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Estudio estructural y ultraestructural
de la histología del recto en ratones previamente
tratados con ozono mediante insuflación rectal

RESUMEN.  El ozono es reconocido en frecuentes publicaciones como un im-
portante contaminante del aire ambiental con potente poder oxidante, siendo
capaz de producir efectos adversos para la salud en humanos y en animales. Por
otra parte, en la práctica clínica se conoce de los beneficiosos efectos terapéuti-
cos del ozono cuando se utiliza de forma adecuada. En este trabajo los autores
se propusieron la tarea de estudiar, mediante microscopía óptica y electrónica,
la histología del recto en ratones previamente tratados con ozono por insufla-
ción rectal (20 sesiones a dosis equivalentes a las terapéuticas usadas en huma-
nos), comparando los resultados con un grupo control. En este estudio, en las
muestras de recto analizadas, no se observaron cambios morfológicos.

ABSTRACT.  Ozone is recognized in frequent publications as a ubiquitous air
pollutant with powerful oxidizing capacity. Higher concentrations of inhaled
ozone are sufficient to cause adverse effects to humans and animals. In clinical
practice, it has been demonstrated the therapeutic effects of ozone therapy, when
it is applied avoiding the airways and at appropriate doses. The aim of this
paper is to study the rectal histology (using optical and electronic microscopy)
of mice previously treated with rectal ozone (20 sessions, in doses equivalent to
therapeutic doses used in humans), comparing with a control group without
ozone. In this study any morphological changes were observed.
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INTRODUCCION
El ozono es reconocido en fre-

cuentes publicaciones como un im-
portante contaminante del aire am-
biental con potente poder oxidante,1,2

siendo capaz de producir efectos ad-
versos para la salud cuando se pone
en contacto con las vías aéreas tanto
de humanos como de animales.3

En humanos, ha sido establecido
que cortos períodos de exposición al
ozono por vía inhalatoria producen
una plétora de respuestas pasajeras
que incluyen: reducción en la fun-
ción ventilatoria; incremento en la
sintomatología, permeabilidad y
reactividad del árbol respiratorio;
aumento de las células y mediado-
res de la inflamación, así como una

disminución a nivel alveolar de los
neumocitos Tipo I.3-5

Los fluidos obtenidos mediante
lavado broncoalveolar en humanos
expuestos al ozono por vía respira-
toria muestran un  incremento en el
infiltrado de neutrófilos y citocinas1

y algunos investigadores de hecho
correlacionan el infiltrado de neu-
trófilos haciéndolo dependiente de
los niveles elevados de interleucina
8 (IL-8) encontrados en estos flui-
dos.3  También ha sido reportado que
el daño que causa el gas cuando es
inhalado está relacionado con la li-
beración de ácido araquidónico de la
membrana celular, lo que condicio-
na una elevación de los leucotrienos
que son iniciadores de la quimio-

taxis. Por esta vía, los neutrófilos son
atraídos hacia el tejido pulmonar cau-
sando la injuria  tisular.6

En animales de experimentación
que inhalan ozono durante horas o
días se producen  alteraciones en la
bioquímica y en la morfología pulmo-
nar, así como potenciación en la in-
fección bacteriana respiratoria. Los
cambios morfológicos se observan en
los bronquiolos terminales y en los
alvéolos, apreciándose daños en las
células ciliadas y el  epitelio alveolar
Tipo I. Estas estructuras son reem-
plazadas con posterioridad por célu-
las Clara proliferativas y células
epiteliales Tipo II, respectivamente.2

También ha sido reportada la presen-
cia de nódulos tumorales (adenomas)
sobre la superficie pleural de anima-
les expuestos al ozono por vía respi-
ratoria, con una mayor significación
con relación a grupos controles.
Otras alteraciones celulares incluyen
hiperplasia y metaplasia, las cuales
pueden ser consideradas como reac-
ciones inflamatorias.2 En este mismo
sentido se reporta que en animales,
el ozono por la vía inhalatoria causa
un efecto dependiente de la dosis,
generándose inflamación en la re-
gión centriacinar del pulmón con
fibrosis ulterior  a ese nivel.7  Se ha
reportado también que la exposición
al ozono por esa vía promueve o cau-
sa de forma directa, daño sobre el
DNA.8

No obstante, estas evidencias,
otros autores han obtenido resulta-
dos que difieren y a veces muestran
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cierta paradoja con relación al resto
de las investigaciones. Así por ejem-
plo, se señala que la exposición al
ozono por vía inhalatoria no produ-
jo efectos carcinogénicos ni incre-
mentó la incidencia de neoplasmas
pulmonares en ratas de ambos sexos 7

y Schulz reporta inclusive, efectos
anticarcinogénicos en ratones NMRI
tratados con uretano y ozono.9

Ha sido descrito también un fe-
nómeno de tolerancia al ozono cuan-
do éste es inhalado a bajas dosis du-
rante períodos de tiempo prolonga-
dos en animales de experimenta-
ción, relacionándose este efecto con
un incremento en los niveles de en-
zimas antioxidantes como la gluta-
tión S-transferasa, glutatión peroxi-
dasa, catalasa y superóxido dismu-
tasa, específicamente en aquellos
sitios pulmonares mayormente ex-
puestos al gas.10,11 Otro estudio en-
contró atenuación en la injuria agu-
da pulmonar al ozono cuando previa-
mente expuso ratas a dosis relativa-
mente bajas del gas durante siete
días seguidas de altas concentracio-
nes, sugiriendo que la preexposición
a estas dosis, disminuye la permeabi-
lidad de las vías aéreas bajas para
cuando enfrenten mayores concen-
traciones de ozono.12

Con relación a las discrepancias
encontradas relativas al ozono y sus
efectos adversos sobre el aparato res-
piratorio, desde el punto de  vista
epidemiológico, se plantea que sólo
unos pocos trabajos han sido reali-
zados para estudiar los efectos rela-
cionados con la exposición al ozono
por vía inhalatoria, y que se necesi-
tan más estudios para designar y dis-
tinguir entre efectos agudos y pasa-
jeros del ozono así como para de-
terminar los efectos prolongados de
este gas sobre el prematuro enveje-
cimiento pulmonar, la sintomatolo-
gía y la mortalidad, recomendándo-
se para futuros estudios, la recolec-
ción extensiva y detallada de otras
variables que pudieran de forma po-
sitiva o negativa confundir o modi-
ficar los resultados que se obten-
gan.13

En la práctica clínica se conoce
de los beneficiosos efectos terapéu-
ticos del ozono cuando se excluye la
vía inhalatoria y se utilizan, además,
dosis adecuadas.

En este trabajo los autores se pro-
pusieron la tarea de estudiar la
histología rectal de ratones previa-
mente tratados con ozono por insu-
flación rectal, teniendo en cuenta
que existen trabajos en los cuales se
estudian las características histoló-
gicas relacionadas con la aplicación

local de este gas, pero que difieren
con los esquemas de tratamiento em-
pleados por ellos en sus modelos ex-
perimentales.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon 30 ratones NMRI
hembras (Centro Nacional de Produc-
ción de Animales  para Laboratorio,
Ciudad de La Habana) con un peso
promedio de 20 g los cuales fueron
mantenidos en condiciones ad
libitum para la realización del expe-
rimento.  Los animales fueron divi-
didos aleatoriamente en dos grupos
equitativos:

Grupo A: (Control). Estos ratones
no recibieron medicación o trata-
miento alguno.
Grupo B: (ozono). Este grupo de
animales recibió tratamiento me-
diante insuflación rectal y se le  apli-
có 1 ml de una mezcla ozono-oxíge-
no a una concentración de 39 mg/L,
una vez al día, de lunes a viernes,
hasta completar 30 aplicaciones.
La canulación rectal se logró intro-
duciendo la sonda 1 cm más allá
del esfínter anal.

Materiales

Para la insuflación rectal del gas
se emplearon cánulas plásticas iner-
tes al ozono de tamaño adecuado y
jeringuillas de  cristal.  La generación
del ozono se realizó con un equipo
OZOMED (Centro Nacional de Inves-
tigaciones Científicas, Ciudad de La
Habana).

Obtención de las muestras

Una vez concluída la fase de tra-
tamiento, se procedió al sacrificio de
los animales mediante desangrado
por la vía axilar delantera derecha.
Tras la disección quirúrgica y expo-
sición visceral se obtuvo un fragmen-
to de recto de 1cm de longitud a una
distancia aproximada de 1 cm por en-
cima del esfínter anal. Todas las
muestras obtenidas fueron debida-
mente rotuladas.

Procesamiento histológico

Microscopia óptica. Después de
un período de aproximadamente de
10 h de fijación en la disolución de
formaldehído al 10 %, a las muestras
obtenidas se les realizaron  técnicas
convencionales de procesamiento
histológico para microscopia óptica
por inclusión en parafina y coloración
con hematoxilina y eosina, realizán-
dose posteriormente cortes de aproxi-
madamente 4 mm de grosor para lo
cual se utilizó un micrótomo de corte
vertical (Leitz). Las láminas fueron

observadas al microscopio. El estu-
dio histopatológico se realizó a cie-
gas, ya que el especialista que eva-
luó las láminas  desconocía el mé-
todo terapéutico aplicado.

Microscopia electrónica.  Para
este estudio se escogieron al azar
dos muestras de animales conside-
rados controles y tres muestras de
animales tratados con ozono me-
diante insuflación rectal. Todas las
muestras fueron estudiadas por
microscopia electrónica de transmi-
sión.  Se prefijaron en glutaraldehí-
do al 3,2 % en amortiguador cacodi-
lato  y la fijación se realizó en OsO4

al 2 % en el mismo amortiguador. Se
deshidrataron en alcohol de concen-
tración creciente, se filtraron e in-
cluyeron en resina Spurr. Se reali-
zaron los cortes, se contrastaron y
observaron en el microscopio elec-
trónico JEM 100 (JEOL).

RESULTADOS Y DISCUSION

La temática de la ozonoterapia
sigue siendo hoy día fuente de gran-
des controversias a nivel mundial,
y uno de los puntos más polémicos
de este campo es precisamente el
aspecto toxicológico.

Mucho ha sido publicado con
relación a los efectos que produce
el ozono sobre las vías respiratorias
de humanos o animales cuando es
inhalado, aunque existen reportes
contradictorios. Sin embargo, en lo
tocante a otras vías de administra-
ción del ozono y estudios histológi-
cos,  poco ha sido divulgado.

En la actualidad, no se puede
negar que la utilización del ozono
con fines terapéuticos ha permiti-
do resultados satisfactorios en una
amplia variedad de enfermeda-
des,14,15 y además, estos resultados,
obtenidos tras la aplicación conse-
cuente y cuidadosa de la ozonotera-
pia, prometen resultados alentado-
res.

Dentro de las principales venta-
jas de la ozonoterapia se destacan:
carencia de toxicidad y estimulan-
te de la producción de citocinas,
acompañado por un mejoramiento
en la oxigenación y el metabolis-
mo.16

Desafortunadamente, el poco y
sencillo estudio de las bases bioló-
gicas de la ozonoterapia, la expe-
riencia clínica, que aunque vasta, se
ha mantenido limitada a la práctica
de la medicina privada resultando
en anécdotas y modismos con esca-
sa publicación y finalmente, el co-
nocimiento de que el ozono es uno
de los peores contaminantes que
puede generar la formación de com-
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puestos oxidantes, han originado
comprensiblemente un fuerte per-
juicio para su empleo.17

Por todos estos aspectos, se hace
necesario la realización de estudios
que permitan dilucidar la existencia
o no de alteraciones o daño a nivel
tisular cuando se emplea el ozono
con fines terapéuticos a dosis ade-
cuadas y se excluye la vía inhalato-
ria para su aplicación. En tal senti-
do, ha sido orientado el objetivo fun-
damental del presente trabajo.

Los resultados  de este estudio
coinciden con los reportes de otros
autores, al no encontrar  por ningu-
na de las técnicas empleadas, alte-
raciones morfológicas cuando el ozo-
no se aplicó de acuerdo con el esque-
ma de tratamiento aquí seguido (Fi-
guras 1 y 2).

En diferentes investigaciones en
las cuales ha sido estudiada la mor-
fología tisular tras la aplicación del
ozono a dosis adecuadas y excluyen-
do la vía inhalatoria, no se han re-
portado alteraciones estructurales.

Rokitansky, en un estudio en el
cual trata de esclarecer los efectos
del ozono y sus metabolitos sobre di-
ferentes estructuras celulares, de-
muestra que en animales de experi-
mentación en los cuales se aplica el
ozono por vía intravenosa e intrape-
ritoneal no se visualizan daños ce-
lulares mediante microscopia elec-
trónica, refutando así, la hipótesis de
la citotoxicidad del ozono.17  Estudios
posteriores también han obtenido
resultados similares.

En una investigación18 para la
cual se emplearon ratas de la cepa
SHR, no se observaron alteraciones
morfológicas mediante microscopia
óptica en el recto, colon e intestino
delgado de esos animales cuando se
empleó el ozono por insuflación rec-
tal a dosis variables durante quince
días, incluyendo un grupo con una
dosificación equivalente a la máxi-
ma terapéutica utilizada en el huma-
no. Estos resultados son muy simi-
lares a los obtenidos en la presente
investigación.

Otro estudio19 en el que se aplicó
ozono a ratas y ovejos por vía intra-
peritoneal, no se evidenció cambios
histológicos en hígado y pulmón y
sí corroboró la existencia de altera-
ciones pulmonares tanto clínicas
como morfológicas cuando el ozono
se administra por vía inhalatoria.

En estudios ultraestructurales 20,21

por microscopia electrónica en dife-
rentes vísceras de ratas (corazón,
pulmón, hígado y bazo) expuestas al
ozono a diferentes concentraciones
por vía intraperitoneal e insuflación

rectal, no se evidenciaron cambios
morfológicos en las piezas analiza-
das.

Un experimento realizado en ra-
tas hipercolesterolémicas demostró,
mediante microscopia óptica, que no
se producen alteraciones morfológi-
cas en diferentes órganos de los ani-
males previamente tratados con ozo-
no y sin embargo, en dos animales
en los cuales no se aplicó el ozono,
se detectaron zonas de necrosis car-
díaca, por lo que se sugirió que el
ozono podría ejercer una función
protectora a nivel cardiovascular22 y
endotelial.23

La acción protectora de este gas
también se pudo apreciar en otro
experimento en el cual se empleó el
tetracloruro de carbono (conocido
inductor del daño hepatocelular con-
dicionado por la generación de espe-
cies reactivas del oxígeno) una vez
finalizado el tratamiento con ozono
mediante insuflación rectal, obte-
niéndose una correspondencia entre
los indicadores oxidativos, los mar-
cadores hepáticos y los estudios
histopatológicos. Un hallazgo rele-

vante de este trabajo fue el haber
encontrado una disminución signi-
ficativa en el número de células he-
páticas dañadas en el grupo de ani-
males tratados con ozono con rela-
ción al control,24 lo cual demuestra
que el ozono es capaz de proteger a
las células frenta a la injuria produ-
cida por los radicales libres del oxí-
geno. Este fenómeno, conocido
como precondicionamiento oxidati-
vo, puede estar en relación con los
resultados de otros autores que en-
contraron niveles elevados de enzi-
mas antioxidantes en el pulmón10,11

y atenuación del daño tisular pulmo-
nar12 tras la inhalación del ozono en
animales de experimentación.

La continuación de estudios con
similares objetivos investigativos,
permitirá corroborar el planteamien-
to de que la aplicación del ozono de
forma controlada no produce daño
ni alteraciones morfológicas, contri-
buyendo así, a una mayor y mejor
aceptación de esta terapéutica, la
cual ha demostrado resultados bene-
ficiosos en una amplia variedad de
enfermedades.

Fig. 1.  Resultados  correspondientes a los análisis por microscopia óptica.
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Fig. 2.  Resultados correspondientes a los análisis por microscopia electrónica.
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CONCLUSIONES

El ozono aplicado mediante insu-
flación rectal a la dosis y por la vía
utilizadas en esta investigación, no
produce cambios morfológicos en el
recto de los animales estudiados.
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