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RESUMEN

Los radicales libres son especies quimicas de gran reactividad. El ozono se caracteriza por
ser un contaminante del aire, que esta presente sobre todo en las grandes ciudades, a pesar
de que no es propiamente un radical libre, es promotor de varios de ellos, por ejemplo, los
radicales hidroxilo y perdxido. Los radicales libres también se generan como parte del meta-
bolismo celular y son controlados por mecanismos de caracter endégeno, principalmente de
tipo enzimético, resaltan por su importancia, las enzimas superéxido dismutasa, catalasa y
glutatiéon peroxidasa. Diversos reportes sefialan la participacion del ozono en la produccién
de alteraciones en funciones neurolégicas, conductuales, endocrinas y genéticas entre otras.
Por otra parte, bajo condiciones controladas, el ozono ha sido utilizado con fines terapéuti-
cos en el tratamiento de enfermedades virales. De manera que el ozono, puede verse como
benéfico o danino, dependiendo de su concentraciéon y de la capacidad del metabolismo
celular del organismo, para regular la produccion de radicales libres, hasta culminar con la
oxidacion de moléculas organicas y producir CO, y H,O.
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INTRODUCCION

El aire es una mezcla gaseosa compuesta por: 78%
de nitrégeno, 21% de oxigeno y 1% de diferentes
compuestos (tales como, argén, diéxido de carbonoy
ozono). La contaminacién del aire es uno de los pro-
blemas ambientales mas importantes de las grandes
ciudades, la cual es resultado de la creciente actividad
humana, que genera un proceso de alteracion de los
componentes y de las propiedades fisicas y quimicas
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del aire. Las causas que originan la contaminacion son
diversas, pero en gran medida son provocadas por
actividades industriales, comerciales, domésticas y
agropecuarias.

Lacombustion empleada para obtener calor, gene-
rar energia eléctrica y/o movimiento, es el proceso de
emision de contaminantes mas significativo. Existen
otras actividades, como la fundicién y la produccién
de sustancias quimicas, que cuando se realizan sin
control alguno, también provocan deterioro de la
calidad del aire.

Los principales contaminantes del aire se clasifican
en:

Primarios: Son los agentes que permanecen en la
atmosfera tal y como fueron emitidos por la fuente,
entre estos se consideran: 6xidos de azufre, monéxido
de carbono, 6xido de nitrégeno, hidrocarburosy par-
ticulas.

Secundarios: Son los productos que han estado
sujetos a cambios quimicos, o bien, son el producto de
la reaccién de dos o mas contaminantes primarios en
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la atmoésfera, entre ellos destacan los oxidantes
fotoquimicos que dan lugar a la formacién del ozono
y algunos radicales de corta existencia. En los lugares
en que se generan contaminantes primarios en forma
abundante, laradiacidon solar favorece que la atmodsfe-
rasea altamente fotorreactiva, ya que en presencia de
laluzsolar, los hidrocarburosylos 6xidos de nitrégeno
reaccionan facilmente para formar ozono: y otros
oxidantes.

Elozono es un contaminante que no se emite en los
escapes o chimeneas, sino que se forma en la atmodsfe-
ra a partir de reacciones muy complejas. Existen dos
ciclos generales de reacciones fotoquimicas en la for-
macién del ozono troposférico, en los que participan
el oxigeno moleculary dos de los denominados precur-
sores del ozono: los 6xidos de nitrégeno (NOX) y los
hidrocarburos (HC):

O, + NO, P O, + NO,

El ozono es un compuesto gaseoso incoloro que oxida
materiales, que no son inmediatamente oxidables por el
oxigeno gaseoso. Provoca dafios a la salud, ocasionando
principalmente irritacion en los 0jos y tracto respirato-
rio, agravando las enfermedades respiratorias y
cardiovasculares. Enlos materiales causa alteracion; por
ejemplo, deterioro en el hule, los textilesy la pintura. En
la vegetacion provoca lesiones en las hojas y limita su
crecimiento. Su presencia es causa también de una
disminucion de la visibilidad ambiental.

Los radicales libres son especies quimicas capaces
de tener una existencia independientey que contienen
uno o mas electrones sin aparear, esto es, electrones
que estan solos en sus orbitales. La necesidad de este
electron por aparearse es la base de su reactividad, es
decir, que lareactividad entre losradicales libres varia
enormemente, mientras mayor sea la deslocalizacion
del electrén desapareado, menor seré la reactividad.
Generalmente, lareactividad es altay en sunecesidad
de aparearse, los radicales libres no discriminan la
molécula con la que reaccionan, ya que tomaran el
electron que esté disponible. Una consecuencia de
esta alta reactividad, es que una vez formados los
radicales libres, desaparecen rapidamente. Esto hace
que sea dificil detectarlosin vivo. El tiempo de vida del
radical hidroxilo, en un sistema biolégico, es de unos
pocos nanosegundos y durante este tiempo no habra
viajado mas de unos cuantos nandémetros, antes de
haber reaccionado.!
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Lamayoria de las moléculas orgénicas estan forma-
das por &tomos unidos por enlaces covalentes con dos
electrones compartidos. Dado que ambos electrones
comparten el mismo orbital y de acuerdo al principio
de Pauli, que plantea que no pueden tener los mismos
cuatro nameros cuanticos. Por ello, cada uno tiene un
momento de espin angular diferente, yasea /26 -2,
que son pares antiparalelos, por lo que se cancelan
entre si. Cuando se rompe un enlace covalente, por
medio de la fractura homolitica, cada fragmento se
lleva uno de los electrones del mismo, con lo que se
crea una especie con un electréon desapareado, es
decir, un radical libre.

Losradicales libres, que en la mayoria de los casos
son derivados del oxigeno y del ozono (O,), son
moléculas toxicas que dafian las moléculas al interior
de la célula, principalmente: proteinas, lipidos y aci-
dos nucleicos. Asimismo, ocasionan la modificacion
de grupos funcionales por parte de las enzimas invo-
lucradas en el proceso redox, 1o que en conjunto se
denomina estrés oxidativo; y pueden provocar la
alteracion en la permeabilidad de las membranas y
llevar hasta muerte celular.? El dano producido es
posible medirlo como peroxidacion de lipidos, cuan-
tificacion de carbonilos de proteinasy fragmentacion
y/o ruptura de DNA.?

Laperoxidacién de lipidos es un proceso relaciona-
do conradicaleslibres, que principalmente se presen-
ta como una destruccion oxidativa de los acidos grasos
poliinsaturados y que culmina con la formacién de
hidroperéxidos lipidicos y aldehidos.*® La formacion
de un radical lipidico (L) a partir de un acido graso
poliinsaturado (LH), ya sea por interaccién de fotones
o por transferencia de electrones de un metal pesado,
resulta en una reaccién en cadena, de la siguiente
forma:

LHPLe+ He

Le + O,PLOO"

LOO* + LHPLOOH + L-

LOO-* + LOO* P Productos no radicales

Lapropagacién continuara hasta que sea interrum-
pida al retirar, ya sea el radical lipidico, o el radical
peroxido (LOO). Tal cadena de peroxidacién puede
generar hasta 1,000 moléculas de lipido oxidado. Las
membranas biolégicas y las lipoproteinas son muy
susceptibles a este fendmeno, ya que contienen altos
niveles de acidos grasos poliinsaturados.
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Hasta el momento, se han reportado dos mecanis-
mos de reaccién del O, con los 4cidos grasos: °® el
primero implicalareacciéon del O, directamente conla
olefina (4cido graso insaturado (R-CH, = CH,) (figu-
ra 1), ocasionando que un radical (R) reaccione con el
oxigeno diatémico (O,) para formar el radical
peroxido; el segundo mecanismo implica la reaccion
del O, con un donador de electrones (RH), esto signi-
fica que al sustraer un electrén se forma el i6n (R-)
respectivo, mientras que el anion formado por el O,
reacciona con un protén para formar el radical -OH y
O,, como se indica en la siguiente reaccion:

O, + H* PHO* + O,

La determinacién de malondialdehido (MDA) y
4-hidroxinonenal (HNE), como indicadores de pe-
roxidacién de lipidos, ha servido para inferir que un
incremento en la peroxidacién de lipidos en tejidos,
esta relacionado con una disminucién de la gluta-
tién peroxidasa (GSH-Px), enzima antioxidante que
forma parte del mecanismo de defensa de los orga-
nismos.”® Estos indicadores se utilizan para medir el
estrés oxidativo generado por los radicales y son de
gran utilidad para identificar el nivel de dano celu-
lar. También es posible medir la peroxidaciéon de
lipidos evaluando los niveles de sustancias reactivas
al acido tiobarbiturico (TBARS) como indicador
bioquimico de referencia.’

Losradicales libres tienen importancia en los siste-
mas biolégicos. El proceso de la vida, en si mismo,
requiere la oxidacion de diversas moléculas organicas
hastallegar al CO,y H,O. Para proveer la energia que
serequiere para mantener laintegridad de la estructu-
ra ordinaria de un organismo vivo, el metabolismo
celular inevitablemente genera radicales libres, en
especial, el ion superdxido O,

Para protegerse a si mismo, de una superabundan-
cia de estas especies dafinas, el organismo ha desarro-
llado una variedad de mecanismos endégenos de con-
trol.'? Clasicamente se distinguen dos modos de pro-
teccidn contra los radicales libres: el primero, basado
en un sistema enziméatico de defensa, que incluye a la
superoxido dismutasa (Sod), catalasa (Cat) y GSH-Px.
La Sod convierte los iones superéxido (O,") en peréxido
de hidrégeno (H,0,), cuya acumulacién se evita porel
sistema Cat/GSH-Px, que lo transforma en agua y
oxigeno molecular o glutatién oxidado, respectiva-
mente. Cuando estos sistemas fallan o se sobrepasan,
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existe una sobreproduccion de iones O,-y H,O,, que
no es totalmente eliminada, dando lugar al radical
hidroxilo (-OH), altamente téxico; el segundo siste-
ma, paralelo al primero, es especialmente util cuando
éste se satura, estd determinado por una serie de
compuestos llamados limpiadores de radicales libres,
que pueden hacer lento el ritmo de la produccién de
dichos radicales. Este sistema se localiza en el citosol
(glutation, acido ascorbico) y en las membranas (a-
tocoferol y vitamina A).!0-12

Las enzimas Sod y GSH-Px, con un peso molecular
mas elevado, estan frecuentemente localizadas en
porciones especificas de la célula y gracias a esta
distribucion, existe unainteraccién inmediata entre el
sistema de antioxidantes y los radicales libres!®!?
(figura 1).

En organismos expuestos a contaminacién por ozo-
no, se ha observado que es suficiente que éstos se
expongan a 0.08 ppm de O,, durante 6.6 horas, para
iniciar unareacciéninflamatoria en el pulmoén; en tanto
que una exposicion a 0.4 ppm de O,, durante 2 horas,
inicia cambios bioquimicos que dan como resultado la
inflamacién y el dano agudo de este 6rgano." Por sus
caracteristicas fisicoquimicas, €l O, es capaz de generar
reacciones de oxidacién al entrar en contacto con siste-
mas bioldgicos e infringir, por este mecanismo, dafio en
los organismos expuestos.'®*Se ha propuesto que el O,
al entrar en contacto con el ion cloro (Cl-), presente en

Figura 1
Mecanismo de reaccion del ozono con acidos
grasos insaturados
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el organismo, produce iones de hipoclorito (ClO-), que
al reaccionar con otros componentes del medio, for-
man finalmente elion -OH, responsable principal de las
reacciones de peroxidacion en el organismo.* Los radi-
cales -OH también se forman en el ambiente, debido a
que el ozono ambiental al reaccionar con la luz
ultravioleta (fotdlisis); genera un dtomo de oxigeno
excitado, que a su vez reacciona con las moléculas de
aguapresentes en el medio, dando lugar alradical -OH,
el cual alcanza altas concentraciones durante el dia,
hasta llegar al orden de 1 x 10° cm™: %

O, + UV (hnu) POID + O,
O1D + H,0 P OH+ + OH*

Los radicales -OH atacan las proteinas, principal-
mente en el aminoacido fenilalanina, produciendo
orto, meta y para-tirosinas.? Investigaciones realiza-
das en este campo, en especial sobre el dafno que
produce el O, sobre el sistema respiratorio, han de-
mostrado que ejerce sus efectos nocivos en forma
rapida y a bajas concentraciones, inicialmente en las
vias aéreas superiores (principalmente en la mucosa
nasal), causando alteraciones importantes en su es-
tructura y mecanismo de replicacién celular y poste-
riormente en las células pulmonares.?*?® Se ha repor-
tado también que el O, esta involucrado en la produc-
cion de alteraciones sobre el sistema cardiovasculary
en funciones neurolégicas, conductuales, endocrinasy
genéticas, entre otras;*-*? al respecto, Paz C. realiz6
una descripciéon muy amplia de estas alteraciones.®
Otros estudios realizados en el ojo, muestran que su
metabolismo se altera porque el 6rgano es altamente
susceptible de dafnarse por la luz solar, el oxigeno y
otros contaminantes como el ozono.* El ojo expuesto
a la luz ultravioleta puede padecer la formacion de
cataratas y la degeneracioén retinal, en ambos casos,
puedeiniciarse la formacion de radicales libres, lo cual
puede expresarse como la modificacién de proteinasy
la peroxidacion de lipidos.**

Estudios realizados en animales de experimenta-
cién, demostraron que la inflamacién pulmonar indu-
cidaporlaexposicionagudaa O, esmucho massevera
en laultima etapa del embarazo y lactancia, que en su
etapa de postlactantes y virgenes. Se cree que tales
danos pulmonares, se deben en parte, alareaccion del
O, con los Fosfolipidos de Acidos Grasos Insaturados
(FAGI), moléculas que estan localizadas en el epitelio
y/o en las membranas plasmaticas. También se obser-
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varon diferencias minimas en la composicién del teji-
do de pulmon y los FAGI, entre animales virgenes y
animales prefiados. El autor sugiere que el incremento
en la sensibilidad de las ratas prefiadas y lactantes
expuestas a O,y los dafios provocados en el pulmon,
no puede atribuirse al incremento de la disponibilidad
de acidos grasos insaturados.?® Otros estudios, repor-
tan una concentracion de acido ascérbico en el tejido
pulmonar significativamente menor en ratas prefladas
ylactantes, que lamostrada enratas hembrasvirgenes.
Es decir, que el déficit en la concentracién de acido
ascOrbico en estos animales, esta relacionado con su
amplia respuesta a dosis relativamente altas de O,
Por otra parte, se determiné la severidad de la infla-
macion pulmonar mediante lavados broncoalveolares
enratasvirgenes, ratas en distintas etapas del embara-
zoyen periodo de lactancia, expuestas durante 6 horas
a 1 ppm de O,; con sus respectivos controles, expues-
tossolo aaire. Losresultados mostraron unasignifica-
tiva sensibilidad al desarrollo de inflamacién pulmonar
durante el embarazo, la que se mantuvo durante el
periododelactanciaydesaparecio al término de ésta.*
También se ha reportado que la sangre de algunos
bebés prematuros fue capaz de catalizar los iones —
OH, formados en el organismo.?

Por su parte, Meadowsy cols., realizaron un estudio
en el que utilizaron proteinas (albumina bovina), aci-
dos grasos (4cido linolénico), asi como membranas de
eritrocitos para burbujearlos con O, en presencia y
ausencia de 4cido urico. La ozonizacién no mostrd
tener efectos de degradacién en las membranas y
proteinas bovinas, mientras que los preparados de
acidos grasos estudiados después de 15 minutos de
ozonizacién, mostraron valores mayores de sustancias
reactivas al TBARS, 4 veces por arriba de las muestras
sin O,. No obstante, estos valores disminuyeron aproxi-
madamente en 50% y 90% para los acidos grasos y las
membranas, respectivamente, en presencia de acido
urico.* Estos resultados sugieren que la presencia del
acidourico en moléculas bioldgicas, brinda alos lipidos
proteccion contra la oxidacion por O, situacion que es
posible, por el caracter fuertemente acido de los
protones, que unidos a los a&tomos de nitrégeno del
acido urico, reaccionan con el O, para formar el
radical que ataca los carbonilos, dando lugar a la
formacién de un compuesto inocuo para los lipidos.

Se ha reportado que la melatonina es un efectivo
limpiador de radicales libres y antioxidantes. Se cree
que actiia sobre los radicales -OH, anién peroxinitrilo
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y posiblemente radicales peréxido. Secundariamente
se hareportado que actiia sobre losradicales superéxido
y oxigeno simple. Estudios in vitro e in vivo, han demos-
trado que la melatonina reduce la peroxidacion de
lipidosy el dafio oxidativo, al DNA nuclear. Las protei-
nas citosdlicas son también protegidas por lamelatonina
frente alosradicaleslibres, y en situaciones experimen-
tales de deplecion de glutation, la melatonina suple la
falta de este compuesto.*” La melatonina, al ser al
mismo tiempo lipofilica e hidrofilica, puede alcanzar
literalmente cualquier compartimiento intracelular, lo
que, unido a su excelente actividad antioxidante, la
hace idénea para regular los procesos celulares de
oxido-reduccion. Pero ademas, lamelatonina alcanzay
se acumula en el ndcleo celular, en donde a través de un
receptor especifico, puede ejercer efectos de regula-
cion, principalmente de las enzimas relacionadas con
los procesos redox. Por ejemplo, la melatonina, igual
que el gamma hidroxibutirato (GHB) puede favorecer
la via oxidativa directa, en la cual la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, es la enzima clave. La melatonina
aumenta significativamente la actividad de esta enzima
en el higado y cerebro. Como consecuencia, la
melatonina aumenta de forma indirecta el aporte a la
c€lula del material requerido (NADPH,) para la rege-
neracién del glutatién oxidado. #!

En anosrecientes el ozono ha comenzado a utilizar-
se con fines terapéuticos. La ozonoterapia es un trata-
miento basado en una mezcla de oxigeno y ozono, el
cual puede ser usado en varias aplicaciones médicas.
El O, fue aplicado clinicamente por primera vez para
el tratamiento de dolor ciatico lumbar peridural en
Pietrogrande, Italia.*? La ozonizacion de la sangre es
un procedimiento médico que se lleva a cabo en varios
paises para el tratamiento de enfermedades virales.*
También, de acuerdo a datos preliminares, se ha pro-
puesto que la administracion controlada de O, puede
prevenir el dafio hepatocelular, mediante la genera-
cioén de radicales libres. Es decir, los resultados expe-
rimentales muestran que la administracion repetida
de O,, en dosis no toxicas, es capaz de inducir la
adaptacion al estrés oxidativo.** El uso de la ozonote-
rapia revel6 que influye indirectamente sobre las vias
metabdlicas de la glucdlisis y gluconeogénesis, junto
con una accion estimulante sobre la actividad de la via
delas pentosas.* Para evaluar la susceptibilidad de los
componentes de la sangre a concentraciones bajas de
O, empleadas en ozonoterapia (40 ug O,/mL), se
cuantificé en plasma los antioxidantes y constituyen-
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tes de eritrocitos, después de mezclar sangre humana
con 20, 40, 60y 100 ug de O,/mL de sangre. El analisis
detectd que las concentraciones del acido ascorbico,
acidoaricoyvitamina E, disminuyeron en el plasma al
incrementarse la concentracién de O,, mientras que el
contenido de TBARS fue mayor. No obstante, las
enzimas antioxidantes GSH-Px, glutatiéon reductasa
(GR) y Sod, no sufrieron cambios significativos en
ninguna de las concentraciones de O, evaluadas. Uni-
camente se observé una disminucioén en la concentra-
cién del glutatién reducido, provocado por la ozono-
terapia.*® Para conocer experimentalmente el efecto
de la ozonoterapia en ratas machos, se les administré
por via intraperitoneal durante 10 dias, una mezcla
que contenia oxigeno y 40 ug de O,/mL. Previamente,
las ratas fueron intoxicadas con 50 ppm de Cd*? admi-
nistradas en el agua de beber por un periodo de 12
semanas, y se realizaron inyecciones de O, que estimu-
laron la peroxidacién de lipidos en el higado y rifién,
la actividad de Cat en corazény la actividad de gluta-
tion S-transferasa (GST) en corazén, higado y rifdn.
El O, increment? la actividad de GST en cerebro y
redujo la actividad de GSH-Px en el rindén. Estos
resultados sugieren que €l O, provoca estrés oxidativo,
sin embargo, los efectos de la ozonoterapia en el
modelo animal de la rata, no pueden ser conocidos
ampliamente como resultado dela accién del O, sobre
las enzimas antioxidantes. A pesar de que existen
evidencias de que la terapia con oxigeno y ozono
puede ser benéfica para algunas enfermedades, s6lo
algunos mecanismos bioquimicosy farmacodinamicos
hansido elucidados, porlo que es necesario tomar con
las debidas precauciones estos resultados, ya que aun-
que alafechaexisten investigaciones en el campo, atin
prevalece una gran controversia respecto al uso del
ozono como agente terapéutico. Es decir, es necesario
efectuar mas estudios que permitan dilucidar el uso
adecuado del ozono en padecimientos en donde resul-
te factible su aplicacién.

DISCUSION

Durante el metabolismo oxidativo de los seres
vivos, se generan de manera natural radicales libres
que son capaces de producir dafio a las moléculas
bioldgicas, este dano es neutralizado o disminuido
por la accion de enzimas antioxidantes que se activan
ante la presencia de estos radicales. Debido a que
actualmente un nimero importante de individuos se
encuentran expuestos a agentes nocivos, como lo son
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el ozono y otros contaminantes producidos por la
actividad humana, algunos estudios han reportado
alteraciones en los niveles de enzimas antioxidantes
y en la formacién de radicales libres que se generan
durante el metabolismo. Este es uno de los factores
que han favorecido la apariciéon en el mercado de
productos que pretenden combatir los efectos toxi-
cos delosradicales libresy aumentar la respuesta del
organismo, entre estas sustancias se puede mencio-
nar:vitaminas, melatonina, extractos naturales, com-
plejos de minerales, etc., los cuales pueden presentar
efectos adversos, cuando se ingieren en forma abun-
dante o innecesaria, sin la supervision de profesiona-
les de la salud.?

Por otra parte, como resultado del uso del O, en
dosis no toxicas para combatir algunos padecimien-
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tos, se ha sugerido que no todos los radicales libres
son nocivos para el organismo, no obstante, la falta
de conocimiento acerca del mecanismo de accién
del ozono como agente terapéutico, nos inclina a
tomar con cautela estos resultados. Sin duda, cuan-
do se realicen mas estudios para dilucidar por com-
pletolos mecanismos de ataque y/o formacién de los
radicales libres en el organismo, surgira el uso de
sustancias naturales o sintéticas con actividad an-
tioxidante, para combatiry/o controlar diversos tras-
tornos que involucran este mecanismo. Mientras
tanto, la mayoria de las evidencias muestran que el
ozono como generador de radicales libres es un
agente dafino para los organismos expuestos, y que
la contaminacién del aire por ozono constituye un
factor de riesgo para la salud.
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ABSTRACT

Free radicals are chemicals species with high reactivity. Ozone is considered as an air pollutant
in big cities, in spite of the fact that it is not properly a free radical, it acts as a promoter of
many of them, for example, the hydroxide and peroxide radicals. Free radicals are also
generated by the cellular metabolism and are controlled through mechanisms of endogenous
character, mainly enzymatic, emphasized by their importance, the enzymes superoxide
dismutase, catalase and glutathione peroxidase. Several reports show the importance of the
ozone in the alterations produced in neurological, behavioral, endocrinal and genetical
functions. On the other hand, under controlled conditions, the ozone has been used with
therapeutic purposes in infectious processes treatment. Ozone, plays a dual role, therapeutical
or deleterious depending on their concentration and the capacity of the cellular metabolism,
to regulate the free radicals production, resulting in the organic molecules oxidation and to

production of CO, and H,O.

KEY WORDS: Ozone, free radicals, antioxidants, oxidative stress.
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