EFEITOS DA INALACAO DE 0ZONIO EM CAMUNDONGOS (Mus musculus).

GARCIA, C.A.Y: STANZIOLA, L2 SILVA, M.C.%; OLIVEIRA, O.M.*>*:; SOUZA,
T.IM3

RESUMO

E reconhecido que curtos periodos de exposicdo ao ozonio através das vias
aéreas produz reacdes que incluem: reducdo da funcéo ventilatéria; aumento da
permeabilidade e reatividade da arvore respiratéria; aumento dos mediadores
endogenos e células inflamatérias, e uma diminuicdo de pneumdacitos tipo | nos
alvéolos. Liquidos de lavagem broncoalveolar obtidos de humanos expostos ao
ozbnio exibiram aumento na infiltracdo de neutrdfilos e no conteddo de
mediadores inflamatérios e citocinas. Alguns pesquisadores correlacionam a
infiltracdo de neutrofilos com altos niveis de interleucina 8 ( IL-8) que séo
encontradas nesses liquidos . Os danos causados pelo o0zonio inalado estdo
relacionados com a liberacdo de acido aracdbénico das membranas celulares dos
pulmdes, produzindo um aumento nos niveis de leucotrienos, 0s primeiros
responsaveis pelos processos de quimiotaxia. Como resultado, neutréfilos sédo
atraidos até o tecido pulmonar causando danos locais. Os efeitos adversos bem
conhecidos quando o ozbnio é inalado, tanto quanto os efeitos paradoxicos
encontrados depois da utilizacdo do gas provocam muitas razées para refexéo e
conclusdes que futuros estudos deveriam investigar uma maior faixa de variaveis,
esforcando-se para obter uma interpretacdo mais compreensiva dos fenémenos
descritos na literatura.Este trabalho objetivou estudar alteragdes fisioldgicas e de
comportamento de camundongos expostos a inalagcdo de ozbnio em camara
fechada por diferentes tempos de exposi¢cao.Quatro lotes de 10 camundongos,
foram contidos em ambiente fechado e submetidos a inalacdo da mistura oxigénio
— 0zb6nio produzida por gerador de o0zbnio com capacidade de producdo fixa,
dosada volumetricamente por iodeto de potassio e titulacdo com tiossulfato de
sédio (I0A), de 0,00023 gramas de 0zonio por minuto ou 0,014 g de o0zbnio por
hora, alimentado por uma ampola de oxigénio com 99,5% de pureza, a pressao
de 200 Kgf/cm2, num fluxo de 5 litros/min durante 15, 30, 45 e 60 minutos.As
alteracbes observadas, bem como os 6bitos, estdo em conformidade com os
achados de autores. A dispnéia acentuada, broncoespasmo e constric¢ao
retroesternal, estdo bem evidenciadas pela apatia e contracbes abdominais
observadas no tempo de 15 minutos de inalacdo da mistura oxigénio-ozonio.
Observou-se um total de 10 Obitos, que se iniciaram apos 30 minutos de inalagédo
e continuaram acontecendo até completarem-se 60 minutos. Estes achados
corroboram algumas afirmagcfes de autores, no entanto, diferem no que diz
respeito ao tempo de inalacéo.
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Os autores afirmam acontecerem os 6bitos apos 4 horas de inalagdo, enquanto
gue no presente trabalho estes eventos foram observados a partir de 30 minutos
de inalacdo. Acreditamos que esta discrepancia encontre justificativa nas
concentragcdes da mistura oxigénio-ozonio utilizadas por aquele autor e as
concentracdes implementadas neste trabalho. As manifestacdes de dispnéia
acentuada, edema pulmonar agudo e parada respiratéria encontram confirmacao
nos achados histopatoldgicos de edema pulmonar, ruptura alveolar e hemorragias
pulmonares.

INTRODUCAO

E reconhecido que curtos periodos de exposicdo ao 0zonio através das vias
aéreas produz reacdes que incluem: reducdo da funcéo ventilatéria; aumento da
permeabilidade e reatividade da arvore respiratoria; aumento dos mediadores
enddgenos e células inflamatérias, e uma diminuicdo de pneumdacitos tipo | nos
alvéolos (MORTON, 1993; MADDEN et al, 1991; DOELMAN, 1991).

Liquidos de lavagem broncoalveolar obtidos de humanos expostos ao
ozbnio exibiram aumento na infiltracdo de neutrdfilos e no conteddo de
mediadores inflamatérios e citocinas (WRIGHT, 1994). Alguns pesquisadores
correlacionam a infiltracdo de neutrofilos com altos niveis de interleucina 8 ( I1L-8)
gue sdo encontradas nesses liquidos (McBRIDE et al, 1994).

Os danos causados pelo 0z6nio inalado estéao relacionados com a liberacéo
de acido aracdbnico das membranas celulares dos pulmdes, produzindo um
aumento nos niveis de leucotrienos, 0s primeiros responsaveis pelos processos de
quimiotaxia. Como resultado, neutréfilos sdo atraidos até o tecido pulmonar
causando danos locais (DOELMAN, 1991).

Em animais que inalaram oz6nio por horas ou dias, foram observadas
alteracdes na bioquimica e morfologia pulmonar além de potencial para infec¢des
respiratérias bacterianas. Estas alteracdes aconteceram nos brénquios terminais e
alvéolos, acompanhados por danos as células ciliadas e epitélio alveolar tipo I,
tecidos estes, que foram substituidos por uma proliferacdo de células de Clara e
células epiteliais tipo Il. Tem sido reportado que a presenca de adenomas pleurais
em animais que inalaram o oz6nio, mostrou aumento significativo em relacdo aos
animais ndo expostos ao o0zoénio, além de hiperplasia e metaplasia celular, bem
como reacdes inflamatorias (VICTORIN, 1992).

Animais expostos a inalacdo de ozdnio mostram efeitos dependentes da
dose, gerando inflamacdo na regido centroacinar dos pulmbes com posterior
fibrose (BOORMAN, 1994).

E também reportado que a exposicdo ao ozénio provoca danos ao DNA
(CAJIGAS et al, 1994).

Pesquisas tém mostrado resultados diferentes e algumas vezes
paradoxicos sobre os efeitos deletérios do ozdnio. Por exemplo, tem sido
mostrado que inalacédo de 0zodnio ndo produz efeitos carcinogénicos nem aumenta
a incidéncia de neoplasia pulmonar em ratos de ambos os sexos BOORMAN,
1994).

Schulz et al, 1989, reportou os efeitos anticarcinogénicos em camundongos
NMRI tratados com uretano e ozoénio.



Boccci 2000, relata os efeitos toxicos do ozbdnio presente no ar

correlacionando as concentracdes de o0z6nio (ppm) com os efeitos toxicos
correspondentes no quadro abaixo:

CONCENTRACAO DE O3 NO AR EFEITOS TOXICOS
(Ppm)
01 IRRITACAO DAS VIAS AEREAS
SUPERIORES E LECRIMEJAMENTO
1,0-2.0 RINITE, TOSSE, CEFALEIA,
NAUSEAS, VOMITOS, CRISES DE
ASMAS.
2,0~ 5,0 (10 — 20 MIN) DISPNEIA ACENTUADA, ]
BRONCOESPASMO, CONSTRICCAO
RETROESTERNAL
5,0 (60 MIN) EDEMA PULMONAR AGUDO E
PARADA RESPIRATORIA
10,0 MORTE EM APROXIMADAMENTE 4
HORAS
50,0 MORTE EM ALGUNS MINUTOS

Animais que inalaram baixas doses de o0z6nio por tempo prolongado
apresentaram aumento no nivel de enzimas antioxidantes, principalmente
glutationS-transferase, glutation peroxidase, catalase e superoxido dismutase
(PLOPPER et al, 1994).

Outros estudos mostraram uma diminuicdo nos danos causados ao trato
respiratorio de ratos expostos a baixas doses do gas por 7 dias consecutivos em
altas concentracbes de o0z6nio, isto sugere que baixas doses iniciais podem
reduzir a permeabilidade das vias respiratérias inferiores provendo protecdo
posterior quando concentragcdfes maiores de 0z6nio sdo administradas (VAN der
WAL et al, 1994).

Estas discrepancias nos dados de pesquisa, os efeitos adversos bem
conhecidos quando o ozénio é inalado, tanto quanto os efeitos paradoxicos
encontrados depois da utilizacdo do gas provocam muitas razbes para reflexao e
conclusdes que futuros estudos deveriam investigar uma maior faixa de variaveis,
esforcando-se para obter uma interpretagdo mais compreensiva dos fendbmenos
descritos acima.

Este trabalho objetivou estudar alteracdes fisioldgicas e de comportamento
de camundongos expostos a inalagdo de o0z6nio em camara fechada por
diferentes tempos de exposicéo.



MATERIAIS E METODOS

Quatro btes de 10 camundongos, foram contidos em ambiente fechado e
submetidos a inalacdo da mistura oxigénio — oz6nio produzida por gerador de
0zo6nio com capacidade de producéo fixa, dosada volumetricamente por iodeto de
potassio e titulacdo com tiossulfato de sodio (IOA), de 0,00023 gramas de 0z6nio
por minuto ou 0,014 g de ozdnio por hora, alimentado por uma ampola de oxigénio
com 99,5% de pureza, a pressdao de 200 Kgf/cm2, num fluxo de 5 litros/min
durante 15, 30, 45 e 60 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As alteracdes observadas nos animais durante os diferentes tempos de

inalacdo da mistura oxigénio-oz6nio podem ser observadas no quadro e
fotografias abaixo:

GRUPO 1 APATIA, CONTRACOES ABDOMINAIS, DEFECACADO,
(15 minutos) | ? RESPOSTA A ESTIMULOS EXTERNOS. APOS 45
MINUTOS DE OBSERVACAO, RECUPERACAO DOS
MOVIMENTOS E DA COORDENACAO MOTORA. APOS
60 MINUTOS, RECUPERACAO TOTAL.

AUSENCIA DE MORTES.

GRUPO 2 IDEM ACIMA. 02 MORTES APOS 30 MINUTOS DE

(30 minutos) | OBSERVAGCAO, OS DEMAIS RECUPERARAM-SE
TOTALMENTE EM 60 MINUTOS.

N° TOTAL DE MORTOS: 02 (20%)

GRUPO 3 APATIA, CONTRACOES MUSCULARES, SIALORREIA,
(45 minutos) | TREMORES, INCOORDENAGCAO MOTORA, ? RESPOSTA
A ESTIMULOS. APOS 15 MINUTOS DE OBSERVACAO
APRESENTARAM SALTOS, EXCITACAO, CONVULSOES.
MORTE DE 05 ANIMAIS APOS 45 MINUTOS. COM 60
MINUTOS 0S DEMAIS RECUPERARAM oS
MOVIMENTOS.

N° TOTAL DE MORTOS: 05 (50%)

Grupo 4 02 MORTES NO INICIO DA OBSERVACAO. AGITACAO,

(60 minutos) | SALTOS, INCOORDENAGAO MOTORA. 05 MORTES
APOS 10 MINUTOS DE OBSERVACAO COM ASFIXIA,

SIALORREIA E CONVULSOES. 03 MORTES APOS 50
MINUTOS DE OBSERVACAO.

N° TOTAL DE MORTOS: 10 (100%)
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Fotografia 1— Camundongos ap0s Fotografia 2 — Edema pulmonér,

inalacdo da mistura oxigénio-ozénio. ruptura alveolar e hemorragias
pulmonares ap6s inalagcdo do
ozbnio.

As alteracdes observadas, bem como os 6bitos, estdo em conformidade
com os achados de Bocci, 2000, relacionados na introducdo. A dispnéia
acentuada, broncoespasmo e constriccdo retroesternal, estdo bem evidenciadas
pela apatia e contragbes abdominais observadas no tempo de 15 minutos de
inalacdo da mistura oxigénio-ozonio.  Observouse um total de 10 Obitos
(Fotografia 1), que se iniciaram apds 30 minutos de inalacdo e continuaram
acontecendo até completarem-se 60 minutos. Estes achados corroboram as
afirmacdes de Bocci, 2000, no entanto, diferem do referido autor no que diz
respeito ao tempo de inalacdo. O autor afirma acontecerem os 6bitos apos 4 horas
de inalacdo, enquanto que no presente trabalho estes eventos foram observados a
partir de 30 minutos de inalacdo. Acreditamos que esta discrepancia encontre
justificativa nas concentragbes da mistura oxigénio-ozonio utilizadas por aquele
autor e as concentragfes implementadas neste trabalho.

As manifestacbes de dispnéia acentuada, edema pulmonar agudo e
parada respiratéria relacionadas por Bocci, 2000, encontram confirmacdo nos
achados histopatolégicos de edema pulmonar, ruptura alveolar e hemorragias
pulmonares evidenciados na Fotografia 2.

CONCLUSOES

Nas concentracbes e tempos de exposicao testados, o ozonio inalado
provocou disturbios respiratorios, nervosos, digestivos e mortes, além de lesdes
pulmonares detectadas no exame histopatolégico.
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