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			Medical ozone on GABA, glutamate, and brain aldehyde dehydrogenase 2 in abstinent alcoholic rats.

			Introduction. Alcoholism is a chronic disease produced by the uncontrolled consumption of alcoholic beverages. Alcohol Abstinence Syndrome (AAS) is the clinical expression of the abrupt interruption or decrease of alcohol intake in a patient who has developed physical dependence. During AAS, neuronal imbalance occurs between the neurotransmitters GABA and glutamate that trigger an increase in Reactive Oxygen Species associated with important behavioral disorders. On the other hand, the metabolism of ethanol itself generates the formation of Acetaldehyde, a highly toxic metabolite capable of generating oxidative stress by different mechanisms, under these conditions the activity of the cerebral mitochondrial Aldehyde Dehydrogenase (ALDH) enzyme is inhibited, which leads to the accumulation of Acetaldehyde and other toxic aldehydes such as Malonyldialdehyde and 3,4 dihydroxyphenylacetaldehyde. 

			Objective. To determine the actions of medical ozone on GABA, Glutamate and cerebral aldehyde dehydrogenase 2 in alcoholic rats during abstinence. Materials and methods. In the model of alcoholism developed in Lewis rats, medical ozone (1mg / kg rectally, 10 sessions, every 24 hours) was applied during the abstinence stage. 

			Results. The activity of the ALDH enzyme was preserved and restored the redox balance at the cerebral level.  These results corresponded to a decrease in behavioral disorders related to neuronal imbalance. 

			Conclusions. Pharmacological manipulation of the Gabaergic and glutamatergic receptors showed that even under conditions of neuronal imbalance reinforced by agonists and / or antagonists of these receptors, medical ozone decreased pro-oxidant / antioxidant imbalance and related behavioral disorders (anxiety).

			RESUMEN

			Introducción. El alcoholismo es una enfermedad crónica producida por el consumo incontrolado de bebidas alcohólicas. El Síndrome de Abstinencia Alcohólica (SAA) es la expresión clínica de la interrupción brusca o disminución de la ingesta de alcohol en un paciente que ha desarrollado dependencia física. Durante el SAA se produce un desequilibrio neuronal entre los neurotransmisores GABA y glutamato, que desencadenan un aumento de las Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) asociado a importantes trastornos conductuales. Por otra parte, el propio metabolismo del etanol genera la formación de acetaldehído, metabolito altamente tóxico capaz de generar estrés oxidativo por diferentes mecanismos. En estas condiciones, la actividad de la enzima aldehído deshidrogenasa 2 (ALDH2) mitocondrial del cerebro es inhibida, lo cual conlleva a la acumulación de acetaldehído y otros aldehídos tóxicos como el malonildialdehído y el 3,4-dihidroxifenilacetaldehído. 

			Objetivo. Determinar las acciones del ozono médico sobre el GABA, el glutamato y la aldehído deshidrogenasa 2 cerebral en ratas alcohólicas en abstinencia.

			Materiales y métodos. Se aplicó el ozono médico en un modelo de alcoholismo desarrollado en ratas Lewis (1 mg/kg vía rectal, 10 sesiones, cada 24 horas) durante la etapa de abstinencia.

			Resultados. Se preservó la actividad de la enzima ALDH2 y se restableció el balance redox a nivel cerebral. Estos resultados se asociaron con una disminución de las afectaciones conductuales relacionadas con el desequilibrio neuronal. 

			Conclusiones. La manipulación farmacológica de los receptores gabaérgico y glutamatérgico demostró que, aun en condiciones de desequilibrio neuronal reforzado por agonistas y/o antagonistas de estos receptores, el ozono médico disminuyó el desequilibrio prooxidante/antioxidante y las afectaciones conductuales relacionadas (ansiedad). 

			INTRODUCCIÓN

			El alcoholismo es uno de los problemas de la sociedad contemporánea que merece un análisis científico por las disímiles incidencias que propicia, entiéndase factores sociales condicionantes y sus consecuencias (1-3). El alcohol no es solo la drogadicción más generalizada, sino que, además, abre las puertas para el consumo de otras sustancias (4-6). 

			Un criterio de diagnóstico para determinar la dependencia alcohólica es la aparición de síntomas del Síndrome de Abstinencia Alcohólica (SAA) cuando su consumo se ha detenido. Estudios experimentales han demostrado las consecuencias del etanol en modelos de inducción del alcoholismo, entre los cuales se puede citar un aumento de la actividad autonómica (anormalidades motoras y posturales) e hiperexcitatibilidad del Sistema Nervioso Central (SNC) (hiperactividad sensorial, convulsiones, ansiedad), entre otros (7-9). 

			Durante el SAA se prolongan los efectos del acetaldehído y de las ERO, que son generados en la etapa del consumo alcohólico. Es necesario enfatizar que, si bien existe un incremento del abuso y dependencia al etanol, las opciones terapéuticas para esta enfermedad son extremadamente limitadas. Actualmente, el tratamiento clínico del SAA abarca el uso de vitaminas del complejo B, benzodiazepinas, inhibidores de la enzima alcohol deshidrogenasa (Disulfiram), antagonistas opioides (Naltrexona y Naloxona), antagonistas de los receptores NMDA (Acamprosato), antagonistas β-adrenérgicos (Propranolol), anticonvulsivos (Carbamazepina) y, en caso de delirium tremens, neurolépticos (Haloperidol), pero no existe una terapéutica totalmente eficaz para tratar la enfermedad (10-16). 

			Existen numerosas evidencias científicas de la utilidad clínica del ozono, que se sustentan en los diversos mecanismos de acción por los que actúa. La modulación de los sistemas oxidantes y antioxidantes del organismo es uno de los efectos biológicos fundamentales de la aplicación sistémica de la ozonoterapia; consiste en la normalización del balance entre los niveles de productos de la oxidación y el sistema de defensa antioxidante. La hipótesis de que un agente oxidante como el ozono pueda inducir un efecto antioxidante constituyó un gran reto para los investigadores. En 1998 aparecieron los primeros trabajos experimentales, liderados por investigadores cubanos que dilucidaron el llamado precondicionamiento oxidativo (17). 

			Numerosos estudios han demostrado que la aplicación médica del ozono constituye una conducta beneficiosa para muchas enfermedades crónicas degenerativas y afecciones orgánicas (diabetes mellitus, artritis reumatoide, hernia discal, presencia de convulsiones). Trabajos experimentales y clínicos confirman sus efectos terapéuticos (18). En estudios realizados en modelos de hepatotoxicidad por CCl4 y en modelos de isquemia/reperfusión hepática, se han evidenciado los efectos pleiotrópicos del ozono, el cual ha restablecido el balance redox y preservado la integridad mitocondrial, lo que se relaciona con la protección de la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) hepática (17, 19-26). 

			Con base en todo lo anterior, nos planteamos los siguientes objetivos: 

			Determinar los efectos del ozono médico sobre la actividad de la enzima aldehído deshidrogenasa mitocondrial 2 (ALDH2) cerebral y sobre las alteraciones del SNC asociadas a las transmisiones glutamatérgica y gabaérgica en un modelo experimental crónico de abstinencia alcohólica.

			MATERIALES Y MÉTODOS

			Modelo de alcoholismo. 

			Caracterización conductual y del estado redox 

			Todos los procedimientos con los animales se realizaron según lo establecido por la unidad de gestión de la calidad del Centro de Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones Biológicas (CEIEB), que pone en práctica la Directiva UE 2010/63/UE para experimentos con animales. Se utilizaron ratas macho de la línea Lewis, con intervalo de peso entre 250 y 300 g, provenientes del Centro Nacional para la Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba). El desarrollo del modelo de SAA fue basado en lo reportado por estudios anteriores (27-29). Los animales se mantuvieron en una habitación climatizada (20±2 °C), expuestos a un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y recibieron agua (grupo Control) o etanol (grupo Etanol) y pienso, ambos de forma controlada en las siguientes cantidades: 60 mL y    45 g, respectivamente.

			Se establecieron dos grupos de experimentación: 

			• Grupo I: Control (n=10) 

			• Grupo II: Etanol (n=10) 

			Al grupo tratado con etanol se administraron 60 mL por día de la siguiente forma: 

			Etanol al 10 %_____durante 2 semanas desde el día16 hasta el día 30 

			Etanol al 20 %_____durante 2 semanas desde el día 31 hasta el día 45 

			Etanol al 30 %_____durante 2 semanas desde el día 46 hasta el día 60 

			Etanol al 40 %_____durante 2 semanas desde el día 61 hasta el día 75 

			Control del consumo de alimento (pienso) y líquido (agua/etanol) 

			Etapas del estudio

			La medición del consumo de agua/etanol y de pienso por caja fue realizada (partiendo del día cero) en días alternos a lo largo del estudio (105 días). Una vez registrados estos datos se completó el volumen de agua y los gramos de comida a los valores establecidos, 60 mL y 45 g, respectivamente. Teniendo en cuenta que en este estudio se evaluaron parámetros conductuales que pudieron ser afectados por el consumo de etanol, previamente se sometieron los grupos experimentales a una etapa de entrenamiento o aprendizaje. 

			Etapa de administración de etanol (inducción del alcoholismo) 

			Los animales fueron ubicados en “cajas hogar” (uno por caja). Al grupo control se administraron 60 mL de agua por día. El grupo etanol se sometió a las condiciones planteadas anteriormente. Al final de esta fase inductiva, se determinaron los niveles de etanol en suero (30). 

			Etapa tolerancia farmacológica

			Al grupo tratado con etanol se le suministró ad libitum simultáneamente etanol a dos concentraciones, 10 % y 40 %, durante 2 semanas (desde el día 76 hasta el día 90). Esta etapa es de vital importancia, ya que a partir de la preferencia que manifiesten los animales en estudio se comprueba el estado alcoholizado. 

			Etapa abstinencia

			Al grupo tratado se le retiró abruptamente el suministro de etanol durante 2 semanas, desde el día 91 hasta el día 105. El comportamiento de los grupos experimentales, en esta etapa, demuestra la necesidad o no que presentan las ratas alcoholizadas de consumir etanol, lo cual es evaluado mediante ensayos conductuales. 

			Estudio del efecto de la ozonoterapia en ratas alcohólicas sobre parámetros conductuales y el estado redox celular 

			El ozono (O3/O2) se generó mediante el OZOMED, equipo producido por el Centro Nacional de Investigaciones Científicas (La Habana, Cuba), a partir del oxígeno médico. El ozono constituyó alrededor del 3% de la mezcla O3/O2 + O2. La dosis de O3/O2 en el estudio se seleccionó sobre la base de la empleada en la clínica, teniendo en cuenta el factor de conversión interespecie. Se realizaron 10 administraciones, cada 24 horas, vía rectal. Un volumen de 5 mL fue insuflado a cada animal a la concentración de la mezcla de 50 mg/L, lo que se corresponde a la dosis, según el peso de los animales, de 1 mg/kg. 

			Para evaluar los efectos del ozono sobre la conducta y sobre el estado redox en el SAA, se desarrolló el modelo desde sus etapas iniciales, para lo cual se siguió la misma estrategia mencionada anteriormente.

			Grupos de tratamiento y dosis empleadas

			 La descripción de los grupos de tratamiento y las dosis empleadas se recogen en la Tabla 1. La selección de estos se llevó a cabo a partir de los resultados obtenidos en estudios precedentes (17, 19-26).

			 

			 Tabla 1. Grupos de tratamiento y dosis empleada

			
				
					
					
				
				
					
							
							Grupos 

						
							
							Dosis empleadas 

						
					

					
							
							Control (agua) (n= 5) 

						
							
							Control (no alcohólico) 

						
					

					
							
							ET-OH (n= 5) 

						
							
							Control positivo alcohólico 

						
					

					
							
							Ozono+ET-OH (n= 5) 

						
							
							Control positivo alcohólico tratado con O3/O2, vía rectal, 10 tratamientos, dosis 1mg/kg cada 24 horas 

						
					

					
							
							Oxígeno+ET-OH (n= 5) 

						
							
							Control positivo alcohólico tratado con oxígeno 

						
					

				
			

			

			 

			A cada grupo de estudio (5 animales por grupo) se determinaron los parámetros conductuales teniendo en cuenta el sistema de neurotransmisión que fue manipulado (30 min después de haber administrado el fármaco), mediante el Laberinto Elevado en Cruz, lo cual se llevó a cabo después de concluir los tratamientos con ozono y la manipulación farmacológica. Finalizados los tratamientos, se procedió a la determinación de los marcadores bioquímicos en cerebro: superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión reducido (GHS), hidroperóxidos totales (HT), ON• y malonildialdehído (MDA) y la ALDH2 mitocondrial de cerebro.

			Laberinto Elevado en Cruz (LEC)

			Este ensayo está basado en un modelo descrito por Pellow y col., 1985 (31). Este modelo fue propuesto inicialmente para el estudio de efectos ansiolíticos. Consiste en dos brazos abiertos opuestos (20 x 5 cm) y dos cerrados (20 x 5 cm), también opuestos, en forma de cruz. Los brazos abiertos y cerrados están conectados por una plataforma central (5 x 5 cm). La plataforma, las paredes laterales de los brazos cerrados y los pisos de ambos brazos están confeccionados en “plywood”. Las paredes de los brazos cerrados tienen una altura de 15 cm. El laberinto está elevado a 50 cm del piso. Se coloca cada animal en el espacio intermedio entre los brazos y se mide el tiempo de permanencia en cada brazo (indicador de presencia o no de ansiedad: a mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos significa menor ansiedad).

			Estudio del estado redox celular en el modelo de alcoholismo

			En una etapa posterior se realizaron determinaciones bioquímicas en el cerebro de los animales objeto de estudio. 

			Toma y procesamiento de muestras para determinaciones bioquímicas

			Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical. Fueron extraídos los cerebros de los animales y estos fueron almacenados a -20oC para posteriores estudios. 

			Preparación de homogenado de cerebro

			Los homogenados se obtuvieron empleando el homogeneizador de cuchillas (Edmund Bühler HO4, Alemania), para lo cual se utilizaron 2 g de tejido en 20 ml de buffer sacarosa-Tris-HCl pH=7,4 0,2 M, según se describe en el PNO/TEC/0303. Posteriormente, se centrifugó 10 min, 3000 rpm a 4oC (Sigma Centrifuge 2K15, Reino Unido) (32). El sobrenadante se guardó para la obtención de las fracciones subcelulares y para la determinación de los marcadores de estrés oxidativo. 

			Evaluación de marcadores de estrés oxidativo

			Fueron determinados varios marcadores de lesión y protección en el grupo ET-OH y el grupo control; al finalizar el período de abstinencia: SOD, CAT, GSH, ON, MDA, HT. 

			Determinación de la actividad de catalasa (CAT)

			La técnica utilizada fue la referida según Boehringer-Mannheim (33), y su fundamento consiste en la variación de la densidad óptica (D. O.) (λ=240 nm) que tiene lugar durante la descomposición del H2O2 por la CAT. La actividad enzimática se siguió a 25˚C y pH=7,0; se reportó en U.L-1-1.min-1.

			Determinación de la actividad de superóxido dismutasa (SOD)

			La determinación de la actividad de la SOD se realizó por el método descrito por Yi Sun y col. (34), que emplea Pirogallol, el cual, en medio básico, se autooxida generando en el medio de reacción el radical O2.-. De esta forma, la reacción radicalaria se propaga, acelerando la autooxidación del Pirogallol, cuya forma oxidada absorbe la luz a 420 nm. La presencia de un secuestrador de radicales O2.- en el medio, como la SOD, inhibe la autooxidación al evitar las reacciones de propagación. Por convenio, se toma 1 U de SOD como la cantidad de enzima que inhibe en un 50% la reacción de autooxidación del Pirogallol a 25˚C y pH 8,2. Los resultados se expresaron como U.L-1.min-1.

			Determinación de glutatión reducido (GSH)

			La concentración de glutatión reducido (GSH) fue determinada según se describe mediante la utilización del reactivo de Ellman (5,5’-ditiobis-2-ácido nitrobenzoico) (Sigma) a una concentración de 10 mM (35). 

			 

			Determinación de malonildialdehído (MDA)

			El MDA se midió como indicador de la peroxidación lipídica (POL), utilizando el método colorimétrico que emplea el 1-metil-2-fenil indol, cromógeno reportado por Esterbauer en 1990 (36). 

			Determinación de hidroperóxidos totales (HT)

			Para la cuantificación de hidroperóxidos totales (ROOH) fue utilizado el kit comercial H2O2-560 proveniente de Bioxytech (Oxis Internacional Inc., Portland, OR, EUA) (37). 

			Determinación de nitritos y nitratos (ON•)

			La concentración de nitratos/nitritos (NO3–/NO2–) fue determinada, como medida indirecta de la concentración de ON•, mediante el método de Griess (38). 

			Determinación de ALDH2 mitocondrial de cerebro

			Para la obtención de la fracción mitocondrial de células cerebrales en la medición de la actividad de ALDH2, el homogenado se centrifugó a 900 g por 15 minutos y se obtuvo la pastilla. La pastilla obtenida de este paso se resuspendió en 10 ml de buffer sacarosa-Tris-HCl 0,2M pH 7,4. Posteriormente, se rehomogeneizó a 340 rpm y se centrifugó a 9000 g por 10 minutos. El sobrenadante obtenido se volvió a centrifugar a 104 000 g por 60 min y el precipitado mitocondrial se lavó dos veces y se resuspendió en 10 ml de la solución tampón, que se utilizó para la determinación de la ALDH2 mitocondrial de cerebro. Se comprobó la pureza de la fracción mitocondrial aislada mediante la determinación de la enzima alcohol deshidrogenasa. Esta enzima fue utilizada como enzima marcadora de la fracción microsomal. Menos del 5 % de la actividad alcohol deshidrogenasa se encontró en la fracción microsomal, indicando una contaminación mínima de enzimas citosólicas (39).

			Determinación de proteínas totales

			La concentración de proteínas totales en el homogenado de cerebro fue determinada por el método descrito por Bradford (1976). Este método se basa en la coloración de las proteínas presentes en el medio con el reactivo azul de Coomassie (Sigma), detectable a 595 nm (40).

			 

			Determinación de la actividad de ALDH2 

			La actividad de la ALDH2 se midió por el aumento de la producción de NADH a 340 nm (41). La mezcla de reacción contenía: 60 mM de tampón de fosfato de sodio (pH 8,5), 1 mM de NAD+, 1 mM de EDTA y las proteínas mitocondriales (0,5 mg/ensayo). La reacción se mantuvo durante 2 min a temperatura ambiente; la reacción enzimática se inició mediante la adición del sustrato (10 mM propionil aldehído). El cambio de absorbancia se registró durante 30 segundos, 1, 2, 3 y 4 minutos para calcular la tasa de producción de NADH. La actividad específica de ALDH2 se calculó utilizando el coeficiente de extinción molar de la reducción de NAD+ (P) de 6,22 × 106 cm2 a 340 nm (Merck Index) y 1 unidad representa una reducción de NAD+ (+ 1 nmol/min/mg de proteína) a temperatura ambiente (42). 

			Modulación de la transmisión GABAérgica (43) 

			Fueron inoculados por vía intraperitoneal 3mg/kg de Bicuculina, 90 minutos antes de la realización del test LEC.

			Grupo 5: ETANOL + BICUCULINA 

			Grupo 6: ETANOL + OXÍGENO + BICUCULINA 

			Grupo 7: ETANOL + OZONO + BICUCULINA

			Modulación de la transmisión glutamatérgica (44) 

			Fue inoculado por vía intraperitoneal 1mg/kg de ácido kaínico el último día del estudio experimental (día 98), 30 minutos antes de la realización del test LEC. 

			Grupo 11: ETANOL + ácido kaínico 

			Grupo 12: ETANOL + OXÍGENO + ácido kaínico 

			Grupo 113: ETANOL + OZONO + ácido kaínico

			Procesamiento estadístico

			Los datos experimentales obtenidos fueron sometidos a un análisis exploratorio donde se detectaron puntos aberrantes (outliers). Además, se estimaron parámetros descriptivos como media y desviación estándar. Para determinar diferencias entre grupos en una variable en cuestión se utilizó un ANOVA de clasificación simple, seguido de un ensayo de comparación de medias (Student-Newman-Keuls) y la prueba t de Student. El nivel empleado de significación estadística, en todos los casos, fue de p< 0.05. Los datos fueron procesados utilizando el paquete estadístico: STATISTICA versión 6.0 para WINDOWS.

			RESULTADOS

			Caracterización del modelo de alcoholismo crónico y abstinencia alcohólica (AA) en ratas Lewis 

			Comportamiento del consumo de líquidos (ET-OH y Agua)

			La Figura 1 muestra el consumo de líquido en los animales objeto de estudio durante las diferentes etapas del desarrollo del modelo, el grupo control que consumió agua y el grupo que ingirió etanol a diferentes concentraciones. A todas las concentraciones en que les fue suministrado el etanol, los animales en estudio consumieron la solución alcohólica, no existieron diferencias significativas (p<0.05) en el volumen de solución etanólica (10%-40%) consumido durante la inducción del alcoholismo (56 días). En los resultados de la etapa Tolerancia Farmacológica, en la que se expone al animal a dos concentraciones de etanol (una baja 10% y otra alta 40%), para que consuma la que prefiera, se observó que hubo un incremento significativo (p < 0.05) en consumo de la solución etílica más concentrada, lo cual indica la preferencia de las ratas en estudio por el etanol.

			 

			[image: 829-fig1.png] 

			Figura 1. Consumo de etanol o agua. Las ratas (n=10) recibieron solución acuosa de etanol como se describe: 10% (1-14 días), 20% (15-28 días), 30% (29-42 días), 40% (43-56 días). Consumo de ET-OH y agua durante la inducción de alcoholismo en ratas. La fase de tolerancia se indica por el volumen de ET-OH (10% o 40%) ingerido por las ratas (2 semanas). Se representan la media ± error estándar de la media. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05).

			Bicuculina y ácido kaínico en el LEC

			Los grupos ozonizados con o sin manipulación farmacológica manifestaron aumento significativo (p<0.05) en el número de entradas en los brazos cerrados y en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos con respecto a los grupos no ozonizados, no hubo diferencias entre estos. La administración de bicuculina y ácido kaínico provocó disminución significativa (p<0.05) de los parámetros medidos con respecto al grupo control y a los grupos ozonizados (Tabla 2). 

			 

			Tabla 2. Perfil del estado de ansiedad utilizando el LEC en ratas alcoholizadas, con o sin tratamiento con ozono, manipuladas con bicuculina o ácido kaínico.

			 

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							Grupos

						
							
							Tiempo (s) de

							permanencia

							brazos cerrados

						
							
							Tiempo (s) de

							permanencia

							brazos  abiertos

						
					

					
							
							Agua

						
							
							6.25±0.81 (a)

						
							
							118.13±3.00 (b)

						
					

					
							
							Etanol

						
							
							112.10±0.33 (b)

						
							
							6.33±1.00 (a)

						
					

					
							
							Etanol+O3

						
							
							4.31±0.12 (a)

						
							
							114.21±0.33 (b)

						
					

					
							
							ET+ Bicuculina 

						
							
							122.18±0.10 (b)

						
							
							7.41±1.21 (a)

						
					

					
							
							Et+O3+Bicuculina

						
							
							3.15±0.21(a)

						
							
							100.31±1.80 (b)

						
					

					
							
							ET+ Ácido Kaínico

						
							
							11.33±0.15 (a)

						
							
							6.11±1.31 (a)

						
					

					
							
							Et+O3+Ácido Kaínico

						
							
							2.91±0.22 (a)

						
							
							99.01±0.83 (b)

						
					

				
			

			

			Los grupos experimentales se distribuyeron de la siguiente forma: control (agua), grupo etanol, grupo Et-OH + ozono, grupo Et-OH + bicuculina, grupo Et-OH + ozono + bicuculina. Et-OH + ácido kaínico, grupo Et-OH + ozono + ácido kaínico. Se representan la media ± error estándar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos, para cada una de las condiciones experimentales estudiadas.

			 

			Los resultados referidos al estado redox después de la manipulación con agonista glutamatérgico (ácido kaínico) y antagonista gabaérgico (bicuculina) se representan en la Figura 2. 

			[image: Imagen16078.PNG] 

			Figura 2. Evaluación del efecto del ozono en el estado redox en cerebro de ratas alcohólicas manipuladas con bicuculina o ácido kaínico. Se representan la actividad de las enzimas SOD, CAT y las concentraciones de GSH (indicadores de protección), MDA, HT y óxido nítrico (indicadores de daño). La evaluación se realizó a los grupos experimentales que se distribuyeron de la siguiente forma: control (agua), grupo etanol, grupo Et-OH + ozono, grupo Et-OH + oxígeno, Et-OH + ozono + ácido kaínico, Et-OH + ozono + bicuculina. Se representan la media ± error estándar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos, para cada una de las condiciones experimentales estudiadas.

			En los grupos manipulados con bicuculina y ozono se observó una disminución significativa (p<0.05) tanto de los marcadores de protección (SOD, CAT, y GSH) como de los de daño (MDA), con respecto al grupo control negativo. En el grupo tratado con ácido kaínico y ozono, se manifestó un comportamiento de la enzima SOD semejante al grupo control. La actividad de la CAT en el grupo ozonizado y tratado con ácido kaínico fue superior significativamente (p<0.05) que en el grupo control. Las concentraciones de MDA en el grupo ozonizado tratado con ácido kaínico fueron semejantes al grupo control y menores significativamente que en el grupo etanol (p<0.05). 

			Teniendo en cuenta la importante función de la enzima ALDH2 en el metabolismo del MDA y con base en los resultados anteriormente expuestos, fue determinada la actividad de la enzima en mitocondrias de cerebro de ratas manipuladas con ácido kaínico y bicuculina (Tabla 3). En los grupos tratados con ozono, con o sin manipulación farmacológica, aumentó significativamente (p<0.05) la actividad enzimática con respecto a los no ozonizados. 

			 

			Tabla 3. Actividad de la aldehído deshidrogenasa 2 mitocondrial en homogenado de cerebro y los efectos del ácido kaínico y bicuculina en los grupos experimentales.

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							Grupos experimentales

						
							
							Sin tratamiento

						
							
							Tratado con ácido kaínico

							(1mg/kg)

						
							
							Tratado con bicuculina

							(3mg/kg)

						
					

					
							
							Control (Agua) 

						
							
							5.36±0.54(a) 

						
							
							- 

						
							
							- 

						
					

					
							
							Etanol 

						
							
							0.31±0.0.15(b) 

						
							
							0.3±0.017 

						
							
							0.17±0.028(#) 

						
					

					
							
							Etanol + ozono 

						
							
							3.9±0.96(c) 

						
							
							3.79±0.3 

						
							
							1.73±0.056($) 

						
					

					
							
							Etanol + oxígeno 

						
							
							0.43±0.055(b) (&) 

						
							
							0.21±0.0.25 

						
							
							0.18±0.025 

						
					

				
			

			

			Cada valor representa la media ± la desviación estándar. Diferentes letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales. (#) p < 0.05 del grupo etanol tratado con bicuculina vs tratado con ácido kaínico y sin tratamiento. ($) p < 0.05 etanol + ozono, tratado con bicuculina vs tratado con ácido kaínico y sin tratamiento. (&) p < 0.05 grupo etanol + oxígeno, sin tratamiento vs tratado con ácido kaínico y tratado con bicuculina.

			DISCUSIÓN

			El consumo de etanol a las diferentes concentraciones demostró la tendencia de los grupos experimentales a adquirir la conducta adictiva, lo cual se corroboró con los resultados de la Prueba de Tolerancia Farmacológica, al manifestarse la preferencia por la solución etanólica de mayor concentración. Estos resultados concuerdan con lo planteado por otros autores, quienes afirman “El consumo crónico genera un progresivo requerimiento de dosis mayores de sustancia para conseguir un efecto similar. La tolerancia puede considerarse un intento del organismo para retornar a la homeostasis, esto es, a las condiciones anteriores al consumo” (1, 45). Este modelo experimental permite no solo profundizar en los mecanismos de acción terapéutica del agente en cuestión, sino también hace posible ampliar los conocimientos relacionados con la etiopatogenia alcohólica. Por otra parte, los hallazgos científicos que fundamentan los efectos terapéuticos del ozono, por un mecanismo denominado pre/poscondicionamiento oxidativo, constituyeron la base científica que justifica abordar el estudio de los efectos del ozono sobre la sobreproducción de ERO y las alteraciones de algunas de las funciones básicas del SNC, que se modifican en el sujeto alcohólico.

			La ansiedad manifestada por los animales alcoholizados y tratados con bicuculina o ácido kaínico demostró la importancia del desequilibrio neuronal involucrado en este síntoma, coincidiendo con lo planteado por Davis en 2003, al afirmar la disminución de la transmisión GABAérgica como consecuencia del consumo crónico de etanol. La administración del antagonista del GABA refuerza esta condición ya comprobada por los resultados observados en las ratas alcoholizadas sin manipulación farmacológica (46). 

			Al analizar el comportamiento de las ratas alcohólicas tratadas con bicuculina y ozono en el LEC, se observa una disminución del estado de ansiedad con respecto a los grupos no ozonizados. Los resultados relacionados con el estado redox demostraron que, en todos los grupos en los que se administró el antagonista gabaérgico, existe una disminución de los marcadores de daño (fundamentalmente MDA), pero no un aumento significativo de los marcadores de protección (SOD, CAT y GSH). Sin embargo, estos tampoco disminuyeron debido a que los principales productos que se originarían durante la ozonización de lípidos y proteínas son ozónidos de Criegee, hidroxihidroperóxidos, H2O2 y aldehídos. Los ozónidos de Criegee son catabolizados por la enzima glutatión S-transferasa (GST), que utiliza glutatión (GSH) como agente reductor, para generar aldehídos y glutatión disulfuro (GSSG). Los aldehídos son metabolizados por la enzima aldehído deshidrogenasa (ALDH), que utiliza como cofactor el dinucleótido oxidado de nicotinamida adenina (NAD), o mediante la enzima GST, como ocurre en el caso del 4-hidroxinonenal, que usa el GSH como cofactor. La regeneración del GSH se logra por la acción de la enzima glutatión reductasa (GR) (47,48). Al analizar los valores indicadores de la ALDH2 (a nivel cerebral) en las ratas tratadas con ozono y bicuculina se aprecia actividad de la enzima encargada de metabolizar el acetaldehído y el MDA. Estos resultados permiten explicar los efectos del ozono médico, que disminuye el estado de ansiedad, mediante la preservación del metabolismo de los dos aldehídos tóxicos presentes en el SAA (MDA y acetaldehído). La disminución del MDA (a pesar de la activación no significativa de los sistemas antioxidantes) en el grupo tratado con ozono y el aumento de la actividad de la ALDH2, presentes en las ratas en las que se había exacerbado la disminución de la transmisión gabaérgica, son indicadores de la importante relación que existe entre el control de trastornos conductuales, la disminución de la POL y el adecuado metabolismo del acetaldehído. Estos resultados concuerdan con otros autores que refieren el papel del acetaldehído en el daño cerebral (49). 

			Teniendo en cuenta que durante el SAA existe una disminución de la regulación del sistema glutamatérgico, lo que implica un aumento de la ansiedad, y conociendo que el receptor kainato contribuye a potenciar la transmisión excitatoria, en el presente estudio las ratas alcoholizadas fueron “desafiadas” con ácido kaínico (agonista del receptor kainato), lo cual provocó aumento del estado de ansiedad evaluada en el LEC. La administración de ozono disminuyó este trastorno conductual a pesar de la estimulación de la transmisión glutamatérgica. Estos resultados corresponden con los relacionados al estado redox, ya que en las ratas ozonizadas existió aumento de los marcadores de protección y disminución de los marcadores de daño. Fue evaluada la actividad de la ALDH en las ratas manipuladas con ácido kaínico y se observó un aumento de la actividad enzimática. Estos resultados demuestran que, a pesar de ser manipulada farmacológicamente con estimulación de transmisión de glutamato, el poscondicionamiento oxidativo fue capaz de ejercer un control importante del estado de ansiedad, el restablecimiento del balance redox y la preservación del metabolismo de acetaldehído y MDA.

			CONCLUSIONES

			Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, se propone un probable mecanismo que sigue el ozono en el SAA, el cual consiste en dos efectos fundamentales: 

			1.- Efecto protector de la actividad de la enzima ALDH2 mitocondrial de cerebro, lo que conduce a un aumento del metabolismo del acetaldehído, MDA y dopamina. Esto implica disminución de la probabilidad de formación de aductos entre el MDA y acetaldehído y disminución del desequilibrio neuronal con un menor daño neuronal y disminución de alteraciones conductuales.

			2.- Estimulación de mecanismos antioxidantes (SOD, CAT, GHS), lo que implica disminución de ERO, disminución de POL y disminución de MDA, condicionando un menor daño neuronal y disminución de las alteraciones conductuales.
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ABSTRACT

Medical ozone on GABA, glutamate, and brain aldehyde
dehydrogenase 2 in abstinent alcoholic rats.

Introduction. Alcoholism is a chronic disease produced by the uncontrolled
consumption of alcoholic beverages. Alcohol Abstinence Syndrome (AAS)
is the clinical expression of the abrupt interruption or decrease of alcohol
intake in a patient who has developed physical dependence. During AAS,
neuronal imbalance occurs between the neurotransmitters GABA and
glutamate that trigger an increase in Reactive Oxygen Species associated
with important behavioral disorders. On the other hand. the metabolism
of ethanol itself generates the formation of Acetaldehyde. a highly toxic
metabolite capable of generating oxidative stress by different mechanisms,
under these conditions the activity of the cerebral mitochondrial Aldehyde
Dehydrogenase (ALDH) enzyme is inhibited. which leads to the accumulation
of Acetaldehyde and other toxic aldehydes such as Malonyldialdehyde and
3.4 dihydroxyphenylacetaldehyde.

Objective. To determine the actions of medical ozone on GABA. Glutamate
and cerebral aldehyde dehydrogenase 2 in alcoholic rats during abstinence.
Materials and methods. In the model of alcoholism developed in Lewis rats,
medical ozone (1mg / kg rectally. 10 sessions, every 24 hours) was applied
during the abstinence stage.

Results. The activity of the ALDH enzyme was preserved and restored the
redox balance at the cerebral level. These results corresponded to a decrease
in behavioral disorders related to neuronal imbalance.

Conclusions. Pharmacological manipulation of the Gabaergic and
glutamatergic receptors showed that even under conditions of neuronal
imbalance reinforced by agonists and / or antagonists of these receptors,
medical ozone decreased pro-oxidant / antioxidant imbalance and related
behavioral disorders (anxiety).
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