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RESUMEN. La ozonoterapia ha resultado eficaz en el tratamiento de diversos
procesos patológicos entre los que se incluyen las hepatitis, lo que pudiera deber-
se a que los peróxidos generados destruyen los receptores celulares del virus,
haciendo imposible su unión a las células hepáticas y previniendo a su vez, su
penetración en la célula hospedera. Considerando los efectos inmunomoduladores
de este tipo de terapia, así como los reportes de recuperación de esta enfermedad
mediante este tipo de tratamiento, se propuso estudiar su efecto sobre la res-
puesta humoral a un antígeno relacionado con estas afecciones. Se evaluó el efec-
to de la mezcla gaseosa ozono-oxígeno sobre la respuesta inmune humoral espe-
cífica al antígeno recombinante de superficie del virus productor de la hepatitis
B, presentado en la forma de la vacuna cubana anti hepatitis B. Se aplicaron 20
sesiones de insuflación rectal a ratones Balb/C a dosis de 5 µg/animal. El
inmunógeno se administró intraperitonealmente según un esquema de 2,  9 y 16
d y se realizaron las extracciones los días 0, 9, 16, 23 y 37. La concentración de
anticuerpos se determinó a través de un inmunoensayo enzimático directo Sand-
wich de doble antígeno, que no discrimina isotipo y permite medir la respuesta
específica total a un antígeno determinado utilizando antígeno recombinante en
su detección. Se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el
grupo tratado y control (p < 0,05), en el día 23 del esquema. Se evidenció un
efecto estimulador de la mezcla gaseosa ozono-oxígeno sobre la respuesta humo-
ral al antígeno de superficie del virus productor de la hepatitis B en este modelo
animal. Se corroboró el criterio de que esta terapia puede ser útil en el tratamien-
to de la hepatitis B.

ABSTRACT. Ozonetherapy has become a useful therapy for the treatment of many
pathological processes such as hepatitis, probably due to the effect of generated peroxides
which destroy the receptor of the virus, avoiding its linking to the cellular membrane of
the host cell. Taking into account the immunemodulatory effects of this therapy and
the previous reports of its beneficial effects, the authors decided to study the effects of
the ozone-oxygen gas mixture on the humoral response to hepatitis related antigen.
The effect of ozone-oxygen gas mixture on specific immune humoral response to
recombinant surface antigen of B hepatitis virus, presented as the Cuban vaccine against
B hepatitis was evaluated. Balb/C mice received 20 applications of ozone-oxygen mixture
by rectal insuflation, at a dose of 5 µg/animal. The immunogen was managed by
intraperitoneal applications by a 2-9-16-d-scheme at a dose of 2 µg/animal 2 d after the
first ozone-oxygen gas mixture application. Extractions were performed at 0-9-16-23-
37-d by retroorbital punction. A Sandwich direct enzyme linked immune sorbent assay
of double antigen was performed in order to measure the specific antibody response.
This immuneassay does not make any isotipic discrimination and uses a recombinant
antigen for detection. Significant statistical differences between treated group and the
control one, at day 23 of the scheme were observed in this animal model (p < 0.05).
Stimulant effect of ozone-oxygen gas mixture on specific humoral immmune response
to recombinant surface antigen of hepatitis B virus was demonstrated. It was corroborated
that ozone-oxygen gas mixture can be useful on the treatment of B hepatitis.

INTRODUCCION

La ozonoterapia ha resultado efi-
caz en el tratamiento de diversos
procesos patológicos1 y se ha postu-
lado que el posible mecanismo de
acción del ozono está relacionado
con la generación de productos se-
cundarios durante la reacción del
mismo con los dobles enlaces de
fosfolípidos presentes en biomem-
branas.2 Se plantea que los com-
puestos formados tales como pe-
róxidos orgánicos y ozónidos,3,4 son
los que en cantidades adecuadas y
controladas ejercen diferentes ac-
ciones biológicas, que le brindan al
ozono un conjunto de propiedades
terapéuticas.5

Concentraciones de ozono com-
prendidas entre 10 y 80 µg/mL son
capaces de modular la liberación de
citoquinas in vitro en células san-
guíneas humanas, tales como
interferón γ y β (IFN γ y β), factor de
necrosis tumoral α (TNF α), inter-
leucinas (I ) 1 β, 2 ,4 ,6 ,8 y 10, factor
estimulador de colonia granulocito-
macrófago (GM-CSF) y factor trans-
formador de crecimiento -β 1 (TGF-
β 1).6-9

Se señala a la ozonoterapia como
útil en el tratamiento de diversas
formas de hepatitis virales, siendo
la insuflación rectal una de las for-
mas más aplicadas, debido a su ex-
trema simplicidad y seguridad ma-
nual, así como su bajo precio, ade-
más, puede ser aplicable en ni-
ños.10,11 Este efecto puede deberse a
que los peróxidos generados destru-
yen los receptores celulares del vi-



Revista CENIC Ciencias Biológicas, Vol. 33, No. 2, 2002.

56

rus, haciendo imposible su unión a
las células hepáticas, previniendo la
penetración del virus a la célula hos-
pedera. Además, las células hepáti-
cas infectadas son más susceptibles
a la acción de los peróxidos genera-
dos por el ozono, por lo que resul-
tan destruidas y con ello, los virus
que las infectan.12

Se hace referencia a que, dado
que el colon y el recto son zonas
muy vascularizadas, pueden estar
presentes la activación de la fagoci-
tosis y de la actividad bactericida de
los leucocitos, con una potenciación
de la producción de inmunoglobu-
linas y regulación de la respuesta in-
mune.13 También puede existir un
proceso lento de activación de cé-
lulas sanguíneas mononucleares
con una suave inducción de cito-
quinas, acompañado de un mejora-
miento de la oxigenación y el meta-
bolismo.13

Dado el efecto inmunoestimula-
dor de la ozonoterapia intrarectal13

y su contribución a la recuperación
de enfermedades virales agudas
como la hepatitis B,12 se propuso
determinar si dicha terapia produ-
ce un incremento en la respuesta
humoral al antígeno recombinante
de superficie del virus productor de
la hepatitis B, administrado en la
forma de la vacuna cubana anti he-
patitis B a ratones Balb/C.

MATERIALES Y METODOS
Parte experimental

Se utilizaron 20 ratones (Mus
musculus) Balb/C macho (20 a 22 g,
Centro Nacional para la Producción
de Animales de Laboratorio, Ciudad
de La Habana), los cuales se man-
tuvieron en condiciones de bioterio,
con temperatura y humedad contro-
ladas y alimentados con una dieta y
agua ad libitum durante todo el es-
tudio. Antes de comenzar los expe-
rimentos, se dejaron una semana
para su aclimatación.

Los animales se dividieron en
dos grupos experimentales, grupo
I (Control), que fue inmunizado,
pero no tratado con la mezcla ozo-
no-oxígeno y un grupo II, que reci-
bió el inmunógeno y las aplicacio-
nes de mezcla ozono-oxígeno. Se
tomó como punto de partida la do-
sis reportada en humanos de 114 µg/
kg y se aplicó por vía rectal el doble
del equivalente a la dosis anterior,
correspondiente a 5 µg/20 g de peso
corporal a los animales . Se aplica-
ron 20 sesiones de mezcla gaseosa
ozono-oxígeno.

El inmunógeno Heberbiovac HB
(lote 804301, Heberbiotec SA),14 se

administró intraperitonealmente a
una dosis de 2 µg/animal, según un
esquema de 2,  9 y 16 d . Las aplica-
ciones del inmunógeno comenza-
ron dos días después de la primara
sesión de aplicación de mezcla ozo-
no/oxígeno. Este inmunógeno ex-
presa el fenotipo adw2 del antígeno
de superficie del virus productor de
la hepatitis B, obtenido por vía
recombinante, que constituye el in-
grediente antigénico de la vacuna
cubana contra la hepatitis B.14

Las extracciones se realizaron
los días 0, 9, 16, 23 y 37 (Fig. 1), a tra-
vés del plexo ocular mediante capi-
lares heparinizados que fueron cen-
trifugados a 500 g para separar el
plasma. Este se analizó mediante un
método inmunoenzimático cuanti-
tativo directo Sandwich de doble
antígeno para detección de anti-
cuerpos anti antígeno de superficie
del virus productor de la hepatitis
B.15 Este método, que permite una
semicuantificación de la respuesta
de anticuerpos, no discrimina
isotipo y solo brinda información
acerca de la respuesta total de anti-
cuerpos presente en un momento
dado contra un inmunógeno deter-
minado, en este caso un antígeno de
superficie del virus de la hepatitis
B. El analito es atrapado en el poci-
llo por el antígeno de recubrimien-
to, que no es más que el mismo
inmunógeno, obtenido también por
vía recombinante, su detección a
través de del sistema antígeno con-
jugado con peroxidasa de rábano
picante (HRP, tipo VI, 268 u/mg só-
lido, RZ: 3,1, Sigma), peróxido de hi-
drógeno  30 % (BDH, calidad reacti-
vo), el sustrato de la enzima, y orto-
fenilendiamina (BDH), el cromófo-
ro, en proporciones descritas pre-
viamente.15

 Evaluación estadística

Los resultados se compararon a
través de la prueba no paramétrica
de Wilcoxon-Mann-Whitney para
comparación de muestras no parea-
das. La región de rechazo se definió
como el 5 % del área comprendida
bajo la curva de la distribución

muestral, lo que implica un 95 % de
confiabilidad de los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se define como seroconversión
al cambio cualitativo de ausencia a
presencia de anticuerpos  en el suero.

Al analizar la respuesta total de
anticuerpos específicos no se apre-
ció expresión de los marcadores
buscados en el día 9, sin embargo, a
partir del día 16, se observó un 100 %
de seroconversión (Tabla 1). Los va-
lores obtenidos son similares a los
reportados en trabajos previos con
el mismo inmunógeno y esquema
de inmunización.15-16 La ausencia de
señal en el plasma durante el día 9
puede deberse a que una única in-
munización genera una respuesta
tan débil que la sensibilidad del
método es incapaz de detectar.

Se apreció que durante la extrac-
ción correspondiente al día 23 del
esquema hubo un aumento estadís-
ticamente significativo de la res-
puesta de anticuerpos del grupo tra-
tado con respecto al control (p < 0,05,
Tabla 2). Se pudiera pensar en un
efecto acumulativo de los produc-
tos secundarios de reacción del ozo-
no, ya que no se apreciaron diferen-
cias significativas hasta el día 23.
Sin embargo, estas diferencias es-
tadísticas no se mantuvieronen el
día 37, aunque biológicamente se
observó una tendencia al incremen-
to de la respuesta de anticuerpos del
grupo tratado (Tabla 3).

Es necesario señalar que el tra-
tamiento terminó el día 20, de ma-
nera que el día 37 se alejó 17 d de la
última aplicación. Puede ser que el
efecto estimulador de la mezcla
haya desaparecido entonces, aun-
que la probabilidad se encontró
muy cercana a la significación es-
tadística.

A partir de este resultado es po-
sible deducir, dado que el compo-
nente antigénico de la vacuna es el
antígeno de superficie del virus pro-
ductor de la hepatitis B, que la mez-
cla gaseosa ozono-oxígeno aplicada
por vía rectal incrementa los anti-
cuerpos generados en ratones Balb/

Fig. 1. Esquema de inmunización y extracciones.
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C en respuesta a dicho inmunógeno,
lo que contribuye a la inactivación
del virus y favorece su eliminación
por mecanismos celulares depen-
dientes de la respuesta de anticuer-
pos, como puede ser estimulación de
la fagocitosis por monocitos, citotoxi-
cidad mediada por anticuerpos o
citolisis mediada por el complemen-
to. Este aumento producido por la
ozonoterapia en la respuesta de an-
ticuerpos específicos, pudiera estar re-
lacionado con la estimulación diferen-
cial de la secreción de citoquinas que
intervienen en dicho proceso.5-9

CONCLUSIONES

La mezcla ozono-oxígeno aplica-
da mediante insuflación rectal a
una dosis de 5 µg/20 g de peso cor-
poral provoca un incremento en la
respuesta humoral en ratones Balb/Cj
inmunizados con el antígeno de su-
perficie del virus productor de la
hepatitis B después de 20 sesiones.
Este efecto no se mantiene una se-
mana después. Este resultado cons-
tituye una evidencia del efecto
inmunomodulador de la ozonotera-

pia, que pudiera contribuir a la re-
cuperación de enfermedades cróni-
cas como las hepatitis.
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Tabla 2. Actividad de seroconversión durante el día 23 del experimento.

UI   Cantidad de anticuerpo necesaria para neutralizar un microgramo de antígeno.
Los resultados se expresan como (X ± DE) (X Valor medio de la concentración de
anticuerpos correspondiente.   DE  Desviación estándar.).   * Diferencias estadísticas
significativas, p < 0,05.

opurG sopreucitnaednóicartnecnoC
)L/IU(

nóicairavedetneicifeoC
)%(

I 9,4161±2,6683 8,14

II 9,1973±4,1148 1,54

p *2510,0

UI  Cantidad de anticuerpo necesaria para neutralizar un microgramo de antígeno.
Los resultados se expresan como (X ± DE) (X  Valor medio de la concentración de
anticuerpos correspondiente.   DE  Desviación estándar.).

Tabla 1. Actividad de seroconversión durante el día 16 del experimento.

opurG sopreucitnaednóicartnecnoC
)L/IU(

nóicairavedetneicifeoC
)%(

I 8,378±5,5061 4,45

II 6,037±9,0961 2,34

p 1575,0

UI  Cantidad de anticuerpo necesaria para neutralizar un microgramo de antígeno.
Los resultados se expresan como (X ± DE) (X valor medio de la concentración de
anticuerpos correspondiente.   DE Desviación estándar.).

Tabla 3. Actividad de seroconversión durante el día 37 del experimento.

opurG sopreucitnaednóicartnecnoC
)L/IU(

nóicairavedetneicifeoC
)%(

I 3,9191±6,0877 7,42

II 9,1622±8,8889 9,22

p 3660,0


