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RESUMEN

La inmunomodulacion con ozono se ha fundamentado en su accidn sobre las células del sistema
inmune y sobre el metabolismo oxidativo. Cuando la sangre se expone a determinadas
concentraciones de 0zono, ocurren reacciones bioquimicas en las células que favorecen los
mecanismos inmunitarios de defensa. Evaluar el efecto del ozono sobre los fagocitos de sangre
periférica. Se disefid un experimento in vitro en las siguientes etapas: coleccién de las muestras
de sangre, generacion del ozono médico, liberacién del gas en las muestras, Incubacion y
evaluacién de la reaccién. Se coleccionaron 30 ml de sangre humana total, de 5 donantes
masculinos saludables en la mafiana, la que fue subdividida, 5 mL de sangre por tubo, en 6 tubos
de cristal (sangre, sangre mas oxigeno y cuatro con ozono). Un volumen de 5 mL de ozono, fue
coleccionado a diferentes concentraciones (10, 20, 40, 80 pg/mL) en jeringuillas de cristal y de
forma inmediata burbujeado en la muestra bioldgica. Se utilizaron dos controles negativos:
sangre y sangre mas oxigeno. Se mezclaron lentamente pero de forma continua, en zaranda con
agitacion, durante 10 minutos. Mediante el método directo microscopico de Baehner, se evalud
la funcion fagocitica de las células. Se aplico la prueba T de medias para muestras dependientes
y la significacion fue definida como el valor de p < 0,05. Se detectdo aumento significativo en la
actividad fagocitica de las células ozonizadas en relacion a las células de la sangre sola y con
oxigeno (p=0.04). Se determind que la actividad fagocitica fue mayor en las muestras ozonizadas
con concentraciones de 20 y 40 pg/mL. El ozono tuvo un efecto positivo in vitro sobre la
capacidad fagocitica de las celulas en sangre periférica lo que dependio de la concentracion del

0zono.
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INTRODUCCION

Bocci V describid lo que ocurre cuando la sangre se expone al ozono (Os) fuera del organismo.
El Os reacciona con los antioxidantes del plasmay con los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA)
unidos a la albumina y se descompone en peréxido de hidrégeno (H202) que es una especie

reactiva del oxigeno (ERO) y productos de oxidacion lipidica.*

El H20:al no estar ionizado, difunde al interior de la célula, por un transitorio gradiente, entre el
plasmay el agua citoplasmaética, lo cual tiene un efecto oxidativo temprano. La concentracion de
H202, es pequefia pero suficiente para disparar la reaccion bioquimica, que genera un agudo y

controlado estrés oxidativo, para la activacion bioldgica, sin toxicidad. *

Una vez en el citoplasma, el estimulo generado por el H20: activa a una enzima Tirosina
Kinasa que fosforila la cadena 1B del complejo NF-kB, facilitando que el heterodimero P50-65
se mueva hacia el nucleo, y regule la expresion de genes de proteinas incluidas las citocinas.
Bajas concentraciones de O3 generan bajos niveles de H202, incapaz de activar el NF-kB vy altas
concentraciones de Os, producen altos niveles de H202, produciendo dafio celular

Concentraciones de ozono entre 20 pg/mL y 80 pg/mL son toleradas por la sangre. 2

La respuesta de células mononucleares de sangre periférica ozonizadas, difiere si se utiliza la
sangre total o las células aisladas, lavadas y suspendidas en medio carente de sistemas
antioxidantes. La ausencia de sistemas antioxidantes hace a las células muy sensibles al Os, y se
deprime la activacion, la proliferacion celular en respuesta a mitdgenos y la secrecion de

citocinas. 2

El Os en la sangre total, induce la activacion de células inmunocompetentes directamente, los
productos de la reaccion del Os, se comportan como marcadores biologicos asociados con la
mejoria del sistema inmune. Se ha descrito que esos compuestos favorecen la actividad de

neutrofilos y su funcion fagocitica.

Los neutrofilos y monocitos son fagocitos que viajan a través de la sangre por todo el organismo,

en busca de patdgenos invasores.

.
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La fagocitosis es una caracteristica importante de la inmunidad innata celular, es un mecanismo
efector inespecifico de defensa, llevada a cabo por los fagocitos, donde los microorganismos,
restos celulares y particulas son captados, englobados con su membrana e introducidos en el
interior de la célula fagocitica con el fin de eliminarlos. Durante la fagocitosis se produce un alto
consumo de oxigeno (estallido respiratorio), este proceso describe un camino metabolico cuya
funcién es producir un grupo de agentes microbicidas altamente reactivos, mediante la reduccion
parcial de oxigeno. El propdsito del estallido respiratorio es proveer una serie de agentes
oxidativos reactivos como son: el anidn superoxido, el perdxido de hidrogeno y la activacion de
la via alterna hexosa mono-fosfato que son utilizados por los fagocitos para la destruccion de

microorganismos. 2

El H202 generado durante la respuesta fagocitica, es letal para las células bacterianas, ocasiona
lisis de la pared celular, estallido y destruccion, también tienen una funcién muy importante al
activar cinasas y factores de transcripcion que inducen la sintesis de citocinas y factores de
crecimiento, es a este nivel donde se aprecia la positiva influencia de los peréxidos formados

durante el tratamiento con O3, ?

Con el objetivo de imitar in vitro los eventos bioldgicos que ocurren durante la ozonoterapia, se

expuso la sangre al 0zono y se evaluo la capacidad fagocitica de las células.

OBJETIVOS
General: evaluar el efecto del ozono sobre la actividad fagocitica de los leucocitos.
Especificos:

1) Medir la actividad fagocitica de los neutr6filos en las muestras: Sangre sola, Sangre + Os y

Sangre + oxigeno.

2) Comparar los resultados de la fagocitosis en la sangre ozonizada, con diferentes

concentraciones de O:s.

3) Comparar los resultados de la fagocitosis entre los grupos de muestras bioldgicas.
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MATERIALES Y METODOS

En la sangre periférica se puede cuantificar los fagocitos que circulan y evaluar su actividad
fagocitica por métodos inmunoldgicos. * Se realizé el método directo microscépico de Baehner.
Método sencillo, facil de interpretar, reproducible que no requiere separar a la célula fagocitica

para evaluar su funcion.
Se realizé el experimento in vitro en varias etapas

Generacion del ozono: El ozono se obtuvo a partir del oxigeno médico, mediante un generador
OZOMED Plus (Habana, Cuba). Concentraciones de Oz utilizadas: 10 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L
y 80 mg/L.

Coleccidon de la sangre humana: la muestra de 30 mL sangre se obtuvo a partir de donantes
saludables, no fumadores, del sexo masculino, en la mafana; se utiliz6 como anticoagulante
heparina (15 U/mL de sangre) y se subdividio en 6 frascos (5 mL en cada frasco) de cristal. Los

controles fueron sangre sola y con oxigeno.

Liberacion del gas en la muestra bioldgica: de forma inmediata se burbuje6 el gas (5 mL) en la
muestra bioldgica, igual volumen de células y gas (1:1) se mezclaron de forma lenta y continua,
en zaranda con agitacion, durante 10 minutos. Para obtener resultados reproducibles, se requiere

la manipulacion rapida y precisa del gas.

Método para evaluar la funcion fagocitica: Se evalud la funcion celular mediante el método

directo microscépico de Baehner, 1968

Los resultados se describen como la media de los porcientos de fagocitosis £ la Desviacion
estandar. Se aplicod la prueba T de medias para muestras dependientes y la significacion fue

definida como el valor de p < 0,05.

RESULTADOS

La actividad fagocitica fue mayor en las células ozonizadas. Se obtuvo un incremento

significativo en la actividad fagocitica de las células ozonizadas en relacion con las células no
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ozonizadas (p=0.03). No hubo diferencias significativas en el resto de los grupos. Hubo
incremento de la actividad fagocitica en las células ozonizadas con concentraciones entre 20
pg/mL y 40 pg/mL y tendencia a disminuir al exponerlas a 80 pg/mL de ozono (figura). El
efecto sobre la fagocitosis del Oz se ha demostrado en estudios clinicos.®
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Figura. Valores de la funcion fagocitica en muestras de sangre sola, con oxigeno y con ozono.

CONCLUSIONES

El ozono, a dosis dependiente, pudiera comportarse como un agente favorecedor de la capacidad
fagocitica de las células en sangre periférica.

RECOMENDACIONES

Desarrollar estudios preclinicos con Os para evaluar sus efectos en diferentes pardmetros
inmunoldgicos.
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