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ABSTRACT 

Analysis of cannabinoids concentration in cannabis oil galenic preparations in the Liguria Region: 
experimental project of the regional reference laboratories. 
Introduction: the medical use of cannabis is increasingly being applied in the treatment and support of several 
diseases and syndromes. In the Liguria Region, olive oil galenic preparations are mainly prepared by hospital 
pharmacies, according to common standard procedures. The preparations must be analyzed in order to establish the 
concentration of the two main active compounds (delta-9 tetrahydrocannabinol, THC and cannabidiol, CBD) thus 
allowing the correct setting of the therapeutic prescription. Liguria Region is at the forefront in the use of medical 
cannabis with a high number of patients treated (>1000). The aim of this work is to describe the organization of the 
titration activity centralized at the two regional reference laboratories (Central Laboratory of Analyses of Giannina 
Gaslini Institute, Genova and Toxicology Laboratory of Sarzana, La Spezia), coordinated by the inter-hospital 
department (DIAR) of the Laboratories Area.  
Methods: the phases of the analytical process (pre-analytical, analytical and post-analytical) have been identified and 
described. The analysis of the workflow has been carried out including the methods to prepare cannabis oil in the 
pharmacies, the intervals and production volumes, the medical-legal handling requirements and operational 
responsibilities. The definition of the pre-analytical phase foresees the methods of packaging, transport and recording 
of the samples and related responsibilities. 
Results: the analytical phase included the development and validation of the analytical method Ultra High 
Performance Liquid Chromatography coupled to tandem mass spectrometry, (UHPLC-MS/MS) in the two 
laboratories, with common procedures and the comparison of results conducted both on reference material and real 
samples of olive oil galenic preparations. The definition of the post-analytical phase included the reporting 
procedures.  
Discussion: the experimental phase has been concluded at the end of 2019 and the implementation phase of the 
project has started in march 2020. 
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INTRODUZIONE 

L’indicazione all’utilizzo medico della Cannabis 
sativa (in Italia oggetto di specifica regolamentazione 
dalla fine del 2015) prevede alcuni specifici impieghi: nel 
dolore cronico e in quello associato a sclerosi multipla e 
a lesioni del midollo spinale; nella nausea e vomito 
causati da chemioterapia, radioterapia, terapie 
antiretrovirali; come stimolante dell’appetito nella 
cachessia, anoressia, perdita dell’appetito in pazienti 
oncologici o affetti da AIDS e nell’anoressia nervosa; per 
l’effetto ipotensivo nel glaucoma; per la riduzione dei 
movimenti involontari del corpo e facciali nella sindrome 
di Gilles de la Tourette (Decreto Ministeriale 9/11/2015) 
(1). 

Le due molecole principali, presenti nel 
fitocomplesso costituito da oltre 500 sostanze, che sono 
alla base dell’attività terapeutica e presenti nelle 
infiorescenze della Cannabis sativa L 1753 sono il delta-
9-tetraidrocannabinolico (THC) e il cannabidiolo (CBD) 
che derivano rispettivamente dai loro precursori acidi: 
acido tertaidrocannabinolico (THC-A) e acido 
cannabidiolico (CBD-A), in seguito ad ossidazione 
dovuta all’ esposizione alla luce, all’aria e per 
riscaldamento diretto (2). THC-A e CBD-A derivano da 
un precursore comune, l’acido cannabigerolico (CBG-A) 
(Figura 1). 

Altri cannabinoidi presenti nel fitocomplesso  sono il 
cannabinolo (CBN), che origina dall’ossidazione del 
THC, il cannabicromene (CBC) e il cannabigerolo (CBG) 
(3). 

Il THC e il CBD possiedono proprietà farmacologiche 
distinte: il THC ha un’attività prevalentemente psicotropa 
mentre il CBD ha attività analgesica e antiossidante ed è 
in grado di mitigare gli effetti collaterali del THC (4-7).  

La combinazione dei due cannabinoidi THC e CBD 
con gli altri componenti del fitocomplesso è 
probabilmente alla base dell’efficacia degli estratti 
medicinali e della bassa incidenza di effetti collaterali 
rispetto ai farmaci sintetici con analoga indicazione 
terapeutica (8).  

Il Decreto del Ministero della Salute del 9 novembre 
2015 (1), autorizza l’Istituto Chimico e Farmaceutico 
Militare di Firenze (ICFM) alla coltivazione/produzione 
autonoma della cannabis medica, e da gennaio 2017 l’ 
ICFM ha reso disponibili i primi lotti di prodotto 
denominato Cannabis FM2, con concentrazioni 
standardizzate di THC (5–8% w/w) e CBD (7,5-12% 
w/w). Da luglio 2018 è disponibile una seconda varietà di 
prodotto denominata FM1 con un contenuto dichiarato di 
THC del 13-20% w/w e CBD <1% w/w (9). 

FM1 ed FM2 vengono distribuiti alle farmacie 
autorizzate per l’allestimento di preparazioni galeniche 
magistrali cioè dietro presentazione di prescrizione 
medica.  

Le quote di produzione della Cannabis FM1 e FM2 di 
ICFM tengono conto del consumo degli ultimi due anni e 
del suo incremento annuale. I dati del Ministero della 
Salute dimostrano una progressiva crescita del consumo 
nazionale di cannabis che nel 2018 è stato di circa 578 
tonnellate di materia grezza. Per far fronte al crecente 
fabbisogno, la produzione viene integrata con 
l’importazione di prodotti olandesi a base di Cannabis 
non registrati, in relazione alla disponibilità ad esportare 
dell’Office of Medicinal Cannabis, che applica le direttive 
del Ministero della Salute, Welfare e Sport olandese in 
materia di esportazione di tali prodotti (10). Le varietà di 
Cannabis importate in Italia dall’Olanda sono il Bedrocan 
(concentrazioni medie di THC 22% w/w e CBD <1%), il 
Bedrobinol (13,5% THC e <1% CBD), il Bediol (6,5% 
THC e 8% per CBD) e il Bedrolite (0,4% THC e 9% CBD 
w/w). 

La Regione Liguria, insieme alla Toscana, all’Emilia 
Romagna, alla Puglia, alla Lombardia ed al Piemonte è 
tra le regioni con il maggior utilizzo di cannabis; a 
dicembre 2019 è stato stimato in Regione, un numero di 
pazienti trattati pari a 1056, la maggior parte dei quali 
adulti. Per quanto riguarda i pazienti pediatrici, presso 
l’Istituto Pediatrico Giannina Gaslini (IGG) di Genova, 
nel 2017 è stato avviato uno studio clinico su bambini, 
adolescenti e giovani adulti (18-35 anni) affetti da 
patologie neurologiche e degenerative in regime di cura 
palliativa che ha coinvolto ad oggi 13 soggetti (11). 

Le modalità consigliate di somministrazione della 
cannabis medica sono la preparazione per decozione e 
l’estratto oleoso in gocce, più raramente il fumo o la 

CONTRIBUTI SCIENTIFICI SCIENTIFIC PAPERS

368          biochimica clinica, 2020, vol. 44, n. 4

Figura 1 
Principali cannabinoidi oggetto delle titolazioni (modificata J 
Pharm Biomed Anal 2018;147:565-79)
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vaporizzazione con modalità di preparazione stabilite a 
livello nazionale. 

È stato dimostrato, tuttavia, che il recupero dei 
differenti principi attivi nel decotto è molto limitato e con 
rapporti variabili tra THC e CBD. Inoltre, la stabilità dei 
cannabinoidi in soluzione acquosa è molto bassa e 
questo rende possibile l’utilizzo solo di preparazioni 
estemporanee.  

Le preparazioni oleose sono invece caratterizzate da 
un rapporto THC/CBD più elevato, conseguente ad un 
recupero migliore di THC e una maggiore stabilità del 
preparato nel tempo, con una flessione della 
concentrazione del principio attivo inferiore al 20% nei 
primi giorni dalla preparazione ed una sostanziale 
stabilità a lungo termine e fino ad un anno a temperatura 
ambiente (9, 12, 13). 

I diversi metodi per l’allestimento delle preparazioni 
galeniche sono riportati nella letteratura scientifica (13-
15), tuttavia l’assenza di standardizzazione sembra 
essere alla base della notevole variabilità nelle 
concentrazioni dei principi attivi che vengono riscontrate 
(16). Le preparazioni galeniche oleose vengono prodotte 
in Liguria dalle farmacie ospedaliere delle Aziende 
sanitarie ASL2, ASL3, ASL4 e IRCCS Gaslini e da 
alcune farmacie private convenzionate in ottemperanza 
agli "Standard tecnici deliberati dalla Azienda Ligure 
Sanitaria", sanciti con delibera della Azienda Ligure 
Sanitaria (A.Li.Sa) n.78 del 2018 (17). 

La titolazione dei principi attivi, è richiesta in alcune 
nazioni, tra cui l’Italia, per ciascun lotto di olio di 
cannabis prodotto. Infatti, in base al contenuto di 
cannabinoidi carbossilati e decarbossilati, i decotti e 
l’olio di cannabis hanno mostrato differenti proprietà 
farmacocinetiche e conseguenze cliniche sugli individui 
trattati (18). 

Il Decreto Ministeriale 9 novembre 2015, per 
assicurare la qualità del prodotto e consentire 
l'impostazione corretta del protocollo terapeutico, indica 
che le preparazioni galeniche oleose a base di cannabis 
“devono essere titolate ossia deve essere determinata la 
concentrazione del/dei principi attivi per ciascuna 
preparazione magistrale con metodologie sensibili e 
specifiche quali la cromatografia liquida o gassosa 
accoppiate alla spettrometria di massa” . 

In Liguria, le procedure di titolazione dei preparati 
galenici hanno previsto, ad oggi, l'invio ad un laboratorio 
certificato esterno (CoQua Lab,Torino) 

Dato l’alto numero di pazienti residenti in regione 
Liguria in terapia con derivati della cannabis, è stata 
valutata l’opportunità di implementare l’attività di 
titolazione, in considerazione del fatto che due laboratori 
regionali il Settore Cromatografia del Laboratorio Analisi 
dell’IRCCS Istituto Giannina Gaslini (Genova) 
(Laboratorio 1) e il Laboratorio di Tossicologia di 
Sarzana (La Spezia), (Laboratorio 2) sono stati 
identificati come riferimento regionale. 

Nell’ambito di un tavolo di lavoro regionale 
organizzato dal Dipartimento Interaziendale Regionale 
dell’area di Laboratorio, si è proceduto allo sviluppo del 
protocollo di gestione del processo. 

METODI 
Il progetto è stato suddiviso in due fasi sperimentali: 

la prima fase ha avuto luogo tra gennaio e settembre 
2019 e la seconda fase tra ottobre e dicembre 2019. 

Nella prima fase si è proceduto al censimento delle 
attività produttive delle diverse farmacie, 
somministrando, a tutti i responsabili delle Unità 
Operative Complesse coinvolte nella preparazione del 
galenico, un apposito questionario (Figura 2) in cui 
veniva richiesto di descrivere: intervalli e volumi di 
produzione e modalità di invio dei campioni per la 
titolazione. L’analisi dell’attività produttiva delle farmacie 
ha mostrato volumi di lavoro differenti e variabili che 
vanno da una/due preparazioni al mese di IGG e ASL4 a 
2 preparazioni alla settimana di ASL2.  

È stata pertanto concordata la sincronizzazione 
dell’attività attraverso la definizione di un “drug day” 
settimanale e l’invio dei preparati galenici ai due 
laboratori di riferimento a settimane alterne (settimana 
pari al laboratorio n 1 e settimana dispari al laboratorio n 
2).  

Nella seconda fase delle attività si è proceduto alla 
standardizzazione del processo al fine di armonizzare le 
procedure e rendere i laboratori di riferimento 
perfettamente interscambiabili. La fase pre-analitica, 
analitica e post-analitica sono state quindi individuate e 
definite. La fase pre-analitica pertiene al 
confezionamento, al trasporto dalle farmacie ai 
laboratori di riferimento e all’accettazione dei campioni 
oleosi nel sistema informatico dei laboratori (LIS).  

La fase analitica corrisponde alla messa a punto 
della metodica di misurazione e dei controlli di qualità. 
La metodologia scelta per questo progetto è la 
cromatografia liquida accoppiata alla spettrometria di 
massa a triplo quadrupolo (LC-MS/MS) che garantisce 
elevata specificità e sensibilità (16) e consente la 
determinazione delle forme decarbossilate ed acide dei 
principi attivi (THC, CBD, THC-A e CBD-A 
rispettivamente). Nella seconda fase sperimentale del 
progetto sono inoltre state effettuate valutazioni 
comparative dei risultati ottenuti dai due laboratori di 
riferimento sui preparati galenici prodotti in ASL 2, ASL4 
e IGG provvedendo ad inviare in triplicato non solo ai 
laboratori prima citati ma anche ad un laboratorio 
esterno, nello specifico a CoQua Lab di Torino, allo 
scopo di confrontare ed armonizzare i risultati prodotti. I 
risultati sono stati valutati mediante analisi statistica 
utilizzando la regressione lineare di Passing Bablok ed il 
software MedCalc (MedCalc Software Ltd, Ostend, 
Belgium). La fase post-analitica descrive le modalità di 
refertazione e la trasmissione dei risultati alle farmacie 
invianti.  

Nel dicembre 2019, entrambi i laboratori hanno 
partecipato ad un programma di Valutazione Esterna di 
Qualità (VEQ) per la titolazione dei cannabinoidi nei 
preparati oleosi  della cannabis organizzato dal Centro 
Nazionale Dipendenze e Doping dell’Istituto Superiore di 
Sanità con esiti positivi (all’interno dei livelli di 
accettabilità). 
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Figura 2 
Questionario sottoposto alle farmacie ospedaliere della Liguria
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RISULTATI 

Fase pre-analitica 
Le modalità di confezionamento, trasporto e 

accettazione in catena di custodia sono state definite nel 
dettaglio mediante una procedura operativa standard 
denominata “Titolazione delle preparazioni galeniche 
oleose a base di cannabis: modalità di conferimento dei 
campioni ai laboratori di riferimento e refertazione”, 
allegato sub 1 alla delibera A.Li.Sa n. 68/2020 (19) 
conforme alle indicazioni del Sistema Gestione Qualità 
ISO 9001/2015.  

Le procedure per il confezionamento prevedono che 
il preparato galenico oleoso a base di cannabis, 
preparato secondo gli standard tecnici A.Li.Sa (Delibera 
ALISA n.78 dell’11 aprile 2018 (17), subito dopo la 
preparazione debba essere miscelato e omogeneizzato 
tramite accurata agitazione meccanica. Per ciascuna 
preparazione deve essere prelevata un’aliquota di 0,2 
mL in un contenitore di vetro ambrato e conservata in un 
intervallo di temperatura tra +2° a +8°C fino all’invio. 

Le procedure prevedono l’invio dei campioni ai 
laboratori rispettando la catena di custodia. L’invio dei 
campioni avviene utilizzando sistemi di tracciatura della 
temperatura e dei percorsi. In Regione Liguria le 
farmacie ospedaliere e i laboratori si sono dotati di 
sistemi di “data logger” mediante gara regionale, ed è 
pertanto possibile una tracciatura puntuale e 
informatizzata. 

L’accettazione dei campioni avviene in ogni 
laboratorio utilizzando i propri sistemi informatici (LIS del 
laboratorio), secondo standard identificativi della 
farmacia inviante, del numero di lotto e data di 
produzione della preparazione galenica. 

 
Fase analitica 

Il pannello analitico considerato comprende: THC, 
CBD e le rispettive forme acide (THC-A e CBD-A). 

I due laboratori di riferimento hanno sviluppato e 
validato il metodo analitico mediante LC-MS/MS 
utilizzando le strumentazioni disponibili nei rispettivi 
laboratori: TSQ Quantiva accoppiato a Ultra High 
Performance Liquid Chromatography(UHPLC) Ultimate 
3000 (Thermofisher Scientific) e Agilent 6430 Triple 
Quad, accoppiato ad HPLC Agilent 1200 series. 

Il metodo analitico è stato condiviso, tra i due 
laboratori, in particolare riguardo alla scelta delle 
condizioni cromatografiche (colonna UHPLC: Zorbax 
Eclipse Plus C18 2.1x50 mm, 1.8 µm), delle modalità di 
analisi mediante MS, oltre alle modalità di preparazione 
dei calibratori a partire dallo standard, e della 
preparazione del campione. 

Il campione di olio viene preparato con la stessa 
procedura di diluizione 1:20 000 in alcool isopropilico 
ottenuta mediante due diluizioni scalari successive e con 
aggiunta degli standard interni deuterati (CBD -d3 e THC 
-d3). Le transizioni multiple reaction monitoring (MRM) 
scelte sono state le seguenti: ionizzazione positiva, CBD 
THC 315,2 →123, 135,1, 193,1; CBD -d3 THC -d3 318,2 

→ 196,1, 262: ionizzazione negativa, CBD-A THC-A 
357.2 →245.1. 

Per ogni seduta  analitica è prevista una curva di 
calibrazione ad 8 punti e 3 controlli di qualità preparati 
per diluizione dello standard certificato in isopropanolo. 

L’analisi LC-MS/MS consente una buona 
separazione cromatografica dei 4 analiti (Figura 3) e una 
identificazione accurata mediante le specifiche 
transizioni.  

Ciascun laboratorio ha quindi eseguito la validazione 
del proprio metodo analitico (nell’intervallo 0,05- 8 
mg/dL) seguendo le proprie procedure standard e in 
ottemperanza alle linee guida sulla validazione dei 
metodi bioanalitici cromatografici quantitativi (20, 21). 
Nella prima fase sperimentale, i due laboratori hanno 
provveduto a scambiare tra di essi calibratori e controlli 
di qualità per allineare le metodiche, successivamente 
sono stati analizzati i preparati galenici prodotti presso la 
farmacia dell’IGG. Dopo un primo confronto, i laboratori 
hanno ulteriormente agito sull’armonizzazione dei dati 
ottenuti analizzando in sinergia tutte le possibili fonti di 
variabilità. 

Nella seconda fase le farmacie ospedaliere di ASL2, 
ASL4 e IGG hanno provveduto ad inviare campioni in 
triplicato ai due laboratori di riferimento regionale e al 
laboratorio di riferimento esterno per poter effettuare 
un’analisi comparativa su campioni reali. 

I risultati prodotti hanno mostrato un buon livello di 
armonizzazione, raggiunto tra i due laboratori di 
riferimento (Figura 4), e questo ottimo traguardo  ha dato 
la possibilità di redigere procedure operative standard 
(Standard Operative Procedure, SOP) in ottemperanza 
ai rispettivi sistemi di qualità vigenti (ISO, JCI). 

 
Fase post-analitica 

Per quanto riguarda le modalità e le tempistiche di 
refertazione, anch’esse definite nella SOP sono state 
definite procedure comuni, che riporteranno 
l’identificativo della farmacia inviante, il numero di lotto e 
la data della preparazione, la data di accettazione e il 
metodo analitico impiegato (LC-MS/MS). Il referto è 
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Figura 3 
Esempio di cromatogramma ottenuto iniettando un calibratore 
alla concentrazione di 1 mg/dL
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firmato digitalmente dai responsabili e inviato, a mezzo 
posta elettronica, entro 48 ore dal ricevimento del 
campione alle farmacie che hanno inviato il campione. 

Lo schema generale della procedura è riportato nella 
Figura 5. 

DISCUSSIONE 

L’attuale normativa in materia di cannabis ad uso 
medico prevede che ciascun lotto di olio venga titolato 
per il contenuto di principi attivi per mezzo di 
strumentazione specifica (cromatografia liquida o 
gassosa accoppiata alla spettrometria di massa). In 

particolare, la LC-MS/MS, presente in Liguria in alcuni 
laboratori clinici certificati che svolgono attività routinarie 
in ambito tossicologico e di monitoraggio terapeutico dei 
farmaci, garantisce elevata specificità ed accuratezza e 
una maggiore riproducibilità dei risultati. La conoscenza 
dell’esatto contenuto di cannabinoidi nelle preparazioni 
galeniche è importante per orientare correttamente i 
clinici nelle prescrizioni della terapia e per i farmacisti per 
valutare e assicurare la qualità della preparazione. 

Il progetto sperimentale ha consentito di organizzare 
questa delicata attività presso due laboratori di 
riferimento regionale garantendo elevati standard di 
qualità e procedure certificate. 

La realizzazione di questo progetto porta a numerosi 
vantaggi. Innanzitutto si ottiene una  standardizzazione 
delle procedure di titolazione da parte delle farmacie 
ospedaliere che sono in questo modo tutte uniformate 
con un singolo protocollo operativo. Inoltre, i campioni 
possono essere trasportati in giornata dal personale 
delle ASL stesse con notevole risparmio sulle spese di 
trasporto e sulle tempistiche. Uno svantaggio potrebbe 
essere rappresentato dal fatto che una singola farmacia 
produttiva potrebbe dover spedire alternativamente ai 
due laboratori di riferimento anzichè sempre allo stesso, 
come avveniva in precedenza, ma questo svantaggio 
viene ovviato dall’armonizzazione tra i due laboratori e la 
costante verifica della qualità che riduce al minimo la 
variabilità analitica inter-laboratorio. 

Il protocollo di gestione del rischio adottato nel 
progetto può essere utilizzato come modello per altri 
progetti regionali e può essere esportato ad altre realtà 
extra-regionali. 

CONFLITTO DI INTERESSE 

Nessuno. 
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Figura 4 
Confronto dei risultati prodotti dai due laboratori mediante grafici “Passing Bablok” per CBD (A) e THC (B) rispettivamente. La 
pendenza e l’ intercetta e i rispettivi intervalli di confidenza (95%CI) sono 0,9602 (0,8877-1,0327) e  -0,1920 (-0,5187-0,1347) per 
CBD e  0,9233 (0,8188-1,0279) e -0,4555 (-1,1933- 0,2823) per THC. I grafici indicano buone correlazioni tra i risultati prodotti dai 
due laboratori sia per CBD che per THC

Figura 5 
Schema generale dei flussi di lavoro e tempistiche di refertazione

A B 
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INTRODUCTION 

One hundred and eighty years after discovery, 
despite initial suspicions due to its known oxidizing 
power (1), ozone (O3) is employed today in medical field 
in some therapies for acute and chronic ailments (2-6). 
One of these treatments is the autohemotherapy (O3-
AHT) where the patient's blood is treated with an 
ozone/oxygen mixture (O3/O2) in order to obtain, after 
reinfusion, an hormetic effect when a mild oxidative 
stress stimulates and empowers a physiological counter-
regulatory antioxidant response (7). The customization 
of the ratio between O3/O2 and the amount of blood, 
according the concept of “up-dosing system” (start slow, 

go slow) (3), remains nevertheless a crucial aspect that 
requires careful medical control (6).  

The reported beneficial effects of O3-AHT span from 
immunoregulatory and anti-inflammatory properties to 
antioxidant activity, antimicrobial effect, analgesic and 
vasodilatatory roles, blood flow and oxygenation 
promotion, modulation of regenerative processes and 
epigenetic modifications (8-9). The hormetic action of O3, 
also indicated as “oxidative preconditioning” (10), arises 
from a functional cross-talk where  several biochemical 
pathways  and modulators as the (erythroid-derived 2)-
like 2 nuclear factor (Nrf2) (11), the nuclear factor kB 
(NFkB) (12) and signalling molecules as 4-
hydroxynonenal (4-HNE) interact (13).  
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ABSTRACT 

Background: the ozone autohemotherapy (O3-AHT) is an alternative medical practice where an aliquot of patient's 
blood is treated with an ozone-oxygen mixture (O3/O2), and reinfused to induce an hormetic effect, that is to obtain a 
mild oxidative stress that empowers the antioxidant response and improves the oxidative balance. The customization 
of the ratio O3/O2 and the amount of blood is a crucial aspect of this therapy. The measure of some biomarkers of 
oxidative balance may be useful to calibrate the treatment and avoid damages. 
Methods: O3-AHT was performed on 9 volunteers healthy subjects, treating 150 g of blood with 30 μg/mL O3/mL O2/g. 
Aliquots of blood and urine were collected before therapy (t0), and 4, 8, 24 and 48 hours (t4-t48) after reinfusion to 
measure the derivates of reactive oxygen metabolites (dROMs), the biological antioxidant potential (BAP), the single 
components of antioxidant barrier coenzyme Q10, and glutathione in both total (GSH+GSSG) and reduced (GSH) 
forms, the oxidative biomarkers homocysteine (Hcy), 8-hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) and 2-deoxyguanosine 
(2-dG) and the nitrative biomarker 3-nitrotyrosine (3-NT). 
Results: within the first 4-8 hours after O3-AHT, as dROMs increased, the median of GSH had an initial considerable 
decrease (-20% at t8 versus t0) followed by a final net increase (+12% at t48). In a similar way, 3-NT had an initial 
decrease (-19% at t4) followed by a remarkable increase at t8 and t24 (+28% and +57% respectively) and a 
subsequent important decrease at t48 (-44%), which led to final nitration levels lower than the one observed at t0. 
Conclusions: When used in correct concentrations, O3 induces a moderate oxidative stress which initially consumes 
antioxidant species and produces nitrative damages. Within 24-48 hours however, the beginning of a virtuous 
counter-regulatory response that increases the reducing power (particularly GSH levels) and decreases molecular 
damages, improving the redox balance, can be observed. Serial measurements of GSH and 3-NT, allow to monitor 
that the induced oxidative stress causes only moderate and transient damages, and help the physician to choose the 
more effective O3 therapeutic concentrations. 
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Since the therapeutic success of O3-AHT depends on 
the modulation of these metabolic pathways, it is of great 
interest to evaluate the biochemical modifications in vivo, 
together with the clinical effects, in order to verify that the 
inflammatory pathway mediated by NFkB does not 
prevail over the antioxidant response activated by Nrf2. 
For this purpose, we have proposed the measurement of 
some relevant biomarkers (14-15), in order to describe 
their reciprocal variations and the interactions between 
the biochemical processes involved during the first 48 
hours after therapy. The analysis of the oxidative 
damage markers, particularly, may be useful in choosing 
the most appropriate O3 concentrations to obtain the 
desired results, avoiding the appearance of permanent 
oxidative alterations. 

 
METHODS 
Subjects 

Nine volunteers healthy subjects, 4 male and 5 
females, aged between 60 and 68 were enrolled for this 
study. Their health status was confirmed by previous 
clinical-anamnestic visits and measurements of routine 
biochemical tests. Although they were subjects that in 
the past years have underwent occasional O3-AHT, they 
subscribed before the therapy, an informed consent for 
personal data treatment, in accordance with the General 
Data Protection Regulation (GDPR). The study was 
carried out in accordance with the Code of Ethics of the 
World Medical Association (Declaration of Helsinki) for 
experiments involving humans (16).  

 
Autohemotherapy protocol  

150 g of blood have been drawn, treated with O3 and 
subsequently reinfused in a fast procedure according to 
the 2015 Recommendations of the International 
Scientific Committee of Ozone Therapy (ISCO3) (17). 
The blood was flowed directly into a certified bag. 
Without detaching the sampling needle from the subject, 
a special device introduced a gaseous mixture of oxygen 
and ozone into the bag and mixed it with the blood. The 
tourniquet was then removed from the arm, the bag was 
lifted and blood flowed back into the patient. The O3 
generator was a HAB Medozon Compact, Herrmann 
(Elsenfeld, Germany). The treatment was performed with 
a concentration of 30 μg O3/mL O2/g, and each blood 
reinfusion has been completed in 7-10 minutes. 

 
Biological samples  

Blood samples were collected before (t0) and 48 
hours (t48) after O3-AHT, in vacuum sealed tubes with 
EDTA, sodium citrate or without anticoagulant, as 
required by each analytical method. After sampling, the 
tubes were immediately centrifuged at 3 500 rpm for 10 
minutes at 4 °C and plasma and serum samples were 
frozen at -80 °C, until analysis. Spot urines aliquots were 
also collected at both times and frozen. The blood 
collections were repeated at 4, 8, and 24 hours (t4, t8 
and t24) after reinfusion. 

Laboratory tests  
At t0 and t48, a complete panel of oxidative 

biomarkers was performed. The oxidative balance was 
evaluated through the serum measurements of derivates 
of reactive oxygen metabolites (dROMs) and total 
biological antioxidant potential (BAP). Moreover, EDTA 
whole blood total (GSH+GSSG) and reduced (GSH) 
glutathione and plasma coenzyme Q10 were analysed 
as specific components of the antioxidant endogenous 
barrier. To feature the oxidative distress plasma 3-
nitrotyrosine (3-NT), as marker of irreversible nitration on 
proteins, and urinary 8-hydroxy-deoxyguanosine (8-
OHdG) and 2-deoxyguanosine (2-dG), as marker of 
oxidative damage on nucleobases (18) were measured. 
These latter analytes were expressed both as creatinine 
ratio (8-OHdG/creatinine, 2-dG/creatinine), and as their 
ratio (8-OHdG/2-dG). Plasmatic homocysteine (Hcy) 
was also measured as independent marker of 
cardiovascular risk, partially related to the free radicals 
increases (19). The redox balance (Index) was 
calculated by an experimental algorithm that relates the 
values of the d-ROMs and BAP between them and with 
their respective cut-off:  

 
(BAP/BAPcut-off)/(d-ROMScut-off/d-ROMs).  

 
The amount of the blood reductive environment was 

expressed as the percentage of reduced versus total 
glutathione (GSH%). At the intermediate times t4, t8, and 
t24, the measurements of GSH+GSSG, GSH, GSH%, 3-
NT, BAP, dROMs and Index were also performed.   

Glutathione and Hcy were analyzed by high 
performance liquid chromatography and fluorometric 
detection (HPLC-FL). Q10 and 3-NT by ultraviolet 
detection (HPLC-UV), using commercial kits from 
Eureka Lab Division (Chiaravalle, Italy). The markers of 
oxidative damage on nucleobases, 8-OHdG and 2-dG 
were measured in urines with a HPLC method and 
electrochemical detection, as previously reported (20). 

The Gilson HPLC system, controlled by Unipoint 
software, consisted of two pumps (models 306 and 307), 
and a 234 autosampler; the columns and the mobile 
phases are those provided with the kits. The detections 
were performed with 875 UV photometer, 1 520 
fluorometer Jasco and with electrochemical detector 
Coulochem II ESA, fitted with a model 5011 high-
sensitivity cell. 

The oxidizing capacity of plasma, expressed as total 
content of peroxides (dROMs), and the biological 
antioxidant potential (BAP), expressed as total content of 
antioxidant species, were determined with two 
colorimetric end-point assays from Diacron (Grosseto, 
Italy) and a microplates ELX-800 spectrophotometer 
(Biohit). Urine creatinine was measured on AU-5800 
Beckman Coulter analyzer. 

 
Statistics  

For each parameter, mean, standard deviation, 
median and interquartile range (IQR) were calculated; 
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due to the asymmetry in the distribution of some 
parameters, the data used for discussion were median 
and IQR only. As this was a study without control group, 
all the data were evaluated both considering the 
longitudinal trend of the median percentage deviations 
compared to t0, and comparing the data obtained for 
each subject at different times with Friedman's non-
parametric test for repeated measurements as well. The 
processing was performed with STATA program (version 
13.1) and the significant threshold was fixed at 5% (p-
value <0.05). The deviations of medians from the 
baselines were also evaluated  comparing them with the 
critical delta values (CDVs), calculated from biological 
and analytical variabilities of each  biomarker, as 
previously reported (15,21). 

RESULTS 

At basal conditions (t0), the medians of dROMs were 
above the upper limit of reference range (ULRR), while 
those of the antioxidant barrier biomarkers Q10 and BAP 
were close to the limits of the lower reference range 
(LLRR) (Figure 1). Consequently, the calculated Index 
was <1 (the reference value has been settled to 1), 
showing a redox imbalance of medium grade (Table 1). 
Total and reduced glutathione, on the contrary, were well 
represented with median values fully in the range. The 
oxidative biomarkers Hcy, 3-NT, 8OHdG and 2dG were 
also at normal levels. 

After 48 hours from O3-AHT, the median of 
GSH+GSSG compared to the baseline was almost 

Figure 1 
Levels of oxidative biomarkers at t0 and t48: each parameter is reported as median of the relative concentration ± IQR. Since the 
pathophysiological significance is different for each analyte, in the panel A the black line represents the lower limit (LLRR), and in B 
the upper limit of reference range (ULRR). 
IQR, interquartile range; GSH, reduced glutathione; GSH+GSSG, total glutathione; BAP, biological antioxidant potential; dROMs, 
derivates of reactive oxygen metabolites; Q10, coenzyme Q10; Hcy, homocysteine; 3-NT, 3-nitrothyrosine; 8OHdG, 8-hydroxy-
deoxyguanosine; 2dG, 2-deoxyguanosine

Before O3-AHT (t0) After O3-AHT (t48)

mean SD median IQR mean SD median IQR p value

GSH+GSSG (umol/L) 
GSH (umol/L) 
GSH% 
BAP (umol/L) 
dROMs (U carr) 
Index 
Q10 (ug/L) 
Hcy (umol/L) 
3-NT (ug/L) 
8OHdG (ug/g creatinine) 
2dG (ug/g creatinine) 
8OHdG/2dG (ng/ug) 

1207 
977 
81 
2205 
398 
0,77 
365 
11,8 
30 
3 
91 
43 

164 
176 
9 
288 
80 
0,13 
153 
4,7 
24 
2 
126 
20 

1229 
950 
81 
2145 
388 
0,80 
375 
10,9 
20 
1 
55 
49 

161 
215 
13 
252 
120 
0,15 
175 
4,9 
43 
3 
51 
16 

1201 
1013 
85 
2121 
383 
0,77 
355 
12,3 
20 
3 
79 
50 

149 
169 
14 
219 
70 
0,13 
185 
5 
14 
3 
84 
41 

1222 
1061 
87 
2041 
372 
0,78 
306 
10,3 
11 
1 
40 
49 

128 
238 
15 
352 
104 
0,13 
279 
3,7 
25 
5 
91 
14 

0.017* 
0.004* 
0.033* 
0.048* 
0.048* 
0.249 
0.706 
0.789 
0.001* 
1.000 
0.683 
0.414 

Table 1 
Descriptive statistics of the parameters measured before (t0) and after (t48) ozone autohemotherapy (O3-AHT); for each analyte the 
p values obtained by comparison between times with Friedman test are reported: * indicates the significant values (p<0.05) 

SD, standard deviation; IQR, interquartile range; GSH, reduced glutathione; GSH+GSSG, total glutathione; BAP, biological antioxidant 
potential; dROMs, derivates of reactive oxygen metabolites; Index, redox balance; Q10, coenzyme Q10; Hcy, homocysteine; 3-NT, 
3-nitrothyrosine; 8OHdG, 8-hydroxy-deoxyguanosine; 2dG, 2-deoxyguanosine.
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unchanged (-1%), the Q10 median showed a decrease 
(-19%) while those of GSH and GSH% were increased 
(+12%, +7%, respectively). Since both BAP and dROMs 
were simultaneously decreased (-5% and -4%), the 
Index was only slightly decreased (-2%). 

Among oxidative biomarkers, Hcy, 3-NT and 2-dG 
were decreased at t48 (-6%, -44% and -27% 
respectively), 8OHdG was slightly increased (+13%), 
while 8OHdG/2dG ratio was unchanged. None of the 
variations observed between t0 and t48 were higher than 
the critical delta value (CDV) calculated for each 
parameter (Figure 2). 

The measurements performed from t4 to t24 showed 
that both GSH+GSSG and GSH were decreased in the 
first hours, followed by a subsequent recovery that 
resulted in the net increase in GSH observed at t48. This 
trend was highlighted by the changes of GSH%: -3% and 
-17% at the early times t4 and t8; -4% at t24 and +7% at 
t48 (Figure 2). On the contrary, both BAP and dROMS 
had an initial tendency to increase at the intermediate 
times, but nevertheless the calculated Index, initially 
increased, declined at t48 with a return almost to the 
baseline (-2%). At the same times, the median of 3-NT 
showed a large variation: an initial decrease (-19%) was 
followed by a remarkable increase (+28% and +57% at 
t8 and t24) and a subsequent  important decrease at t48 
(-44%), which led to final nitration levels lower than 
baseline. All the variations of the measurements of 
glutathione, BAP, dROMs and 3-NT through the five time 
points were statistically significant (Table 1). 

 
DISCUSSION 

It is well known that O3 dissolve rapidly in the 
aqueous component of plasma and react both with 
polyunsaturated fatty acids and water, producing 
peroxides and finally derivatives such 4-HNE and 

reactive oxygen species (ROS). Therefore, O3 treatment 
may causes pro-oxidant, pro-inflammatory and pro-
apoptotic effects on blood and endothelial cells (12). 
Instead, provided that the O3 concentration chosen for 
the therapy is optimal, the mild oxidative-inflammatory 
stress induced by activation of the transcription factor 
NfKB, turns on a counter-regulatory antioxidant 
response. The cytoplasmatic factor Nrf2 dissociates from 
its inhibitor Keap-1, moves into the nucleus and 
promotes the transcription of the so-called antioxidant 
response elements (ARE), enzymes such superoxide 
dismutase, catalase, glutathione peroxidase, and heme 
oxygenase-1 (HO-1) that are radical scavenger and 
contrast the transient oxidative stress caused by O3. In 
particular, HO-1 acts by degradating heme in iron, 
carbon monoxide (CO) and biliverdin, (a precursor of 
bilirubin); CO then plays an inhibiting role within the 
inflammation pathway started by NFkB, while bilirubin 
has a direct role as lipophilic antioxidant of biological 
barrier.  

Previous studies have already shown that O3-AHT 
may reduce lipid and protein oxidation markers, 
decrease lipofuscin deposition and restore GSH levels 
(10); timed measurements of these analytes after 
treatment were however rarely done (4), preventing thus 
the description of the respective dynamics. 

Our study could demonstrate that, in the 8 hours 
following O3-AHT, an initial decrease in both total and 
reduced forms of glutathione occurs; it can be postulated 
that this was a consequence of a consumption of GSH 
acting as scavenger towards the ROS formed in the 
early stages of treatment. Actually, the total peroxydes 
dROMs showed an increase, both at t4 and t8. The 
subsequent progressive rise of GSH+GSSG 
concentrations at t24, with a complete restore at t48, 
indicate that, after the initial loss, there was probably an 
activation of glutathione neo-synthesis but, above all, an 

Figure 2 
Trends of the redox balance, antioxidant barrier and nitrative damage biomarkers at times t4 to t48; for each parameter, the variations 
are reported as percentage of the medians versus t0. The black line represents the respective calculated critical delta value (CDV) 
GSH, reduced glutathione; GSH+GSSG, total glutathione; GSH%, reduced versus total glutathione percentage; BAP, biological 
antioxidant potential; dROMs, derivates of reactive oxygen metabolites; Index, redox balance; 3-NT, 3-nitrothyrosine.
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improvement of the reducing environment highlighted by 
the final levels of GSH and GSH%. On the other hand, 
we observed a parallel decrease of dROMs already at 
t24 and a subsequent decrease at final values lower than 
those observed at t0. 

Despite the initial increase of dROMs, the antioxidant 
barrier BAP at t24 was persistently higher than the initial 
one: this increase may be partly attributed to the action 
of HO-1 that, activated by O3, degraded the heme and 
produced bilirubin which, together with uric acid and 
other reducing species, composes the total antioxidant 
barrier. After 48 hours, the initial enhancement of BAP 
was however exhausted, due to the probable 
consumption of antioxidant species in the non-enzymatic 
contrast of ROS, as confirmed also by the decrease of 
Q10. 

Among the biomarkers of oxidative damage 
measured, Hcy showed no variation between t0 and t48.  
The basal values of 8OHdG and 2dG observed in our 
population were close to the LLRR, and showed the 
same pattern; specific comments are consequently not 
possible. Otherwise, the variations of the nitration 
marker 3-NT over times are rather interesting. It should 
be first remembered that 3-NT is considered a redox 
imbalance marker since the nitration of tyrosine follows 
the reaction between nitrogen monoxide (NO) with the 
free radical superoxide anion (●-O2). By exceeding the 
physiological levels, NO and ●-O2, form peroxynitrite, a 
non radical oxygen species with cytotoxic action. It is 
also known that NO acts physiologically as second 
messenger in numerous signalling pathways, many of 
these in the  bloodstream, involving the cardiovascular 
system. By activating guanylyl-cyclase, NO induces the 
conversion of guanosine-5’-triphosphate (GTP) to cyclic 
guanosine-monophosphate (cGMP) (22) and controls 
vascular smooth muscle tone, inhibition of platelet 
aggregation, adhesion of leukocytes to the endothelium 
(23), cardiac reserve and hearth function (24). 

The synthesis of NO by conversion of arginine to 
citrulline is catalyzed by specific synthases, two 
physiologically active, neuronal (nNOS) and endothelial 
(eNOS), and one inducible isoform (iNOS) (22). 
Because, among its multiple effects, O3 is a powerful 
activator of iNOS, O3-AHT may increase the NO 
production improving the blood perfusion of tissue. At 
same time, the tissues oxygenation is also increased, as 
O3 activates the erythrocyte glycolysis, increases the 
synthesis of 2,3 diphosphoglycerate and promotes the 
release of O2 from hemoglobin. However, an excessive 
up-regulation of iNOS, that may occur in consequence of 
stimuli like the release of inflammatory cytokines and 
consequent production of ROS such ●-O2, can cause 
increases of NO concentrations beyond physiological 
levels with formation of peroxynitrite and consequent 
rising of 3-NT (24).  

Our data show that after O3-AHT, 3-NT initially 
decreases at t4, and then sharply increases at t8 and t24 
(Figure 2). While the increments of 3-NT at t8 and t24 
may be attributed to the O3 activation of iNOS, it can be 

assumed that the initial decrease was caused by an 
inhibition of one NO synthase, and/or by a scavenging 
action on NO. It has been previously shown, that bilirubin 
produced by action of HO-1 activated by O3, acts both as 
antioxidant, direct NO scavenger (25) and inhibitor of 
nNOS (26). It can be postulated that this inhibition could 
be carried out even towards eNOS. Unfortunately, the 
sole analysis of plasma 3-NT cannot distinguish the 
origin of NO and previously reported data were not 
univocal in this regard. Indeed, in consequence of stimuli 
that induce iNOS, some studies in vitro showed a 
contemporary decrease of eNOS (23,27), and some 
others an increase (4,28). Anyhow, it is interesting to 
underline that the measurements of 3-NT allowed us to 
monitor the up-regulation of iNOS between t8 and t24 
and to demonstrate, thanks to the therapeutic 
concentration of O3 employed, that the nitration level did 
not exceed ULRR (Figure 1). The benefits obtained with 
the O3-AHT have been clearly showed at t48 by the 
overall decrease of nitrative damage that, together with 
the rise of the reducing power of GSH, allowed to 
highlight the substantial success of the therapy in 
improving the redox balance in bloodstream.  

CONCLUSIONS 

When O3 is administered in appropriate 
concentrations, it induces within a few hours a transient 
oxidative unbalance in which ROS increases, reducing 
equivalents are consumed and moderate nitrative 
damages appear. Immediately after, within 24-48 hours, 
the cross-talk between the metabolic pathways activated 
by the same ROS, starts a virtuous counter-regulatory 
response that increases the reducing power, decreases 
oxidative damage, and improves the initial redox 
conditions of patients. 

Even within the limits due to the sample size, our 
data show that the measurement of an adequate panel 
of oxidative biomarkers, in close temporal succession, 
allows to follow step by step the reversibility of the 
induced oxidative stress. In particular, the 
measurements of GSH and 3-NT can be proposed as an 
aid for the physician to customize the therapy and 
choose the more effective concentrations of O3 for the 
treatment. 
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