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RESUMEN. La ozonoterapia ha resultado eficaz en el tratamiento de diversos
procesos patolégicos entre los que se incluyen las hepatitis, lo que pudiera deber-
se a que los peréxidos generados destruyen los receptores celulares del virus,
haciendo imposible su unién a las células hepaticas y previniendo a su vez, su
penetracion en la célula hospedera. Considerando los efectos inmunomoduladores
de este tipo de terapia, asi como los reportes de recuperacién de esta enfermedad
mediante este tipo de tratamiento, se propuso estudiar su efecto sobre la res-
puesta humoral a un antigeno relacionado con estas afecciones. Se evalué el efec-
to de la mezcla gaseosa ozono-oxigeno sobre la respuesta inmune humoral espe-
cifica al antigeno 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 insuflacién rectal a ratones Balb/C a dosis de 5 ug/animal. El
inmunégeno se administré intraperitonealmente segiin un esquemade 2, 9y 16
d y se realizaron las extracciones los dias 0, 9, 16, 23 y 37. La concentracién de
anticuerpos se determiné a través de un inmunoensayo enzimatico directo Sand-
wich de doble antigeno, que no discrimina isotipo y permite medir la respuesta
especifica total a un antigeno determinado utilizando antigeno recombinante en
su deteccién. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo tratado y control (p < 0,05), en el dia 23 del esquema. Se evidenci6é un
efecto estimulador de la mezcla gaseosa ozono-oxigeno sobre la respuesta humo-
ral al antigeno de superficie del virus productor de la hepatitis B en este modelo
animal. Se corroboré el criterio de que esta terapia puede ser util 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
Bhepatitis was evaluated. Balb/C mice received 20 applications of ozone-oxygen mixture
by rectal insuflation, at a dose of 5 ug/animal. The immunogen was managed by
intraperitoneal applications by a 2-9-16-d-scheme at a dose of 2 ug/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
torecombinant 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 patolégicos! y se ha postu-
lado que el posible mecanismo de
accién del ozono esta relacionado
con la generacién de productos se-
cundarios durante la reaccién del
mismo con los dobles enlaces de
fosfolipidos presentes en biomem-
branas.? Se plantea que los com-
puestos formados tales como pe-
roxidos organicos y ozénidos,** son
los que en cantidades adecuadas y
controladas ejercen diferentes ac-
ciones biolégicas, que le brindan al
ozono un conjunto de propiedades
terapéuticas.b

Concentraciones de ozono com-
prendidas entre 10 y 80 ug/mL son
capaces de modular la liberacién de
citoquinas in vitro en células san-
guineas humanas, tales como
interferén yy B (IFN yy B), factor de
necrosis tumoral a (TNF a), inter-
leucinas I) 13,2 ,4,6,8y 10, factor
estimulador de colonia granulocito-
macréfago (GM-CSF) y factor trans-
formador de crecimiento -B 1 (TGF-
B 1).59

Se senala a la ozonoterapia como
util en el tratamiento de diversas
formas de hepatitis virales, siendo
la insuflacién rectal una de las for-
mas mas aplicadas, debido a su ex-
trema simplicidad y seguridad ma-
nual, asi como su bajo precio, ade-
mas, puede ser aplicable en ni-
nos.!%! Este efecto puede deberse a
que los peréxidos generados destru-
yen los receptores celulares del vi-
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rus, haciendo imposible su unién a
las células hepaticas, previniendo la
penetracién del virus a la célula hos-
pedera. Ademas, las células hepati-
cas infectadas son mas susceptibles
a la accién de los peréxidos genera-
dos por el ozono, por lo que resul-
tan destruidas y con ello, los virus
que las infectan.!?

Se hace referencia a que, dado
que el colon y el recto son zonas
muy vascularizadas, pueden estar
presentes la activacién de la fagoci-
tosis y de la actividad bactericida de
los leucocitos, con una potenciacién
de la produccién de inmunoglobu-
linas y regulacién de la respuesta in-
mune.”® También puede existir un
proceso lento de activacién de cé-
lulas sanguineas mononucleares
con una suave induccién de cito-
quinas, acompanado de un mejora-
miento de la oxigenacién y el meta-
bolismo.!?

Dado el efecto inmunoestimula-
dor de la ozonoterapia intrarectal’®
y su contribucién a la recuperacién
de enfermedades virales agudas
como la hepatitis B,'? se propuso
determinar si dicha terapia produ-
ce un incremento en la respuesta
humoral al antigeno 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 Produccién
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 aclimatacién.

Los animales se dividieron en
dos grupos experimentales, grupo
I (Control), que fue inmunizado,
pero no tratado con la mezcla ozo-
no-oxigeno y un grupo II, que reci-
bié el inmunégeno y las aplicacio-
nes de mezcla ozono-oxigeno. Se
tom6 como punto de partida la do-
sis reportada en humanos de 114 pg/
kg y se aplico por via rectal el doble
del equivalente a la dosis anterior,
correspondiente a 5 pg/20 g de peso
corporal a los animales . Se aplica-
ron 20 sesiones de mezcla gaseosa
0zono-oxigeno.

Elinmunégeno Heberbiovac HB
(lote 804301, Heberbiotec SA),™ se

administré intraperitonealmente a
una dosis de 2 pg/animal, segiin un
esquemade 2, 9y 16 d . Las aplica-
ciones del inmunégeno comenza-
ron dos dias después de la primara
sesién de aplicaciéon de mezcla ozo-
no/oxigeno. Este inmunégeno ex-
presa el fenotipo adw2 del antigeno
de superficie del virus productor de
la hepatitis B, obtenido por via
recombinante, que constituye el in-
grediente antigénico de la vacuna
cubana contra la hepatitis B.*

Las extracciones se realizaron
los dias 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 analizé mediante un
método inmunoenzimatico cuanti-
tativo directo Sandwich de doble
antigeno para deteccién de anti-
cuerpos anti antigeno de superficie
del virus productor de la hepatitis
B.?® Este método, que permite una
semicuantificacién de la respuesta
de anticuerpos, no discrimina
isotipo y solo brinda informacién
acerca de la respuesta total de anti-
cuerpos presente en un momento
dado contra un inmunégeno deter-
minado, en este caso un antigeno de
superficie del virus de la hepatitis
B. El analito es atrapado en el poci-
llo por el antigeno de recubrimien-
to, que no es mas que el mismo
inmunégeno, obtenido también por
via recombinante, su deteccién a
través de del sistema antigeno con-
jugado con peroxidasa de rdbano
picante (HRP, tipo VI, 268 u/mg s6-
lido, RZ: 3,1, Sigma), peréxido de hi-
drégeno 30 % (BDH, calidad reacti-
vo), el sustrato de la enzima, y orto-
fenilendiamina (BDH), el croméfo-
ro, en proporciones descritas pre-
viamente.?

Evaluacion estadistica

Los resultados se compararon a
través de la prueba no paramétrica
de Wilcoxon-Mann-Whitney para
comparacion de muestras no parea-
das. Laregion de rechazo se defini6
como el 5 % del area comprendida
bajo la curva de la distribucién
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muestral, 1o que implica un 95 % de
confiabilidad de los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

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

Al analizar la respuesta total de
anticuerpos especificos no se apre-
ci6 expresiéon de los marcadores
buscados en el dia 9, sin embargo, a
partir del dia 16, se observé un 100 %
de seroconversion (Tabla 1). Los va-
lores obtenidos son similares a los
reportados en trabajos previos con
el mismo inmundgeno y esquema
de inmunizacién.!>! La ausencia de
senal en el plasma durante el dia 9
puede deberse a que una Unica in-
munizacién genera una respuesta
tan débil que la sensibilidad del
método es incapaz de detectar.

Se apreci6 que durante la extrac-
cién correspondiente al dia 23 del
esquema hubo un aumento estadis-
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 reaccién del ozo-
no, ya que no se apreciaron diferen-
cias significativas hasta el dia 23.
Sin embargo, estas diferencias es-
tadisticas no se mantuvieronen el
dia 37, aunque biolégicamente se
observé una tendencia al incremen-
to de larespuesta de anticuerpos del
grupo tratado (Tabla 3).

Es necesario senalar que el tra-
tamiento terminé el dia 20, de ma-
nera que el dia 37 se alej6 17 d de la
ultima aplicacion. Puede ser que el
efecto estimulador de la mezcla
haya desaparecido entonces, aun-
que la probabilidad se encontré
muy cercana a la significacién es-
tadistica.

A partir de este resultado es po-
sible deducir, dado que el compo-
nente antigénico de la vacuna es el
antigeno de superficie del virus pro-
ductor de la hepatitis B, que la mez-
cla gaseosa ozono-oxigeno aplicada
por via rectal incrementa los anti-
cuerpos generados en ratones Balb/
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Fig. 1. Esquema de inmunizacion y extracciones.
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Tabla 1. Actividad de seroconversiéon durante el dia 16 del experimento.

Grupo Concentracion de anticuerpos Coeficiente de variacion
(UI/L) (%)
I 1 605,5 = 873,8 54 4
I 1690,9 = 730,6 43,2
b 0,675 1

UI Cantidad de anticuerpo necesaria para neutralizar un microgramo de antigeno.
Los resultados se expresan como (X = DE) (X Valor medio de la concentracién de
anticuerpos correspondiente. DE Desviacién estandar.).

Tabla 2. Actividad de seroconversion durante el dia 23 del experimento.

Grupo Concentracién de anticuerpos Coeficiente de variacién
(UI/L) (%)
I 3866,2 +1614,9 418
11 84114 317919 45,1
p 0,015 2%

Ul Cantidad de anticuerpo necesaria para neutralizar un microgramo de antigeno.
Los resultados se expresan como (X = DE) (X Valor medio de la concentracion de
anticuerpos correspondiente. DE Desviacién estandar.). * Diferencias estadisticas

significativas, p < 0,05.

Tabla 3. Actividad de seroconversion durante el dia 37 del experimento.

Grupo Concentracién de anticuerpos Coeficiente de variacion
(UI/L) (%0)
I 7780,6 19193 24,7
1I 9888,8 =2261,9 22,9
P 0,066 3

UI Cantidad de anticuerpo necesaria para neutralizar un microgramo de antigeno.
Los resultados se expresan como (X = DE) (X valor medio de la concentracién de
anticuerpos correspondiente. DE Desviacién estandar.).

C en respuesta a dicho inmunégeno,
lo que contribuye a la inactivacién
del virus y favorece su eliminacién
por mecanismos celulares depen-
dientes de la respuesta de anticuer-
pos, como puede ser estimulacién 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 especificos, pudiera estar re-
lacionado con la estimulacién diferen-
cial de la secrecién de citoquinas que
intervienen en dicho proceso.>?

CONCLUSIONES

La mezcla ozono-oxigeno aplica-
da mediante insuflacién rectal a
una dosis de 5 pg/20 g de peso cor-
poral provoca un incremento en la
respuesta humoral en ratones Balb/Cj
inmunizados con el antigeno 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-
cuperacién de enfermedades créni-
cas como las hepatitis.
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