol que estaba incluido en hielo seco. La
muestra congelada se conservé a - 70 °C, hasta su utilizacion para el andlisis de la
expresion de RNAm para la interleucina 1 (IL-10) y el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a).
2.6.1. Hibridizacion in situ.

La hibridizacion in situ se realizé para las sondas de ARNm de los genes de IL-1R8 y

TNF-a marcados con S* en cortes de 14 um, segln se describe por (Schulz y cols.,

2003). Brevemente, los vectores pGEM-T (Promega, Mannheim, Alemania) con

fragmentos de ADNc especificos para IL-1R o TNF-a de ratall, se digirieron con las
enzimas de restriccion indicadas y se generaron fragmentos de ribonucleétidos
marcados con S* mediante la transcripcién in vitro en presencia de UTP-S*
(Amersham Life Science, Germany) y de las polimerasas SP6 o T7 (Boehringer
Mannheim, Alemania). Las RNAc obtenidos se purificaron en columnas
cromatograficas Micro Bio-Spin® (Bio Rad, Germany) y posteriormente se diluyeron a
50.000 cpm/pl en la solucion de hibridizacion (100mM Tris pH 7.5, 600mM NacCl, 1mM
EDTA, 0.5 mg/ml ARNt, 0.1 mg/ml ADN de esperma de salmén sonicado, solucion
Denhardt 1x, sulfato de dextrana al 10% y formamida al 50%). Luego, las laminas de
las secciones marcadas se autorradiografiaron por rayos X (Hyperfilm-Bmax,

Amersham, Dreieich, Germany) durante 1-3 dias hasta su revelado. Como control de
especificidad de la hibridizacién in situ se utilizaron RNAc para IL-18 o TNF-a

marcados con S*, los cuales no mostraron sefiales en ninguno de los grupos

experimentales evaluados. Los experimentos de hibridizacion in situ se realizaron dos



veces. Para el analisis semi-cuantitativo se digitalizaron las imagenes de las
autorradiografias y se determind la media de la densidad Optica relativa (DOR)
mediante el uso del sistema de analisis de imagenes MCID.
2.7. Andlisis histopatoldgico.
La muestras de organo fueron lavadas suavemente con NaCl al 0.9% frio y secadas
con papel de filtro. Los tejidos son conservados en formaldehido tamponado al 10%.
Posteriormente el tejido es embebido en parafina. La identificacion de los cambios
morfologicos ocurridos en los tejidos se realizO por un especialista en Anatomia
Patoldgica, quien empleo la técnica de tincion con hematoxilina y eosina y utilizd un
microscopio optico. Este analisis fue realizado a ciegas.
2.8. Analisis estadistico

» Para analizar las diferencias estadisticas para los valores del contenido de

SRATB, CRE, TNF-a e IL-1(3 en suero y la actividad enzimatica de la SOD,

GPx, GST, ASAT, ALAT se aplicaron las pruebas no paramétrico de Mann-

Whitney y Kruskall Wallis, a través del programa estadistico Statistica 6.

» El andlisis estadistico para los resultados de expresibn de RNAm para las
citocinas proinflamatorias y parametros hematoldgicos, se utilizé la prueba t-

estudent seguido de un ANOVA.

» Los datos de mortalidad se analizaron mediante la prueba de Chi cuadrado

(xX%).



3. Resultados.

3.1. Efecto del POO sobre los niveles de TNF-a y ON en el suero, actividad de la
MPO en pulmén y parametros de estrés oxidativo en el tejido hepatico de
ratones con choque endotéxico.

En la tabla 1 se observé un incremento significativo en los niveles de TNF-a en

el suero una hora después de la inyecciéon con LPS. El POO redujo los niveles

de TNF-a inducidos por el LPS en una forma dependiente de la dosis. Esta
reduccion fue estadisticamente significativa para todos los niveles de dosis

utilizados.

El efecto del POO aplicado por via i.p a las dosis de 0,4y 1,2 mg/kg fue muy similar

a la inhibicién obtenida por la dexametasona, farmaco antiinflamatorio esteroidal que

es un reconocido inhibidor del TNF-a. En cuanto a los niveles de ON para cada uno
de los grupos experimentales, se observé que el tratamiento con LPS incrementé los
niveles de ON mientras que en los grupos con POO se produjo una disminucion
significativa en los niveles de ON, con porcentajes de reduccion de hasta el 50 %. La
dexametasona como farmaco de referencia, alcanzé un porcentaje de reduccion de

los niveles de ON de un 77 %.



Tabla 1. Niveles de TNF- a y ON en suero de ratones tratados con POO y LPS.

Grupos TNF- a (pg/ml) NO . (mM)
(mglkg) (Inhibicién %)
Salina 0 0
LPS (30 mg/kg) 9,83 +1,89°2 1087, 67 + 204,34 2
POOi.p (0,2) + LPS 5,20 + 1,89 *(47,10) 533,92 + 156,02 *(50.91)
POO i.p (0,4) + LPS 3,75 + 0,95 °(61,87) 573 + 162,95 °(47.31)
POOi.p(1,2) + LPS 1,75 + 0,95 °(82,19) 711 + 121,95 *(34,58)
Dexametasona (30) + LPS | 0,26 +0,22"°(97,35) | 240,36 + 57,57 ¢(77,90)

Los animales fueron pretratados con 5 aplicaciones de POO (una diaria) a la dosis de 0,2; 0,4y 1,2
mg/kg, 24 h después de la ultima aplicacion de POO, se indujo el choque endotéxico (LPS), La sangre
fue extraida una hora y 24 h después, para las determinaciones de los niveles de TNF-a y ON en
suero respectivamente. La Dexametasona (30 mg/kg i.p) se aplicé 30 min. antes del in6culo con LPS.
Letras diferentes, diferencias significativas con respecto al control (LPS) por la prueba de t- student
(n=5), para p<0,05. El valor 0 se corresponde con valores no detectables por el método utilizado. Los

valores fueron expresados como las medias * la desviacion estandar.
La actividad de la MPO disminuyd significativamente en los animales tratados con

POO después de recibir el reto con el LPS (Tabla 2). La dosis de 0,2 mg/kg redujo
significativamente la actividad de MPO hasta un 36 % mientras que la dosis de 0,4
mg/kg produjo una inhibicidon de hasta un 31 % comparable con el grupo tratado con
la dexametasona. En general los datos demostraron que el POO fue capaz de
reducir significativamente la actividad de la MPO en el tejido pulmonar.

Tabla 2. Actividad de la MPO en pulmén de ratones tratados con POO y LPS.

Tratamientos MPO (Ulg de Inhibicién (%)
(mglkg) tejido)

Salina 73,32 +9,08 2 -

LPS (30) 518,74 +£ 16,99 ° -

POO i.p (0,2) + LPS 330,60 + 55,26 ° 36,27
POOi.p (0,4) + LPS 356,65 + 37,46 ° 31,25
POOi.p (1,2) + LPS 430,73 £8,71° 16,97
Dex (30) + LPS 356,85+11,01° 31,20

Los animales se trataron con 5 aplicaciones de POO (una diaria) a la dosis de 0,2; 0,4y 1,2 mg/kg y 24
h después de la ultima aplicacién de POO, se indujo el choque endotéxico con LPS (30 mg/kg). Los
pulmones se extrajeron y se conservaron a -20°C hasta realizar las determinaciones de la actividad de
la MPO (24 h después del LPS). Letras diferentes, diferencias significativas con respecto al control
(LPS) por la prueba no paramétrico Kruskall Wallis. (n=5), para p<0,05. Los valores fueron
expresados como las medias + la desviacion estandar.

Los resultados de los efectos del POO sobre los parametros de estrés oxidativo se

muestran en las tablas 3 y 3.1. La Tabla 3 muestra el incremento esperado de los



niveles de SRATB en el tejido hepatico en el grupo de animales tratados con LPS con
respecto al grupo tratado con solucion salina, mientras que los grupos que
recibieron POO a diferentes dosis, evidenciaron una disminucion significativa del
contenido de SRATB con respecto al grupo tratado solo con LPS, una hora después
de inducido el choque endotdéxico. La dexametasona también disminuyo
significativamente los niveles de SRATB en este mismo periodo (una hora). Sin
embargo, cuando se analizd el comportamiento del contenido de SRATB a las 24
horas, no se observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados, a
diferencia de lo que ocurre a la hora. En este caso, las concentraciones de SRATB
del grupo tratado con LPS fueron practicamente similares a las del grupo al cual se le
administr6 salina solamente. En los grupos tratados con POO, tampoco se apreciaron
diferencias significativas en los niveles de SRATB, comparado con los grupos
tratados con LPS y salina alas 24 h.

Tomando en cuenta este hecho, realizamos la comparacion entre ambos tiempos
experimentales (una hora y 24 h). Esta comparacion arrojé que las concentraciones
de SRATB disminuyeron tanto en el grupo tratado con LPS solamente como en los
restantes grupos experimentales al compararlas con las concentraciones a la hora.
Sin embargo, tal disminucion alcanza niveles de significacion estadistica en el grupo
tratado con LPS solamente.

El andlisis del comportamiento entre ambos periodos (una hora y 24h), mostro que a
las 24 h el contenido de SRATB disminuy0 significativamente en el grupo tratado con
LPS.

Sin embargo, la actividad de la SOD se comporta diferente a las concentraciones de
SRATB. Asi, la actividad de la SOD del grupo tratado con LPS tuvo un

comportamiento inverso con respecto a los niveles de SRATB tanto a una hora como



a las 24 h, ya que se observé una disminucién significativa de la actividad una hora
posterior a la administracion del LPS, con respecto al grupo tratado con solucién
salina, mientras que a las 24 h la actividad de la enzima se incrementd
significativamente con respecto este grupo (Tabla 3). Por otro lado, los grupos
tratados con POO, mostraron una disminucién significativa de la actividad de esta
enzima con respecto al grupo tratado con LPS en ambos tiempos estudiados. Sin
embargo, cuando se realizé la comparacion entre los dos tiempos experimentales
(una hora y 24 h), se observé un incremento significativo de la actividad de esta
enzima al cabo de las 24 h en el grupo tratado con LPS, lo que también se observo
en los grupos tratados con POO (0,4 y 1,2 mg/kg). La dexametasona igualmente
disminuyo significativamente la actividad de la enzima una hora después del reto con
LPS, mientras que la actividad de dicha enzima se incrementé significativamente a las

24 h.

Tabla 3. Parametros bioquimicos de estrés oxidativo (SRATB y SOD) en tejido

hepatico de ratones tratados con POO.

SRATB sSobD
Tratamientos (mmol/img de proteina) (Ul/mg proteina)
(mg/kg) 1h 24h 1h 24h
Salina 0,30+0,04 ® 0,30+ 0,04 ® 18,40+ 2,08 2 18,40 + 2,69 °
LPS (30) 2,0+£0,32° 0,33 +0,15** | 6,38 +0,52° 24,71 +£1,16 °*
POO (0,2) +LPS | 0,79+0,22° | 0,56 +0,10° 4,21 +0,59° 14,35+ 2,54 °¢
POO (0,4)+LPS |0,76+0,23° |0,52+0,14° 1,30+ 0,04 © 12,51+ 2,59 ¢ *
POO (1,2)+LPS |0,63+0,16° | 0,37 +0,04° 1,86+ 0,47 ¢ 12,13+ 1,96 °*
Dex. (30) + LPS 099+024° |0,45+0,13° 3,43+0,66° 20,41+12,61°*

Los animales fueron pretratados con 5 aplicaciones de POO (una diaria) a la dosis de 0,2; 0,4y 1,2
mg/kg, 24 h después de la dltima aplicacion de POO, se indujo el choque endotédxico con LPS (30
mg/kg) y 1h y 24 h después los higados se extrajeron y se conservaron a -20°C hasta realizar las
determinaciones del contenido de SRATB y actividad de la SOD.

Letras diferentes representan las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos y *p <
0.05, ** p<0.01 comparacion entre ambos tiempos 1h y 24 h, n=5. Los valores son expresados como

las medias * desviacion estandar. Se utilizé la prueba no paramétrico Mann Whitney para la
comparacion entre dos grupos y para la comparacioén entre los dos tiempos.




La Tabla 3.1 muestra los valores de la actividad enzimatica de la GST y la GPx. En el
caso de la GST, el grupo tratado solamente con LPS, no mostré un incremento
significativo de la actividad de esta enzima respecto al grupo tratado con solucién
salina, al cabo de la hora posterior a la administracion del LPS, mientras que en los
grupos tratados con POO, se observo una tendencia al incremento de la actividad de
la GST, aunque este incremento no alcanzo niveles de significacion estadistica. Sin
embargo, contrariamente a lo que ocurre al transcurrir la primera hora, a las 24 h
disminuyo significativamente la actividad enzimatica en el grupo tratado con LPS y
con respecto al grupo administrado con salina solamente.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, decidimos comparar las actividades de
la GST entre ambos tiempos experimentales (una hora y 24 h). Esta comparacion
evidencio una disminucion significativa de la actividad de la enzima a las 24 h en el
grupo tratado con LPS y los grupos con POO (0,4 y 1,2 mg/kg) en relacion a los
valores de actividad observados en la primera hora. Sin embargo, es valido sefalar
gue en los grupos tratados con POO a las dosis de 0,4 y 1,2 mg/kg, a pesar de que
se produce esta disminucién significativa en relacion a la actividad observada a la
hora, los valores de actividad enzimatica se mantienen a un nivel tal que resultan
superiores a los del grupo tratado con LPS e incluso superiores a los del grupo
control salina. La dexametasona por otro lado, también mostré un incremento de la
actividad enzimatica en ambos tiempos, aunque solamente alcanzd niveles de
significacion a las 24 h, lo que también fue extensivo al resto de los grupos.

En cuanto al comportamiento de la actividad de la GPx, en el grupo tratado con LPS
se produjo un incremento significativo de la actividad de dicha enzima (una hora) con
respecto al grupo tratado con solucion salina. La comparacion de las actividades

enzimaticas de los grupos tratados con POO con respecto al grupo LPS, en el caso



de las dosis de 0,2 y 0,4 mg/kg, mientras que el grupo que recibi6 la dosis de 1,2
mg/kg mostré una disminucion significativa de la actividad de la GPx.

Por otra parte, inversamente a lo que sucede a tras la primera hora de inducirse el
choque endotoxico con LPS, al transcurrir las 24 horas en el grupo tratado con LPS
se produjo una disminucion significativa de la actividad de la enzima en relacion con
el tratado con salina. Sin embargo, en los grupos de ratones que recibieron POO (0,2
y 0,4 mg/kg) se produce lo contrario al compararlos con el grupo tratado con LPS,
puesto que lejos de disminuir la actividad de la enzima , se produce un incremento
gue resulté significativo, aunque no resulto significativo en la dosis maxima ensayada
de 1,2 mg/kg.

Por su parte, en la comparacion de las actividades enzimaticas entre ambos tiempos
experimentales (una hora y 24 h), se observé una disminucion significativa de la
actividad enzimatica al transcurrir las primeras 24 h posterior a la induccion del
choque, tanto al grupo al cual se le administr6 LPS solamente como en los grupos
tratados con POO. Sin embargo, es importante destacar que al igual que lo que
ocurre con la GST, la actividad enzimatica aunque disminuida el relacion al primer
tiempo experimental, es superior, como habiamos sefialado anteriormente, al grupo
tratado solamente con LPS en los grupos administrados con POO a las dosis de 0,2
y 0,4 mg/kg.

En el caso de la dexametasona, se observaron incrementos significativos de la
actividad GPx en relacion al grupo tratado con LPS solamente a las 24 h de inducido
el choque endotoxico, a pesar de que se produce una disminucion significativa de
dicha actividad cuando comparamos las actividades a la hora y transcurridas las

primeras 24 h de administrado el LPS



Tabla 3.1. Parametros bioquimicos de estrés oxidativo (GST y GPx) en tejido

hepatico de ratones tratados con POO.

Tratamientos

GST

(Ullmg proteina)

GPx

(Ullmg proteina)

1h

24h

1h

24h

Salina

LPS (30 mg/kg)
POO (0,2 mg/kg)
POO (0,4 mg/kg)

POO (1,2 mg/kg)
Dex. (30 mg/kg)

128,32+ 29,31 ¢
179,41 +33,91°
226,93+ 25,59 @
267,46 +13,01 2

299,18 £ 55,55 ¢
215,07 £ 26,84 2

128,32+ 29,31 ¢
73,83 +£9,87 °*
168,92+ 27,37 ©

121,30 +11,20°

147,84 + 20,36 ©°
135,67 + 13,60 °°

1 024,99 + 168,05 *
3164,90 + 445,28 "°
2 051,27 + 565,78 °
3 477,84+ 351,82°

1837,45+297,50 @
3 134,18+ 665,89 °

1 024,99 + 168,052
636,29 + 25,06°*
1 205,32 + 212,012"
1 125,93+ 247,46 2"

820,19 + 99,24 °
1 504,80+ 266,512"

Los animales fueron pretratados con 5 aplicaciones de POO (una diaria) a la dosis de 0,2; 0,4 y 1,2 mg/kg,
24 h después de la ultima aplicacién de POO, se indujo el choque endotdéxico con LPS (30 mg/kg) y 1hy 24
h después los higados se extrajeron y se conservaron a -20°C hasta realizar las determinaciones de la
actividad de la GST y GPx. Los valores son expresados como las medias * desviacion estandar para n=5.
Letras diferentes representan las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos y *p < 0.05, **
p<0.01 la comparacién entre ambos tiempos 1h y 24 h para cada grupo experimental. Para ambas

comparaciones se utilizo la prueba no paramétrica Mann Whitney.

Los resultados del estudio histolégico se muestran en la figura 1. Como puede

apreciarse, la figura muestra las alteraciones histopatologicas producidas en el tejido

hepatico después del tratamiento con LPS y se observa la presencia de zonas

necroticas (Fig. 1 B). Sin embargo, en los grupos de ratones que recibieron POO no

se detect6 areas de necrosis en dicho tejido (Fig. 1 C).

Figura 1. Alteraciones histopatoldgicas del tejido hepatico de ratones tratados con LPS
y precondicionado con Ozono (POO). Coloracién Hematoxilina Eosina (H.E 100X). Cortes de
tejido hepético. Figura A, animal sano: Aspecto normal del tejido. B, animal tratado con LPS: presencia
de foco de necrosis inflamatoria (indicadas con flechas). C: animal con POO: No se observan zonas de

necrosis.



3.2. Efecto del POO sobre la mortalidad en ratas inducida por sepsis peritoneal.
Primeramente, con el objetivo de determinar la dosis de materia fecal que producia un
elevado porcentaje de mortalidad al cabo de las 120 h de inducida la sepsis, se
realizd una curva dosis respuesta en ratas tratadas con diferentes dosis de materia
fecal. La Figura 2 muestra estos resultados. Como se aprecia, a las dosis de materia
fecal equivalentes a 0,50; 0,63 y 0,75 g/kg de peso corporal produjeron un 66, 88 y
100 % de mortalidad respectivamente. De esta forma, en nuestras condiciones
experimentales se observo una respuesta dependiente de la dosis, lo cual nos brindo
informacion sobre la dosis Optima de materia fecal a utilizar para lograr un modelo de
sepsis peritoneal letal en ratas. La dosis seleccionada para utilizar en el resto de los

disefios experimentales, fue la DLy (0,65 g/kg) la cual produjo aproximadamente un

90 % de mortalidad en 120 h.

120
100
80
60
40
20
0

Mortalidad (%

0,5 0,63 0,75

Materia fecal (g/kq)

Figura 2. Comportamiento de la mortalidad para cada una de las dosis de materia fecal
admm-lstradas Las ratas se dividieron en tres grupos con una n= 9. Se les aplicé una suspension de
materla\fecal por via i.p a las dosis de 0,50; 0,63y 0,75 g/kg respectivamente. La mortalidad se
reglstrgddurante un periodo de 120h.
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alcanzé un 5% de sobrevivencia. El pretratamiento de las ratas con aire resultdo en un
incremento de la sobrevivencia en un 26 % de los animales con respecto al control
con aire. Cuando las ratas recibieron POO, se obtuvo un incremento significativo en la
sobrevivencia de las ratas con respecto al grupo control con sepsis, lo cual demostré
una relacion inversa entre la dosis de POO y el porcentaje de sobrevivencia de los
animales, que fue de 61,5% para 10 mg/L; 39% para 50 mg/L y 25,8 % para 100
mg/L de la mezcla ozono/oxigeno (MOO). El porcentaje de sobrevivencia de los

animales, fue altamente significativo solo con la concentracion de 10 mg/L de la

MOO.
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sin tratamiento y otro que recibié precondicionamiento con aire filtrado. El calculo de los niveles de
significacién se realizé mediante el ensayo de x* (grupos con POO contra control con sepsis: *p<0,05;
*p<0,01 y *** p<0,001; para POO contra control con aire: *# p<0,01;**p<0,001).

Como hemos observado en la experiencia precedentemente, el POO protegio a los
animales contra la muerte producida por una sepsis letal inducida por materia fecal.
Con el objetivo de demostrar si el efecto beneficioso del POO, pudiera estar mediado
por una alteracion del estado inmunoldgico de los animales, se determinaron varios

parametros hematoldgicos en aquellos animales administrados con POO. Sin



embargo, en estas experiencias no se incluyeron animales a los cuales se indujo al
sepsis, puesto que éstos fueron disefiados con el objetivo de determinar si la
administracion de POO per se modificaba el patréon de células inmunoldgicas
sanguineas. Asi, estas determinaciones mostraron en los animales administrados con
POO bajo un esquema de administracion analogo al de los experimentos
precedentes, un incremento significativo en el numero de células blancas de la sangre
(CBS) 24 h después de la ultima aplicacion del POO (Fig. 4). Adicionalmente, el
analisis del tipo de células blancas, revel6 la presencia fundamentalmente de

linfocitos (Fig. 4 C) y granulocitos (Fig. 4 D) como las células involucradas en este

tipo de cambio.
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Figura 4. Analisis del conteo de células rojas y blancas, linfocitos, granulocitos,
monocitos y plaquetas en animales con POO. Efecto del POO sobre el nimero de células
rojas (A) y células blancas de la sangre (B). Las células blancas de la sangre fueron diferenciadas en
linfocitos (C), granulocitos (D), monocitos (E), y plaquetas (F). El nimero de células fue determinado el
dia 0, antes de de la primera aplicacion del POO y a los 6 dias después de la tltima aplicacion de la
MOO). Los datos fueron expresados como la media de los valores = el error estandar de la media. Los
asteriscos indican las diferencias estadisticas (* p < 0.05) en cuanto al nimero de células entre el dia
0 y el dia 6. Las diferencias significativas fueron determinadas usando la prueba estadistica de t de
student (n = 6). Abreviaturas: CRS, células rojas de la sangre; CBS células blancas de la sangre.




3.3. Efecto del POO sobre parametros indicadores de estrés oxidativo y daio

organico, la actividad de la MPO y la liberacion de citocinas (IL-1 8 y TNF-a) en
un modelo de sepsis peritoneal en ratas.

En la Tabla 4 se muestra el efecto del POO sobre la actividad enzimatica de diferentes
enzimas vinculadas al sistema de defensa antioxidante enddgeno y sobre las
concentraciones de SRATB. Los resultados demuestran que, el grupo control positivo
(sepsis) se produjo un incremento significativo de la SRATB, como indicador de estrés
oxidativo, lo que se correspondié con una disminucién significativa de la actividad de
las enzimas antioxidantes SOD y GPx, con respecto al control negativo (sin sepsis).
Por otro lado, los valores de concentraciones de SRATB en plasma de las ratas
tratadas con POO, disminuyeron significativa con respecto al grupo control con sepsis,
mientras que en el grupo pretratado con oxigeno no se observaron diferencias
significativas. Con relacibn al comportamiento de la actividad de las enzimas
antioxidantes (SOD y GPx), se observdO que en ambas se produjo un incremento
significativo de su actividad en los grupos de animales que recibieron POO con
respecto al control con sepsis.

Tabla 4. Efecto del POO sobre parametros indicadores de estrés oxidativo en

ratas con sepsis inducida por inoculo de materia fecal.

Tratamientos SRATB SOD G-Px
(mgl/kg) (nmoliL) (Ulig Hb) (Ul/ig Hb)

Control no tratado 1,29+0,24*? 1607,78+192,44 2 74,88 + 9,57 %
Control con sepsis 5,36 +0,45°" 237,45 + 89,57 ° 36,21 +10,92°

POO (0,8) + Sepsis 1,46 +0,28 956,06 + 128,18 © 67,75+9,50?

POO (2,4) + Sepsis 1.48+0,17® 998,34 + 118,27 ¢ 61,62+ 9,60 2

POO (4 ) + Sepsis 0,63+ 0,18 782,18+ 85,22 ¢ 62,22 +8,01°2

PO-Oxigeno + Sepsis | 4,47 +0,93° 513,29+ 182.81° 48,15+9,35°

.Las ratas recibieron POO y PO con oxigeno, 5 aplicaciones (una diaria) y 24 h después de la ultima
aplicacién, se indujo la sepsis peritoneal mediante la inyeccién de un inoculo de materia fecal (0,55
g/kg). A las 12 h y bajo anestesia, se extrajeron las muestras de sangre para su posterior andlisis del
contenido de SRATB vy las actividades SOD y GPx. Las letras diferentes indican la significacion
estadistica para un et valor de p<0,05. Los datos fueron expresados en las medias + desviacién estandar
(n=10) y se compararon mediante la prueba no paramétrica Kruskal Wallis.




La actividad de la enzima MPO como un indicador de la infiltracion de neutrdéfilos en el
tejido pulmonar. Como se observa (Tabla 5), la actividad de la enzima se incremento
significativamente a las 12 h después de la induccion de la sepsis peritoneal. Sin
embargo, el POO ala dosis de 0,8 mg/kg de peso redujo la actividad de la enzima en
el pulmén hasta un 34 %, mientras que la dosis de 2,4 mg/kg produjo una reduccion
equivalente a un 15,7 % que no alcanzo niveles de significacion estadistica.

Tabla 5. Efecto del POO sobre la actividad MPO en muestras de pulmén de ratas

sometidas a sepsis inducida por inoculo de materia fecal.

Tratamientos MPO (Ulg de tejido seco)| Porciento de

MED * SD

reduccioén (%)

Control no tratado

Control con sepsis

POO (0,8 mg/kg) + Sepsis
POO (2,4 mg/kg) + Sepsis
POO (4mg/kg) + Sepsis
PO-Oxigeno + Sepsis

70,23+7,57°2
221,91+ 23,44 °
145,53 + 52,90 ¢
187,09 + 29,25 °
204,07 £22,70°
219,24 +24,88"

34,4
15,7
8,0
1,2

Las ratas recibieron POO y PO con oxigeno, a razén de 5 aplicaciones (una diaria) y 24 h después de
la dltima administracién, se indujo la sepsis peritoneal mediante la inyecciéon de un indculo de materia
fecal (0,55 g/kg). A las 12 h y bajo anestesia, se extrajeron los pulmones para su posterior analisis de la
actividad de la MPO. Los datos fueron expresados como las medias + desviacion estandar y se
compararon mediante la prueba no paramétrico de Kruskal Wallis.

Las letras diferentes, muestran la significacion estadistica para el valor de p<0,05. n=10

En la Tabla 6, muestra los valores de actividad enzimatica de algunas de las

enzimas indicadoras de dafo organico. Se observé un incremento significativo de

los tres indicadores (ASAT, ALAT y CRE) evaluado en el grupo control con sepsis, lo

cual demuestra que existe fallo organico. Por otra parte, se demostro que los grupos

qgue recibieron POO en los tres niveles de dosis, mostraron una disminucion

significativa de estos parametros con respecto al control con sepsis.



Tabla 6. Valores de indicadores de dafio organico (ASAT, ALAT y Creatinina) en

ratas tratadas con POO y sepsis peritoneal.

Tratamientos ASAT (UIL) ALAT(UIL) Creatinina
Med+ SD Med+ SD (mmol/L)
Med* SD
Control no tratado 50.41+1.78°% 19.98+1.36 * 19.86+5.21°
Control con sepsis 103.76 + 2.74° | 26.97 +1.35° 67.90+ 5.26°
POO (0,8 mg/kg) + Sepsis 71.66 +3.23° 21.13+0.61 ? 45,34+ 1.51°
POO (2,4 mg/kg) + Sepsis 95.89 + 5.58 © 22.40+1.872 43.4+3.20°
POO(4 mg/kg) + Sepsis 55.04+ 3.21 ¢ 20.36+ 1.56 * 39.51+1.85°
PO-Oxigeno + Sepsis 7026 +1.44° 33.07+1.46° 42.9+3.75 °

Las ratas recibieron POO y PO con oxigeno, a razén de 5 aplicaciones, una diaria, y 24 h después de la
Ultima aplicacién, se indujo la sepsis peritoneal mediante la inyeccion de un in6culo de materia fecal
(0,55 g/kg). A las 12 h y bajo anestesia, se extrajeron las muestras de sangre y se determind la
actividad de la aspartato amino transferasa (ASAT), alanino amino transferasa (ALAT) como
indicadores de dafio hepético y los niveles de Creatinina en el suero. Los datos fueron expresados como
las medias + desviacion estandar y se compararon mediante la prueba no paramétrico de Kruskal Wallis.
Las letras diferentes, muestran la significacion estadistica para el valor de p<0,05. n=10.

En la figura 5 se muestran las concentraciones de TNF-a e IL1-B en el suero de
ratas con sepsis peritoneal que recibieron POO. Se observé como en los animales
con sepsis las concentraciones de TNF-a en suero se encuentran incrementados
significativamente una hora después de inducida la sepsis peritoneal, mientras que
el POO redujo significativamente las concentraciones de dicha citocina. Los
mayores niveles de inhibicion de la liberacion del TNF-q, se alcanzaron con las dosis
de POO de 0,8 y 2, 4 mg/kg. Con relacién a las concentraciones de IL-13 en el

suero de ratas con POO y sepsis peritoneal, se observl que en las ratas con sepsis

peritoneal, los niveles de la IL-1[3, se incrementaron significativamente a las 12 h
después de inducida la sepsis peritoneal, mientras que en los grupos de animales
gue recibieron POO, se obtuvo una disminucion significativa de los niveles de dicha

citocina.
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Figura 5. Valores de concentraciones de TNF-a e IL-1 3 en suero de ratas con sepsis
peritoneal y con POO. Las ratas recibieron POO y PO con oxigeno, 5 aplicaciones (una
diaria) y 24 h después de la ultima aplicacion de POO se indujo la sepsis peritoneal
mediante la inyeccién de un indculo de materia fecal (0,55 g/kg). Transcurrida 1h y 12 h
después de la induccién de la sepsis peritoneal y bajo anestesia, se extrajo la sangre para la
obtencidn de suero y se conservé a -70°C hasta realizar las determinaciones de los niveles
de TNF-a e IL1-B, respectivamente. Los datos fueron expresados como las medias +
desviacion estdndar y se compararon mediante la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis.
Letras diferentes indican diferencias significativas para un valor de p<0,05. n=10.

3.4. Efecto del POO combinado con Piperacilina/Tazobactam en Ila

sobrevivencia de las ratas con sepsis peritoneal y la expresion de IL-1 3 y TNF-

a en tejido.

En la figura 6, se ilustran los resultados de este estudio. Como se aprecia, la dosis
simple de PTZ aplicada al mismo tiempo de iniciada la infeccion, puesto que todos los
animales murieron antes de las 24h (Fig. 6 A), mientras que la administracion de las
dos dosis de PTZ prolongaron el tiempo medio de sobrevivencia hasta las 48 h,
trayendo como resultado neto que la muerte de todos loa animales se observara
solamente tras transcurrir 72h de iniciada la sepsis peritoneal (Fig. 6 A). Sin
embargo, en los animales en que se aplico el POO (0,8 mg/kg) y se trataron con una

dosis de PTZ hubo una sobrevivencia superior (78%) a la observada con el



antibiotico solamente (0%), mientras que el porcentaje de sobrevivencia se
incrementd aun mas (hasta un 93 %) cuando se duplicé la dosis de PTZ (Fig. 6 B).
Si se compara el efecto del POO en combinacion con PTZ (130 mg/kg) con el efecto
del Oxigeno puro y aire atmosférico (Fig. 6 B), se observd que en el grupo tratado
con PTZ y que recibié precondicionamiento con aire atmosférico filtrado, todos los
animales murieron durante las primeras 24 h posteriores a la infeccion, mientras que
los animales que se precondicionaron con oxigeno, el tiempo de muerte se prolongé
hasta las 120 h, aunque todos los animales murieron dentro de este periodo de
tiempo.

Sobrevivencia { %)
- 10056

Numero de ammales que
sobrevivieron

>48 >F2 >96 >120

total =24

_Tiempo de observacién (h) _
== Oz om A Omonn + sep sis
A —->-Sepsis + PTZ * B Sepris
- Sepsis + PTZ *

Figura 6 A. Efecto del POO y PTZ sobre la sobrevivencia de ratas infectadas con dosis
letal de materia fecal. El porcentaje de sobrevivencia fue observado a intervalos de 24 h
hasta las 120 h. El nimero de animales esta sefialado por grupos en la figura indicado al
inicio como “Total” (n=9). El Efecto del POO (ozono + sepsis) y de PTZ aplicado en dosis
simple en paralelo a la inoculacién de la infeccién (sepsis + PTZ*) o aplicado dos veces O hy
1 h después de la infeccidon (sepsis + PTZ**) estos grupos son comparados con el grupo
control de ratas sépticas (sepsis) las cuales no recibieron POO ni antibi6tico. Fue utilizado
otro grupo control al cual solo se le aplic6 POO, pero no se le indujo la sepsis (0zono).
Asteriscos indican: * (una dosis de PTZ) ** (dos dosis de PTZ).
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Figura. 6 B, Efecto de la terapia combinada de POO y aplicacion simple (*) o doble (**)
de PTZ (ozono + sepsis + PTZ) en la sobrevivencia de los animales. Se emplearon
grupos controles uno pretratado con oxigeno + sepsis + PTZ y el otro con aire filtrado +
sepsis + PTZ). El nimero de animales esta sefialado por grupos en la figura indicada al inicio
como “Total”. n=7-14.

Los resultados de los experimentos en que se determind la expresion de RNAm para
la IL-1 By TNF- a, se muestran en la Figura 7. Estos resultados indicaron que en el
grupo de ratas tratadas solamente con PTZ, la expresion de estas citocinas no se
afecté (Fig. 7 A, B). Sin embargo, la aplicacion del POO en combinacion con PTZ
incrementd significativamente los niveles de expresion de RNAm para IL-1 By TNF-a
RNAmM en el bazo al ser comparado con el control no tratado y no infectado (Fig. 7 A,
B). En el higado la expresion de IL-1 ( se incrementd significativamente por el
tratamiento con PTZ en combinacion con POO mientras que la expresion del TNF-a
no mostré influencia alguna (Fig. 7). Bajo condiciones sépticas el tratamiento con
PTZ, increment6 significativamente la expresion de RNAm para IL-1 By TNF- a tanto
en el bazo como en el higado al cabo de las cuatro horas de realizada la inoculacion
de la materia fecal, mientras que en las ratas que recibieron POO y se trataron con

PTZ, se observo una disminucién significativa de la expresion de RNAm para IL-1 By
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Figura 7. Analisis semicuantitativo de la expresion de IL-13 y TNF-a RNAm en tejido de
ratas con POO, sepsis peritoneal y tratadas con PTZ. Expresién de IL-13 RNAm (Ay C) y
TNF-a RNAm (B y D). Los niveles de RNAm para ambas citocinas fueron determinados en bazo (A'y
B) e higado (C y D) de animales controles (ctrl), animales que recibieron dosis simple de de PTZ en
combinacion con POO o sin POO, en ratas con sepsis peritoneal y tratadas con PTZ con o sin POO.
Los datos fueron expresados como la media de la densidad Optica relativa (DOR) + Desviacion
estandar, calculadas para 12 mediciones por grupo. Los asteriscos indican la significacion estadistica
entre los grupos marcados (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001) para el andlisis estadistico se
empled la prueba de t-estudent, seguido de Anova.




4. Discusion.

Teniendo en cuenta la alta letalidad que, aun a pesar de los avances de la industria
farmacéutica, prevalece en las Unidades de Cuidados Intensivos a causa de la sepsis
y el choque séptico, se siguen desarrollando nuevos disefios experimentales con
vistas al reconocimiento de la fisiopatogénesis del choque séptico y a la busqueda de
nuevas estrategias terapeuticas que puedan proteger y prevenir los dafios y la muerte
causada por dicha patologia.

En el presente trabajo se evaluo el efecto del POO en un modelo de choque
endotoxico inducido en ratones por la administracion de una dosis de LPS (30 mg/kg).
Se demostré que esta dosis, reportada como subletal (Witzenbichler y cols., 2005),
incrementd significativamente los niveles de TNF-a en el suero de los ratones, lo que
coincide con los resultados de otros investigadores que obtuvieron resultados
similares (Victor y cols., 2003; Arribas y cols., 2009). Sin embargo, los niveles de
TNF-a disminuyeron significativamente en el suero de los ratones que recibieron
POO, lo que demostré que el POO (1,2 mg/kg) fue capaz de inhibir la liberacion de
esta citocina en los ratones tratados con LPS, con un porcentaje de inhibicion de
hasta un 82,2 % (Tabla 1). Estos resultados nos sugieren que el POO puede actuar
como un agente modulador de la respuesta inflamatoria sistémica inicial, que podria
contribuir a la disminucién del dafio celular inducido por esta citocina proinflamatoria
(Brouckaert y cols., 2004).

Por otra parte, la dosis de LPS utilizada también incrementd significativamente los
niveles de ON en el suero de los ratones (Tabla 1), lo cual coincide con una
reduccion en la actividad de las enzimas del sistema del glutation (Tabla 3.1),
determinado por un decremento significativo de la actividad tanto de la GST como la

GPx en el tejido hepatico, 24 h después de inducido el choque endotoxico con LPS.



Estos resultados se encuentran en concordancia con lo reportado por Payabvash y
cols., 2006, que demostraron que a las 24 h de inducido el choque endotoxico, el
incremento de los niveles de ON produjo un efecto similar a un agente depletor del
glutation en el tejido hepatico. Sin embargo, en el propio modelo el POO disminuyé
los niveles de ON (Tabla 1), lo cual coincide con un restablecimiento de la actividad
de las enzimas del sistema del glutation (Tabla 3,1). Estos resultados apoyan lo
mostrado en la (Tabla 2), donde se demostro que el POO también produjo una
disminucidn significativa de la actividad de la MPO como indicador de la infiltracion de
neutroéfilos en el tejido pulmonar durante la inflamacion (Exner y col., 2006). Lo que
refleja que el POO produjo un efecto protector frente la respuesta inflamatoria
(inducida por LPS), mediado al menos parcialmente, por la disminucién, de algunos
mediadores proinflamatorios tales como TNF-a y wuna disminucion de las
concentraciones de ON. Asi si tenemos en cuenta que bajo las condiciones de
choque séptico, la induccion de la ONSi es la causa fundamental del incremento de
las concentraciones de ON (Cauwels., 2007), resulta l6gico pensar que la
administracion de POO reduzca su produccion a través de la interaccion con esta
enzima (Tabla 1). En tal sentido, estudios recientes han demostrado que el POO fue
capaz de prevenir el dafio renal inducido por isquemia/reperfusion, a través de la
disminucién de la enzima ONSi y la supresion de la expresion de la endotelina-1 en el
tejido renal (Chen y cols., 2008), resultados que sustentan nuestra hipotesis.

Similarmente, se ha demostrado que el efecto hepatoprotector de otras farmacos
como la ketamina en un modelo de choque endotoxico en ratas, estuvo vinculado a
una disminucion en la expresion de la ONSi en el tejido hepatico (Suliburk y cols.,

2005).
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El restablecimiento del balance redox intracelular prooxidante/antioxidante es una de
las vias fundamentales para el manejo y la prevencion del choque séptico, por tal
razon se contindian realizando investigaciones con el objetivo de evaluar la efectividad
de otros agentes antioxidantes en el choque séptico (Ozdemir y cols., 2007).

Nuestros experimentos también demostraron que la administracion de POO a ratones
con choque endotoéxico, disminuia significativamente las SRATB. Teniendo en cuenta
gue este parametro es considerado un marcador de peroxidacion lipidica y por tanto
de dafio oxidativo, su disminucién puede ser considerada por ende, una disminucién
del dafio oxidativo y la peroxidacion lipidica. Hallazgos similares se han observado al
administrar otros agentes antioxidantes como es el caso de la melatonina en un
modelo de choque endotdxico en ratas (Ozdemir y cols., 2007).

En cuanto al comportamiento del contenido de las SRATB en el tiempo (una hora y
24h), nuestros resultados mostraron que el LPS (30mg/kg) indujo altos niveles de las
SRATB una hora después de inducido el choque, mientras que a las 24 h los niveles
de estas sustancias se encontraron disminuidos. Este resultado esta en concordancia
con lo descrito por Catala, 2002 en tejido hepatico con dafio inducido por LPS.

Las sefiales redox sensibles requieren de un incremento de las concentraciones de
EROS. Se ha comprobado que estas sefiales son producidas por eventos oxidantes
gue son capaces de activar tanto la generacion de EROs como la expresion de
proteinas que poseen actividad antioxidante o producen un incremento en el sistema
de transporte de cisteina, facilitando en ciertas células el aumento del glutation
endogeno (Droge, 2002). Similares respuestas pueden ser inducidas bajo
condiciones de estrés oxidativo generado por el peroxido de hidrégeno y el
tratamiento con MOO en dosis controladas (Ajamieh y cols., 2002). En nuestras

experiencias el precondicionamiento con MOO indujo una disminucion de las SRATB.



Estos resultados, coinciden con lo reportado por (Madej y cols., 2007), que
encontraron una normalizacion de la produccion de EROs en el tejido hepatico de
ratas precondicionados con la MOO y tratados con LPS. Asi, podemos decir que esta
disminucién del contenido de las SRATB en los grupos precondicionados con la
MOO, pudiera estar determinada por una activacion de los sistemas antioxidantes.

La enzima SOD constituye la primera linea de defensa antioxidante, ella cataliza la
dismutacion del anién superoxido en peroxido de hidréogeno. En nuestro modelo
experimental de choque endotdxico en ratones, el POO mostr6 una disminucion
significativa en la actividad de la SOD en ambos tiempos (una y 24 h) después de
inducida la endotoxemia con respecto al grupo tratado con LPS (Tabla 3). Si tenemos
en cuenta que la actividad de la SOD es fundamentalmente inducida por citocinas
tales como IL-1B y TNF-a y no por el sustrato propiamente dicho (Catala M., 2002),
nuestros resultados sugieren que la disminucion de la actividad de esta enzima
observada en nuestras experiencias puede deberse al decremento en los niveles de
TNF-a producido por el POO (Tabla 1). Por otra parte, también podemos decir que
esta disminucion en la actividad de la SOD estuvo determinada por la disminucién del
contenido de SRATB en los grupos que recibieron POO (Tabla 3).

Estudios realizados sobre la accion directa del LPS (in vivo) sobre los sistemas
antioxidantes, han demostrado que la endotoxina causa disminucion de la actividad
de la SOD citosdlica en la fase de instauracion del choque endotoxico (primeras cinco
horas), restableciéndose después su actividad en concordancia con la disminucion
del contenido de la SRATB (Catala, 2002). Otros estudios, igualmente demostraron
gue el dafio inducido por LPS en el tejido hepatico de ratas, estuvo determinado por
una disminucion en la actividad de la SOD (El-Beshbischy, 2008). Es conocido que

la actividad de la SOD citosdlica es el doble de la SOD mitocondrial, pero la que es



esencial para la supervivencia de los organismos aerébicos y el desarrollo de
resistencia celular a la toxicidad inducida por EROS es la SOD dependiente de
manganeso (SOD-Mn) mitocondrial (Fridovich, 1998). En estudios realizados en un
modelo de isquemia/reperfusion hepatica se demostré que el POO incrementaba la
actividad de la isoforma SOD-Mn y de esta forma se preservo la funcion mitocondrial
(Al Dalain y cols., 2001, Ajamieh y cols., 2004, 2005).

La GPx es una enzima importante en la defensa antioxidante por su localizacion en
todos los 6rganos y tejidos. Su actividad antioxidante es dependiente del glutation
reducido y constituye un sistema junto con la glutation reductasa, que regenera GSH
a expensas del NADPH. En condiciones basales la eliminacion de los hidroperoxidos
por esta enzima constituye un mecanismo de proteccion contra la peroxidacion. En
nuestros resultados se demostro que en el grupo de animales tratados solamente con
LPS, la actividad de la GPx se incremento significativamente una hora posterior al
reto, mientras que mientras que a las 24 h se produjo una disminucion también
significativa de la actividad de la enzima. Asi, se ha comprobado que el LPS es un
inhibidor directo de la actividad de esta enzima (Catala, 2002). Este resultado
coincide con los datos in vivo reportados por El-Beshbischy, 2008 que demostré que
la actividad de las enzimas antioxidantes endogenas en el tejido hepatico,
especialmente las del sistema del glutation (GSH y GPx), se encontraron disminuidas
en un modelo de choque endotoéxico inducido por LPS en ratas.

Por otra parte, se ha descrito que las enzimas GPx dependiente de selenio y la GST
son biomarcadores de la ozonoterapia endovenosa (Dierickx y cols., 2003; Hernandez
y cols., 2005). Por tanto, se comprobd que uno de los mecanismos protectores que
induce el POO es el incremento de la actividad de la SOD, GPx y enzimas

relacionadas con la regeneracion del GSH como responsables de la sobrevivencia en



células eucariotas (Archibald, 2003). Estos resultados anteriores coinciden con los
nuestros, en que encontramos que a las 24 h la actividad de la GPx esta aumentada
significativamente en los grupos con POO (0,4 y 1,2 mg/kg), lo que esta en
concordancia con la disminucion de las SRATB indicativa de una baja peroxidacion
lipidica.

En cuanto a la glutation S-transferasa (GST), esta es una enzima muy abundante en
el higado. La GST es una familia de enzimas que tienen amplias especificidades
hacia los sustratos hidrofobicos electrofilicos, esta caracteristica les permite
detoxificar tanto a compuestos xenobidticos, incluyendo antihelminticos (Solana y
cols., 2001) como endobioticos originados en el estallido respiratorio de los
neutréfilos, como constituyente del proceso de defensa antimicrobiana. Nuestros
resultados demostraron que en el grupo tratado con LPS, la actividad de la GST
disminuyo significativamente a las 24 h (Tabla 3,1), lo cual esta en correspondencia
con la disminucion de la SRATB determinada al mismo tiempo (Tabla 3), mientras
gue en los grupos que recibieron POO, a las 24 h la actividad de la enzima se
incrementod significativamente, lo que evidencia que el POO fue capaz de favorecer la
actividad detoxificadora.

Teniendo en consideracion que el TNF-a ejerce un efecto inhibidor sobre el sistema
del glutation (Catala, 2002), podemos plantear, que el POO fue capaz de incrementar
la actividad del sistema del glutation, lo cual se acompafio de una disminucién tanto
de los niveles de TNF-a como de ON en el suero de los ratones con choque
endotoxico (Tabla 1).

Los cambios histopatolégicos observados en el tejido hepatico de los ratones, son
caracteristicos del dafio inducido por LPS, en el cual se observan zonas necroticas en

el tejido (Fig. 1 B). Sin embargo, en los grupos que recibieron POO se observo la



preservacion del tejido con la ausencia de zonas necréticas (Fig. 1 C). La presencia
de areas necroticas en el tejido hepatico constituyen evidencias del dafio inducido por
LPS (Lomnitski y cols., 2000), estas han sido también observadas en otros modelos
experimentales de choque séptico y durante la sepsis en seres humanos (Demirhan y
cols., 2008).

Teniendo en cuenta, que el dafio mediado tanto por el estrés oxidativo como el
nitrosativo en la sepsis, producen una disfuncién mitocondrial, mediada directamente
por la generacion del ONOO', el cual al producir la ruptura de las cadenas de ADN,
activa la enzima nuclear Poly-ADP ribosil polimerasa (PARP) reparadora del ADN, la
cual produce una disminucion intracelular del NAD con la consiguiente disminucion de
la produccion de la adenosina trifosfato (ATP) (Liaudet y cols., 2003), esto conlleva a
la muerte de la célula y a la disfuncion multiorganica. Es importante destacar como
ya ha planteado Heumann y col., 1996; Hurtada y cols., 2005, que el uso de agentes
terapéuticos moduladores tanto del estrés oxidativo como nitrosativo, deben forman
parte fundamental de la estrategia terapéutica a seguir con el objetivo de disminuir el
dafo celular, el fallo multiorganico y la muerte producida por el choque séptico.

En un estudio reportado recientemente, se demostré que durante el choque
endotoxico inducido en ratas, se produjo un dafio mitocondrial, en el que se demostré
una disminucion significativa de la expresion de la enzima succinato deshidrogenasa
(SDH), vinculada con el proceso de respiracion celular, esto se acompafé de un
incremento de la expresion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), la cual se
eleva en estados anaerdbicos con el objetivo de mantener la generacion citosolica de
NAD a partir del NADH. Por otra parte, también hubo una disminucion de la expresion
de la enzima ATPasa, la cual interviene en el transporte de numerosas sustancias y

de metabolitos desde la sangre hacia la célula y viceversa (Madej y cols., 2007),
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todos estos cambios producidos en la expresion de estas enzimas, marcadoras de la
funcidén mitocondrial, durante el dafio inducido por LPS en ratas, fueron revertidos por
la ozonoterapia (Madej y cols., 2007).

Teniendo en consideracion los resultados obtenidos con el POO en el modelo de
choque endotoxico inducido por LPS (30 mg/kg) en ratones, nos propusimos evaluar
los efectos del POO en un modelo de sepsis peritoneal inducido por materia fecal en
ratas, dicho modelo lo consideramos mucho mas relevante puesto que es capaz de
reproducir lo que ocurre en la préactica clinica.

Bajo nuestras condiciones experimentales, se obtuvo que con las dosis de materia
fecal (proveniente del ciego de la rata) entre 0,5y 0,75 g/kg, se alcanzaron porcientos
de mortalidad entre el 66 y el 100 % en 120 h respectivamente (Fig. 2). Con dicho
resultado obtuvimos una curva dosis respuesta en un modelo de sepsis peritoneal
altamente letal, la cual sera utilizada para evaluar la efectividad de nuevas estrategias
terapéuticas (POO). Resultados similares se obtuvieron por Jacob., 2000, con este
modelo experimental de sepsis peritoneal inducido por una suspension de materia
fecal. Este método también ha sido utilizado para estudiar diversos aspectos dentro
de la fisiopatologia de la sepsis severa producida por una peritonitis fecal (Motew y
cols., 1998; Jacobi y cols., 1998 a). Dentro de los modelos de choque séptico en
animales inducido por peritonitis, se encuentran los inducidos por perforacion del
intestino que permite la contaminacion por el contenido gastrointestinal y por indculos
de materia fecal o mediante la infusion de una carga bacteriana en la cavidad
peritoneal (Parker y col., 2001).

El modelo de ligadura y puncion cecal (LPC) es ampliamente utilizado (Freise.,
2001), en el cual el ciego es sometido a una ligadura en su porcion distal y perforado

usando una aguja, por lo que la severidad de la sepsis alcanzada en este modelo



esta determinado por el didmetro de la aguja empleada. Este modelo fue
originalmente descrito en ratas, pero ha sido extendido exitosamente a otras
especies (Hollenberg y cols., 2001). Las ventajas de dicho modelo estan dadas
porque no requiere preparacion del indculo y la sepsis es producida por la
contaminacion de una flora mixta. De esta forma se refleja lo que sucede en los casos
clinicos como son las apéndices perforadas y la diverticulitis (Parker y col., 2001).

Por otra parte, este modelo de LPC tiene la dificultad de no poder controlar la
magnitud de la sepsis. La peritonitis polimicrobiana inducida en ratas, por un indculo
estdndar de materia fecal de otros animales, produce una respuesta séptica
hiperdinamica con una alta mortalidad. Este modelo tiene como ventajas una buena
reproducibilidad y posibilidades para estudios de dosis-respuesta, tanto
sistétmicamente como en sistemas de oOrganos y la intensidad de la respuesta
inflamatoria depende del tamafio de la carga bacteriana (Stamme y cols., 1999).
Nuestro modelo igualmente demostré que la respuesta (mortalidad) depende de la
dosis del in6culo, donde el porcentaje de mortalidad alcanz6 hasta un 100 % en un
periodo de 120 h, coincidiendo con lo reportado por Brocco y cols., 2008.

Los métodos para la induccion de la sepsis peritoneal por materia fecal, mencionados
hasta el momento, se realizan bajo condiciones quirdrgicas con la utilizacion de
anestésicos. Recientemente, se demostré que los anestésicos son capaces de alterar
la susceptibilidad a la endotoxina y la evolucion de la sepsis severa (Suliburk vy cols.,
2005), especificamente la ketamina la cual se demostré6 que tiene efecto
hepatoprotector en un modelo de endotoxemia, mediado por un incremento en la
expresion de la hemooxigenasa (HO-1) y una disminucion de la expresion de ONSI
(Suliburk y cols., 2005). Otros autores demostraron la influencia de diferentes

anestésicos sobre el sistema inmune celular de ratas, lo cual fue determinado por



cambios en la expresion de citocinas proinflamatorias tales como IL-13, IL-2, IL- 6 y
TNF-a (Bette y cols., 2004). Por tanto, el uso de anestésicos en modelos animales de
choque séptico debe ser previamente valorado y bien seleccionado. Ante tal dificultad
nosotros realizamos una modificacion del modelo quirdrgico para la induccién de la
sepsis peritoneal por materia fecal, dicha modificacion esta descrita en el método no
quirargico en el cual prescindimos del uso de anestésicos, con el objetivo de poder
realizar estudios de expresion y liberacion de citocinas tanto en tejido como en suero,
logrando que nuestros resultados no se afectados o enmascarados por la influencia
de los anestésicos, como ya fue demostrado por Bette y cols., 2004.

Nuestros resultados demostraron que el POO incrementd significativamente la
sobrevivencia de los animales (Fig. 3), siendo las dosis mas efectivas la de 0,8 mg/kg
de peso corporal, con la cual se alcanz6 hasta un 61,5% de sobrevivencia con
respecto al control con sepsis. Este efecto beneficioso de reduccion de la mortalidad
inducido por el POO en la sepsis peritoneal letal en ratas, pudiera estar en
concordancia con los resultados obtenidos con el uso del POO en el modelo de
choque endotéxico en ratones, en el que demostramos que el POO, produjo una
modulacién de la respuesta inflamatoria sistémica, mediada por una disminucion
significativa tanto de la liberacion de TNF-a como del ON en el suero de los ratones
(Tabla 1), acomparfiado de una disminucion de la infiltracion de neutrofilos en el tejido
pulmonar (Tabla 2), también se produjo un incremento de la actividad del sistema
antioxidante del glutation (Tabla 3,1), lo cual condujo a una disminucion de la
peroxidacion lipidica en el tejido hepatico (Tabla 3). De esta forma, se demostro que
el POO a través de estas vias fue capaz de modular la respuesta inflamatoria, el
estrés oxidativo, el dafio celular, el fallo multiorganico y reducir la mortalidad inducida

por el choque séptico.



Otro de los resultados obtenidos que pudiera estar vinculado con el efecto beneficioso
del POO en el modelo de sepsis peritoneal, es el incremento observado de los niveles
de 6-keto-PGFi, (metabolito de la prostaciclina (PGI ;)) en el suero de ratas que
recibieron POO (4 mg/kg) por via i.p (Schulz y col 2005). La prostaciclina es un
mediador lipidico originado por la cascada del acido araquidénico y su funcién
fundamental es el mantenimiento de la homeostasis, mediante su efecto
vasodilatador y antiagregante plaquetario. Por tanto, su funcion en el choque séptico
es entre otros la de mantener una adecuada perfusion tisular y de esta forma
mantiene el aporte de oxigeno a las células y preserva su funcion. Esto sugiere que
una de las vias por las que el POO atenua las graves consecuencias del choque
séptico, pudiera estar dada por el incremento de la prostaciclina produciendo
vasodilatacion e inhibicion de la agregacién plaquetaria y por tanto disminuiria el dafio
endotelial y la coagulacion intravascular diseminada como consecuencias deletéreas
del choque séptico.

Teniendo en cuenta, los resultados de sobrevivencia alcanzados por el POO en el
modelo de sepsis peritoneal en ratas, nos propusimos demostrar la influencia del
POO con relacién al comportamiento de las enzimas indicadoras de estrés oxidativo y
de dafio organico en la sangre en este mismo modelo. Nuestros resultados
evidenciaron que se produjo una depresion en el sistema antioxidante dado por una
disminucién significativa de los niveles de SOD, GPx y un incremento en el contenido
de SRATB (Tabla 4) en las ratas con sepsis peritoneal, reafirmando el papel del
estrés oxidativo en el proceso de choque séptico, lo cual coincide con lo informado
por Jacobs y cols., 2000 y Sener y cols., 2005. Sin embargo, en los grupos de
animales con POO se produjo un incremento significativo de la actividad de las

enzimas SOD y GPx, con una disminucion concomitante del contenido de SRATB



(Tabla 4) como indicador de peroxidacion lipidica. En otro estudio se demostré que
en un modelo de endotoxemia en ratas el POO ejercié un efecto protector a través de
la disminucion de los niveles de EROs en el tejido hepatico en comparacion con el
grupo tratado con LPS (Madej y cols., 2007).

Por otra parte, se observo un deterioro en la funcion tanto renal como hepatica en las
primeras 12 h después de inducida la sepsis peritoneal (Tabla. 6), dichos resultados
coinciden con los obtenidos por Jacobs y cols., 2000. Este incremento de la activad
de las enzimas indicadoras de dafio hepatico y el contenido de creatinina como
indicador de funcion renal, se encontraron disminuidas en los grupos de ratas que
recibieron POO (Tabla 6). Igualmente la actividad de la MPO en el tejido pulmonar,
se incrementd en las ratas con sepsis peritoneal (Tabla 5), lo que coincide con lo
demostrado por Sener y cols., 2005 en un modelo de LPC en ratas. El incremento de
la infiltracion de neutrofilos en el tejido pulmonar, fue revertido por el POO,
produciendo una reduccion de la actividad de la MPO hasta un 34,4 %.

Nuestros resultados demuestran que la SOD y la GPx, desempefian un importante
papel dentro de los mecanismos protectores ejercidos por el POO. El incremento de
la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx (Tabla 4) producen como
consecuencia la preservacion de la funcion celular, lo cual conllevé en este caso a
una disminucién en la actividad de los marcadores de dafio organico, tales como
ALAT, ASAT vy el contenido de CRE (Tabla 6). Esta disminucién de los valores de
parametros indicadores de dafio organico en una fase temprana de la sepsis,
conducen a un pronostico de incremento de la sobrevivencia (Levy y cols., 2005), lo
cual esta en concordancia con los resultados informados por nosotros (Fig. 3).
Actualmente, existe consenso de opiniones de que la terapia antioxidante se esta

convirtiendo en una terapia fundamental para el tratamiento de enfermedades



inflamatorias y en el dafio inducido por isquemia/reperfusion (Cuzzocrea y cols.,
2001) y esto estd basado en el papel importante que ejercen los sistemas
antioxidantes enddgenos, representados por las enzimas (SOD, CAT y GPx entre
otras) en el control molecular de las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno y
de esta forma se logra prevenir los efectos dafinos (Matés, 2000). Recientemente,
Ozdemir y cols., 2007, demostraron que el dafio endotoxico esta mediado por un
incremento de las EROs y en el contenido de las SRATB, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en nuestro modelo experimental de sepsis peritoneal (Tabla 4).
Existen evidencias que demuestran que el efecto beneficioso de algunas sustancias
como la Melatonina, empleada como terapéutica con vistas a atenuar los dafios
inducidos por el choque endotoxico, estd mediado por un incremento de la actividad
de las defensas antioxidantes tales como SOD y GPx (Ozdemir y cols., 2007). Este
resultado esta en concordancia con los nuestros (Tabla 4) utilizando el POO.

En cuanto a la liberacion de citocinas en el suero se demostrd un incremento de TNF-

a y de IL-1[ en el suero de ratas con sepsis peritoneal (Fig. 5), coincidiendo con lo
informado por Sener y cols., 2005 en sus estudios. En resumen el POO fue capaz de
reducir el incremento en la liberacidon de ambas citocinas de forma significativa.

Estudios recientes han demostrado que los fosfolipidos oxidados ejercen efecto anti-
inflamatorio e incrementan la sobrevivencia en ratones con endotoxemia inducida por
LPS (Kochkov y col., 2003; Leitinger, 2003), por lo cual pudiéramos sugerir la
posibilidad de que el POO produzca la oxidacion de diferentes fosfolipidos,
mayoritarios en el plasma o cavidad peritoneal, los cuales pudieran influir tanto en la
modulacion de la respuesta inflamatoria como en el dafio organico y oxidativo

inducido por la sepsis polimicrobiana.



Teniendo en cuenta, nuestros resultados y los hallazgos de otros autores
relacionados con el POO (Madej y cols., 2007), también podemos decir que el POO
en el modelo de sepsis peritoneal fue capaz de producir una adaptacion del
organismo ante un estrés oxidativo agudo, lo que pudiera estar mediado por la
activacion de la produccion de proteinas de choque térmico-70 (HSP-70), lo que se
demostré por Bocci, 2007, en sangre humana tratada con ozono. Estas moléculas,
son proteinas de fase aguda que tienen efecto protector celular y se comportan como
moléculas chaperonas de proteinas desnaturalizadas bajo un estrés térmico y ejercen
efecto inmunomodulador, a través de la inhibicion de la expresion génica de citocinas
pro-inflamatorias. También se ha demostrado que las HSPs inhiben la sintesis,

produccion y expresion génica de las citocinas proinflamatorias, mediante inhibicion
de la degradacion de la subunidad inhibitoria -kB (I-kB) del factor de trascripcion
nuclear NF-kB, estabilizando esta subunidad inhibitoria (Wong y cols., 1997).

Por otra parte, se demostré el efecto protector de las HSPs tanto en modelos
experimentales de sepsis en porcinos como en humanos, en que fueron capaces de
atenuar la reacciéon hemodinamica y disminuir la liberacion de varios mediadores de la
inflamacion incluyendo citocinas pro-inflamatorias y metabolitos del &cido
araquidonico (Klosterhalfen y cols., 1996, 1997 b).

Con respecto al uso de los antibiéticos en un modelo de choque séptico, se demostrd

gue inducen la liberacién de endotoxinas y la produccién de IL-6, dependiendo estos

efectos del tipo de antibiotico aplicado, asi por ejemplo los B-lactamicos provocaron la
mayor liberacion, le siguio la ciprofloxacina y el que provocé menor liberacion de la
citocina fue la gentamicina (Daniel y cols., 1996).

Por tanto, el POO constituye un procedimiento que pudiera atenuar algunos de los

efectos adversos de los antibiéticos, como agentes inductores de la liberacion de la



endotoxina y de la liberacion de citocinas proinflamatorias que son en parte
responsables de iniciar la respuesta inflamatoria sistémica.

En un estudio preliminar en que se demostrd el efecto de la combinacién del POO
con diferentes antibioticos (cefodicina, cefatocina, levofloxacina vy
Piperazilina/tazobactam) se obtuvo un incremento en el porcentaje de sobrevivencia
de los animales con los tres ultimos antibidticos que fue de: 66,6; 72,2 y 88,8 %

respectivamente (Anexo 4). Estos porcentajes de sobrevivencia se correlacionaron

con una disminucién cualitativa en la expresion de la IL-1(3 en el tejido hepatico
(Anexo 5). Estos resultados constituyeron la base fundamental para estudiar el efecto
del POO en combinacién con Piperazilina/Tazobactam (PTZ). El efecto de la PTZ
como un agente bactericida de amplio espectro, ha sido demostrado en estudios in
vitro (Young y col., 2001). Sin embargo en humanos con infeccion intraabdominal, no
se reportdé una alta eficacia del tratamiento con PTZ con mas del 34 % de mortalidad,
lo que fue extensivo a otros antibioticos en ensayos clinicos (Holzheimer, 2001 a).

Sin embargo el uso combinado del POO con PTZ (130 mg/kg) alcanz6 porcentajes
significativos de sobrevivencia en el modelo de sepsis polimicrobiana hasta un 93%
(Fig. 6 B). Por tanto el POO pudiera ser aplicado preventivamente durante el periodo
preparatorio en pacientes que seran sometidos a una cirugia abdominal, de esta

forma pudiera reducir el riesgo de la aparicion de sepsis postoperatoria
especificamente cuando el POO sea usado en combinacidon con un antibiotico [3-
lactamico tal como el PTZ.

Nuestros resultados demuestran que el grupo con sepsis y tratados con PTZ, hubo un
incremento significativo en la expresion de IL-13 y TNF-a RNAm tanto en tejido

hepéatico como esplénico, tal incremento fue revertido cuando los animales recibieron



POO en combinacién con PTZ (Fig. 7 A- D), aunque no a los niveles normales del
control sin sepsis.

El incremento que se observé en la expresion de citocinas proinflamatorias después
del POO (Fig. 7 A, B y C), pudiera ser el resultado del incremento en el nimero de
linfocitos y granulocitos observado en los animales que recibieron POO solamente
(Fig. 4).

Ha sido documentado que los fosfolipidos oxidados tal como 1-palmitoyl-2-
arachidonoyl-sn-glycero-3-phosforilccolina (PAPC) se demostr6 que induce la
expresion de genes de inflamacion in vivo e in vitro (Kadl y cols., 2002). Tomando en

consideracion este hallazgo, podemos decir que la presencia de fosfolipidos oxidados
pudiera explicar el incremento significativo de los niveles de expresion de IL-1B3 y

TNF-a RNAm, tanto en higado como en bazo de ratas no infectadas y tratadas con
POO y PTZ. Sin embargo, se demostr6 también que la presencia de estos
fosfolipidos oxidados (PAPC) bajo condiciones de inflamacién pueden inhibir dicho
proceso e incluso proteger a los ratones contra el choque endotodxico letal (Ma 'y cols.,
2004).

Este efecto protector de los PAPC oxidados, se ha demostrado que es en parte

mediado por el bloqueo de la interaccion del complejo LPS-LBP con el receptor de
membrana CD-14 y no por la interferencia de la induccién de TNF-a e IL-13 RNAm

mediado por el NF-kB encargado de regular la expresiéon génica de estas moléculas
proinflamatorios (Bochkov y cols., 2002). Teniendo en cuenta, la importancia de la
presencia del receptor CD14 de monocitos, en la activacion de estas células para la
sintesis de citocinas ante un estimulo inflamatorio, se demostré que la ozonoterapia
aplicada por la via de autohemo mayor, en un grupo de bovinos que presentaban

enfermedades inflamatorias, el contenido de células CD-14 disminuyé gradualmente



en estos animales después del tratamiento con la ozonoterapia (Ohtsuka y cols.,
2006). Por tanto se puede hipotetizar que el POO, a través de la formacion de
sustancias oxidadas disminuye la respuesta inflamatoria por la via de la interaccion
de la endotoxina con el receptor de membrana CD-14 para la activacion de células
inflamatorias, y de esta forma disminuir la expresion de citocinas proinflamatorias
(Fig. 7 A-D).

Existen reportes que demuestran que el incremento en la sobrevivencia de animales
sometidos a LPC, ha estado asociada a una disminucion en los niveles de TNF-a e
IL-6 tanto en plasma como en fluido peritoneal, en animales tratados con antibiéticos
(Viannna y cols., 2004), a una supresidbn del sistema inmune por
dihidroepiandrosterona (DHEA) (Hildebrand y cols., 2003) y por una reduccién de la
respuesta inflamatoria sistémica (Watanabe y cols., 2004). Esto apoya nuestras
observaciones de que el POO produce una inhibicion temprana de la respuesta
inmune mediada por la reduccion en la expresion de citocinas proinflamatorias, lo
gue le permite al organismo desarrollar una respuesta inflamatoria sistémica
controlada y de esta forma incrementar la sobrevivencia de los animales (Fig. 3, 6
B).

Teniendo en cuenta el efecto beneficioso demostrado por el POO sobre los sistemas
antioxidantes endégenos y su efecto modulador de la respuesta inflamatoria, incluso
cuando se aplicé en combinacién con antibiéticos, nos permite concebir y proponer al
POO como una nueva alternativa terapéutica capaz de prevenir las complicaciones
causadas por una peritonitis y contribuir a reducir la mortalidad en el choque séptico.
Al igual que lo demostrado por (Kotake y cols., 2003), de que los antioxidantes
aplicados en combinacién con antibiéticos, amplifican respuesta de estos por medio

del incremento de la liberacién de citocinas anti-inflamatorias como la IL-10.



Nuestros resultados que mostraron un incremento significativo de la actividad de las
enzimas del sistema antioxidante enddgeno (SOD y GPx) en los grupos que
recibieron POO (Tablas 3,1 y 4), por lo que podemos sugerir que el POO le confiere
proteccion a la mitocondria celular, 1o que la hace mas resistente al dafio inducido por
el estrés oxidativo y nitrosativo generado tanto por la sepsis peritoneal en ratas como
por la endotoxemia en ratones, representado por una disminucion en el contenido de
SRATB y de los niveles de ON en suero. Asi, al obtener un menor dafo oxidativo
celular, la reaccion inflamatoria es moderada, disminuye la activacion de células
inflamatorias y por tanto inhibe la expresion y liberacion de citocinas proinflamatorias
(Tabla 1, Fig. 5y 7). Y de esta forma se preservo tanto la funcion celular como la
funcidn organica (Tabla 6), lo cual conllevé a un incremento de la sobrevivencia de
los animales (Fig. 3, 6 B).

En el Anexo 6 proponemos un resumen de los mecanismos de accion del POO en la
prevencion de la muerte por choque séptico. Se muestra de forma general la
fisiopatologia del choque séptico, iniciado por un insulto infeccioso, el cual conduce a
la activacion del sistema inmune celular con la consiguiente liberacion de mediadores
proinflamatorios que conllevan al dafio organico. En resumen, nuestros resultados
demuestran en primer lugar que el POO incrementa la actividad antioxidante
enddgena (SOD y GPx), mediante la cual se produce una disminucion del estrés
oxidativo, de la infiltracion de neutrofilos en el tejido y de los niveles de ON, lo que
conlleva a una disminucion de la vasodilatacion y la depresion del miocardio. En
segundo lugar, el POO disminuye tanto la expresion como la liberacién de citocinas
proinflamatorias, lo que conduce igualmente a una disminucion del dafio endotelial y

organico. Todos estos mecanismos producen de forma general una modulacion de la



respuesta inflamatoria sistémica, la cual se traduce en el incremento de la
sobrevivencia de los animales.

Actualmente, se ha confirmado la afectividad de agentes bloqueadores de la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias, los cuales deben ser aplicados de forma
profilactica, con el objetivo de prevenir el desarrollo de la lesion oxidativa. En este
sentido hemos demostrado mediante nuestros resultados, que el POO es una
alternativa terapéutica con grandes perspectivas de ser el tratamiento de eleccion
para la prevencion del dafio inducido por el choque séptico y la disminucion de la
mortalidad, ejerciendo el POO de forma simultanea tanto una reduccion del estrés
oxidativo como nitrosativo, acompafado de la modulacion de la respuesta inflamatoria
sistémica. De esta forma, el POO también incrementa la actividad terapéutica de los
antibioticos, cuando ambos son aplicados de forma combinada. Por tanto el POO
posee grandes ventajas sobre otros agentes terapéuticos antioxidantes e

inmunomoduladores.

5. CONCLUSIONES
1. Se demostr6 que el POO tuvo un efecto protector sobre el balance redox
intracelular, tanto en un modelo de sepsis peritoneal como en un modelo de
choque endotoéxico, a través del incremento de la actividad de las enzimas del

sistema antioxidante endégeno (GPx y SOD), lo cual produjo una disminucion de

la liberacion de las citocinas proinflamatorias (IL-13 y TNF-a) en el suero de
ratas y el TNF-a y ON en suero de los ratones, asi como la reduccién de la
infiltracion de neutréfilos en el tejido pulmonar y el incremento de la
sobrevivencia en el modelo experimental con ratas. Este hallazgo novedoso

refleja el alcance de esta alternativa terapéutica en la regulacion tanto del estrés



oxidativo y el nitrosativo, asi como del proceso inflamatorio sistémico generado

durante la sepsis.

2. Tanto el POO como su combinaciobn con antibioticos, incrementd la

sobrevivencia de los animales con sepsis peritoneal letal, demostrando su efecto

inmunomodulador, a través de la disminucion de la expresion la IL-13 y el TNF-
0. Todo lo anteriormente citado confirma lo novedoso de este resultado, que
constituye la primera evidencia de su utilidad en modelos experimentales de

choque séptico.

5.1. RECOMENDACIONES

1. Con el objetivo de ampliar los conocimientos sobre el efecto del POO sobre la
liberacién de otras citocinas proinflamatorias, nos proponemos evaluar en
estos modelos la liberacion de IL-6 e IL-8, asi como algunas citocinas
antiinflamatorias (IL-10 e IL-4). También evaluar la expresion del NF-kB y las
proteinas de choque agudo como la HSP-70.

2. Evaluar la posible via de accién del POO sobre la interaccion del complejo
LPS-LBP con el receptor CD-14 de monocitos.

3. Estudiar el efecto de POO sobre algunos parametros del sistema de la
coagulacion y su comportamiento en el choque séptico.

4. Evaluar el tratamiento con la mezcla ozono/oxigeno en un modelo de choque

séptico experimental.
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Anexo 1. Definiciones relacionadas con la sepsis (2001, Colegio Americano de
Farmacologia Clinica y la Sociedad de Cuidados Criticos)

Concepto

Descripcion

Sindrome de
respuesta
inflamatoria
sistémica (SRIS)

Es la respuesta sistémica a una gran cantidad de estimulos
manifestada por dos o0 mas de los siguientes criterios:
1. F.Card. >90/min

2. F. Resp. >20/min o Pa CO2 < 32 mmHg.
3. Leucocitos > 12,000 mm3, < 4,000mm3 o < 10% de bandas
4. Temp.>380Co0<360C

Sepsis

Es la Respuesta Inflamatorio Sistémica (RIS). El diagnostico
requiere al menos dos criterios del SRIS mas un proceso
infeccioso evidente.

Sepsis severa

Sepsis asociada con disfuncion orgénica, hipo perfusion o
hipotension que responde a hidroterapia. La hipoperfusion puede
incluir, deficiente utilizacién de oxigeno con acidosis lactica, oliguria
0 alteraciones agudas en el estado mental.

Choque séptico

Hipotension inducida por sepsis (tensién arterial sistolica <90
mmHg o una diferencia de 40 mmHg en relacion al basal) a pesar
de la reanimacion hidrica hay hipoperfusion, inflamacion sistémica,
puede incluir, acidosis lactica, oliguria o alteraciones agudas en el
estado mental

Disfuncion organica
Multiple (DOM)

Funcién organica alterada en un paciente criticamente enfermo en
la que la hemostasia no puede mantenerse sin intervencion,
caracterizado por una acidosis profunda, hiporespuesta vascular,

fallo multiorganico y muerte como fase terminal.




Anexo 2. Eventos moleculares involucrados en la patogénesis del choque séptico.
LPS- Lipopolisacarido, LBP-Proteina que une al LPS, mCD14- Receptor de
membrana CD14, sCD14- Receptor soluble CD14. Revista Mexicana Med Crit
yTerapia Intensiva Vol XVIIl, No 6, 2004
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Anexo 3. Efectos bhioldgicos protectores, moduladores y nocivos del éxido nitrico.
Grisham 1999.

Tono vascular
Adhesion celular

Permeabilidad vascular

Inhibe la agregacion
plaquetaria.

Modulador

.

I Protector o N I Nocivo

L Antioxidante

Inhibe adhesion de
leucocitos

Inhibe la funcién de enzimas

Dafio al promotor del ADN

Protector de células
contra el dafio oxidativo

Induce peroxidacion lipidica

Depletor de antioxidantes

Incrementa la susceptibilidad
a: Radiaciones, Agentes
alquilante y Metales toxicos.




Anexo 4. Efecto del POO combinado con diferentes antibioticos sobre la sobre la

Nimero de animales
sobrevivientes

20

[N
o1

10

sobrevivencia hasta las 120 h en ratas con sepsis peritoneal.

O
O
O

\ A\A 33,3 %

11,1%
Total >24 >48 >72 >96 <120

Tiempo de observacion (h)

—4— Sepsis —- P00 (0,8 mg/kg) + Cefat. 2x
—A— POO (08 mg/kg) + Cefod. 2x == POO (0,8 mg/kg) + Levo. 2x
~0—POO (08 mgkg) + Tazo. 2x



Sepsis+Antibiotico POO + Sepsis+Antibiético

Cefodicina

Cefatoxina

Levofloxacina

Anexo 5. Expresion de IL1-B RNAm en el tejido hepatico de ratas.
Deteccion autoradiografica de IL-18 ARNm en el tejido hepéatico por analisis de

hibridizacion in situ. Muestras representativas de tejido hepéatico de los grupos
experimentales tratados con antibiotico (A-D) y los precondicionados con Ozono en
combinacion con los antibiéticos (E-H).

Taxobactam



Anexo 6. En documento PPT.
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