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RESUMEN. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la ozonoterapia
sobre los linfocitos T CD3, las subpoblaciones linfocitarias CD4+ y CD8*, la fun-
ciéon leucocitaria CD45 y la expresiéon de la molécula HLA-DR en sangre
periférica, asi como, la concentraciéon de IgE sérica en pacientes con enferme-
dades inflamatorias. Valores inicialmente patolégicos en la expresién de CD45,
HLA-DR y en las concentraciones de IgE variaron significativamente luego de
15 sesiones de autohemoterapia (40 pg/mL). Se observé una tendencia al resta-
blecimiento de las subpoblaciones linfocitarias CD3, CD4*, CD8" y del coefi-
ciente CD4/CD8. Estos resultados sugieren que el tratamiento con ozono puede
ser una terapia alternativa en enfermedades inflamatorias.

ABSTRACT. The aim of this work was to study the effect of ozone therapy on
blood lymphocyte subpopulations (CD3, CD4+, CD8"), leukocyte function (CD45),
HLA-DR molecule expression and the serum levels of IgE in patients with in-
flammatory diseases. Initial pathologic values in the expression of CD45 and
HLA-DR and IgE concentrations were significant normalized after 15 en-
dovenous ozone therapy sessions. A tendency to achieve normal values was
observed in CD3, CD4*, CD8" parameters. These results suggest that ozone treat-
ment can be a beneficial alternative therapy in inflammatory process.

INTRODUCCION

Durante el desarrollo de las re-
acciones inflamatorias alérgicas, se
produce una aparicién por fases de
distintas poblaciones celulares con
patrones de migracién complejos,

de produccién de inmunoglobuli-
nas.3*

La determinacién de la distribu-
cion de leucocitos, subpoblaciones
linfocitarias y sus estados de activa-
cién, asi como la concentraciéon de

que dependen de los estados de ac-
tivacién, de la presencia de molé-
culas quimiotacticas, de los tipos
de moléculas de adhesién presen-
tes en el endotelio vascular y de las
citocinas liberadas en el medio.! A
su vez, se plantea un incremento
de la inmunoglobulina E y una re-
laciéon privilegiada con las células
inflamatorias.?. Por otra parte, es-
tudios experimentales recientes
demuestran el papel del ozono
como inductor de citocinas, ademas
de la estimulacién de mecanismos

IgE, como marcadores de la infla-
macién alérgica y del estado inmu-
nolégico del individuo, antes y des-
pués de la ozonoterapia, constituye-
ron los objetivos de este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

En el estudio se incluyé un con-
junto de pacientes a los que se les
diagnosticaron enfermedades infla-
matorias alérgicas (bronquitis,
asma), de ambos sexos, con edades
comprendidas entre 15y 50 anos, sin
previo tratamiento con ozono. Los

pacientes fueron tratados por auto-
hemoterapia (40 pg/mL) durante 15
sesiones. Las muestras sanguineas
fueron tomadas antes de comenzar
el tratamiento con ozono y después
de su conclusion.

Analisis de poblaciones celulares

Las poblaciones celulares se de-
terminaron mediante citometria de
flujo empleando anticuerpos mono-
clonales fluorescentes (FITC) (Cen-
tro de Inmunologia Molecular, Ciu-
dad de La Habana):

m ior t3 (IgG2a) anti CD3: Evalua-
cién de linfocitos T.

m ior t4 (IgG2b) anti CD4: Evalua-
cién de células T auxiliadoras/in-
ductoras.

m ior t8 (IgG2a) anti CD8: Evalua-
cién de linfocitos T citotéxicos/su-
presores.

m ior L3 (IgG1) anti CD45: Antige-
no comun leucocitario.

m ior drl (IgG2a) anti HLA clase II:
Evaluacioén de linfocitos B, mono-
citos, linfocitos T activados y cé-
lulas presentadoras de antigeno.

Determinacion de IgE

La determinacién de IgE en sue-
ro se efectué mediante el juego de
reactivos para andlisis inmunoen-
zimético de IgE (Centro de Inmuno-
ensayo, Ciudad de La Habana).

Método estadistico

Para la comparacion de muestras
apareadas se utiliz6 la prueba de
Wilcoxon ( p< 0,05).
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Para el analisis estadistico los re-
sultados se agruparon segun los va-
lores iniciales (antes del tratamien-
to):

Grupo 1.- Total de pacientes.

Grupo 2.- Pacientes con valores
iniciales dentro del intervalo de re-
ferencia.

Grupo 3.- Pacientes con valores
iniciales patologicos superiores al
intervalo de referencia.

Grupo 4.- Pacientes con valores
iniciales patolégicos inferiores al
intervalo de referencia.

DISCUSION Y RESULTADOS

Los resultados relacionados con
el porcentaje de células CD3, CD4",
CD8"y el coeficiente CD4/CD8 en
cada uno de los grupos de estudio,
antes y después del tratamiento, se
muestran en las figuras 1, 2,3 y 4 res-
pectivamente.

En los grupos 3 y 4, se observé
una tendencia al restablecimiento de
estas subpoblaciones linfocitarias T,
que se encontraban inicialmente pa-
tologicos. Los elevados porcentajes
de células CD3,CD4*+y CD8" en san-
gre periférica que presentaban los
pacientes con enfermedades alérgi-
cas estan en concordancia con otros
resultados publicados.’ En estudios
similares, en el lavado broncoalveo-
lar de pacientes con varias enferme-
dades pulmonares asociadas con
eosinofilia, se demuestra que ade-
mas del caracteristico infiltrado
leucocitario, todos los pacientes
muestran un significativo incremen-
to del nimero de células CD4* y
CD8* comparados con individuos
normales.®” Se conoce que el empleo
de drogas antinflamatorias reduce la
infiltracién de células T caracteris-
ticas de la inflamacion.®*°Los resul-
tados de este trabajo, luego del tra-
tamiento con ozono, coinciden con
esos reportes al evidenciarse una
tendencia a la disminucion del por-
centaje de células CD3, CD4*, CD8",
lo cual sugiere que la ozonoterapia
actta sobre la infiltracién linfocita-
ria, mejorando el proceso inflamato-
rio. El grupo 1 no mostré variacio-
nes, lo cual puede ser debido a que
éste incluye al total de pacientes en
el estudio por lo que la sumatoria no
refleja los cambios que se observan
en los grupos individuales. El grupo
2 inicialmente dentro del intervalo
de referencia, tampoco mostro varia-
ciones.

El antigeno comun leucocitario
CD45 vari6 significativamente, lue-
go de la terapia en el grupo 4 a dife-
rencia de los grupos 1 y 2 cuyos va-
lores se mantuvieron en el intervalo

o CP3 (%) CD3: 63-76 %

80 T

70 1

60 H
50 H
40 H
30 H
20 H
10 H

0+ T T T T

G1 G2 G3 G4
Fig. 1. Porcentaje de células CD3 en san-
gre periférica de pacientes antes y des-
pués de la autohemoterapia (40 png/mL).
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Fig. 3. Porcentaje de células CD8* en san-
gre periférica de pacientes antes y des-
pués de la autohemoterapia (40 ug/mL).
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establecido (90-100 %) (Fig. 5). Se ob-
serva un incremento del porcentaje
de células que expresan este antige-
no, en estos individuos, luego del
tratamiento con ozono, respecto al
grupo no tratado. Seria necesario
determinar especificamente el efec-
to del ozono sobre las isoformas de
este antigeno y la relacién entre es-
tas, ya que existe una hipoétesis
(Corominaset al., 1993) que sugiere
que la inmunoterapia aumenta el
porcentaje de células con funcién
supresora, correspondiente a las cé-
lulas inductoras de la supresiéon
CD45RA", isoforma del antigeno
CD45. Estos autores plantean que
individuos atépicos no tratados con
inmunoterapia muestran un nime-
ro elevado de la isoforma CD45RO*
(inductoras de la respuesta inmune)
y menor numero de CD45RA" res-
pecto a los tratados. Los pacientes
bajo inmunoterapia presentan cam-
bios que se traducen en un aumen-
to del porcentaje de células induc-
toras de supresion CD45RA", lo que
indicaque estos pacientes presentan
alteraciones del equilibrio estable-
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Fig. 2. Porcentaje de células CD4* en san-
gre periférica de pacientes antes y des-
pués de la autohemoterapia (40 ug/mL).
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Fig. 4. Coeficiente CD4/CD8 en sangre
periférica de pacientes antes y después
de la autohemoterapia (40 ug/mL).
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cido entre las citocinas secretadas y
las células inductoras de la supresion
inmunologica 112

Valores inicialmente incrementa-
dos en la expresién de la molécula
HLA-DR disminuyeron significati-
vamente en los grupos 1y 3 (Fig. 6).
Vignola et al., plantean que la reac-
cién de hipersensibilidad esta asocia-
da a un incremento en la expresion
de este marcador de activacion tar-
dia de la lamina bronquial y del epi-
telio y demostraronque después de
la aplicacién de una terapia antinfla-
matoria se produce una reduccién en
la expresion de esta molécula.’ Esto
coincide con el decremento de HLA-
DR observado luego de la ozonote-
rapia.

Se observé una disminucion sig-
nificativa de la respuesta de la IgE
en el grupo 3 (Fig. 7) . Existen repor-
tes actuales en los que se reconside-
ra el papel de la IgE, no sélo en la
reaccion alérgica, sino en su relacién
con las células inflamatorias por la
presencia en la superficie celular de
receptores para esta inmunoglobuli-
na.? Es probable que el ozono a tra-
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Fig. 5. Porcentaje de células CD45 en san-
gre periférica de pacientes antes y des-
pués de la autohemoterapia (40 ug/mL).
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vés de la induccién de citocinas ta-
les como interleucina 4 (IL-4) e in-
terferén (IFNy), reconocidas por su
papel en la regulacion de la sintesis
de IgE,*de lugar a un control de esta
inmunoglobulina y por tanto, del
proceso inflamatorio.

En todas las determinaciones
realizadas en este estudio, el grupo
2, que incluia a los pacientes cuyos
valores iniciales estaban dentro del
intervalo de referencia, no mostro
cambios antes y después del trata-
miento. Cada indicador inmunologi-
co se mantuvo en el intervalo estable-
cido. Experiencias anteriores demos-
traron que el ozono no induce cam-
bios en individuos aparentemente
sanos,’ por lo que este resultado co-
rrobora que la ozonoterapia actua
s6lo cuando el sistema inmunolégi-
co estd alterado, es decir, cuando
esos indicadores presentan valores
patolégicos.

CONCLUSIONES

El empleo de la autohemoterapia
(40 ug/mL, 15 sesiones ) en pacien-
tes con enfermedades inflamatorias
alérgicas muestra una reduccién sig-
nificativa en la expresién de la mo-
lécula HLA-DR, un significativo in-
cremento del antigeno comun
leucocitario CD45, una tendencia al
restablecimiento de las subpoblacio-
nes linfocitarias CD3, CD4+, CD8* y

HLA-DR
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Fig. 6. Expresion de la molécula HLA-DR
en sangre periférica de pacientes antes y
después de la autohemoterapia (40 ug/mL).
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del coeficiente CD4/CD8, asi como
una disminucién significativa de la
respuesta de la IgE.
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