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Indometacina protege de los efectos del
0zono sobre el sueno
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Resumen

El ozono (O,) produce efectos extrapulmonares cuyos mecanismos de toxicidad no son del todo claros debido a que no se
difunde mas alla del tracto pulmonar. Es probable que sus efectos involucren a las prostaglandinas (PG) y al 6xido nitrico (NO),
como resultado delasreaccionesentreel O,y el factor surfactante. Con el fin de evaluar esta hipétesis, se administr6 indometacina
(IND), un inhibidor de la produccion de estas sustancias, a ocho ratas expuestas a 1 ppmde O,. Se empleo al suefio como modelo
extrapulmonar de toxicidad, por lo que se aplicaron implantes a los animales para realizar registros poligraficos, los cuales se
tomaron durante 24 horas en cada una de las siguientes condiciones: 1. exposicion aairelibrede contaminantes; 2. IND, IM (4 mg/kg)
+ exposicion a airelibre de contaminantes; 3. exposiciona 1 ppmde O,, y 4. IND + exposicion ala misma dosisde O,. Se encontro
queel O, aumenta el suefio de ondaslentasy disminuye el suefio paradgjico, fase enla cual laIND mostr6 un claro efecto protector.
Losresuitados sugieren quelos mecanismos que subyacen a la toxicidad extrapulmonar debida al O, estan mediados por la produccion
y la acumulacion del NO, considerando su papel en la expresion del suefio.

Palabras clave: ozono, indometacina, 6xido nitrico, suefio de ondas lentas, suefio paraddjico.

Abstract

Ozone (O,) exposure cause extrapulmonary effects, whose mechanisms are unclear, since O, do not pass beyond the pulmonary
tract. An involvement of prostaglandins (PG) and nitric oxide (NO), two molecules produced by reactions between O, and the
surfactant factor, has been proposed. In order to assay that hypothesis, we administrated indometacin (IND, 4 mg/kg), a PG and NO
inhibitor, to eight male wistar rats exposed to 1 ppmof O,. Seep wasthe extrapulmonary toxicity model employed; so, animalswere
implanted in order to record polygraphically sleep states. Seep recordings were taken during 24 hoursin every of the experimental
conditions: 1. clean-air exposure; 2. IND + clean air; 3. 1 ppmof O, exposure, and 4. IND + O, exposure. It was found an increase
of slow waves sleep and a concomitant decrease of paradoxical sleep when rats were exposed to O,. IND showed a protective effect
mainly on paradoxical sleep. Regarding itsrole in sleep maintenance, results suggest that NO production and accumulation could
be primarily involved in the extrapulmonary toxicity induced by O, exposure.

K ey words. ozone, indometacin, nitric oxide, slow waves sleep, paradoxical sleep.
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Introduccion

El ozono (O,) esel gasmas distribuido en laatmdsfera
de las ciudades con altos niveles de contaminacion
ambiental.* En los ultimos dafios, se han identificado
diversos usos terapéuticos del O, en campostalescomo la
ginecoobstreticia? y la otorrinolaringologia, en particular
para el tratamiento de la otitis media.® Aun con ello,
complicaciones tales como la inesperada muerte de un
paciente? justifican la necesidad de investigar los efectos
adversos de este gas sobre el organismo.

La exposicion al O, se caracteriza, sobre todo, por
ocasionar toxicidad inmediata en el sistema respiratorio®
y por sus efectos oxidantes dentro del organismo
(peroxidacién lipidica en el tejido pulmonar debida a la
produccion de radicales libres).® También se han
demostrado efectos extrapulmonares del O, tales como
incremento delaperoxidacion lipidicaen corazény cerebro
deratas expuestasdurantevarios diasaeste gas.” El sistema
nervioso es, en particular, muy vulnerable al estrés causado
por los radicales libres y se han reportado diversas
alteraciones en las funciones cerebrales de animales
expuestosal O,. Por ejemplo, sehadescrito ladisminucion
del suefio paraddjico (SP) y el incremento del suefio de
ondas |lentas (SOL) tanto en gatos® como en ratas.® °

Se ha referido también un deterioro de la memoria®*
asi como lafacilitacion del desarrollo decrisisconvulsivas
en el modelo de la kindling (inflamacién) amigdalina.’?
L os mecani smos bioquimicos que subyacen al control del
suefio también se han visto alterados,** * méas ain la
actividad serotoninérgicaen el ntcleo del rafedorsal®®y €
area predpticamedia (APM), estructuraen lacual se ha
encontrado, asimismo, reduccion de las concentraciones
de acetilcolina.’

No obstante, el O, no es capaz de vigjar a traves del
organismo més alla de la barrera bronquioalveolar, por lo
gue se piensa que | os ef ectos extrapulmonares observados
ante la exposicién a este gas se deben a algunos productos
de reaccion entre el O, y los tejidos de las vias aéreas.
Entre éstos se encuentran las prostaglandinas (PG),* los
radicaleslibres®® y el oxido nitrico (NO).2°

Aunque las PG y el NO modulan algunas de las
respuestas del sistemainmunitario, también se relacionan
con diversas funciones neurofisioldgicas, incluida la
regulacion del ciclo del suefio en los mamiferos.?t2® En
particular, se considera ala PG D, como una de las mas
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potentes promotoras del suefio, =%y se hademostrado que
la barrera hematoencefélica es permeable a estas
sustancias.?®

Asi pues, la participacion de cualquiera de dichas
moléculas, oladeambas, puede presuponerseenlosefectos
de la exposicion a O,. En consecuencia, cabria esperar
que, a inhibir su produccion, pudieran revertirselos efectos
de la exposicion a este gas sobre los estados del suefio.
Considerando que el suefio es producto de la actividad
integradora del sistema nervioso central, €l propdsito de
estetrabajo fue evaluar los efectos deindometacina (IND),
uninhibidor delasintesisde PG, sobrelos estados de suefio
en ratas expuestas a O,.

Material y métodos

* Animales. Se utilizaron ocho ratas macho de lacepa
wistar con pesos deentre 250y 300 g, alas que se mantuvo
en condiciones estandares de bioterio, con acceso libre a
alimento y agua, y un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad.
El tratamiento de los animales se apeg6 a las
recomendaciones del National Research Council deEUA %
conforme con los lineamientos detallados por Gonzélez-
Pifiay Escalante-Membrillo.?®

e Implante de electrodos. Los animales fueron
anestesi ados con pentobarbital sddico (40 mg/kg, IP) y se
les implantaron electrodos bipolares de acero inoxidable
(A-M Systems, Inc.) en los musculos del cuello para €
electromiograma (EMG), y en la corteza sensorimotora
derecha para el electroencefalograma (EEG). Los
electrodos se fijaron a la superficie del hueso mediante
acrilico dental y tornillo de fijacién (Bioanalytical
Systems).

* Exposicion al O, y registro poligrafico. Siete dias
después de la cirugia, los animales fueron colocados en
cajas de acrilico transparente (30 x 22 x 22 cm) con libre
acceso a alimento y agua. Entonces, se les conecté a un
poligrafo (Grass, 7D) cuyos filtros se gjustaron a pasa-
bajas 30 Hz, pasa-altas 0.1 Hz para EEG en el cand 1,
mientras que en el cana 2 se gjustaron a pasa-bajas 300
Hz y pasa-altas 10 Hz para EMG. Luego de €ello, se tomo
un registro basal del suefio durante 24 horas con los
animales expuestos a aire filtrado libre de contaminantes
(4 L/min). Tras concluir este registro, se aplicd alasratas
unadosis de 4 mg/kg de IND, IM, y se efectué un nuevo
registro de suefio durante la exposicion a aire libre de
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contaminantes. Al finalizar estos registros, los animales
fueron trasladados a condi ciones esténdares de bioterio en
las que permanecieron durante ocho dias.

Después de este lapso, se tomo un nuevo registro de
suefio durante 24 horas en condiciones de exposicion a
una mezcla de O, (1 ppm) y aire filtrado. El O, se
administré mediante un generador de luz UV (Trizon, P-
15) y su concentracion se midié utilizando un medidor
fotométrico (DASIBI, 1008-PC). Finalizado este registro,
losanimalesvolvieron alas condiciones debioterio durante
ocho dias. Tras concluir este periodo, se les aplicaron 4
mg/kg, IM, de IND (SIGMA, San Luis, MO) y setomé un
nuevo registro de suefio durante 24 horas en condiciones
de exposicion a1 ppm de O,.

 Cuantificacion de los estados de vigilia (V). Se
analizaron los registros poligréficos de manera visual
mediantelaclasificacion electrofisiol6gicadelaV, el SOL
y el SP. El criterio el ectrofisiol égico paradefinir los estados
de suefio fue el siguiente:

-V: caracterizada por ladesincronizacion del EEG
con presencia de tono muscular.

— SOL.: definido por la presenciade husos de suefio
y sefidles de alto voltaje en el EEG, con
disminucion de la actividad muscular.

— SP: caracterizado por ladesincronizacion del EEG
y laausenciatotal de tono muscular.

El parametro basico de medicidn fue el porcentaje de
tiempo total que, en cadaregistro de 24 horas, pasaron los
animalesenV, SOL y SP.

» Expresion de resultados y estadistica. Dada la
naturalezadelasvariables estudiadas, seutiliz6 unandlisis
no paramétrico de Friedman. Cuando lasdiferenciasfueron
significativas, se aplicé una W de Wilcoxon para €l
contraste. Se ajustd un nivel de significancia méximo de
p < 0.05 utilizando €l criterio de dos colas.

Resultados

El andlisisdelosdatos mostr6 quelosanimales pasaron
41.1+ 2.8%del tiempoenV mientrasrespiraban airelibre
de contaminantes. Este porcentaje fue muy similar a
observado en los mismos animales a inyectarseles IND
(44.6 = 2.9%). Sin embargo, laV disminuyd notablemente
cuando fueron expuestos al O,, yaque durante este periodo
solo permanecieron 19.0 + 1.8% del tiempoen V. Lasratas
alas que se les administré IND y fueron expuestas a O,

permanecieron 33.5 = 1.7% del tiempo en V, lo cua fue
significativamente superior a lo observado en animales
expuestos a O,, pero inferior a lo encontrado en los
expuestos a aire libre de contaminantes (Figura 1).
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Figura 1. Cantidad relativa promedio en la que los animales
permanecieron en V durante un periodo de 24 horas. Se observa una
disminucion significativa durante laexposicion a O,, con unatendencia
protectorade laIND ante los efectos de este gas. Empero, la proteccion
no fuetotal. (a: significativo con respecto aaire limpio; b: significativo
con respecto aO,; W de Wilcoxon: p < 0.05.)

Por su parte, el SOL present6 un patron similar a de
reportes previos: laexposicion a O, increment6 el tiempo
en que los animales permanecieron en SOL (50.0 + 2.8%
de SOL en controles), mientras que los mismos animales
expuestos a0, presentaron 78.6 + 1.6%, lo cual equivalea
un aumento significativo. En este sentido, no se observaron
efectos significativos debidos ala administracion de IND
en animales expuestos a aire libre de contaminantes, ya
que €l porcentaje de tiempo que permanecieron en SOL
(51.4 = 1.9%) no acuso diferencias significativas con
respecto al encontrado en los controles. Se observé que
los animales alos que se administro IND y expuestosa O,
a canzaron una cantidad menor de SOL que | os expuestos
a O, sin administracion de IND; esta cantidad fue
significativamente més alta que la observada en controles
(62.1 = 1.9%; Figura 2).

L osefectosmasrelevantes se observaron en €l SP, cuyo
porcentgje en condiciones de exposicion a aire libre de
contaminantes fue de 4.3 + 0.3%. Este porcentaje es muy
parecido al encontrado cuando a los animales se les
suministré IND y fueron expuestos tanto a aire libre de
contaminantes (4.7 = 0.4%) como a 1 ppm de O, (4.6 =

o1 I
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Figura 2. Cantidad relativa promedio en la que los animales
permanecieron en SOL durante un periodo de 24 horas. Estafase de suefio
se incremento significativamente durante la exposicion a O,, con una
tendencia protectora de la IND ante |os efectos de este gas, de manera
semejante alo encontrado en lavigilia (a: significativo con respecto a
airelimpio; b: significativo con respecto aO,; W de Wilcoxon: p < 0.05.)

0.5%). Estos val ores contrastan significativamente con una
disminucion importante de SP durante laexposicion a O,
sin suministro de IND (2.4 + 0.5%, Figura 3).
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Figura 3. Cantidad relativa promedio en la que los animales
permanecieron en SP durante un periodo de 24 horas. Estafase de suefio
disminuy6 significativamente cuando las ratas fueron expuestas a O,
con una clara tendencia protectora de la IND contra los efectos de este
gasen estafase del suefio. (a: significativo con respecto aairelimpio; W
de Wilcoxon: p < 0.05.)

Discusion

De acuerdo con los resultados del presente estudio, la
exposicion a 1 ppm de O, ejerce sobre el suefio efec-
tos muy similares a los reportados previamente; estos
efectos consisten, sobre todo, en disminucién de SP e
incremento de SOL > %1 |o que convalidalas técnicas de
registro empleadas en este trabajo.

R

Debe destacarse que la IND por si sola no produjo
cambio alguno en |os porcentajes de suefio con respecto a
los registros control, aunque fue notable su efecto
relativamente protector contra los efectos del O, sobre la
V y el SOL; en cuanto a SP, la IND blogued totalmente
latoxicidad mediada por O,.

Loanterior puede explicarseal considerar laproduccion
de moléculas secundarias que & O, genera a entrar en
contacto con las mucosas de las vias aéreas y e factor
surfactante.?® Entre dichas moléculas se encuentran
especiesreactivas que vigjan aotros érganos atravésdela
sangre mediante un mecanismo de cascada oxidativa,® y
también se producen PG, formadas como respuesta al
efecto del radical hidroxilo,® la especie reactiva mas
oxidante que se conoce.

Esposible quelas PG puedan vigjar desdelos pulmones
hasta otros drganos, yaque se haencontrado unincremento
de PG E, en €l plasmade ratas expuestas a4 ppm durante
ocho horas.®® En cerebro, los efectos de las PG pueden ir
desde la promocion hasta la inhibiciéon del suefio.*> No
obstante, aunque la PG E, suprime el SP* ello no explica
el incremento de SOL en ratas expuestas a O,.

La evidencia mas reciente sugiere la participacion del
NO, producido en pulmén en gran medida debido a la
sintesis de PG, la cual seincrementa ante la exposicion a
O,. Algunos autores sugieren que latoxicidad derivadade
la exposicion a O, podria estar mediada por la accion del
NO?% % y no por la acciéon de las PG. El NO es capaz,
incluso, deacumularseenlosteidos, por lo que seesperaria
que los efectos del O, continuaran expresandose alin
despuésde concluidalaexposicion. Existen reportes sobre
tales efectos remanentes posteriores ala exposicion,*® 153
lo cual sustenta la hipotesis sobre la importante
participacién del NO como parte del mecanismo de
toxicidad debidaa O,.

Por su parte, lasintesis de PG involucrala produccion
de NO debido a los efectos de la ciclooxigenasa (COX).
Asimismo, la IND es un antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) que gjerce su actividad mediante lainhibicién de
la COX-2.% Debido a €llo, es fé&cil inferir que el efecto
protector delalND antelaexposicion aO, puede deberse
a blogueo de la produccion de NO mediada por la COX.
Esto es importante porque implica que los efectos
extrapulmonares debidos a O, pueden bloquearse desde
los primeros niveles de contacto de este gas con las vias
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aéreas. De acuerdo con este concepto, sugerido en reportes
previos, la administracién de vitamina E (un bloqueador
delaproduccién deradicaeslibres) protege delos efectos del
O, sobre |as catecolaminas cerebrales.®

Aunque—de acuerdo con diversosreportes— algunos
efectos de la exposicion al O, sobre |as vias respiratorias
son similares entre animal es experimental esy humanos,®
% en pocos estudios se describen los efectos del O, sobre
el sistema nervioso central humano. En individuos de la
especie humana, se han observado fatiga, letargiay dolor
de cabeza,* probablemente como resultado delos efectos del
O, sobre el ciclo humano de suefio-vigilia

Lasalteracionesdel suefio observadastraslaexposicion
a O, pueden ser un efecto secundario importante en la
terapiarelacionada con este gas, dado que unabajacalidad
del suefio en nifios suele conducir a problemas de
aprendizaje. Pero mientras no se estudien lo suficientelos
efectos del O, sobre el sistema nervioso humano, la
prescripcion del tratamiento con O, debe evaluarse con
todo cuidado, o bien debe considerarse el uso concomitante
de antioxidantes y/o antiinflamatorios.
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