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RESUMEN. El empleo de la ozonoterapia es muy discutida. Algunos reportes
muestran que el ozono es un potente agente oxidante al ser empleado por via
inhalatoria, provocando diferentes danos (asma bronquial obstruccién pulmo-
nar crénica y fibrosis intersticial del pulmén). Otros articulos abordan benefi-
cios terapéuticos cuando el gas no es administrado por via inhalatoria y se su-
ministra en dosis controlada. En este trabajo se utiliza la reaccién de Anafilaxia
Cutanea Pasiva para realizar un estudio preliminar que aborda el efecto del ozo-
no sobre la reaccién anafilactica. Para ello, se emplearon 90 ratones NMRI, los
cuales se dividieron en tres grupos de 30 animales cada uno. Al primer grupo se
le aplicaron 20 tratamientos de ozono (1 mL) a una concentracién de 50 ug/mL
diariamente, utilizando la via rectal; el segundo fue tratado con oxigeno y el
tercero se considerd grupo control. Todos los animales fueron sensibilizados
con una disolucién de ovoalbumina, a los 5y 19 d . Después de terminado el
tratamiento (24 h), los animales fueron sacrificados y su sangre total fue colecta-
da. los sueros se conservaron a -70 °C . Posteriormente, estos sueros fueron ino-
culados intradérmicamente (0,1 mL) en la espalda de ratas machos Sprague
Dawley. Transcurridas 24 h, se les inyecté por via endovencsa una disolucién de
albumina con Azul de Evans y pasada 1 h de la inoculacién, se realizé la evalua-
cién de la reaccién teniendo en cuenta el didmetro de la mancha. Los resultados
indicaron que hay una disminucién estadisticamente significativa de la reac-
cién anafilactica del grupo ozono con 1,2 mm , en comparacién con el obtenida
con ef oxigeno de 8,6 mm y con el grupo control 12,4 mm . Por lo cual se puede
concluir que el ozono interviene en la sintesis de anticuerpos reaginicos.

ABSTRACT. Ozone therapy applications are a very controvertial topic, Many
papers show this potent oxidant agent as a pollutant related with the incidence
of different illnesses (bronchial asthma, chrinic obstructive pulmonary disease
and interstictial pulmonary fibrosis). Other papers report therapeutical benefits
when the gas is appliedby a not harmful way and with a suitable dose. Based on
the passive anaphylaxys cutaneous reaction, a preliminary study abcut the ozone
effect on this anaphylactic reaction is performed. 90 NMRI mice were used,

ivided into three groups of 30 animals each. One milliliter a mixture ozone/
oxygen at a concentration of 50 ug/mL was applied daily, up to 20 treatments to
the first gruop using rectal via. Group 2 received oxygen in the same way and
time as group 1, and group 3 received no treatment (positive control group). All
animals were sensitized with an ovalbumin solution at the day 5 and 19. Twenty
four hours after finishing the treatments, animals were sacrificed, total blood was
collected and the correspondent serum was stored at -70 °C . The serum (0.1 mL)
of the different groups was injected at both sides back of Sprague Dawley male
rats (that were not submitted to any kind of medication or drug). After 24 h, an
ovalbumin solution with Evans’ Blue dye was injected intravenously and the
reaction measured one hour later. The results indicated the presence of
significant statisticaly differences on the anaphylactic reactions based on rats
skin lesion diameters, among ozone (1.2 mm), oxygen (8.6 mm) and positive
control group (12.4 mm). It is concluded that ozone, applied by rectal insufflation
in mice, influenced on the reaginic antibody synthesis reaction.

INTRODUCCION

La anafilaxia esta caracterizada
por un colapso circulatorio que ocu-
rre a veces cuando una persona quc
fue intensamente inmunizada con-
tra un antigeno, recibe por via
intravenosa una dosis subsiguiente
de dicho antigeno especifico. Proba-
blemente se hayan formado an
tigenos en todos los tejidos, en es-
trecha relacién con el sistema vas-
cular,de manera que inmediatamen:
te después de inyectar el antigeno.
lalesién celular libera las sustancias
téxicas.! Los mastocitos son recu-
biertos por un determinado tipo de
anticuerpos, cuya regiéon Fc se une
especificamente a sitios de la super-
ficie del mastocito * Los anticuerpos
homocitotrépicos mas efectivos per-
tenecen a la clase IgE, pero se sabe
que anticuerpos IgG también pue-
den actuar como reaginas, aunque
aun no se ha determinado el grado
de su contribucién al estado alérgico
en el hombre.? Las reaginas IgG sc
diferencia de las IgE en su insensi-
bilidad relativa al calor suave y a la
reduccién con 2-mercaptoetenol, y
particularmente en su menor afini-
dad por los mastocitos. Mientras que
los anticuerpos IgE se detectan en
el sitio de la inyeccion intradérmica
que se ha efectuado a un individuo
normal durante varias semanas, la
I1gG se dispersa en un dia.? L.a sensi-
bilidad anafilactica puede ser obscr-
vada en piel, usando la anafilaxia
cutanea pasiva (ACP) introducida
por Ovary, que utiliza esta reaccion
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dérmica como un indicador extrema-
damente sensible de anticuerpos
reaginicos. Por ejemplo, se puede in-
yectar a un animal normal dilucio-
nes altas de suero de cobayo, con
anticuerpos de la clase a,-globulina,
y a continuacién efectuar una inyec-
cion intravenosa del antigeno con un
colorante (Azul de Evans), la reac-
cién anafilactica en la piel originara
la liberacién de aminas vasoactivas
y, por tanto, ocacionard una concen-
tracién local del colorante azul.?

Las IgE se encuentran presentes
en el suero, y sélo una proporcién
muy pequena de células plasmaéticas
en el organismo sintetizan esta
inmunoglobulina.? Este anticuerpo
se encuentra estrechamente vincu-
lado con el proceso alérgico, el cual
reflejaria el estado de inmunidad y
proteccién contra un antigeno
particular.?® Se ha demostrado que el
proceso de sintesis de la IgE se en-
cuentra regulado por diferentes ci-
tocinas (IL-4 y IFN-y).?

Recientes reportes han demostra-
do que el ozono actiia como un in-
ducter de citocinas, por lo cual se le
atribuye la propiedad de inmu-
nomodulador. **

E! objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto del ozono sobre la
formacion de inmunocomplejos, de-
terminados biolégicamente median-
te el modelo de anafilaxia cutdnea
pasiva.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Fueron utilizados 90 ratones hem-
bras pertenecientes a la linea NMRI
(20-22 g) y cinco ratas macho
Sprague Dawley (180-200g) prove-
nientes del Centro Nacional para la
Produccién de Animales de Labora-
torio (CENPALAB), los cuales fueron
mantenidos en condiciones de bio-
terio, con temperatura y humedad
controlados. Ademas, fuercn alimen-
tados con una dieta estédndar
(CENPALAB) y agua ad libitum.

Tratamiento y sensibilizacion

Los animales se dividieron en
tres grupos de 30 cada uno. El pri-
mer grupo fue tratado con ozono a
una dosis de 2,8 mg/kg de peso, al
segundo se le administré oxigeno,
utilizando para ello en ambos casos
la via rectal, mientras que el tercer
grupo se clasific6 como control sin
tratamiento. En total fueron aplica-
das 20 sesiones de cada tratamiento.
Estos animales a la vez fueron some-
tidos a un proceso de inmunizacién
para lo cual se siguié el esquema si-
guiente: al quinto dia de haber co-

menzado el tratamiento, se realizé
una primera inyeccién intraperito-
neal de una disolucién con 0,05 mg
de ovoalbumina (BDH, USA)y 0,01 g
de KAI(SO,), - 12H,0 (URSS) por
cada animal en 0,2 mL de disolucién
salina, después a los 14 d se les in-
yecta una segunda dosis (0,2 mL) con
la misma disolucién pero diluida 1/49
en PBS. A los 21 d después de la in-
munizacién, los animales fueron
desangrados. Se colecté una mezcla
de sangre por cada uno de los grupos,
en tubos de ensayo de 10 mL y se so-
metié a centrifugacién de 3 000 r/min .
Los sueros obtenidos fueron conser-
vados a-70 °C .

Prueba anafilactica

Esta prueba fue ralizada en las
ratas macho Sprague Dawley. Estas
fueron rasuradas en la zona de la
espalda, donde 24 h después, el sue-
ro diluido 1/50 en disolucién salina,
fue intradérmicamente inyectado
por duplicado (cada muestra fue en-
sayada en la piel de cinco ratas re-
ceptoras). Trascurridas 24 h del pe-
riodo de sensibilizacién, los anima-
les fueron inyectados por via intra-
venosa con 1mL de una disolucién
de Azul de Evans 1 % y ovoalbtimi-
na0,1 %, uitlizando para ello, la vena
del pene. Treinta minutos después,
los animales fueron sacrificados en
atmosfera de éter, la piel dorsal fue
removida y se realizé la evaluacién
por la porcién interna de la piel, me-
diante el método de medicién del
diametro de las reacciones.®

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados es-
tadisticamente, mediante la prue-
ba no paramétrica Kruskal Wallys
para la comparacién entre grupos
(p < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El grupo tratado con ozono pre-
sent6 un valor significativamente

inferior al resto (Control y trata-
miento con oxigeno), lo que sugiere
una relacion entre la sintesis de an-
ticuerpos reaginicos y el tratamien-
to con ozono en ratones NMRI (Ta-
bla 1).

El mecanismo de produccién de
estos anticuerpos se encuentra regu-
lado por citocinas. Estudios realiza-
dos recientemente,’ muestran que
en el proceso de secrecion de la IgE,
estan involucradas la 1L-4 y el IFN-
¥, segun plantean los autores, la 1L-
4 parece ser un factor crucial que
promueve la induccién o mejora-
miento de la secrecion de IgE por
células mononucleares.!" Este efec-
to de la IL-4 sobre la sintesis se IgE
es suprimido por IFN. Bocci y cola-
boradores® han demostrado que cl
ozono a concentraciones comprendi-
das entre 10-80 pg/mL de sangre, pro-
duce la liberacion de citocinas tales
como interferon IFNy y f3, factor de
necrosis tumoral (TNF-a) interleuct-
nas IL1B, 2, 4, 6, 8 y 10, factor esti-
mulador de colonia granulocito-
macrofago GM-CSF y activa el fac-
tor de crecimiento transformante
TGF-p1.-°

Teniendo en cuenta los resulta-
dos de este trabajo y io demostrado
por Bocci y colaboradores en 1992,
se puede sugerir una hipotesis que
explique la posible via por la cual el
ozono puede suprimir la sintesis
de anticuerpos reaginicos y es la
siguiente: el ozono incrementa la
liberacién de IFNy, el cual actia
como fuerte antagonista de la ac-
tividad de la I1L-4.

Conociendo que una de las fun-
ciones de la IL-4 es la induccion
de la sintesis de isotipos de IgE se
puede esperar la disminucion en
la concentracién de esta inmuno-
globulina.

Dicha hipétesis sera dilucidada
en estudios futuros mediante la de-
terminacién de citocinas en el me-
canismo referido.

Tabla 1. Resultados del analisis estadistico.

Grupo n X + DE
(min)
Ozono (1) 10 1.2 + 01421
Oxigeno (2) 10 8.6 +« 3400
Control (3) 10 124+« 1,074
p < 0,05 172 0,000 2
p < 0,05 1/3 0,000 2
p < 0,05 2/3 0,001 5
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CONCLUSIONES

En condiciones de trabajo como
las de este estudio, el ozono es capaz
de intervenir en la sintesis de anti-
cuerpos reaginicos IgE.

Corroborar los resultados obteni-
dos, aplicando un método cuantita-
tivo de determinacién de IgE.
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