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(1) INSTITUTO DE NUTRICION E HIGIENE DE LOS ALIMENTOS

RESUMEN . Se estudi 6 un grupo de pacientes sometidos a autohemoterapi a con
uzono, de los cuales se probd el Tfluido sanguineo con el fin de determinar la
posi ble induccioén d mutac iones en las cepas de Salmonel las typhimur iun, como

resul tado de la formacién de peréxidos.

INTRODUCCION
F1 ozono es uno de los contami nant es del ai re. Las bases moleculares de
su toxicidad estan relacionadas con suvigorosa propiedad oxidativa. Dos hi-
potesis expl ican la accién del ozono sobre bases moleculares :
< El ozono es responsable de la oxidacion de los grupos tioles en las protei-
nasy péptidos de bajo peso molecular. !
= El ozono es responsable de oxidar los 4cidos grasos insaturados, por su gran
afinidad hacia los dobles enlaces, los cuales atacagenerando peréxidos hi-
drof il icos de cadena corta. 2
Los procesos citados podrian ocurrir en las membranas bioldgicas, ya que
éStas son a menudo ricas en acidos grasos insaturados y prot einas, y a su vez
se encuentran bafiadas por un fluido que contiene metales yes rico en oxigeno.
Los procesos iniciados por radicales libres son particularmente deletéreos
debido a que ellos son conservativos y propagativos. En s)] interaccién con
los constituyentes de lacélula pueden producir radicales secundariosyter-
ciarios derivados de [Ilpidos, aminoacidos, acido ascdérbico, glutatién y com-
puestos de los acidos nucléicos. ’
Los efectos acumulativos de tal cascada pueden Ilevar a la muerte inmedia-
tade lacélula, provocando posiblemente lanecrosisdel tejidoy sufibrosis.
El ozono es capaz de causar efectos mutagénicos en la cepa E. coli k12, en
Sacharomyces cereviceae, produciendo mutaciones puntuales. Se conoceademas,
que los productos finales de laperoxidacién, particularmente el malonaldehi-

do, poseen propiedades mutagénicas, siendo capaces de formar cross link con el

4
ADN.

Otros estudios ° en roedores, sefialan al ozono como un clastégeno débi l.
Ademds, hay evidencias de la alteracion en la morfologia de los espermatozoi-
des, al ser administrado el gas en muy altas dosis, por via intratesticular.
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Dada la dificultad de hacer -m estudio a largo plazo, ya que los ensayos
de carcinogenic idad en animales son mu: caros y demoran aproximadamente 3 afios
es necesario la utilizacion de ensayos invitro a corto plazo. Entre éstos, el
mas val 1dado es el ensayo de Sal mo,.ella typhimuriun, que consiste en el empleo
de cepas bacterianas auxotroéficas para la histidina, que en presencia de un
compuesto con actividad mutagénica revierten a laprototrofia paradicho ami-
noac i do .

La cepa anterior al crecer en un medio minimo, presenta un numero de re-
vertantes espontaneos que fluctla dentro de un rango establecido, siendo éste
el control experimental. Si n embargo, al poner las bacterias en contacto con
un agente mutagénico, el numero de revertantes aumenta su potencia mutagénica.
Por esta razonse les denomina revertantes inducidos.

Si la relacidén revertantes inducidos/revertantes espontdneos es mayor que
dos, se asume que el compuesto analizado es un raut ageno.

Con el objetivo de simular las condiciones in vivo se empled en el ensayo,
una fraccidn enzimat ica que fue denominada Se que contenia vxidasas de funcion
mal tiples @FM), las cuales se encargaban del metabol ismo del compuesto bajo
estudio.

En este trabajo se empled una fraccion de higado de ratas machos Spr*ague
Dawley, que fue tratada previamente con aroclor 1254, conocido inductor de las
OFM.

Las cepas empleadas fueron la TA 97, TA 93y TA 100. Seaplicaron dos va-
riantes experimental es:

Incorporacion en placas. Se mezclaron 10° células de cada cepa con dife-
rentes vol Umenes de sangre, 0,5 mL de la mezcla 59 o O,5 mL de tampén fosfato
i:;H7,4. Est a mezc la fue homogeneizada en 2 mL de agar suave y posteriormente
vert ida en placas de medio minimo.

Preincubacion. Los componentes anteriores, excepto el agar, se mezc laron
y agitaron durante 20min a 37°, luego se les adicionaron 2 mL de agar, ver-
tiéndose en placas de medio minimo. Enambos casos se les real iz6 una incuba-
cion durante 48 h a 37 °c.  Después se real iz6 el conteo de las colonias.

ATITOHEMOTERAPI A

Esta terapia fue |Ilevadaacabo mediante el tratamiento de la sangre con
una mezcla de ozono/oxigeno (concentracién 40 g/mL) y su reposicional to-
rrente circulatorio por inyeccion intravascular.

COLECCION DE LA MUESTRAY TRATAMIENTO

La sangre fue tomada de 12 pacientes con patologias tales como, retinosis
pigmentaria, arteritise infarto cerebral, loscualesyahabianrecibido otras
apl icaciones del gas, en un rango de 5a 80 tratamientos. A estas muestras se
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les aplicéel método de incorporacidonenplacas. Lasdosisutilizadasfueron
15; 7,5y 1,5 mg de 03/250mL de sangre.

Para el ensayo de preincubacion se tom6 la sangre de dos pacientes sanos
siendo tratados con la dosis de 7,5 mg pe 03/250mL de sangre.

RESULTADOS

En las Tablas I, I1, 111 y IV se muestran los resultados de los tratamien-
tos con ozono en cada ensayo. Se debe acl arar que ni nguna muestra cumple de
forma independiente el requisito de mutagenicidad.

La capacidad peroxidativa del ozono ha sido estudiaday se sabe que las
reacc iones de peroxidacidon lipidicas pueden producir una gran variedad de mu-

. . 6
tagenos, promotores y carc indgenos.

Tabla l
Influencia de la ozonlzacioén de la sangre a dosis de 1,5 mg 03/250 mL sangre
TA 97 TA 100
t (min) - 59 + S9 - 59 + 59
K 08 140 110 145
0 102 137 100 110
30 112 138 104 125
60 123 144 108 137

= revertantes espontaneos de cada cepa (controles)

Tabla 1l
Influencia de la ozonizacién de la sangre a dosis de 7,5 mg/250 mL de sangre

TA 97 TA 100
t (min) - s9 + 59 - 59 + 59
K. 97 102 96 99
0 o8 111 97 104
30 100 112 123 112
60 94 101 97 104

erevertantes espontaneos de cada cepa (controles)

Tabla 111
Influencia de la ozonizacién de la sangre a dosis de 15 mg/250 mL de sangre
TA 97 TA 100
t (min) - s9 + S9 - 89 + S9
K 147 147 127 125
0 125 145 110 135
30 142 162 , 117 117
60 125 148 125 120

erevertantes espontaneos de cada cepa (controles)
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Tabla IV

influencia de la ozonizacitén de la sangre a dosis de 7,5 mg/250 mL sangre.
Preincubacién

Tiempo Volumen TA 98 TA 100
(min) (L) -8 + 8 -5 + 8
* 9 9 9 9

K 14 18 81 71

0 100 18 23 114 64
200 16 16 106 54

10 100 21 24 73 106
200 18 20 75 79

* revertantes espontaneos de cada cepa (controles)

Las cepas TA 77 y TA 100 han mostrado su capacidad para ser utilizadas en
la evaluacién de los peréxidos. Mas tarde, se disefio la cepa TA 102, especial-
mente introducida para la deteccion de mutdgenos oxidativos, como peroxido de
de hidrégeno y otros hiclr‘opet‘()}('1dos.1r

Para el desarrollo de este trabajo se conté séle con las cepas TA 87,
TA 100 y TA 98, las cuales habian sido utilizadas anteriormente con buenos
resultados.

No se observé ningun efecto mutédgeno con las cepas anteriormente sefiala-
das, a ninguna de las dosis terapeuticas empleadas. Seria recomendable reali-

zar el ensayo con la cepa TA 102.
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